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Métodos para diagnostico hidatidose

Avaliacao de dois métodos laboratoriais para diagnéstico de hidatidose
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Evaluation of two laboratory methods for the diagnosis of hydatidosis

RESUMO: A hidatidose, vulgarmente conhecida por quisto hidatico, é causada pelos
estados larvares do parasita Echinococcus granulosus. O seu diagndéstico baseia-se na clinica,
na epidemiologia e nas técnicas imagioldgicas, sendo suportado por testes seroldgicos.
O tratamento mais comum ¢é o cirlrgico, sendo importante o diagnéstico definitivo da
doenca antes da cirurgia, para se prevenir a disseminacdo dos quistos que pode ocorrer
durante a mesma. Neste trabalho comparam-se dois métodos imunoseroldgicos para o
diagnostico da hidatidose: Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) para pesquisa de
Imunoglobulina G; e Fluoro-enzyme Immunoassay (FEIA) para pesquisa de Imunoglobulina
E. Dos 55 individuos incluidos no estudo, todos em fase pré-operatéria, 31% possuiam
quisto hidatico calcificado, 54,5% quisto hidatico nao calcificado e 14,5% nao possuiam
hidatidose, mas quistos simples. Os testes apresentaram a mesma especificidade (87,5%),
sendo a sensibilidade do ELISA IgG mais baixa (63,8%) do que a do FEIA IgE (76,6%). Foi
demonstrada uma boa correlacdo entre os dois métodos (r = 0,726, p < 0,05).
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ABSTRACT: Hydatidosis, also known as hydatid cyst, is caused by the larval stages of
the parasite Echinococcus granulosus. Its diagnostic relies mainly on clinical findings, epide-
miology and imaging techniques supported by serological tests. Surgery is the commonest
treatment; it is important to have a definitive diagnostic of hydatidosis before surgery, to
avoid the spread of the cysts during the procedure.

In this study, two immunoserologic tests for the diagnostic of hydatidosis are compared:
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) for immunoglobulin G; and Fluoro-Enzyme
Immunoassay (FEIA) for immunoglobulin E. The 55 patients included in this study are in a
pre surgery stage, 31% have a calcified hydatic cyst, 54,5% a not calcified cyst and 14.5%
have no hydatic cyst. Both tests had the same specificity (87.5%), the sensitivity of the ELISA
IgG was lower (63.8%) then the FEIA IgE (76.6%). The correlation observed between of
both tests was good (r = 0.726, p < 0.05).
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Introducao

A hidatidose é uma antropozoonose que, devido a facto-
res como a variabilidade individual da resposta imunoldgica
do hospedeiro, a localizacao e o estado de desenvolvimento
do quisto hidatico e a preparacao laboratorial do antigénio,
coloca com frequéncia problemas quanto ao seu diagnéstico.

Esta parasitose é causada pelos estados larvares dos céstodos
do género Echinococcus. A espécie de maior importancia na

Peninsula Ibérica é o Echinococcus granulosus, que parasita
habitualmente o cdo doméstico em zonas de criacdo de
ovinos. A regido mais endémica da Europa situa-se em
Portugal, no Alandroal™3. Em Portugal, a hidatidose é uma
doenca de notificacdo obrigatéria (Portaria n® 766/86, de
26 de Dezembro).

Na fase adulta, os Echinococcus sao tenideos de pequenas
dimensdes que vivem em grande numero no intestino
de diversos canideos e alguns felideos. O Echinococcus
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granulosus apresenta trés fases evolutivas: verme adulto, ovo
ou oncosfera e larva hidatica (quisto hidatico). As ovelhas
sao os hospedeiros intermedidrios naturais do Echinococcus
granulosus, albergando as formas larvares, representadas
por estruturas vesiculares, as hidatides®.

No homem, a infeccdo por Echinococcus granulosus s6
ocorre na fase larvar do parasita. A parasitose ¢é acidental
e mantém-se silenciosa durante anos até que os quistos
causem sintomas nos érgaos afectados. Estes sao preferen-
cialmente o figado e os pulmdes, mas a disseminacdo
hematogénica pode transportar os quistos a qualquer locali-
zacao anatomica®.

Apesar de terem sido sugeridas varias vias de contagio
humano, actualmente a Unica via admitida é a via digestiva,
permanecendo apenas em aberto o trajecto circulatério
predominante (venoso ou linfatico), segundo a localizagao
dos quistos?.

