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INTRODUCCION:

La oncocercosis presenta dos problemas a resolver: la deteccién de los

individuos parasitados y el desarrollo de medicamentos eficaces para el contro! y
erradicacion de la enfermedad [24,27].
‘ En la daltima década se experimenté con un nuevo medicamento larvicida
denominado lvermectina, que es una lactona macrociclica semisintética ta cual
tiene menos efectos adversos que la dietilcarbamacina (DEC), el medicamento
tradicional [13,60]. En México y Centro América se han completado las cuatre
fases de los estudios farmacolégicos de la lvermectina [13,64] y actualmente se
administra gratuitamente con el nombre de Mectizan® ya que la compaftia que lo
desarrollé y lo produce, lo dona para su distribucién a nivel mundial a los
programas para el control de la cncocercosis, por medio de la Organizacidn
Mundial de la Salud (OMS) [51]. Los resultados demuestran la eficacia de la
ivermectina para aliviar ios sintomas {13,51,52] y una diminucién del 60% en la
tasa de incidencia de la oncocercosis hacen pensar que serd posible la
erradicacién de la enfermedad en la préxima década [50).

El diagnéstico de la oncocercosis se hace mediante biopsias de piet en
donde se buscan las microfilarias {34,63]. Una prueba diagnéstica menos
traumatica, podria ser la deteccion de anticuerpos, pero se tiene el problema de fa
falta de especificidad y ademas no evalia el estado actual de la parasitosis.

Por lo tanto, la otra posibilidad es la identificacion de antigenos del
parasito en la sangre o en la orina de los oncocercosos, aqui el principal problema
es obtener un antigeno especifico que no cruce con otros parésitos y se pueda

preparar en cantidades suficientes para producir el anticuerpo especifico.



Gémez-Priego reporté la deteccion de anticuerpos anti O. volvufus en
suero de oncocercosos con la prueba de Dig-Elisa, que se realiza en placas con
agar que contiene el antigeno del parasito obtenido de néduios preservados en
glicerina [25,26). Schiie y Rivas detectaron antigeno de O. volvulus en el suero ¥
la orina de oncocercosos por la técnica ELISA indirecta. Para preparar los
anticuerpos que usaron en la prueba, obtuvieron también el antigeno a partir de
nodulos preservados en glicerina [54). Estos trabajos dieron la pauta para utilizar
esta fuente de antigeno y preparar los anticuerpos policlonales que se utilizaron
.en ei presente trabajo para la estandarizacion de un ensayo inmunoenzimatico
modificzdo de doble anticuerpo, que puede detectar cuantitativamente el antigeno
de O. volvulus en suero y orina. Como prespectiva al futuro, el método se podra
optimizar utilizando antigenos mas especificos como son los antigenos de DNA

recombinante para 1a obtencion posterior de anticuerpos monoclonales [8].
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CAPITULOA

Generalidades sobre la parasitosis.

1.1 - Clasificacién del parasito y antecedentes histéricos:

0. volvulus pertenece a la clase Nematfoda, superfamilia Fifaroidea,
familia Dipefalonemetidae, subfamilia Dipetalonematinae, género Onchocerca,
especie volvulus [67] En su ciclo bioldgico tiene como huésped intermediario y
vector de la enfermedad una mosca, artrépodo perteneciente a la clase Insecta,
orden Diptera, suborden Orthorrapha, serie Nemafocera, familia Simuliidae,
género Simufium. En México las especies vectoras son tres: ochraceum,
metallicum y callidum [4,36).

La oncocercosis se conoce desde 1893 cuande L. Leuckart, como
resultado de sus investigaciones encontré al paréasito en nodulos extirpados de
africanos de la Costa de Oro, ademas de describirlo lo denominé Fifaria volvulus,
posteriormente en 1909 Raillet y Henty lo nombraton Onchocerca volvulus
[19,59].

£n América el médico guatemalteco Roberto Robles, en 1915, describio el
cuadro clinico de fa oncocercosis, reporto al agente etiolégico como una filaria y
propuso que el simulido era el vector de la enfermedad. [13,18]

Hay varias teorias sobre e! origen de la oncocercosis en América; se ha
propuesto gue llegd con la colonizacion europea, Martinez Gracida en 1880
refirid la presencia de ciegos en Yajani distrito de Vilia Alta, Oaxaca, donde se
habian establecido soldados franceses que probablemente tenian ia enfermedad,
también se ha observado que la parasitosic coincide con los lugares donde sc

asentaron esclavos negros provenientes de Africa [19,53).



Sin embargo, se ha argumentado la posibilidad de que la enfermedad ya
existia antes de la colonizacién europea, ya que en Monte Alban, Oaxaca, se
descubrieron tres craneos prehispanicos con lesiones similares a las que se
observan cuando se implantan nédulos oncocercosos [19,20). En los censos de
la colonia de 1521 enviados a Felipe Hf, se menciond una enfermedad semejante a
la oncocercosis, la resefia decia: "hay bolas en la cabeza, ojos ar;rugados ¥ van
perdiendo fa nocién de ver®, la descripcion de la enfermedad en esta época
temprana de la colonizacion sugiére para algunos autores ia presencia de la
parasitosis antes de la llegada de los Espaficles [20,53].

Las investigaciones para caracterizar los linajes genomicos de las
subespecies de O. volvulus con marcadores moleculares y su relacién con la
ubicacion geografica seguramente podra aclarar el origen de la oncocercosis en
América [57].

