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Resumen

Objetivos: Determinar las diluciones y concentraciones optimas de una prueba de ELISA para detectar anticuerpos IgE, asi como
su sensibilidad, espécificidad y valor predictivo en pacientes con equinococosis quistica. Analizar si los niveles de anticuerpos IgE
especificos se correlacionan con la respuesta al tratamiento médico con albendazol en un periodo mayor a un afio de finalizado el
tratamiento. Disefio: Estudio cuasiexperimental con grupo control. Institucion: Instituto de Medicina Tropical Daniel A. Carrién, Facultad
de Medicina, UNMSM, Lima, Per(. Material de estudio: Prueba de ELISA para anticuerpo IgE. Intervenciones: Estandarizacion de
la prueba de ELISA para anticuerpo IgE y disefo preexperimento con preprueba y posprueba en un solo grupo, para evaluar su
valor en el diagnostico y seguimiento postratamiento de pacientes con quiste hidatidico hepatico tratados con albendazol. Para
la estandarizacion de la prueba de ELISA, se utilizd suero de cinco pacientes con diagndstico clinico de equinococosis quistica,
y la sensibilidad y especificidad de la prueba se us6 suero de 30 pacientes aparentemente sanos. Para determinar las reacciones
cruzadas, se utilizo 16 muestras de suero de pacientes con otras helmintiasis (ascariasis, strongiloidiasis, toxocariosis, trichuriasis,
himenolepiasis, cisticercosis y teniasis). Para el diagndstico y seguimiento postratamiento de equinocococosis quistica, se utilizod
el suero de 17 pacientes. Principales medidas de resultados: Sensibilidad y especificidad de prueba estandarizada de ELISA para
detectar anticuerpos IgE. Resultados: La prueba estandarizada de ELISA para detectar anticuerpos IgE tuvo una sensibilidad de 95,6%
y una especificidad de 100%. En los pacientes con quiste hidatidico hepatico considerados curados, uniformemente disminuyeron
los niveles de anticuerpo tipo IgE hasta la negativizacion. Se obtuvo elevacion de los niveles de IgE en los pacientes que presentaron
recurrencia de la enfermedad quistica hepatica. Conclusiones: En el presente estudio se encontrd un excelente nivel de sensibilidad
y especificidad de la prueba de ELISA para anticuerpos IgE de equinococosis quistica. La curacion de los quistes coincidio con una
dismuinucion progresiva de los niveles de IgE, que pudo llegar a la negativizacion después de un afio postratamiento y fue de gran
utilidad para detectar la recurrencia. La persistencia de niveles elevados de IgE en pacientes tratados médicamente fue indicativo de
no haber respuesta al tratamiento. Siendo no muy grande el tamafio de la muestra de nuestro estudio, es necesario continuar con la
investigacion para confirmar estos resultados.

Palabras clave: ELISA IgE, equinococosis quistica, albendazol.

Abstract

Objectives: To determine best dilutions and concentrations of ELISA test to detect IgE antibody, its sensitivity and specificity
and predictive value in patients with cistyc echinococcosis. To analyze the relationship between IgE specific antibody level and
albendazole medical treatment response in a period over one year after completion of albendazole therapy. Design: Quasi-
experimental study with control group. Setting: Instituto de Medicina Tropical Daniel A. Carrion, Faculty of Medicine, UNMSM,
Lima, Peru. Study material: IgE antibody ELISA test. Interventions: IgE antibody ELISA test standardization with preexperimental
pretest and post test in one group to assess its value in diagnosis and post-treatment of patients with hepatic hydatid cysts treated
with albendazole. For ELISA test standardization we used serum from five patients with clinical and immunological diagnosis of
cystic echinococcosis; to test sensitivity and specificity sera of 30 apparently healthy subjects were studied; to determine cross-
reactions 16 serum samples from patients with other helminth infections (ascariasis, strongiloidiasis, toxocariasis, trichuriasis,
hymenolepiasis cysticercosis and taeniasis) were used. For diagnosis and post-treatment evaluation of cystic echinocococosis
serum from 17 patients was studied. Main outcome measures: Standarized ELISA test sensitivity and specificity to detect IgE
antibodies. Results: Sensitivity and specificity of standardized ELISA test to detect IgE antibody were respectively 95.6% and 100%.
Patients with hepatic hydatid cyst considered cured uniformly showed lower levels of IgE antibody even to negativization. There was
increase of IgE levels in patients who had recurrence of hepatic cystic disease. Conclusions: This study found excellent sensitivity and
specificity of ELISA test for cystic echinococcosis IgE antibodies. Healing of cysts coincided with progressive decrease in IgE levels
that could reach negativization after one year post-treatment and was useful to detect recurrence. Persistence of IgE high levels in
patients treated medically was indicative of no response to treatment. As sample size was not large, it seems necessary to continue
investigation to confirm these results.
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INTRODUCCION

