Rev. Chilena de Cirugia. Vol 55 - N° 1, Febrero 2003; pags. 25-29

TRABAJOS CIENTIFICOS

Utilidad de DD5 y ELISA-IgG como pruebas
diagndsticas especificas en pacientes con
hidatidosis hepatica

Drs. CARLOS MANTEROLA D, ALVARO CUADRA C, FLERY FONSECA S,
LUIS BUSTOS M, JAIME HINOSTROZA S

Servicio de Cirugia, Laboratorio Clinico, Hospital Regional de Temuco, Departamento de Cirugia,
Departamento de Ciencias Preclinicas, Facultad de Medicina, Universidad de La Fronfera,
Capacitacion, Investigacion y Gestion para /a Salud Basada en Evidencia (CIGES)

RESUMEN

La confirmacion diagnéstica preoperatoria de hidatidosis se ha basado en la determinacién de
antigenos parasitarios. Los mas usados han sido DD5 y determinacion de inmunoglobulina 1gG (ELISA-
IgG). El objetivo de este trabajo es determinar la eficacia de DD5 y ELISA-IgG utilizadas por separado y
en paralelo, en pacientes con hidatidosis hepatica (HH) y en forma secundaria, determinar reproductibilidad
de la mediciéon de ELISA-IgG por dos laboratorios independientes. Estudio de pruebas diagnésticas. Se
aplicé DD5 e IgG a 75 pacientes con HH (casos) y 75 con colelitiasis (controles). Se consideraron como
estandares de referencia la cirugia (casos): ecotomografia abdominal y radiologia de térax (controles). El
tamafio de la muestra para sensibilidad (S) fue calculado asumiendo un 99% de confianza (IC), S esperada
de 90% y peor resultado de 80%; el tamafio de la muestra para especificidad (E), con 99% de IC, E
esperada de 95% y peor resultado de 85%. Se calcul6 S, E, valores predictivos positivo y negativo (VPP
y VPN) para cada prueba diagndstica por separado y de ambas en paralelo, y se estudi6 reproductibilidad
interobservador por laboratorios independientes para la determinacion de ELISA-IgG. La mejor S se verificd
en IgG (82,7%); la mayor E y VPP con DD5 (94,7% y 92,9% respectivamente). Al estudiar la eficacia de
las pruebas en paralelo, se verifico que las variables no sufrieran una mejoria significativa. La determinacion
de ELISA-IgG se considerd confiable, con un grado de acuerdo en la medicién superior al 86% tanto para
casos como controles. DD5 aparece como una prueba mas especifica y con mayor VPP que ELISA-IgG
pero esta Ultima es mas sensible. El uso combinado de éstos no mejora la eficacia diagndstica.

PALABRAS CLAVES: Echinococcus granulosus, quiste hidatidico, hidatidosis hepatica,
serodiagndstico

SUMMARY

Preoperative diagnostic confirmation of hydatidosis is based on the detection of parasitic antigens, like
DD5 and 1gG. The goal of this study is to determine the efficacy of DD5 and ELISA-IgG in patients with
hepatic hydatidosis (HH) and to determine reproductibility of the ELISA-IgG test performed at 2 independent
laboratories. DD5 and IgG were determined in 75 patients with HH and 75 patients with cholelithiasis
(controls). For the HH cases, surgery was considered as the standard for confirmation whereas abdominal
ultrasonography and chest X rays where considered the reference standards for the controls. The sample
size for sensitivity (S) was calculated assuming a 99% confidence interval (Cl), an expected S of 90% and
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worst result of 80%. The sample size for specificity (SP) was calculated assuming a Cl of 99%, expected
SP of 95% and worst result of 85%. S, SP, positive predictive value (PPV) and negative predictive value
(NPV) were calculated for each diagnostic test separately and for both tests in parallel. Interobserver
reproductibility for the ELISA-IgG test was studied for independent laboratories. The best S was found for
the IgG test (82.7%); the best SP and PPV were found with the DD5 test (94.7% and 92.9%, respectively).
No significant differences were found for the efficacy of the tests performed in parallel. The ELISA-IgG test
was found to be reliable, with and agreement over 86% both for cases and controls. DD5 is more specific
and shows better PPV than the ELISA-IgG test, although the latter is more sensitive. Combined use of both

tests does not improve diagnostic efficacy.
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INTRODUCCION