1.2.- Ciclo biol6gico y morfologia de O. volvulus.

La infeccidon en el humano se inicia por la picadura de la hembra de!
Simulium (mosca negra), que inocula la larva infecciosa en la piel, ésta
evoluciona a gusano adulto en la etapa prepatente, periodo estimado de 15 a 18
meses, en este lapso ocurren dos mudas hasta que alcanza la madurez en 12
meses (con variaciones de 10 a 20 meses) [6,27] {fig. 1.1).

Ef gusano adulto se enrolla y forma néduios, en los que se alojan dos a
tres hembras y uno o dos machos. La hembra gravida, libera microfilarias en
grandes cantidades que migran del nédulo a través de los tejidos del hospedero y
se concentran en la dermis [34,35]. Las microfilarias se detectan en la piel

después del petiodo prepatente [45), la transmisién se inicia cuando la herabra
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del simulido se afimenta de la sangre de un sujeto infectado, la proboscis corta de
la mosca causa una herida superficial que sangra, la sangre se mezcla con las
microfifarias que se encuentran en la dermis y la mosca fas ingiere {27,34].

La mayorla de las microfilarias que llegan a la mosca, son destruidas por
su aparato bucofaringeo, algunas [legan al estémago y al intestino medio donde
mueren y se desintegran; pero una pequefia proporcion de las microfilarias
sobrevive y migra de! aparate digestivo hacia el torax, donde permanecen
aproximadamente 120 horas, alli transcurren los estadios L1, L2 y L3 (con fos
cambios de formas: pre-salchichoide, salchichoide y preinfectante,
respectivamente). La forma L3 migra a la cabeza de! insecto, donde termina su
desarrollo y madura a la forma infecciosa, la cual invade a otros hospederos en
las siguientes picaduras del insecto, en esta evolucién las microfilarias alcanzan
tres veces el tamafio que tenian al llegar al insecto [5,7,27].

El nemétodo adulto y la microfilaria se caracterizan por su extremo caudal
(fig. 1a) {18]: La hembra adulto tiene una longitud de 23 a 70 cm y 275 a
325 pm de didmetro, en la cuticula presenta anillacién a intervalos requlares, el
anillo nervioso mide 170 um en la vulva y 940 um en el extremo anterior, el ano se
encuentra en el extremo caudal a 210 pm de la punta posterior del gusano
(fig.1a). Ei sistema reproductivo consiste de: vagina, un Gtero en par, recepticulos
seminales, oviductos y ovarios [18,27,63].

El macho adulto mide de 3 a 6 cm de largo y 130 a 150 pm de digmetro,
en los nédulos oncocercosos el macho se encuentra enrollado alrededor del
extremo cefalico de {a hembra, las anillaciones del macko estan espaciadas cada
S pm y son poco visibles en relacion a las de fa hembra, ¢l aniflo nervioso se

encuentra a 140 pm del extremo anterior y el ano se encuentra a 65 pm de la
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punta posterior que es curva. El sistema reproductivo consiste de: testiculos, un
vz20 eferente, un ducto eyaculador y dos espiculas copuladoras que se proyectan
fuera del ano {fig. 1b){18,27 63].

La microfilaria de O. vohvulus no tiene vaina, mide 210 a 320 um de largo
y 6 a 9 pm de didmetro, presenta movimientos rapidos de enrollamiento y
desenrrollamiento, las caracteristicas morfolégicas de la microfilaria tefiida
(fig. 1b) ayudan a diferenciarla de otras especies de filarias. El espacio cefalico es
de 7 a 13 pm entre el extremo anterior y e primer nicleo, el espacio caudal es de
9 a 15 pm <ntre et nticleo terminal y el extremo posterior, en el nicleo terminal
hay una elongacitn y una cola en punta [18,27,35,63].

La farva infecciosa (forma L3) mide de largo de 440 a 700 pum
(media 600) y 19 a 22 pm de didmetro. Las caracteristicas mas dGliles para la
distincién de la larva de O. volvulus son la longitud, ta posicién del ano que en
promedio se encuentra 2 31 um del extremo caudal y la morfologla de la
extremidad caudal, que se estrecha después del ano y termina con una punta
redondeada [6,18.63].

1.3.- Ciclo vita! del vector.

Los simulidos ovipasitan en rios y riachuelos, ta hembra gravida deposita
los huevos *n la superficie del agua sobre 1amas, rocas, vegetales y restos que
flotan.

El similido requiere de corrientes de agua con una velocidad adecuada
para su aeracidon (60 a 250 cm/seg), un aporte adecuado de alimento y
estructuras de sostén en profundidades no mayores de 14 cm de la superficie.
Los huevos tarcon dos dias eon liberar las larvas que migran corriente abajo pera

formar la pupa en 8 a 10 dias, la pupa se fija a alguna estructura en la corriente y
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adultas son hematéfagas y requieren ingerir sangre para la iniciacién del ciclo
gonadotréfico, el macho no presenta este ciclo ¥ no es transmisor de la inteccion
pues no se alimenta de sangre, sélo requiere de nutrimentos que obtiene de la
vegetacion [6,18,35].

La hembra del simulido generalmente tiene un area d» vuelo de pocos
kilometros alrededor de los habitats larvales y pupales {dencminados sitios de
apareamiento), pero la frecuencia de su picadura es intensa en Ia vecindad
inmediata. Sin embargo hay evidencia que las moscas pueden recorrer cientos de

kilémetros en la direccién de los vientos dominantes [27].