La equinococosis quistica (EQ) causa-
da por larvas de Echinococcus granulosus
es una zoonosis parasitaria que consti-
tuye un serio problema de salud pablica
en muchas regiones del mundo . Esta
enfermedad es usualmente diagnosti-
cada mediante exdmenes clinicos con
diferentes técnicas de imagen y prue-
bas inmunoldgicas para la deteccién de
anticuerpos séricos especificos contra
el parasito. La sensibilidad y especifi-
cidad de las diferentes pruebas inmu-
noseroldgicas dependen de la etapa de
la enfermedad, la localizacién de los
parésitos, los antigenos y las técnicas
utilizadas *¥,

El liquido hidatidico de quistes
(HCF) de E. granulosus de origen ovi-
no o vacuno constituye una fuente de
antigenos que ha sido ampliamente
utilizado para el desarrollo de pruebas
inmunoseroldgicas. Con el objetivo de
identificar aquellos antigenos del pa-
rasito que pudieran ser relevantes para
el inmunodiagnéstico de la hidatidosis
y proporcionar una prueba inmunose-
roldgica més sensible y especifica, dife-
rentes estudios han llevado a la carac-
terizacién de dos principales antigenos
del HCE llamados antigeno 5 (Ag5) y
el antigeno B (AgB) ¢4,

El Ag5 es una lipoproteina con peso
molecular de 57 y 67 kDa y que bajo
condiciones de reduccién parece estar
compuesta por subunidades de 22 y 38
kDa. Histéricamente, el Ag5 ha sido
uno de los antigenos mas ampliamente
utilizados para el inmunodiagnéstico de
la EQ. Sin embargo, diferentes estudios
han demostrado que el Ag5 reacciona
en forma cruzada con anticuerpos para
otros cestodos.

El AgB es una lipoprotefna poliméri-
ca de 120 kDa y que bajo condiciones
de reduccién parece estar compuesto
por tres subunidades con tamafios mo-
leculares de 8 a 12, 16 y 24 kDa. La
subunidad més pequefia ha demostrado
ser el blanco més qtil en los estudios de
diagnéstico 6P, Aunque las evidencias
sugieren que el AgB tiene alto valor

diagnéstico, su importancia en el con-
trol de la eficacia del tratamiento me-
dico o quirtrgico en la EQQ permanece
atin desconocido.

Una serie de informes recientes de-
muestran el valor potencial que posee
el analisis de anticuerpos especificos de
las subclases del IgG para serodiagnds-
tico especifico de la EQ o para estudios
de seguimiento después de la cirugfa o
después de la quimioterapia 519, De
las subclases de IgG, la subclase 1gG4
resultarfa ser mas especifica para el
inmunodiagnéstico; pero, atn cuando
se pudiera alcanzar alta sensibilidad o
especificidad utilizando el liquido hida-
tidico total o alguno de los antigenos
purificados, la deteccién de estos anti-
cuerpos tiene como principal limitacién
su incapacidad para correlacionarse en
forma positiva con la evolucién posto-
peratoria del paciente o la respuesta
al tratamiento médico con albenza-
dol #y esto constituye un obsticu-
lo para hablar de curacién en aquellos
casos en que la respuesta aparente al
tramiento con albendazol ha sido ca-
talogada como éxito terapéutico: cura-
ci6én (desaparicién o calcificacion de los
quistes) y marcada mejorfa (reduccion
mayor al 25% del tamafio del quiste o
paso del quiste a CE4 o CE5, segin la
clasificacion de la OMS). Esta clasifica-
cién es muy til, porque es un esfuerzo
para correlacionar los hallazgos ultraso-
nogréficos del quiste hidatidico con su
actividad clinica, la cual decrece desde
los tipos CE1 y CE2, que son los mas
activos, al CE5 que representa la lesién
parasitaria mds inactiva. Sin embargo,
en la prictica no siempre es posible
encontrar esta concordancia entre la
imagen ultrasonogréfica y el grado de
actividad. En estos casos, el estudio
inmunoseroldgico podria representar
el complemento ideal para aclarar si la
imagen quistica estd activa o no.