El diagndstico de hidatidosis hepatica (HH) se
ha basado en tres pilares: el antecedente epidemio-
l6gico, las imagenes (especialmente la ecotomo-
grafia abdominal) y la determinacion de antigenos
parasitarios, entre los cuales existen varias prue-
bas diagnésticas que se han desarrollado y utiliza-
do alo largo de la historia. En la actualidad las mas
usadas son la electroforesis de proteinas para DD5
6 arco 5° de Capron y la determinacion sérica de
inmunoglobulinas G y E (ELISA-IgG y ELISA-
IgE).12

Existen comunicaciones previas que mencio-
nan una sensibilidad entre 69% y 90% para DD5,
de 81% para ELISA-IgG y 63% para ELISA-IgE; y
especificidades de 100% para DD5, entre 84% y
100% para ELISA-IgG y 96% para ELISA-IQE, atri-
buyéndose a reacciones cruzadas con otros para-
sitos los resultados falsamente positivos.3-8

En nuestro centro se utiliza desde 19903
ELISA-IgG como prueba diagnéstica para enferme-
dad hidatidica y en los ultimos afios hemos venido
observando que la sensibilidad y especificidad de
esta técnica es aparentemente inferior a la reporta-
da en la literatura, por otra parte, hemos perdido
paulatinamente la determinacion de DD5 debido en
parte a la mayor cantidad de antigeno que se re-
quiere para su realizacion respecto a las otras téc-
nicas? y a la dificultad en el acceso a antigenos
ovinos para su elaboracion debido a la no-obligato-
riedad actual de sacrificar ovinos en los mataderos
publicos, que era desde donde se obtenia el mate-
rial apropiado para su realizacion.

Dadas estas razones, el objetivo principal de
este trabajo es determinar la eficacia de serologia
especifica para HH con las técnicas DD5 y ELISA-
IgG por separado y en paralelo; y el objetivo secun-
dario es determinar la reproducibilidad entre dos
laboratorios independientes en la determinacion de
ELISA-IgG.

MATERIAL Y METODO
Tipo de estudio
Estudio de pruebas diagndsticas
Poblacion

Se estudiaron 75 pacientes con HH preva-
lentes y hospitalarios, y 75 pacientes sin HH, porta-
dores de colelitiasis, incidentes y hospitalarios.
Todos ellos sin restricciones de edad ni sexo, inter-
venidos quirdrgicamente en el Hospital Regional de
Temuco.

Se excluyeron del estudio pacientes con coexis-
tencia de hidatidosis en otra localizacion, hidatidosis
recidivada, enfermedades hepaticas cronicas, dis-
funciones organicas concomitantes, coledocolitiasis
y que presentasen en forma simultanea otras lesio-
nes quisticas evidenciadas en los estudios de iméa-
genes.

Se consideraron en el estudio las variables
bioclinicas de los sujetos en estudio, como también
el valor de algunas pruebas diagndsticas generales
y de funcién hepatica utilizadas.

Medicion

Se consider6 a la cirugia como el estandar de
referencia, pues mediante ésta se evidenci6 y des-
cart6 la HH. En los sujetos sin HH, se agregé como
complemento del estandar de referencia la ecoto-
mografia abdominal y la radiologia de térax, métodos
con los que se descartd la existencia de lesiones
quisticas toracicas y abdominales.

Tanto para los sujetos con y sin HH se obtuvie-
ron muestras de sueros, las que fueron congeladas
a —20 °C hasta el momento de su analisis. Una vez
recolectadas las muestras necesarias, una parte de
ellas fue enviada al Instituto de Salud Publica de
Chile (ISP), para la determinacién de ELISA-IgG,
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DD5; y otra al Laboratorio de Inmunologia del Hos-
pital Regional de Temuco (HRT) para el estudio de
reproducibilidad de la técnica de ELISA-IgG. Para
estos efectos, todas las muestras fueron identifica-
das con un namero correspondiente a los tres ulti-
mos digitos de la ficha clinica, sin otra informacién
adicional, por ende, cegadas a ambos laboratorios.