Fig. 1.1. Ciclo biolégico de Onchocerca volvulus [27].
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Fig. 1a.- Morfologia de Onchocerca volvulus, extremos caudales
de fa hembra y de! macho (35)

Anillo nervioso
Poro excretor i
AY

Dimensiones de la microfilaria:
largo: 210a 320 um
didmetro: 6a9um

Fig. 1b.- Morfologla de la microfilaria tefiida de Onchocerca
volvulus [18].
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1.4.- Epidemiologia y distribucién geografica de [a oncocercosis,

De acuerdo a la OMS hay 120 millones de personas en riesgo de adquirir
la enfermedad, 18 millones estan infectadas y existen 270,000 cisgos por la
oncocercosis en todo e mundo. La enfermedad se distribuye en los siguientes
porcentajes: el 96 % se encuentra en 28 paises de Africa, donde la oncocercosis
es la segunda causa de ceguera [70,71]), el 4 % restante se encuentra én el
Yemen, en la peninsula Arabiga y en seis paises de América donde se reportan
1.400 ciegos [48,70] (tabla 1.1). En América, en 1990 se reportaron 105,600
casos en los seis palises afectados, con una poblacién de 5.2 millones de
personas en riesgoe [S0].

En Meéxico la oncocercosis tiene como vectores principalmente a
S. ochraceum y S. meflallicum, estas especies se aparean en comrientes de poco
cauda! y el habitaf en que se observa la transmisién de la enfermedad se localiza
en una altitud entre 500 a 1,500 m sobre ef nivel del mar. S. caffidum es un vector
menos importante, que se reproduce indistintamente en rios grandes o en arroyos
pequefios y vive en reas con una altitud de los 500 m hasta los 2,000 m [4]. En
nuestro pals existen tres 4reas endémicas denominadas: foco Oaxaca, foco
Chamula, y foco del Soconusco [fig. 1.3].

Foco Qaxaca: (Del alto Papaloapan).- Se ubica entre las latitudes 17°15' y
17°48' norte y las longitudes 96°12' y 96°40' oeste, abarca una superficie
aproximada de 1,400 km2 y una poblacién de 125,000 habitantes con 3.2 % de
infectados.

Foco Chamula (Del norte de Chiapas).- Se localiza a 60 kms. de la capital

del estado, Tuxtla Gutiérrez, entre tas latitudes de 16°52' y 17°07' norte y las
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longitudes 82°29' y 92 °40' oeste, abarca una superficie de 1,187 kmz, ¥y una
poblacién aproximada de 60,000 habitant=s donde el 0.3 % padece oncocercos.is.

En este foco no hay transmisién de la enfermedad, porque la altitud de
2,200 m sobre el nivel del mar no es adecuada para la proliferacién del vector, la
enfermedad se presenta en indigenas y sus familias que viajan periédicamente al
Seconusco para trabajar en la pizca del café y ofras labores agricolas, donde
adquieren la infeccién.

Foco Soconusco (del sur de Chiapas).- Se localiza a ambos lados de la
sierra madre del sur en la costa del Pacifico en el Soconusco de donde pasa a
Guatemala, se ubica entre las latitudes 15°41" y 15°57" norte y las longitudes
80°05' y 93°07' oeste, abarca una superficie de 12,992 km2 con 500,000
habitantes de los cuales el 28 % esta infectado [4,7,13,36,48).

En estos focos se suministra semestralmente la lvermectina desde 1890, fo
que ha reducido 60 % el numero de caso nuevos pasando de 2,399 a 963, con
una disminucién de la tasa de incidencia de 17 a 13 casos por 100,000
habitantes. Desde hace 11 afios no se han registrado casos de ceguera en

ninguno de los tres focos oncocercosos [50].
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Fig. 1.3~ Distribucién Geografica de la Oncocercosis [34].




La oncocercosis en el mundo.

Paoblacién infectada Ciegos.
Africa 17,8 millones 261,884
América y Asia menor 200,000 8,116
Total 18.0 millones 270,000

Datos de {a OMS 1997 {70,71].

La oncocercosis en México.

Area Poblacitn infectada  Ciegos
Chiapas 14,139 km 2 16,218 49
Oaxaca 4250 km 2 1524 56
Total 18,389 km 2 17,742 105

Datos del Programa de control de la onchocercosis, Direccion General
de Medicina Preventiva, Secretaria de Salud , México1990.

Tabla 1.1 Epidemiologia de la oncocercosis.
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Grafica 1.1.- Incidencia de {a oncocercosis, México 1981-1996 tasa por

100,000 habitantes [50].
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1.5.- Patologia y patogénesis de [a oncocercosis.

La patologia de la oncocercosis se explica con base en los mecanismos
de invasién a los tejidos en el huésped, la filaria cuando llega a adulto se implanta
en zonas especificas del cuerpo y forma nédulos, en estos nddulos la hembra se
aparea con el macho y genera un nimero muy grande de larvas, las cuales
invaden el espacio intersticial y a fravés de los vasos linfaticos invaden el tejido
conectivo, el tropisme hacia la piel y el ojo es importante por el dafio que
producen. La oncocercosis se considera como una enfermedad mediada por la
respuesta inmune, en la que principalmente la reaccién inflamatoria crénica
contra las microfilarias, los efectos mecanicos y los procesos degenerativos
causados por fas larvas originan los diversos cuadros clinicos de fa
oncocercosis [24,40].