En ese sentido, algunos autores han
encontrado que el dosaje de IgE total
sérica o la deteccién de anticuerpos IgE
parecen correlacionarse con la evolu-
cién postoperatoria o con la respuesta
al tratamiento médico "1,

El objetivo del presente estudio fue
estandarizar una prueba de ELISA para
la deteccién de anticuerpos IgE, que
pudiera ser til para el diagnéstico in-
munoldgico de la EQ, y permitiera ha-
cer el seguimiento postratamiento qui-
mioterdpico con albendazol, asi como
detectar precozmente las recurrencias
postratamiento.

METODOS

El presente estudio fue cuasiexperimen-
tal con grupo control, para la estandari-
zacién de la prueba de ELISA para an-
ticuerpos IgE y disefio prexperimento
con preprueba y posprueba en un solo
grupo para evaluar su valor en el diag-
néstico y seguimiento postratamiento
de pacientes con quiste hidatidico he-
pético tratados con albendazol.

Para la estandarizacién de la prueba
de ELISA-IgE, se utiliz6 cinco muestras
de suero de pacientes con diagnéstico
clinico de equinococosis quistica y con
serologfa positiva a hidatidosis, median-
te las pruebas de ELISA y Western blot
(con bandas diagndsticas de 8, 16 y 21
kDa). Estos sueros sirvieron para deter-
minar la sensibilidad de la prueba. Para
calcular la especificidad de la prueba,
se utiliz6 30 muestras de suero de in-
dividuos aparentemente sanos y con
serologia negativa a hidatidosis. Para
determinar la ocurrencia de reacciones
cruzadas de la prueba de ELISA, se us6
16 muestras de suero de pacientes con
otras helmintiasis (dos con ascariosis,
dos con estrongiloidosis, cuatro con
toxocariosis, dos con trichurosis, tres
con himenolepiasis, dos con cisticerco-
sis y uno con teniasis).

Asimismo, la prueba de ELISA-IgE
fue evaluada en un grupo de pacientes
con equinococosis quistica con o sin
resultado positivo a la prueba de inmu-
noblot, antes, durante o un tiempo des-
pués de finalizado el tratamiento con
albendazol.

Para la preparacion de los antige-
nos parasitarios, el liquido hidatidico
de quistes (HCF) de E. granulosus fue



obtenido a partir de quistes hidatidicos
pulmonares o hepéticos de origen ovi-
no procedentes de un camal local. El
contenido proteico de los antigenos fue
realizado segtin el método de Lowry y
colaboradores 19,

El antigeno 5 y el antigeno B (Ag5-
AgB) fueron semipurificados a partir de
los antigenos HCE, siguiendo la meto-
dologfa descrita por Oriol y colabora-
dores . El contenido proteico de los
antigenos fue realizado segin el méto-
do de Lowry y colaboradores 19,

La prueba de ELISA fue estanda-
rizada y desarrollada de acuerdo a los
métodos descritos por Rold4n y cola-
boradores (”. Brevemente, placas de
poliestireno para microtitulacién (96
pocillos de fondo plano) fueron sensi-
bilizados con los antigenos del parasito
(HCF o Ag5-AgB) a diferentes concen-
traciones de 0,5, 1, 5, 10 y 20 ug/mL.
Las muestras de suero fueron diluidas a
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Tabla 1. Resultados de la prueba de ELISA-IGE.

