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Seguimiento mediante prueba de ELISA para anticuerpos IgE de
pacientes con equinococosis quistica tratados con albendazol
Follow-up of human cystic echinococcosis by IgE antibodies after albendazole treatment

Herman Vildozola Gonzales', Irma Espinoza Blanco', Willy Roldan Gonzales',
Susana Jiménez Ramirez', Minorka Nicho Povez’, Grobert Mendoza’,
Edgardo Meza Astuvilca®

" Instituto de Medicina Tropical «Daniel A. Carriény, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Pert.
? Departamento Académico de Medicina, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru.

Resumen

Antecedentes. En un estudio previo, los autores estandarizaron una prueba de ELISA IgE para hidatidosis con alta sensibilidad
(95,6%) y especificidad (100%) para el diagnastico y seguimiento de pacientes tratados con albendazol, con resultados alentadores.
Objetivo. Confirmar la utilidad de la medicion de los niveles de los anticuerpos IgE en pacientes con equinococosis quistica tratados
con albendazol y considerados curados clinica y ecograficamente y en pacientes mejorados o curados que recurrieron. Disefio.
Estudio retrospectivo-prospectivo, de tipo cuasi experimental, corte longitudinal, con pre prueba y post prueba en un solo grupo
para evaluar el diagnostico y seguimiento en los casos prospectivos y el seguimiento y recurrencia en ambos grupos. Institucion.
Instituto de Medicina Tropical "Daniel A. Carrion", Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Participantes. Pacientes con
equinococosis quistica. Métodos. Se incluyd 17 pacientes, 15 mujeres y 2 hombres, entre 25 y 80 afios de edad (promedio 58 afios),
con uno mas quistes hepaticos y en uno ademas quistes pulmonares; 16 fueron tratados con albendazol a la dosis de 12-15 mg/kg,
en 3 a5 ciclos de 28 dias y uno recibio tratamiento con albendazol y cirugia por una complicacion. Todos fueron seguidos entre dos
y 12 afios postratamiento, con evaluacion clinica y ecografica en 2 a 7 oportunidades y cuantificacion de los niveles de anticuerpos
IgE para equinococosis en muestras de sangre. La técnica utilizada para la deteccion de anticuerpos IgE mediante prueba de ELISA
para IgE fue estandarizada por los autores. Principales medidas de resultados. Relacion de niveles de anticuerpos IgE en sangre y
comportamiento de la enfermedad. Resultados. En 10 de los 17 pacientes se mantuvieron los niveles de IgE por debajo del punto de
corte, lo que se considero como evidencia de curacion, lo que ademas coincidia con los cambios en la ecoestructura que iba de CE1y
CE2 a CE4y CE5, segun la clasificacion de la OMS para las imagenes ultrasonograficas, y que significan en los primeros alta actividad
y en los ultimos actividad baja o nula. Siete pacientes que al final del tratamiento mostraron evidencia de curacion o gran mejoria
clinica y ultrasonogréfica y cuyos niveles de IgE descendieron de manera significativa, en algunos por debajo de los niveles de corte,
presentaron incremento sostenido de estos niveles como expresion de recurrencia o de aparicion de nuevos quistes. Conclusiones.
La prueba de ELISA para la deteccion de anticuerpos IgE de equinococosis quistica estandarizada por los autores demostré ser una
prueba Util para el seguimiento del tratamiento con albendazol, de manera de confirmar la curacion clinica y ultrasonogréafica de la
equinococosis quistica hepatica. También aparece util para la deteccion temprana de las recurrencias de los pacientes curados o
con marcada mejoria.

Palabras clave. Anticuerpos IgE; Prueba ELISA; Equinococosis; Albendazol.