Las observaciones con técnicas histoquimicas muestran depésitos
perivasculares constituidos por complejos inmunes {23], Sysley y colaboradores
encontraron cotrelacién entre los complejos Ag-Ac circulantes y la unién a Ciq,
con las complicaciones de la enfermedad [58], Gallin y colaboradores indujeron
keratitis intersticial en conejillos de indias con antigeno de O. volvulus, que forma
depésitos de complejos Ag-Ac [21], lo anterior sugiere la hipotesis de que los
complejos Ag-Ac y la activacion def complemento por la via clasica producen una
respuesta de inflamacién aguda que dafia los tejidos y juega un papel importante
en la patogénesis [23].

La respuesta de IgE es un factor importante 2n la patogénesis de la
oncocercosis, se implica en dafo a los tejidos por una reaccidn inflamatoria
mediada por la respuesta de hipersensibilidad inmedizta de tipo i, induccion de la

degranulacién de eosindfilos y fa formacion de complejos Ag-Ac [23], los
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productos de linfocitos activados, autoanticuerpos y células T citotoxicas también
tienen un papel en ta patogénesis de algunas lesiones [21, 23]. Se ha establecido
que las manifestaciones clinicas dependen de ofros factores, como son la
-duracibn e intensidad de la exposicion a las picaduras, la localizacion geografica
y del complejo simalido-parasito [27]. Hasta hoy no se han realizados estudios
epidemiol6gicos que determinen todos los factores que intervienen en la
incidencia de cada cuadro clinico que se conoce en la oncocercosis [27).

En zonas de baja transmision hay oncocercosis sin manifestaciones
clinicas, muchas ofras zonas oncocercosas han permanecido sin ser
descubiertas, hasta que intencionalmente por los criterios epidemiolégicos,
clinicos y geograficos, se hacen biopsias de piel en los habitantes y se demuestra
la presencia de las larvas de O. volvulus [17,48].

La descripcién de la patologia inicial y los cambios asociados con la
infeccién es incompleta aln, particularmente en las lesiones oculares, ya que el
material patologico es escaso y frecuentemente se obtiene en etapas terminales
de la enfermedad [27].

La dermatitis es la primera manifestacion de la parasitosis, se inicia como
prurito (“gale filarienne" o "prurito filarial®), cuando hay un niGmero bajo de
microfilarias en piel puede persistir como dnico sintuma [27.40], presenta
numerosas vesiculas pequefias, circulares, elevadas, de 1 a 3 mm de diametro,
rojizas, con un fondo de piel blanca, estian confinadas a un cuarto anatomico del
cuerpo como son la espalda y los gluteos y se distribuyen con forma de alas de
mariposa [27].

Las oncodermatitis se clasifican por su extensién en: leve, moderada y

severa. Por el tiempo de evolucién se clasifican como aguda, si es reciente y
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c¢ronica cuando el tiempo de progresion es de varios afos [24]. Las dermatitis
agudas generalmente son asimétricas y afectan a nifios o jévenes y con el tiempo
progresan a un engrosamiente de la dermis que adquiere un aspecto de "piel de
naranja“, cuando hay edema se le lama “erisipela de la costa”. Las dermatitis
crénicas de varios afios, se asocian con vision deteriorada y hay engrosamiento
cutaneo [23,63].

Cuando las infecciones son masivas, con alto numero de microfilarias,
hay un arrugamiento prematuro de la piel que evoluciona a piel floja y redundante,
rasgo conocido como “piet de pescado” ¢ "lagartija”, si hay hidrocele causa en el
rostro la “cara leonina o de pemo” [34].

El examen histopatolégico de la piel muestra destruccién progresiva del
tejido, la atrofia pronunciada se ve en un 13 % de los individuos, en las etapas
avanzadas de la enfermedad es caracteristico encontrar atrofia de la epidermis y
el 20 % de los pacientes también presenta despigmentacion, por pérdida de las
fibras dérmicas ya que sobre la dermis sélo permanecen capas deigadas de
epidermis y queratina [27,34].

En Guatemala se describi6 que algunos casos del "mal morado” tienen un
cuadro similar 2 "sowda” de los habitantes del Yemen [62}, en el que por efecto
de una respuesta inmune con formacion de un titulo aito de anticuerpos y escasas
microfilarias en la piel; ésta presenta hiperpigmentacion, se engruesa, se cubre
de papulas, los ganglios se agrandan, la reaccién de Mazzoti es positiva y por lo
tanto representa un cuadro diferente de la oncocdermatitis clasica [8,34].

El gusano adulto forma nédulos subcutaneos {oncocercomata), que estan
compuestos de tejido hialinizado y vascularizado que rodea al gusano aduito,

tienen cantidades variables de elementos de inflamacién crénica; fibrina, células
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plasmaticas, neutréfilos, eosinofilos, linfocitos, células gigantes y cuerpos de
Ruseil. Los nédulos viejos cantienen sélo material necrético con remanentes del
gusano adulto que se destruye y después de varios afios llegan a calcificarse
{27,34).

Los nddulos varlan de tamafio, de unos milimetros de didmetro a varios
centimetros, son firmes a la palpacién, tienen una mavilidad variable que depende
detf grado de adherencia a [as estructuras 6seas, se requiere experiencia clinica
para diferenciarlos de otras estructuras, por ejemplo los ganglios linfaticos,
lipomas, granulomas, cisticerco, angiofibroma, neurofibroma y otros tumores
subcutaneos, hay nédulos jévenes gue pueden ser suaves y dificiles de
distinguir, debido a la falta de tejido fibroso circundante, los nédulos viejos
pueden ser flicidos como resultado de la necrosis y licuefaccién del §usano 28].