El antigeno utilizado para las técnicas sero-
l6gicas correspondié a liquido hidatidico de origen
ovino dializado con agua destilada y liofilizado se-
gun método de Varela-Diaz.*

Para la determinacion de DDS5, se utiliz6 la
técnica de inmunoprecipitacion en gel de agarosa,
para detectar de esta manera la presencia de
anticuerpos contra el antigeno 5 del £c/inococcus
granulosus a través de la reaccion de identidad
inmunoldgica con un suero control. El antigeno se
utilizé en una suspension a una concentracion de
50 mg/ml con solucién fisiolégica tamponada a pH
7,4; se consider6 como positiva toda muestra con
una o mas bandas de precipitacién en presencia
del arco 5°.4

Para ELISA-IgG, se utilizd6 enzimoinmunoana-
lisis con técnica de ELISA, con solucion de
antigeno a una concentracion de 5 pg de proteinas/
ml con buffer de carbonato a pH de 9,6. Se consi-
der6 como positiva toda muestra cuya lectura fuera
igual o mayor al valor de corte, el que se obtiene
mediante la ecuacion VC= Cneg N° 1 + Cneg N° 2
+ 0,1 (VC es el valor de corte; CNeg N° 1 el control
negativo N° 1; y Cneg N° 2, el control negativo N°
2).°

Tamafo de la muestra

El tamafio de la muestra fue calculado con
base a 99% intervalo de confianza, sensibilidad
esperada de 90% y peor resultado de 80%, una
especificidad esperada de 95% y peor resultado de
85%.

Segun estos célculos, obtenidos con programa
Epi-6®,10 se verificd que la muestra minima para
llevar a cabo esta investigacion es de 59 individuos
con HH y de 31 sujetos sin HH. Con base en estos
datos, se decidio determinar S y E con 75 casos y
75 controles emparejados por edad.

Analisis estadistico

Se determiné sensibilidad, especificidad, valo-
res predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN)
para cada prueba diagnostica. A continuacién se
aplic6 una regresion logistica multiple para determi-
nar la sensibilidad de los métodos combinados
entre si y estudio de reproductibilidad interobser-
vador aplicando estadistica Kappa,!! para la deter-
minacién de reproducibilidad de las mediciones de
ELISA-IgG.

RESULTADOS

La edad promedio de los pacientes con HH fue
de 43,5 £ 16,8 afios y el sexo se distribuy6 en forma
homogénea. Por su parte, en los sujetos sin HH se
verificé un promedio de edad de 44,9 + 14,5 afios
y una distribucién por sexo predominantemente
femenino.

Por otro lado, el estudio de variables de labo-
ratorio general permitié constatar diferencias esta-
disticamente significativas entre pacientes cony sin
HH, observandose que en los primeros, estos para-
metros se encontraban alterados en relacion con
los otros (Tabla 1).

El 59% de los pacientes con HH (44 casos),
presentaron un solo quiste hidatidico hepatico y el
41% restante (31 casos) eran portadores de dos o
mas lesiones quisticas. El diametro promedio fue
de 15,0 + 6,3 cm (5 a 30 cm). Por otra parte, el 56%
de los pacientes (42 casos), presentaban comuni-
caciones biliares.

Tabla 1
CARACTERISTICAS BIOCLINICAS DE LOS SUJETOS EN ESTUDIO

Variable Controles (n= 75)

Promedio + DE

Edad (afios) 449 + 14,5
Sexo (%)

Femenino 95
Masculino 5
Leucocitos totales (xmm3) 6252 + 1768
Bilirrubina total (mg/dL) 0,5+0,2
Fosfatasa alcalina (U/L) 199 + 55
ASAT (U/L) 18,4+ 5,1
ALAT (U/L) 20,0 £9,8

casos (n=75) 0
Promedio + DE
43,5 £ 16,8 0,5231
61 0,0001
39
8410 + 2904 0,0001
0,9+0,9 0,0002
433 + 421 0,0001
38,1 +415 0,0005
37,7 £ 45,8 0,0046
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La mejor sensibilidad se obtuvo con la determi-
nacion de ELISA-IgG HRT (85,3%); y la mayor
especificidad con DD5 (94,7%). Por otra parte, DD5
presentd un mejor VPP (92,9%) y ambas determi-
naciones de ELISA-IgG presentaron mejor VPN
(Tabla 2).