Sujetos ~ ELISA-IgE :
Positiva Negativa

Equinococosis quistica (5) 5 0
Ascariosis (2) 1 1
Estrongiloidosis (2) 0 2
Toxocariosis (4) 1 3
Trichurosis (2) 0 2
Himenolepiasis (3) 0 3
Cisticercosis (2) 0 2
Teniasis (1) 0 1
Aparentemente sanos (30) 0 30
Total 7 44

diferentes diluciones (1/5, 1/10, 1/20 y
1/40) en bifer fosfato salino (PBS, pH
= 7,2) conteniendo leche descremada
al 5% y Tween 20 al 0,1% (PBS-leche-
Tween). Dichas muestras (100 uL/poci-
llo) fueron incubadas durante tres ho-
ras a 372 C. Posteriormente, se realizd

un ciclo de lavados con PBS-Tween 20
al 0,3%, en constante agitacién duran-
te 5 minutos por cada lavado. Luego,
se procedié a agregar el anticuerpo
monoclonal anti-IgE humano conju-
gado con peroxidasa diluida a 1:500 y
1:1000 (100 uL/pocillo) y se incubd

Tabla 2. Pacientes seleccionados para ser evaluados mediante la deteccion de los niveles de anticuerpos IgE.

Paciente Edad Sexo té :t(;;?grs]tt; N° quistes Muestra -
1 RR 40 F 3 1 X X X X
2 VMA 71 M 3 4 X X X X X X
3 MM 53 F 10 1 X X X
4 JC 73 F 3 2 X X X
5 AB 65 F 5 1 X X X
6 RM 29 F 6 mdltiples X X X X
7 AR 66 F 4 4 X X X
8 CLB 40 F 6 20 X X
9 FG 48 F 1 multiples X X
10 ER 69 F 10 3 X X
1 JVS 65 M 1 1 X X
12 MN 63 F 2 3 X X
13 GCV 38 F 1 2 masas X X X X
14 MPR 59 F 1 1 X X X X
15 FL l M 5 3 X X X
16 MC 47 F 2 7 X X
17 PET 54 F 1 1 X X
18 MCap n F 1 6 X X

x = Muestra tomada antes del inicio del tratamiento.
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por una hora a temperatura ambiente.
Se realizé un nuevo ciclo de lavados y
finalmente se agregd una solucién de
substrato-cromdgeno (OPD y peréxido
de hidrégeno en buffer citrato a pH =
5,0) y se incubd a temperatura ambien-
te por espacio de 30 minutos. La lectu-
ra de las placas de ELISA se realizé en
un ELISA reader Multiskan plus 2,0, a
una longitud de onda de 492 nm.

Con todos los datos obtenidos, se
construyé una tabla de 2 x 2 para cal-
cular Ia sensibilidad, especificidad y los
valores predictivos de la prueba de ELI-
SA-IgE. Asimismo, se analiz6 la utilidad
de cada tipo de antigeno utilizado para
el desarrollo de la prueba, con el fin de
encontrar el antigeno adecuado para la
deteccién de los anticuerpos IgE.

Para la aplicacién de la prueba de
ELISA estandarizada para detectar IgE
en los pacientes antes y por lo menos
un afio después de concluido el trata-
miento con albendazol, se incluyeron
18 pacientes, a los cuales se les realizd
la prueba antes y por lo menos una vez
mas después de un afio de finalizado el
tratamiento.

RESULTADOS

La prueba de ELISA-IgE fue estandari-
zada bajo las siguientes condiciones: la
concentracién idénea de los antigenos
HCF o del Ag5-AgB para la sensibiliza-
cién de las placas de ELISA fue de 1 ug/
mL por 24 horas, a 4°C; la dilucién 6p-
tima del suero fue 1/5 en PBS-leche al
5%, con incubacién de 3 horas a 372 C
y, la dilucién éptima del anticuerpo con-
jugado, 1:500 e incubacién de 2 horas a
372 C. El valor de punto de corte (cut-
off) para la prueba de ELISA fue 0,05, a
una longitud de onda de 492 nm.

La sensibilidad y la especificidad de
la prueba de ELISA-IgE fueron 95,6%
y 100%, respectivamente, establecidas
en los cinco pacientes con equinococo-
sis quistica y comprobadas con ELISA
y Western Blot positivas a las bandas 8,
16, 21, en 30 controles normales y 16
pacientes con otras helmintiasis (tabla

1).
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Figura 1. Niveles de anticuerpos IgE en pacientes con equinococosis quistica clinicamente
curados.