La distribucidn de los nodulos tiene diferentes localizaciones anatémicas,
segun el area geografica [24,27], en México y América Central muestra los
sigufentes porcentajes: 55 % en la cabeza , 11 % en el torax, 28 % en caderas y
el 4 % en las extremidades inferiores [24],

Los ganglios linfaticos presentan 4areas linfoides afteradas, con
histiocitosis e infiltraciones de células inflamatorias, hay linfadenitis, con
formacion de hernias colgantes inguinales o femorales ("hanging groin™), en
casos extremos si hay obstruccién linfatica se puede desarrollar elefantiasis como
en otras filariasis, pero es poco frecuente en la oncocercosis [46]. En nuestro
medio es rarc encontrar adenopatias desde que se implantd la campafa de

desnodulizacién [13,36,63).
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La forma denominada "mal morado” presenta nédulos linfaticos con
hiperplasia folicular, lo que sugiere una reaccién semejante al "sowda” en la que
intervienen componentes inmunoldgicos diferentes [27,40,63],

El dafo visual es una complicacién importante de la oncocercosis y causa
ceguera como secuela de la infeccién crénica [65)]. En las personas jovenes se
presenta inicialmente conjuntivitis con fotofobia, en la conjuntiva hay infiltrado de
celulas plasmaticas, eosindfilos y células cebadas con hiperhemia, dilatacion de
los vasos y en algunos casos engrosamiento y fibrosis perivascular [23,27,34),

La queratitis punteada es una patologia de la cérnea y en la oncocercosis
se observan rasgos caracteristicos: hay infiltrado inflamatorio agude que rodea Ia
microfilaria moribunda, las manifestaciones de opacidad, como nieve, sen
frecuentes en pacientes jovenes y se encuentran en el 10 al 15 %. Si se elimina el
paréasito desaparecen sin dejar secuela, 1a queratitis esclerosante se presenta en
el 1 al 5% y si no se trata progresa hasta la ceguera, inicia en el limbo, se
extiende al interior y causa dafio irreversii:le de la vision {27 34].

En los oncocercosos de América Central la causa mas frecuente de
ceguera son las lesiones corioretinianas [3437], la uveitis y el glaucoma
secundario son causa importante de dafio a la visi-én [27]. La lesién del nervio
6ptico produce la constriccién de los campos visuales y atrofia éptica, los cambios

“en ¢l disco 6ptico se relacionan con la infeccion de O. volvulus en el 2 % de las
personas infectadas, la terapia con dietilcarbamacina y la suramina precipitan e}
dafio al nervio oplico [23,27].

Las personas con infeccién masiva presentan debilitamiento del estado

general, pérdida del tejido adiposo y masa muscular, hay un aumento e~ el riesgc;

de contraer infecciones como tuberculosis y lepra. En las autopsias se han
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encontrado microfilarias en ia mayoria de los érganos, sin embargo no hay
evidencia convincente de que la disfuncidén de estos drganos sea una
consecuencia de la infestacién masiva por las microfiarias {27].

Se puede presentar poliartritis que asemeja artritis reumatoide, con dolor
general en las articulaciones y hay microfilarias en el liquido sinovial. El
tratamiento con DEC elimina las microfilarias de las articulaciones y desaparece
el cuadro clinico [23,34].

1.6.- La respuesta inmunogénica.

En la respuesta inmunogénica humoral intervienen diferentes antigenos:
de superficie, de excrecidn-secrecion, somaticos y derivados de la actividad
metabdélica del parasito. La respuesta contra estes antigenos como la formacién
de complejos Ag-Ac que se depositan en los espacios perivasculares, se unen 2
C1qg y activan el complemento por fa via clasica y la reaccion de hipersensibilidad
inmediata tipo |, contribuyen a la reaccién inflamatoria crénica que causa efectos
patogénicos de dafto a los tejidos [27,34,568,61].

En pacientes con filariasis generalmente bhay hiperglobulinemia, con
niveles elevados de anticuerpos especificos, los niveles son significativamente
mas aitos en sujetos infectados que los que se encuentran en etapa prepatente
[18], en tanto si hay alto nimero de microfilarias en la sangre puede haber un
déficit en la produccidén de anticuerpos [42].

En Venezuela se hizo un estudio inmunoldégico con dos grupos de
oncocercosos sin manifestaciones clinicas severas, uno con tratamiento con DEC
y otro sin tratamiento, los resultados fueron comparados con sujetos sanos; en los
sujetos sin tratamiento se encontraron niveles bajos de 1IgA y C'3 y no se observd

cambio significativo en los niveles de inmuneglobulinas. En ios pacientes con
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tratamiento se observé un aumento de los niveles de IgG e IgM, con niveles de
1gA y C'3 adn mas bajos, también se observé eosinofilia en todos los grupos. Los
investigadores concluyeron que estos cambios corresponden a una reaccién
inmune humoral contra antigenos que liberan los parasitos por efecto del
tratamiento con la DEC. [34].