O diagnostico da hidatidose baseia-se em técnicas imagiolo-
gicas e é suportado por testes seroldgicos positivos. Pacientes
com testes serolégicos negativos e com resultados imagio-
l6gicos compativeis com hidatidose devem ser sujeitos a
bidpsia para diagnostico, durante a qual devem ser tomadas
precaucdes para controlar a reaccao alérgica e evitar a
disseminacado do liquido hidatico e dos seus elementos
figurados®. O diagndstico seroldgico pré-operatério reveste-
se de grande importancia na monitorizacao pds-operatoria,
sendo utilizado como ponto zero, permitindo avaliar a
evolucdo imunoldgica do doente, de forma a avaliar os
resultados da cirurgia e clarificar o prognéstico®.

O tratamento mais comum para a hidatidose é cirurgico,
embora, geralmente, a remocdo da massa do parasita nao
seja 100% efectiva. Em alguns casos pode optar-se por
quimioterapia com albendazol e/ou mebendazol*.

A prevencao da hidatidose deve ter inicio no controlo
da infeccdo canina, sendo este o elo mais fraco da cadeia
epidemiolégica. Os cdes nao devem consumir carne ou
visceras cruas. A educacao sanitaria da populacao tem um
papel importante na prevencao da infeccdo humana. A
populacdo deve ser alertada para os perigos da doenca, o
seu meio de transmissao e o tipo de atitude que se deve ter
em relacdo aos caes em zonas endémicas®.

Com o presente trabalho pretende comparar-se a sensibi-
lidade e especificidade dos dois métodos analiticos: Enzyme-

-linked Immunosorbent Assay (ELISA) para pesquisa de
imunoglobulina G (IgG) espécie-especifica e Fluoro-enzyme
Immunoassay (FEIA) para pesquisa de imunoglobulina E
(IgE) espécie-especifica. Pretende ainda fazer-se a validacao
destes dois métodos através de informacao clinica.

A informacao clinica é utilizada neste estudo como referén
cia para validacdo dos resultados, ja que o diagnéstico da hida-
tidose se baseia na clinica, epidemiologia e imagiologia. Isto
porgue podem ocorrer quistos calcificados, quiescentes ou
mortos em alguns doentes que ndo produzem resposta imu-
nolégica, originando resultados seroldgicos falsos negativos®.

Pela avaliacao destes dois métodos pretende perceber-se
o tipo de associacdo existente entre ambos e qual destes
o mais adequado ao diagnostico laboratorial da hidatidose

de forma a avaliar a possibilidade de utilizar apenas um dos
métodos no rastreio do diagnostico da hidatidose, diminu-
indo assim os custos relacionados.

Material e Métodos

Fizeram parte do estudo individuos oriundos do Sul de
Portugal, doentes da Consulta de Hidatiologia, de 2000 a
2004, de um Hospital Distrital situado numa zona endémica,
num total de 200 individuos, dos quais foram incluidos no
estudo 55 individuos (de ambos os sexos).

Os individuos foram seleccionados de forma nao proba-
bilistica e por conveniéncia, de forma a avaliar a resposta
das duas varidveis na populagdo da Consulta de Hidatiologia.

Para elaboracédo do estudo foram considerados como
critérios de inclusao: a realizacdo de ELISA e FEIA, em
simultaneo, para diagnéstico de hidatidose em fase pré
operatoéria e informacao clinica clara e conclusiva.

De cada individuo foi recolhida uma amostra de sangue
para tubo sem anticoagulante que, posteriormente, foi cen-
trifugada a 3000 rpm durante 20 minutos. Do soro obtido
foram separadas duas aliquotas, sendo uma processada no
laboratério do Hospital e a outra enviada para Laboratério
de referéncia onde se realizaram os testes de ELISA.