Al estudiar los resultados de la aplicacion de
ambas pruebas en forma simultdnea (DD5 +
ELISA-IgG), ésta no fue superior a cualquiera de
ellas por separado, obteniéndose cifras de S, E,
VPP y VPN de 82,3%; 85,3%; 84,9% y 83,1% res-
pectivamente.

Del estudio reproducibilidad, se desprende que
el grado de acuerdo en la determinacion de ELISA-
IgG fue superior al 86% tanto para pacientes con y
sin HH, y el error en la medicion fluctu6 entre 10%
y 26% respectivamente (Tabla 3).

DISCUSION

La HH como cualquier entidad nosoldgica
debe ser diagnosticada y tratada en forma oportu-
na. Una de las alternativas es la realizacién de
campafias de tamizaje en poblaciones de alto ries-
go, es decir aquellas que habitan zonas donde se
ha determinado una alta prevalencia de la enferme-
dad; y la otra, es la adecuada confirmacion diag-
néstica de HH en un paciente con una masa
quistica en el higado. Ambas situaciones determi-
nan la necesidad de contar con herramientas que
otorguen un grado significativo de seguridad diag-
néstica, pues la terapia de esta enfermedad de-
manda habitualmente un procedimiento quirdrgico,
el que como se sabe se asocia a elevadas cifras de
morbilidad y una mortalidad no despreciable.'?

Con relacién a las caracteristicas bioclinicas
de las poblaciones que fueron objeto de estudio
nos parece de interés destacar la gran similitud de
la variable edad debido al emparejamiento realiza-
do previo al desarrollo del estudio, hecho muy dife-
rente a lo que se puede observar en relacion con la
variable sexo, pues en el grupo de pacientes sin HH
predominé el sexo femenino al compararlo con el
grupo de pacientes con HH, hecho que se explica
porque los pacientes sin HH corresponden a

Tabla 2

EFICACIA DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS EN
ESTUDIO

Prueba diagnostica S (%) E (%) VPP (%) VPN (%)

DD5 69,3 947 92,9 75,5
ELISA-IgG (ISP) 82,7 86,7 86,1 83,3
ELISA-IgG (HRT) 853 77,8 80,0 83,6

Tabla 3
REPRODUCIBILIDAD DE LA MEDICION DE
ELISA-IgG”*
Poblacion  Acuerdo (%)  Indice Kappa  Error (%)
Casos 86,4 0,72 10,7
Controles 89,3 0,60 26,7

*(Instituto de Salud Publica vs Hospital Regional de Temuco).

colecistectomizados electivos por colelitiasis, enti-
dad que afecta predominantemente al género fe-
menino.

Las diferencias verificadas en las variables de
laboratorio de ambos grupos pueden obedecer a la
enfermedad hepatica que significa la HH, pues y
como se expuso anteriormente en los resultados,
algo mas del 40% de los casos presentaba mas de
un quiste hidatidico hepatico y el diametro prome-
dio de las lesiones fue de 15,0 cm, hecho que de
por si representa un efecto de masa suficiente para
alterar algunas pruebas de funcién hepética (espe-
cialmente las fosfatasas alcalinas).1213