De un total de 18 pacientes -17 con
equinococosis quistica hepética y uno
con equinococosis quistica hepética y
pulmonar, 15 del sexo femenino y tres
del sexo masculino, con edades entre
29y 77anos (promedio 51,1 afios)-, seis
pacientes presentaron quiste Gnico, un

paciente dos quistes, tres pacientes tres
quistes, dos con cuatro quistes, uno con
seis, uno con siete y cuatro con masas
quisticas conteniendo numerosos quis-
tes (mas de 10). Una paciente, ademds
de los seis quistes hepdticos, presentd
ocho quistes pulmonares, atendidos en
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Figura 2. Niveles de anticuerpos IgE en pacientes con equinococosis quistica con recurrencia.
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Figura 3. Niveles de anticuerpos IgE en pacientes que no respondieron al tratamiento.

los consultorios externos del Instituto
de Medicina Tropical D.A. Carrién,
entre los afios 2001 y 2010; en ellos se
obtuvo por lo menos una muestra antes
del inicio del tratamiento con alben-
dazol y una muestra durante o por lo
menos un afio después de finalizado el

tratamiento. Ellos fueron seleccionados
para ser evaluados mediante la detec-
ci6n de los niveles de anticuerpos IgE

(tabla 2).

Estos 18 pacientes fueron divididos
en cuatro grupos; el primer grupo co-
rrespondi6 a los pacientes considerados
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Figura 4. Niveles de anticuerpos IgE en dos pacientes al final del tratamiento.
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clinica y ultrasonograficamente como
curados y que incluyé seis pacientes,
33,3% de la muestra, y que presentd
uniformemente reduccién significati-
va de los niveles de IgE (figura 1); en
el grupo 2 se incluyé cinco pacientes
(27,7%), que tuvieron marcada mejorfa
o curacién, pero que en el seguimiento
entre uno y 6 afios presentaron recu-
rrencia del quiste (figura 2); el grupo
3 incluyé cinco pacientes (27,7%) que
no respondieron al tratamiento (figura
3); y el grupo 4 estuvo formado por dos
pacientes que en octubre de 2011 com-
pletaron el tercer ciclo de tratamiento;
en uno de ellos, la IgE fue negativa an-
tes del tratamiento y se volvié positiva
al completar el tercer ciclo, coincidien-
do con marcados cambios en la eco es-
tructura de los quistes, pasando de CE1
a CE3, segiin la clasificacién de la OMS
(figura 4).

En el grupo 1, la evaluacién de an-
ticuerpos IgE se realiz6 entre uno y 10
afios postratamiento; en el grupo 2, fue
entre uno y 6 afios; en el grupo 3, en-
tre uno y 10 afios; y finalmente en el
grupo 4 se tomd las muestras de suero
para detectar el anticuerpo IgE al com-
pletar el tercer ciclo de tratamiento con
albendazol.

DISCUSION

A partir de la clasificacién ultrasono-
grafica del quiste hidatidico hepético,
propuesto por la OMS, en 2001 U7, en
el que se establece una correlacién de
manera prictica de las caracteristicas
de la imagen ecogréfica con el grado de
actividad del parésito, se han intensi-
ficado los estudios para determinar la
respuesta al tratamiento médico con
benzimidazoles, especialmente con al-
bendazol. Sin embargo, al no existir una
perfecta correlacién entre la imagen
y el estado de viabilidad del quiste, se
hace necesario recurrir a procedimien-
tos complementarios, para confirmar si
el quiste est4 activo o no, como podrian
ser la pruebas inmunoldgicas, ahora
que estdn perfectamente definidos los
principales antigenos (Ag5 y AgB) del
liquido hidatidico que generan las res-
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puestas de anticuerpos que podemos
determinar con precisién en el suero de
los pacientes.