El nivel de IgE en suero de oncocercosos con infescion crénica esta
aumentado dos a tres veces con respecto a sujetos normales [9,42] y se
encuentra asociado con un numero alto de baséfilos y células cebadas [58,69),
sin embargo en los pacientes con infeccién crénica es baja la frecuencia de
reacciones de hipersensibilidad inmediata de tipo |, esta paradoja se explica por
estudios que demuestran que en los sueros de los individuos parasitados también
contienen altos niveles de anticuerpos IgG bloqueadores [42], por lo tanto, existe
una supresion de la reaccién de hipersensibilidad inmediata tipo |, lo que
beneficia al enfermo. Estos mecanismos de supresidn humoral también podrfan
tener su origen en el fendmeno de induccién de tolerancia por exposicion a los
antigenos durante el desarrollo intrauterino {34,42].

Asl, esto explica que la "eosinofilia pulmonar tropical” que es una patoicgia
relacionada con una respuesta inmune severa, que se observa en parasitosis por
otros nematodos, es rara en la oncocercosis y sélo ha sido descrita en algunas
zonas de Africa [34,42).

En zonas endémicas existe una poblacion asintomatica con resistencia y
reaccion inmune al parasito, algunos de estos individuos no estan infectados ¥
atros cursan con infeccion subclinica [42).

Los estudios histolégicos de los nédulos muestran que los eosindfilos y

neutrdfilos estan situados alrededor del parasito mientras que los linfocitos,
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monocitos y células plasmaticas, estan dispersos irregularmente en el seno del
nodulo y en la cercania de las filarias adultas, lo que sugiere una respuesta
inmune celular alterada [42,43,486].

En la oncocercosis los ensayos in vitro de la respuesta de finfocitos al
antigeno del parasito esta disminuida en forma especifica y es mas baja si hay
microfilarias en sangre, los pacientes con infestacion masiva muestran una
respuesta muy baja que ya no es especifica, pacientes que han presentado
"eosinofilia pulmonar tropical’ muestran un esquema diferente con una respuesta
celutar aumentada a los antigenos de O. vohuilus [27,34,46).

En modelos animales de filariasis crénica hay una reaccién de los
linfocitos a los antigenos de O. volvulus que muestra disminucion a la respuesta
celular antigenov-especifica que se atribuye.a una regulacién de baja respuesta
mediada por linfocitos moduladores y disminucién de IL2 {21], los mecanismos
que modulan una respuesta baja se desarrolian después de la respuesta inmune
de la infeccion temprana [22,40], las pruebas cutineas en modelos animales
confirman esta disminucion de la respuesta cefular antigenc-especifica,
desafortunadamente los estudios similares realizados en humanos no muestran
este fenémeno [34). Sin embargo los estudios in vifro de la respuesta celular con
linfocitos de oncocercosos muestran un estado de respuesta baja que no es
especifico [37].

La incidencia de lepra lepromatosa es dos veces mayor en zonas
endémicas a la oncocercosis y hasta ahora no se ha logrado establecer si esto
obedece a la disminucién de la respuesta inmune por un efecto de regulacion de

baja respuesta causadn por la infeccion por O. voivilus [34].
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1.7.- Métodos de diagndstico.

La oncocercosis tiene caracteristicas qus dificultan ol diagnostico, las mas
importantes son: su presencia en zonas de pobiaciones marginadas en las cuales
no hay acceso a servicios de diagnostico de alta tecnologia, los antigenos de
0. volvulus dan reaccién cruzada con otros nematodos que coexisten en la misma
zona geografica y la dificultad para contar con fuentes de antigeno [49 63].

Asi al igual que en ofras parasitosis tropicales, el diagnostico es directo
mediante la deteccion cualitativa y/o cuantitativa de las microfilarias en biopsia de
piel, también pueden hacerse por la deteccién de microfilarias en la camara
anterior del ojo {27], en sangre, especialmente después de quimioterapia con
citrato de dietilcarbamacina, asi como en orina y en liguido sinoviat {7,18,34,63],
La deteccién de O. vohvulus adulto puede lograrse mediante la diseccion de los
nédules del tejido subcutaneo y cuando estan localizados en tejidos profundos se
detectan por ultrasonografia, pero en general si se encuentran en ios organos solo
se detectan en la necropsia [24].

El diagnéstico también puede ser indirecto basado en las caracteristicas
clinico patolégicas de la prueba de Mazzotti que consiste en administrar 50 mg de
dietilcarbamacina y observar en las siguientes 24 horas |a aparicién de signos y
sintomas caracteristicos: prurito y eritema, seguidos de fa formacién de placas
erisipeloides y edema, hiperhemia conjuntival y fotofobia, puede haber
inflamacién de ganglios y hay malestar general con cefalea, dolor muscular,
artralgias y fiebre, estos signos se atribuyen a un respuesta de hipersensibilida&
inmediata tipo | causada por la reaccion a los antigenos que se liberan de fos

parasitos por efecte de la DEC [63]. Se pueden detectar zonas de endema por
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datos clinicos epidemiolégicos [29] y entomolégicos, en los que se investiga fa
presencia del parasito en el vector [51,52).

El diagnéstico por pruebas inmunoldgicas es importante; se ha intentado
por las técnicas de precipitacion, fijacion del complemente, aglutinacisn,
floculacién y el marcaje para detectar complejos inmunes, como el ensayo inmuno
enzimatico [67], el radicinmunoensayo y la inmunofluorescencia [6,24,63]. Hasta
ahora el problema de la reaccion cruzada es un obstaculo que no permite
substituir las pruebas parasitolégicas tradicionales.