Abstract

Background: In a previous study an IgE ELISA test for hydatidosis was standardized and evidenced high sensitivity (95.6%) and
specificity (100%) and encouraging results for the diagnosis and follow up of patients treated with albendazole. Objectives: To
confirm efficacy of IgE antibody level determination in patients with cystic echinococcosis treated with albendazole and considered
clinically cured and ultrasonographically improved, or recurrence in patients considered improved or cured. Design: Longitudinal,
retrospective-prospective, quasi-experimental study, longitudinal study, with pre- and post-test for assessing diagnosis and monitoring
in the prospective group, and follow-up and recurrence in both groups. Setting: Instituto de Medicina Tropical "Daniel A. Carrion”,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Peru. Participants: Patients with cystic echinococcosis. Methods: Seventeen
patients, 15 female and 2 male, 25-80 years old (average 58 years) carrying one or more hepatic cysts and one also lung cysts were
treated with albendazole 12-15 mg/kg in 3 or 5 28-day cycles. One had also surgical treatment for a complication. They were followed
for 2 to 12 years after treatment, with clinical and ultrasound evaluation 2-7 times and serum quantification of echinococcosis IgE
antibody levels. IgE antibody detection method was IgG ELISA test standardized by the authors. Main outcome measures: Relation
of serum IgE antibodies and disease outcome. Results: Out of the 17 patients, 10 had serum IgE below cutoff levels considered as
evidence of healing. This coincided with eco structural changes from CE1 and CE2 to CE4 and CES5, according to the ultrasound
imaging WHO classification, indicating high activity in the firsts and low or no recent activity in the latter. Seven patients evidencing cure
or clinical and ultrasound improvement and significant decrease of IgE some below de cut-off level showed sustained increase of these
levels expressing recurrence or appearance of new cysts. Conclusions: ELISA test for cystic echinococcosis IgE antibodies detection
standardized by the authors appears as a useful tool for albendazole treatment follow-up in order to confirm clinical and ultrasound cure
of liver cystic echinococcosis. It seems also useful for early detection of recurrences in patients cured or markedly improved.

Keywords: IgE antibodies; Enzyme-linked immunosorbent assay; Echinococcosis; Albendazole.
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INTRODUCCION

La equinococosis quistica (EQ), cau-
sada por larvas de Echinococcus granu-
losus, es una zoonosis parasitaria que
constituye un serio problema de salud
ptblica en muchas regiones del mun-
do M. En Sudamérica existe en varios
pafses, entre los cuales se encuentra
nuestro pafs, especialmente en zonas

de la sierra @9,

Esta enfermedad es usualmente
diagnosticada mediante exdmenes cli-
nicos utilizando diferentes técnicas de
im4genes y pruebas inmunolégicas para
la deteccién de anticuerpos séricos es-
pecificos contra el parésito. La sensibi-
lidad y especificidad de las diferentes
pruebas inmunoseroldgicas dependen
de la etapa de la enfermedad, la locali-
zacion de los parésitos, los antigenos y
las técnicas utilizadas ©7.

La terapia de la equinococosis quis-
tica es primariamente quirtrgica. En
nuestros dfas ademds se cuenta con
alternativas terapéuticas como el tra-
tamiento no convencional percutdneo
guiado ultrasonograficamente (PAIR:
puncién, aspiracion, inyeccién de sus-
tancia escolicida y reaspiracién) y el
tratamiento farmacoldgico con benzoi-
midazol carbamatos y la termoablacién
con radiofrecuencia como alternativas
eficaces ¢

En las tres dltimas décadas, el tra-
tamiento de la equinococosis quistica
ha mejorado marcadamente, gracias
a la introduccién del albendazol vy el
mebendazol; estos dos benzimidazo-
les han facilitado el manejo efectivo
de pacientes que no hubiesen podido
ser facilmente curados por la cirugfa,
como aquellos con quistes multiples,
compromiso multiorganico, quistes se-
cundariamente diseminados o rotos in-
traoperatoriamente y aquellos con con-
traindicaciones para la cirugfa (9,