Fluoro-enzyme Immunosorbent Assay (FEIA)

Para a determinacao da IgE espécie-especifica para
Echinococcus foi utilizado o Autoanalisador ImmunoCap®100
(Phadia AB). O principio do teste baseia-se na reaccao do
soro com uma fase sélida (o ImmunoCAP), a qual esta
ligada covalentemente o alergénio (proteina P2) em estudo.
A proteina P2 é idéntica a ciclofilina do Echinococcus
granulosus que tem actividade de peptidil-prolil isomerase
e gque nao origina reaccdes cruzadas com as ciclofilinas de
outros organismos®. Apds a incubacao, é adicionado o con-
jugado IgE especifico — f3-galactosidase anti-IgE. O complexo
formado ¢ incubado com uma solucao de desenvolvimento
(4-metilumbeliferil — B-D-galactosidase 0,01%). A fluores-
céncia é lida depois da paragem da reaccdo por adicao
de carbonato de sédio a 4%. A fluorescéncia do eluido
é comparada com a curva de calibracdo efectuada com
calibradores especificos. A fluorescéncia é directamente
proporcional a concentracao de IgE especifica da amostra.

O FEIA detecta anticorpos IgE especificos no soro entre
0,35-100 KuA/L.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

A determinacdo da IgG espécie-especifica para
Echinococcus foi realizada em microplaca por método
manual e a leitura dos resultados foi realizada espectrofo-
tometricamente. O antigénio utilizado é o antigénio B (AgB)
extraido de liquido hidatico’. O AgB é uma lipoproteina
polimérica presente nas formas larvares do parasita®. As
proteinas da resposta imunitaria especifica ao parasita
fixam-se ao antigénio B adsorvido nos pocos de microplacas.
O complexo formado é colocado em contacto com uma
anti-lgG humana marcada com peroxidase. O cromogénio



é composto por ortofenilenodiamina (OPD) e perdxido de
hidrogénio (H,0,). A cor da solugao final é directamente
proporcional ao logaritmo da concentragdo dos anticorpos
presentes no soro ensaiado, a leitura é expressa em densi-
dades opticas (DO). A curva de calibracdo é efectuada
em cada ensaio, a partir de 9 diluicbes de um controlo
constituido por uma pool de soros humanos positivos.

Os resultados obtidos pelo método ELISA sdo expressos
em valores de densidade 6ptica, sendo interpretados como
negativos ou positivos em func¢ao do cut-off do método de
ELISA, que € 0,1 DO.

Neste estudo para a avaliacdo dos testes de diagnoéstico
recorreu-se a sensibilidade e especificidade como indices
de avaliacdo. Efectuou-se também uma anaélise bivariada,
para avaliar as relacoes entre as varidveis (Coeficiente de
Correlacao de Spearman). O programa de analise estatistica
utilizado foi o SPSS, versao 10.0.

Resultados e Discussao

Dos 55 individuos incluidos neste estudo, 47 sdo doentes
com hidatidose clinicamente confirmada, os restantes 8 indi-
viduos apresentam quistos simples ndo hidaticos, tendo sido
enviados a Consulta de Hidatiologia para despiste da doenca.

Dos 55 individuos, 17 (31%) tém quisto hidatico calci-
ficado, 30 (54,5%) tém quisto hidatico nao calcificado e
8 (14,5%) nao possuem hidatidose mas quistos simples.

Os resultados pelo método FEIA foram os observados na
Tabela 1 e os relativos ao método de ELISA encontram-se
na Tabela 2.

A prevaléncia da doenca na amostra estudada é elevada,
85,4%, situacao que se justifica pelo facto de os dados terem
sido recolhidos em processos de uma Consulta de Hida-
tiologia, praticada em Hospital situado numa zona endémica.

Os resultados obtidos referentes a sensibilidade, a espe-
cificidade, a proporcao de falsos positivos e falsos negativos,
aos valores preditivos positivo e negativo e a eficiéncia
global do teste encontram-se na Tabela 3.

A percentagem de resultados falsos negativos obtidos com
o teste ELISA é de 36,1%, sendo superior a percentagem
de falsos negativos obtidos com o teste FEIA, que foi de
23,4%. Aparentemente, a probabilidade de um individuo
ter um teste negativo sendo doente, ou seja, a percentagem
de resultados negativos do grupo de doentes parece ser
elevada, mas deve ser referido que o quisto hidatico pode
calcificar ou mesmo tornar-se inviavel, nao estimulando
resposta imune no seu portador?. Tal facto é observavel
estatisticamente neste estudo, ja que nos 11 casos falsos
negativos para o FEIA 9, ou seja, 81,8% dos casos, corres-
pondem a quistos calcificados; e, dos 17 casos falsos negativos
para o ELISA, 10, ou seja, 58,8% dos casos, reportam-se
também a quistos calcificados.