La deteccién de antigeno de Q. vohvulus se ha hecho por el método de
Ouchterlony con anticuerpos especificos pero esta técnica tiene poca sensibilidad
[14.67). Actualmente el ensayo inmuno enzimatico y el radicinmunoensaye, son
las pruebas en uso por su alta sensibilidad [24,88]. Una perspectiva es
desarrollo de pruebas especificas como fa reaccién en cadena de polimerasa
(PCR) [1.72] y la obtencién de antigenos recombinantes especificos de
0. vofvifus para la obtencién de anticuerpos monoclonales {1.8,57].

1.8.- El ensayo inmunoenzimatico EIA ("Enzimatic Immuneo Assay").

Las pruebas inmunoenzimaticas combinan las ventajas de la alta
sensibilidad del radioinmuncensays, con la especificidad de fa
inmunoflucrescencia, ademas requisren equipo y reactivos accesibles Yy que no
emplean marcaje con radioisétopos, su costo es bajo y los reactivos son estables
[66, 68], ademas el EIA podria adaptarse para realizarse en el campo como
pueden ser el ELISA en papel filtro como fase sélida o el "Dot-ELISA" en

membrana [1,32].
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Hipétesis: Es posible hacer el diagnéstice de la oncocercosis mediante |a
identificacién de antigenos del parasito, empleando el inmunoensayo enzimatico
modificado de doble anticuerpo utilizando anticuerpos policlonales. Se espera que
esta técnica tenga una gran sensibifidad, tanto en muestras de orina o de suero,

de esta manera se evitarla molestar al paciente con biopsias de piel.
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lectura

= 490 nm.

Fig 4).- ELISA modificado de doble anticuerpo [1,66,38].
1.- Adsorber! a la fase sélida el anticuerpo especifico anti 0. volvufus, disuelto en
e! amortiguador de cubrimiento, carbonates 0.068 M pH 2.8, incubar? toda la noche
a 4°C, lavar tres veces con PBS-Tween 20.
2.- Agregar el espécimen (suerc u orina) diluido 1:2 con PBS-Tween203, en este
paso los antigenos de O. voivulus interacciona con fos anticuerpos, incubar 2 h a
37°C Lavar tres veces con PBS-Tween 20.
3.- Agregar el anticuerpo anti O. volilus conjugado a peroxidasa, incubar 30
minutos a 37°C lavar tres veces con PBS-Tween20.
4.- Agregar el substrato de la peroxidasa: orto-fenilen-diamina 3.8 M, incubar en la
obscuridad 30 minutos a temperatura ambiente,
§.- Parar la reaccion con 25 L de acido sulfurico 1N.
6.- Leer el color 2 490 nm en un microlector para ELISA.

" Todos los reactives se agregan en volumenes de 200 pL., en los lavados se llena el pozo.

2 Todas las incubaciones se realizan en camara himeda ; con tapa.

3 No se utilizd bloqueo, por lo que se requiere diluir en PBS Tween2C para evitar la adsorcién no
especifica de proteinas
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DIAGRAMA DE TRABAJO.

El objetivo del trabajo fue estandarizar un ELISA modificado de doble anticuerpo para detactar
antigeno de O. volvulus en suero y orina de oncocercosos.

Los objetivos particulares fueron cuatro:
1.- Preparar Ags de O. volwulus libre de componentes humanos: Se extrajeron Ios antigenos de
nédulos glicerinados y se pasaron por una columna de afinidad con Acs anti suerg humano, se
estandarizo un ELISA indirecto para detectar Ags humanos y demostrar la eficiencia de la columna,
2.- Preparar anticuerpos anti 0. volvulus por inmunizacion de conejos con los Ags purificados; para
evitar reaccion cruzada cortra antigenos humanos, se aplico al suero anti O. volvulus un ELISA
indirecto para detectar anticuerpos anti suero humaro, la prusba fue positiva, por lo tanto se
adsorbid el suero con plasma humano insolubilizado.
3.- Obtener muestras de suero y orina de pacientes con diagnéstico de oncocercosis, gue se
determind por hiopsias de piel.
4.- Estandarizar un ELISA modificado de doble anticuerpo y aplicar ta prueba al suero y la orina de

oncocercosos y analizar con pruebas estadisticas los resultados,
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CAPITULO Il

Material y métodos.

2.1.- Muestras de sueros y orinas de individuos oncocercosos.

Se colectaron sueros y orinas de 25 hombres adultos, con diagnéstico de
oncocercosis que se determind por biopsia de piel, los enfermos residen en
comunidades de los municipios de Motozintla y Acacoyagua, Chiapas. Los
sueros se transportaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -70° C.

De cada paciente se obtuvieran 10.0 mL de orina que se centrifugaron a
4,000 x g para eliminar células y material no disuelto, luego se trataron segin
Schlie y Rivas [53): a cada sobrenadante se le agregaron 20.0 mL de etanol al
96%, esta mezcla se incubé a 4° C toda la noche para precipitar las proteinas, se
centrifugaron a 4,000 x g, durante 30 minutos, el sedimento de proteinas se
resuspendié en 1.0 mL de PBS 0.15 M, pH 7.4 y se almacent a -70° C.

Las muestras control negativo se colectaron de 10 individuos sanos, que
no habian estado en zonas endémicas de oncocercosis y se procesaron en fa
misma forma descrita. También se colectd suero y orina de 10 individuos que ho
habian estado en zonas endémicas de oncocercosis y en los que se demostrd en
el examen coproparasitoscopico por el método de Faust [18], la presencia de
huevecillos de Ascaris lumbricoides (4 individuos), Ancylostoma spp. (3
individuos) y Trichuris trichiura (3 individuos), estas muestras se utilizaron como

controles de reaccién cruzada.