Una serie de informes recientes de-
muestran el valor potencial que posee el
analisis de anticuerpos de las subclases
del IgG para el serodiagnéstico especi-
fico de la equinococosis quistica (EQ)
o para estudios de seguimiento después

de la cirugfa o después de la quimiote-
rapia "'#19. Uno de los problemas con
las subclases de IgG es su limitacién
para correlacionarse en forma positi-
va con la evolucién postoperatoria del
paciente o la respuesta al tratamiento
médico con albendazol &3 consti-
tuyendo un obstdculo para afirmar la
curacién en aquellos casos en que la
respuesta aparente al tratamiento con
albendazol ha sido catalogada como
éxito terapéutico. Al respecto, ha sido
muy importante la clasificacién de la
OMS 17 de los quistes hidatidicos, que
permite estandarizar los diferentes mo-
mentos de su evolucién y correlacionar
estos hallazgos con su actividad clini-
ca, la cual decrece desde los tipos CE1
CE2 -que son los més activos- al CES5,
que representa la lesién parasitaria mas
inactiva; sin embargo, en la prictica no
siempre es posible encontrar esta con-
cordancia entre la imagen ultrasono-
grafica y el grado de actividad. En estos
casos, el estudio inmunoserolégico po-
drfa 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 sérica
total o la deteccién de anticuerpos IgE
parecen correlacionarse con la evolu-
cién postoperatoria o con la respuesta

al tratamiento médico 182,

) comuni-

En un estudio reciente
camos la estandarizacién de una prue-
ba de ELISA para anticuerpos IgE de
equinococosis, donde comprobamos
su sensibilidad (95,6%) vy especifici-
dad (100%) para el diagndstico, se-
guimiento y deteccién temprana de la
recurrencia en equinococosis quistica.
En esa pequefia muestra de pacientes
se encontrd 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, como se demos-

tré en otros estudios ?4%%,

El objetivo del presente estudio fue
confirmar la utilidad de la medicién de
los niveles de los anticuerpos IgE en
pacientes con equinococosis quistica

tratados con albendazol y que se consi-
deraron curados clinica y ultrasonogra-
ficamente, asi como detectar precoz-
mente las recurrencias postratamiento.

METODOLOGIA Y TECNICAS DE
INVESTIGACION UTILIZADAS

En el presente estudio se incluyé 17 pa-
cientes -15 mujeres y 2 hombres- con
edades entre 25 y 80 afios (promedio
58 afios), tratados con albendazol en
16 casos y uno con albendazol y ciru-
gfa por una complicacién. Todos fueron
seguidos entre dos y 12 afios después
del tratamiento. Se les evalué clinica
y ultrasonogrificamente 2 a 7 veces
postratamiento y se tomé una muestra
de sangre para la cuantificacién de los
niveles de anticuerpos IgE para equino-
COCOSiS.

Todos los pacientes fueron tratados
con albendazol a la dosis de 12-15 mg/
kg de peso por dia, en tres ciclos de 28
dfas, con intervalos de 14 dias sin tra-
tamiento entre cada ciclo; recibieron
como minimo tres ciclos y maximo cin-
co ciclos.

El estudio fue retrospectivo-prospec-
tivo, de tipo cuasi experimental, de cor-
te longitudinal, con pre prueba y post
prueba en un solo grupo para evaluar el
diagndstico y seguimiento en los casos
prospectivos y seguimiento y recurren-
cia en ambos grupos.

Doce pacientes fueron diagnostica-
dos con Western blot bandas 8, 16, 21
y seguidas postratamiento con ELISA
IgE; 5 pacientes fueron diagnosticados
y seguidos postratamiento con ELISA
IgE.

La técnica utilizada en la deteccién
de los anticuerpos IgE fue descrita en
otro estudio de los autores publicado
recientemente ?)y que consta de los
pasos presentados a continuacion.