Dezassete individuos dos 55 estudados possuiam quisto
calcificado. No entanto, foi possivel diagnosticar laborato-
rialmente, pelo método FEIA, 7 desses doentes (41,2%),
enguanto que, com o método ELISA, se diagnosticaram
apenas 3 desses casos (17,6%,).
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Tabela 1: Tabela de contingéncia — FEIA versus hidatidose.

Hidatidose
Total
Presente Ausente
Positivo 36 1 37
FEIA -
Negativo 11 7 18
Total 47 8 55
Tabela 2: Tabela de contingéncia — ELISA versus hidatidose.
Hidatidose
Total
Presente Ausente
Positivo 30 1 31
ELISA

Negativo 17 7 24

Total 47 8 55

Tabela 3: Avaliacao global dos métodos de FEIA e de ELISA.

FEIA ELISA
Sensibilidade 76,6% 63,8%
Especificidade 87,5% 87,5%
Proporcao de falsos positivos 12,5% 12,5%
Proporcéo de falsos negativos 23,4% 36,2%
Valor preditivo positivo 97,2% 96,7%
Valor preditivo negativo 38,8% 29,1%
Eficiéncia global do teste 78,1% 67,2%

A eficacia global do método FEIA é superior a do método
ELISA, sendo de 78,1% contra 67,2%, respectivamente,
o que significa que identificou correctamente um maior
ndmero de casos.

Para confirmacao das distribuicbes apresentadas pelos
dados tratados pelo método de FEIA e de ELISA, foi aplicado
o teste de Kolmogorov-Smirnov (p < 0,05), o qual confirma
que as distribuicdes ndo seguem a normalidade, sendo neces-

-sario recorrer ao Coeficiente de Correlacdo de Spearman

para avaliar a forca de associacao entre os dois métodos.
Através do Coeficiente de Correlacdo de Spearman verifi-
€amos que a associacao entre as duas variaveis é boa, logo
nao é aconselhavel afirmar que uma das técnicas é mais
adequada que a outra para o diagnostico laboratorial da
hidatidose.

Embora a sensibilidade do método FEIA apresente um
valor mais elevado que o método ELISA, quando se realiza
o Coeficiente de Correlacdo de Spearman para determinar
o tipo de associacdo entre os dois métodos, verifica-se
que esta é boa (r = 0,726, p < 0,05), como ja havia sido
referido no estudo de Afferni® (r = 0,7, p < 0,01). Neste
estudo sdo comparadas a sensibilidade e especificidade dos
testes ELISA e FEIA, tendo a sensibilidade sido idéntica para
os dois testes (77%).

Num estudo de Shihi'®, a técnica ELISA especifica para IgG
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com utilizacdo de antigénio B purificado apresentou uma
sensibilidade de 96,5%, bastante superior a encontrada no
presente estudo que foi de 63,8%. Esta diferenca podera
estar relacionada com a diferenca existente entre a amostra
utilizada em cada um dos estudos.

Conclusao

Em relacdo as hipoteses colocadas podemos concluir que:

Quanto a sensibilidade e a especificidade do método FEIA
serem superiores as do método ELISA, verificamos que a
sensibilidade do método FEIA (76,6%) é superior a do
método ELISA (63,8%), mas a especificidade (87,5%) é
igual para ambos os testes.

Quanto a existéncia de uma associacao forte entre 0 mé-
todo FEIA e ELISA, verificamos através do Coeficiente de
Correlacao de Spearman que esta é boa (r = 0,726, p < 0,05).

Verificou-se também que a percentagem de falsos negati-
vos obtidos pelo método ELISA é superior a do método FEIA.

Assim, com este estudo, podemos concluir que se torna
desnecessario utilizar ambos os métodos em simultaneo mas,
para isso, é recomendavel uma boa articulacdo entre a clinica
e os laboratorios, por forma a veicularem informacoées
que visem estabelecer normas para o acompanhamento
laboratorial desta doenca.

Tendo em consideracao que o método FEIA é o que apresen-
ta uma sensibilidade mais elevada, este deve ser utilizado
preferencialmente para o diagndstico laboratorial da hida-
tidose como teste de rastreio.
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