Al evaluar la eficacia de las pruebas diagnds-
ticas especificas para HH encontramos sensibilida-
des y especificidades menores a las reportadas en
la literatura tanto nacional como internacional.1415
Probablemente lo anterior se deba al mosaico
antigénico que presenta el parasito y sobre todo a
las diferencias de sensibilidad del huésped con res-
pecto a su respuesta inmunolégica. La sensibilidad
verificada para DD5 (69,3%) se encuentra muy por
debajo de los estandares reportados, sin embargo,
ésta se compensa con cifras de especificidad y
VPP (94,7% y 92,9%) similares a algunas publica-
ciones.23.6.7 Es posible que los falsos positivos pue-
dan corresponder a reacciones cruzadas con otras
parasitosis, principalmente la cisticercosis, que se
ha considerado como la principal reaccion cruzada
del Echinococcus granulosus detectada como falso
positivo con DD5. A la luz de nuestros resultados,
nos parece que el DD5 es una prueba diagnéstica
eficaz debido a su elevada especificidad, pero de
baja utilidad en campanfas de tamizaje debido a su
baja sensibilidad.

Para ELISA-IgG se han descrito sensibilidades
y especificidades para enfermedad hidatidica en
general, que superan el 95%,16 hecho que en nues-
tra experiencia no se ha reproducido, pues estas
variables resultaron inferiores al 86% en ambas
determinaciones. Estas diferencias podrian expli-
carse porgue quizas estemos ante la presencia de
cepas diferentes de Ecfiunococcus granulosus, o
porgue se trata de quistes de gran tamafio, algunos
con complicaciones evolutivas; o quizas el nimero
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de lesiones coexistentes y/o de parasitaciones pre-
vias puedan jugar algun rol en esta observacion,
gue puede explicarse a la luz de estas reflexiones
en un bajo estimulo antigénico del huésped y, por
ende, una menor respuesta inmunolégica. Por lo
tanto, queda abierta una ventana a la investigacion
futura para determinar si los distintos estados evo-
lutivos de la HH y las caracteristicas macroscopicas
del quiste se asocian a una mayor 0 menor
positividad de las pruebas diagnésticas especifi-
cas. No obstante esto, la mayor sensibilidad de
este método con relacion a DD5 y la mayor dispo-
nibilidad de éste nos hace pensar que puede ser la
prueba de mayor utilidad en campafias de tamizaje,
dejandose DD5 como certificacion diagndstica.

Del estudio de reproducibilidad interobservador
de la prueba de ELISA-IgG en los dos laboratorios en
los que se llevé a cabo pudimos observar similitud en
la sensibilidad, pero no asi en la especificidad y
VPP (superiores en el ISP), sin embargo, y a pesar
de existir un error en la medicion de 10,7% para los
casos y 26,7% para los controles, el grado de
acuerdo superior al 86% y el indice kappa registra-
do entre 0,60 y 0,70 (que es considerado como
apropiado),’* en especial cuando trabajamos con
un intervalo de confianza del 99%, permiten sefalar
que la determinacién de ELISA-IgG es reproducible
entre ambos laboratorios. No obstante este frio
pero sustancial analisis matematico, la discordan-
ciade 10,5% en los casos, significa que 8 pacientes
con la enfermedad no estan siendo diagnosticados
por el laboratorio (5 no los diagnostica el ELISA-IgG
HRT y 3 no los diagnostica el ELISA-IgG ISP; esto
representa un déficit diagndstico para pacientes
con HH del 62,5% y 38,0% respectivamente).

Otro aspecto a considerar es que nuestros
pacientes corresponden a una realidad local y hos-
pitalaria que no necesariamente refleja la realidad
nacional ni menos internacional, pudiendo tener la
HH en nuestro medio un comportamiento distinto,
lo que podria ayudar a explicar los resultados obte-
nidos.

En un fruto préximo estudiaremos otras alterna-
tivas diagnésticas como técnicas de enzimoinmu-
noensayo que parecen ser de mayor sensibilidad y
especificidad. Estamos conscientes del gran avance
gue ha existido en relacion al desarrollo de nuevas
pruebas diagndsticas especificas para el diagnésti-
co de hidatidosis, avance que aun contintia y en el
que han aparecido nuevas técnicas como las de
biologia molecular que detectan material genético
del parasito en el huésped a través de la reaccion
de polimerasa en cadena la cual quizas llegue en el
futuro préximo a constituir una herramienta de gran
valor.
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