En este sentido, en el presente es-
tudio hemos estandarizado una prueba
de ELISA para determinar la IgE, tanto
para el diagndstico como para el segui-
miento de los pacientes tratados con al-
bendazol, que ha sido establecido como
altamente especifico, ya que los niveles
de este anticuerpo se redujeron signi-
ficativamente en el postratamiento, en
los pacientes considerados curados o
con marcada mejorfa, de acuerdo a los
cambios ultrasonograficos observados
en los diferentes tipos establecidos en
la clasificacion de la OMS ©1-19. Al
respecto, la prueba de ELISA estanda-
rizada por nosotros presentd 95,6% de
sensibilidad y 100% de especificidad, al
confrontarlo con 30 sueros de personas
normales y 16 sueros de pacientes que
tenfan diagnéstico de otras parasito-
sis, tanto intestinales como hepdticas,
similar a lo encontrado en otros estu-

dios ©11-13),

Un hallazgo importante en este es-
tudio fue comprobar la utilidad de la
determinacién de IgE para detectar
aquellos pacientes que después de ha-
ber obtenido una curacién ultrasono-
grafica y también inmunolégica, por la
negativizacién de la prueba seroldgica,
se produjo una elevacién de los titulos
de anticuerpos, coincidiendo con la
aparicién de imdgenes quisticas que, de
acuerdo a la clasificacién de la OMS,
son activos (CE1, CE2). Ello es consi-
derado una recurrencia, como se puede
observar en la figura 2, y que en nues-
tro caso alcanzé 27,7%, porcentaje que
esté en el rango reportado para diferen-
tes modalidades de tratamiento, y que
fluctta entre 3% y 30% (1829,

Otro hecho observado por nosotros
y publicado en la literatura se refiere a
los pacientes que inicialmente son ne-
gativos a las pruebas inmunoldgicas y
que al recibir uno o més ciclos de tra-
tamiento con albendazol, se positivi-
zan, lo cual observamos también con la

prueba de ELISA para IgE y se vio en
dos pacientes que inicialmente fueron
negativos o positivos débiles y al con-
cluir el segundo ciclo de tratamiento
la prueba se hizo fuertemente positiva;
esta respuesta tiene su explicacién en
el mecanismo de accién de albendazol,
que inhibe el ensamblaje de la tubuli-
na en los microttbulos, de modo que
altera la absorcién de glucosa a través
de la capa de células germinativas de la
pared del quiste. Esto causa deplecién
de glicégeno y degeneracioén del reticu-
lo endopldsmico y de las mitocondrias
de las células de la capa germinal, que
resulta en aumento de los lisosomas y
subsecuente muerte celular *¥ y pro-
duce aumento de la permeabilidad de
la membrana quistica @, permitiendo
el paso de antigenos hidatidicos al to-
rrente sanguineo y positivizacién de las
pruebas inmunolégicas, en nuestro es-
tudio, de la prueba de IgE.

Referente a los resultados obtenidos
en quienes se consideré como curados
o con marcada mejorfa, se confirmé lo
encontrado en la literatura mundial,
que luego del tratamiento y respuesta
favorable con albendazol, los niveles de
IgE descienden progresivamente en los
meses 0 afios posteriores, empezando el
descenso en algunos casos a los seis me-
ses y negativizindose a partir del afio.
Esto también lo comprobamos en el
presente estudio, en los pacientes que
consideramos curados o con marcada
mejorfa; incluso en pacientes que pre-
sentaron recurrencia, también se pro-
dujo un descenso significativo de los
valores séricos de IgE, como se observa
en las figuras 1 y 2, y que también ob-
servaron Manterota y col ® y Rigano
y col ©,

Finalmente, los valores de IgE se
mantuvieron elevados en los pacientes
que no respondieron al tratamiento,
con lo que se comprueba la especifici-
dad de este anticuerpo para detectar la
actividad de los quistes, y valora atn
més la utilizacién de este anticuerpo
para el seguimiento de los pacientes
tratados con albendazol.

Podemos concluir que la prueba de
ELISA estandarizada para la deteccién
del anticuerpo IgE es altamente confia-
ble, por su alta sensibilidad (95,6%) y
especificidad (100%), confirmado por
los resultados obtenidos en los pacien-
tes con quiste hidatidico hepatico. La
curacién de los quistes coincidié con
disminucién progresiva de los niveles
de IgE, que puede llegar a la negativiza-
ci6én en los afios postratamiento.

La prueba parece ser muy util para
detectar la recurrencia de los casos con-
siderados clinicamente curados. Y la
persistencia de niveles elevados de IgE
en pacientes tratados es un indicativo
de falta de respuesta al tratamiento.

Es necesario continuar la investiga-
cién para confirmar estos resultados, en
los pacientes de nuestro pafs.
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