El contenido proteico de los anti-
genos fue realizado segin el método
de Lowry y colaboradores ??. Para la
semipurificacién del antigeno B, el li-
quido hidatidico de quistes (HCF) de
E. granulosus fue obtenido a partir de
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quistes hidatidicos pulmonares o hep4-
ticos de origen ovino procedentes de
un camal local. Estos liquidos fueron
dejados sedimentar y el sobrenadante
fue centrifugado a 4 000 rpm durante
10 minutos. Posteriormente, el liquido
fue concentrado y luego el antigeno B
(AgB) fue purificado, siguiendo la me-
todologia descrita por Oriol y colabo-
radores 9. El contenido proteico del
AgB fue realizado segtin el método de
Lowry y colaboradores ?2

Las microplacas de poliestireno
fueron sensibilizadas con AgB a una
concentracién de 2 ug/mL en buffer
carbonato, pH 9,6, durante 18 horas
a 4°C. Las microplacas fueron lavadas
brevemente con buffer fosfato salino
(PBS, pH 7,2) y luego bloqueadas con
una solucién de albdmina sérica bovina
al 1% en PBS conteniendo Tween20 al
0,05% (PBS-T), durante 2 horas a 37
°C. A continuacién, las microplacas
fueron lavadas, secadas y guardadas a
-20°C hasta su posterior uso.

Con el objetivo de incrementar la
deteccién de los anticuerpos IgE, cada
muestra de suero a ser testado fue pre-
viamente tratado con anticuerpos de
carnero anti-IgG humano (RF Absor-
bent, Siemens Healthcare, USA) a una
dilucién de 1/20 para la eliminacién de
los anticuerpos IgG; la mezcla fue in-
cubada a 4°C durante toda una noche
y luego centrifugada a 10 000 rpm por
10 minutos. El sobrenadante resultante
fue utilizado para la deteccién de anti-
cuerpos IgE.

Se adicioné un volumen de 100 ulL
en cada pocillo de las muestras trata-
das y de los controles positivos y nega-
tivos, y luego se incub6 toda una no-
che a 37°C. Al dfa siguiente, las placas
fueron lavadas 3 veces por 5 minutos
con PBS-T y luego incubadas con una
solucién de anticuerpo anti-IgE huma-
no conjugado con peroxidasa (Sigma-
Aldrich, USA), diluido 1/4 000 duran-
te 1 hora a 37°C. A continuacién, las
placas fueron lavadas como ya fue des-
crito anteriormente y luego se adiciond
una solucién de substrato-cromdégeno

(OPD-Fast, Sigma-Aldrich, USA) vy

se incub6 durante 30 minutos a 37°C.
Finalmente, la reaccién enzimatica fue
detenida por adicién de 4cido sulfirico
2,5N. Las placas fueron analizadas en
un lector de ELISA a una longitud de
onda de 490 nm. El valor del punto de
corte (cut-off) para la prueba de ELISA
fue determinado como el promedio de
5 controles negativos més 3 veces el
valor de la desviacién estandar de los
mismos. Toda muestra que habfa obte-
nido un valor mayor al cut-off fue con-
siderada como positiva.

RESULTADOS

De un total de 17 pacientes, 16 con
equinococosis quistica hepatica y uno
equinococosis quistica hepdtica y pul-
monar, quince del sexo femenino y
2 del sexo masculino, con edades en-
tre 25 y 80 afios (promedio 58 afios),
6 pacientes presentaron quiste Gnico,
un paciente dos quistes, dos pacientes
tres quistes, dos con cuatro quistes, uno
con seis, uno con siete, tres con masas
quisticas conteniendo numerosos quis-

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes.

Afos

N  Paciente Edad Sexo

1 RR 43 F 5
2 VMA 80 M 5
3 MM 56 F 12
4 JC 76 F 5
5 AB 68 F 7
6 RM 32 F 8
7 AR 69 F 6
8 CLB 43 F 8
9 NC 65 F 2
10 ER 72 F 12
1 Rav 25 F 10
12 GCV 41 F 4
13 MPR 62 F 4
14 FL 74 M 8
15 MC 50 F 5
16 PET 57 F 4
17 MCap 74 F 4

Herman Vildézola Gonzales y col.

tes (mas de 10) y una paciente ademas
de los seis quistes hepaticos presentaba
ocho quistes pulmonares. Por otra parte
el nimero de muestras tomadas postra-
tamiento fluctué entre dos y siete. To-
dos estos pacientes fueron atendidos en
los consultorios externos del Instituto
de Medicina Tropical Daniel A Carrién
de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, entre los afios 2003 y 2011
(tabla 1).

Los 17 pacientes fueron calificados
como curados o con una mejorfa mayor
al 50% desde el punto de vista clinico y
ultrasonogrifico. Ademas, en 5 pacien-
tes el diagndstico se hizo utilizando la
prueba de ELISA para IgE de hidatido-
sis y en el resto western blot con tres
bandas 8,16 y 21 KDa. Pero a todos se
les hizo el seguimiento con la determi-
nacién de IgE. De los 17 pacientes, en
10 se mantuvieron los niveles de IgE en
sangre por debajo del punto de corte, lo
que se consideré como evidencia de cu-
racién, lo que ademas coincidfa con los
cambios en la ecoestructura que iba de
CE1y CE2 a CE4 Y CE5, segin la cla-
sificacién de la OMS para las im4genes

postratamiento quistes 1*

N° Muestra N°
1 X X X X
4 X X X X X X X

2 X X X

1 X X X

miltiples  x X X X

4 X X X X
20 X X
1 X X X X
3 X X
1 X X
2 X X X X

N
=<
>
>
>

3 X X X
7 X X
1 X X
6 X X
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Figura 1. Evolucion de los niveles de anticuerpos IgE en pacientes con equinococosis quistica
tratados con albendazol y que fueron clinica y ecograficamente curados.

ultrasonogréficas y que significan en los
primeros alta actividad y en los dltimos
actividad baja o nula (figura 1).

También se pudo evidenciar que
aquellos pacientes que al final del
tratamiento mostraron evidencia de
curacién o gran mejorfa clinica y ul-

trasonografica y cuyos niveles de IgE
descendieron de manera significativa,
en algunos casos por debajo de los ni-
veles de corte, presentaron incremento
sostenido de estos niveles como expre-
sién de recurrencia o de aparicién de
nuevos quistes (figura 2).
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Figura 2. Evolucion de los niveles de anticuerpos IgE en pacientes con equinococosis quistica
tratados con albendazol y que presentaron recurrencia.

DISCUSION

En un estudio previo de los autores

se logré evidenciar la correlacién entre
la curacién clinica y ultrasonografica
y la caida en los niveles de la IgE, en
seis pacientes, y en otros cinco se pudo
observar que los incrementos de los
niveles de IgE también coincidfan con
el retorno de los sintomas clinicos y
los cambios en la ecoestructura de los
quistes o la aparicién de nuevos quistes
y que se consideraba como recurrencia.
En este sentido, fue muy ttil la clasifi-
cacién de la OMS de los quistes hepa-
ticos, que correlacionaba la apariencia
ecogréfica de los quistes y su grado de
actividad 7. En el presente estudio, se
aporta cuatro nuevos casos de pacientes
curados y dos pacientes més en los que
luego de una respuesta muy evidente
se produjo una elevacién de los niveles
de IgE, considerandose como una recu-
rrencia ?™39 (ver figura 2). Como en el
estudio anterior, se ha podido compro-
bar en dos pacientes nuevos la negati-
vidad antes del inicio del tratamiento
y su posterior positividad al segundo
ciclo de tratamiento, lo que tiene una
explicacién en el mecanismo de accién
de albendazol, que inhibe el ensamblaje
de la tubulina en los microttabulos, de
modo que altera la absorcién de gluco-
sa a través de la capa germinativa de la
pared del quiste. Esto causa deplecién
de glicégeno y degeneracién del reticulo
endopldsmico y de las mitocondrias de
las células de la capa germinal, que re-
sulta en aumento de los lisosomas y sub-
secuente muerte celular Y y aumento
de la permeabilidad de la membrana
quistica ©?. Ello permite el paso de anti-
genos hidatidicos al torrente sanguineo,
con la consecuente positivizacién de las
pruebas inmunoldgicas con la prueba de
IgE. Es indudable que este nuevo apor-
te de cuatro pacientes, si bien todavia
no es un nidmero importante desde el
punto de vista estadistico, representa
una clara tendencia de la utilidad de Ia
prueba, que por otra parte tiene su co-
rrelacién en otros estudios publicados
en diferentes revistas internacionales,
como son los casos de Manterola y cola-
boradores ?° y de Rigano y col 122,
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Las pruebas seroldgicas, como un
método para el seguimiento clinico,
también tienen la desventaja de que los
anticuerpos especificos pueden persistir
en el paciente por varios afios después
de la recuperacién . Entre las nuevas
pruebas seroldgicas para evaluar si una
infeccién progresard o regresard, las
pruebas de isotipos de inmunoglobuli-
nas con el uso de diferentes antigenos

del parésito parece un avance razona-
ble 1339,

También es interesante que se pudo
confirmar los resultados obtenidos por
otros sobre la eficacia de albendazol
en el tratamiento del quiste hidatidico
hepético, en porcentajes importantes,
considerando las curaciones y mejorfas,
que incluyen cambios degenerativos
en més del 50% y con 40 a 70% menor
riesgo que el tratamiento quirdrgico y

una tasa de recurrencia similar ¢°37.

Es evidente que estos resultados
contribuyen al objetivo de hacer un
seguimiento no solo para comprobar
la curacién clinica, imagenoldgica e
inmunoldgica, sino para detectar la re-
currencia en una etapa muy temprana,
lo que permitird iniciar un nuevo tra-
tamiento ya sea médico o si las condi-
ciones del paciente y la localizacién del
quiste lo permiten tratamiento quirdr-
gico, que finalmente es el tratamiento
definitivo.

Por otra parte, una exitosa remocién
del quiste no es garantia contra la recu-
rrencia, activacién de quistes silentes o
reinfeccion. Las tasas de reinfeccién o
recurrencia entre los pacientes tratados
quirtrgicamente tiende a ser alto en
comunidades donde la infeccién por
Equinococcus granulosus es endémica,
estando en el rango de 30%, y los casos
recurrentes son frecuentemente inope-
rables ©¥. Estas limitaciones al trata-
miento quirdrgico en cuanto a la recu-
rrencia o reinfeccién han motivado que
se expanda cada vez m4s el tratamiento
médico con benzimidazoles carbama-
tos, principalmente albendazol. En am-
bos casos, uno de los problemas es la di-
ficultad de contar con una herramienta
de fAcil procesamiento y bajo costo para

confirmar en primer lugar la curacién
de los quistes, especialmente en los ca-
sos tratados médicamente, y de mucha
importancia el detectar precozmente la
recurrencia o la reinfeccién.

Finalmente, estamos empefiados en
continuar realizando esta prueba a to-
dos los nuevos pacientes que padecen
de equinococosis quistica hepatica, con
el fin de consolidar este importante
método de diagnéstico inmunoldgico
y seguimiento postratamiento, que por
otra parte es relativamente sencillo,
rapido y de bajo costo, ideal para los
pacientes que en general padecen estos
problemas médicos, y que son de escasa
condicién econdmica.

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

La prueba de ELISA para la deteccién
de anticuerpos IgE de equinococosis
quistica estandarizada por los autores
es una prueba (til para el seguimiento
pre y post tratamiento con albendazol,
para confirmar la curacién clinica y ul-
trasonografica de la equinococosis quis-
tica hepatica. También es (til para la
deteccién temprana de las recurrencias
de los pacientes curados o con marcada
mejoria.

A la luz de la presente investigacién
se puede recomendar que esta prueba
con excelente sensibilidad y especifici-
dad (95,7 % y 100%, respectivamente)
demostradas en un estudio anterior es
la mejor opcién para el seguimiento y
deteccion de las recurrencias en los pa-
cientes tratados con albendazol y que
se consideran clinica y ultrasonografi-
camente curados o mejorados.
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