2.2.- Cuenta de microfilarias en bhiopsias de piel.

Con un esclero-corneo-tomo esterilizado, se cortaron por duplicado
biopsias de piel de la regién escapular, deltoide y la parte superior de las
caderas, cada fragmento de piel se pesé y después cada uno se colocd en un
pozo con fondo plano de una placa para microtitulacién!, se afadieron 200.0 uL
de solucitn salina a cada pozo, las placas se incubaron 2 h a 37°C, por medio
del microscopio (aumento 100x) se conté el numero de microfilarias en cada pozo
y se calculé la media aritmética de microfilarias por mg de piel en cada
paciente [54].

2.3 .- Obtencién de los antigenos purificados de O. volvulus.

Los antigenos se obtuvieron a partir de nédulos conservados en solucién
salina glicerinada al 66%. Estos fueron extirpados durante la campafia de
desnodulizacién de la Secretaria de Salud en el estado de Chiapas. La solucion
salina glicerinada se eliminé mediante lavados con agua destilada y
posteriormente con solucion salina, que se eliminé colocandolos entre papel filtro
y por altimo se determind su peso himedo.

Las filarias se obtuvieron por digestioén enzimatica de los nodulos segan la
técnica de Schulz-Key [55,56}: Los nodulos lavados, 212 piezas con peso
hiumedo total de 63.880 g, se colocaron por pares en 5.0 mL de PBS 0.15 M, pH
7.2, con 50.0 mg/mL de colagenasa tipo IV de C. histolyticum?; contenidos en
tubos cénicos con capacidad de 15 mL, los que posteriormente se taparon y se
colocaron en un agitador rotatorio durante un periodo de 12 a 18 horas a

temperatura de 4°C. Cuando se observd la digestién det tejido vy se visualizaron

1 Placa de poliestireno: Immulon |, Nunc, Denmark
2 Sigrna C5138, 175 unidades de actividad enzimatica por mg
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los gusanos, se procedié a disecar los nodulos manualmente para extraer los
parasitos y liberarfos de los restos de tejido del nédulo, se colocaron
inmediatamente en PBS 0.15 M, pH 7.2 en baflo de hielo, se lavaron tres veces
con el mismo amortiguador, se secaron sobre papel filtro y se determiné su peso
htumedo [55,56].

La extraccién de los antigenos somaticos de 0. volvulus se realizé por el
método de Cabrera y Parkhouse [10]: Se dividieron 6.12 gr de gusanos en dos
porciones iguales y cada una se suspendio en 10.0 mL de PBS 0.15 M, pH 7.2,
adic,;ionado de inhibidores de enzimas protecliticas en las siguientes
concentraciones: L-1-tosilamida-2-feniletil-clorometil cetona? 1.4 X 10 -1 mM,
N-ci-p-tosil-L-lisina-clorometil cetona? 1.3 x 10 -1 mM, fenil-metil-sulfuril-fluorure®
1mM, etilen-diamino-tetracetate de sodio* 25 mM. Las suspensiones se
colocaron en el vaso de un homogenizador de cuchillas y se les aplicé tres ciclos
de 10 min a 35,000 rpm, bajo Juz ultravicleta y en bafo de hielo, el material seo
centrifugo a 20,000 x g durante S0 minutos a 4° C, el sobrenadante se concentr6
por ultrafiltracién en membrana de Amicon PM10 y se determind la concentracién
de proteinas por el método de Lowry [33].

Los componentes humanos presentes en el extracto de antigenos de
0. voivulus se eliminaron por cromatografia de afinidad: primeramente 54.0 mg
de proteina de antfgenos disueltos en 75.0 mL de PBS 0.015 M, pH 7.2 se
dializaron contra el mismo amortiguador y se concentraron por ulirafiltracién en

membrana Amicon PM10, para obtener 17 fracciones con una concentracion de

1 TPCK CT4376 Sigma
2 TLCK CT7254 Sigma
3 PMSF CP7626 Sigma
4 EDTA CED4S Sigma
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proteina de 3.0 mg/2.0 mL, la que se determiné por DO a 280 nm, la primera
fraccion se pasé cuatro veces y las siguientes fracciones se pasaron tres veces
por una columna de afinidad de AH-Sepharosa-4B' acoplada con anticuerpos
anti-humano, la columna se preparé con una modificacién? del método reportado
por Des Moutis, I. [14): Se prepararon 2.2 g de la resina en 70.0 mL de NaCi
0.5 M, segin las instrucciones del fabricante, se agregaron 70.0 mL de
glutaraldehido al 5.0 % y la mezcla se agité 1 h, después se lavé la resina con
NaCl 0.134 M y se ajusté el volumen a 15.0 mi, se agregaron 150.0 mg de
proteina de anticuerpos anti-humano en 10.0 mbL de NaC! 0.134 M. El
acoplamiento final fue de 8.7 mg de proteina por mL de resina, la Sepharosa con
los anticuerpos acoplados se empacé en una columna® de 20.0 cm de altura, la
cama de resina fue de 1.5 cm de diametro por 6.5 cm de altura, los grupos
activos residuales de glutaraldehido se neutralizaron por el paso de 30.0 mL de
una sofucion de 2-amino-etancl 1 M, pH 8.0.

Después la columna se equilibré con PBS 0.015 M, pH 7.2, se pasaron las
fracciones que contenian 3.0 mg de proteina de los antigenos de O. volvufus en
2.0 mbt de PBS 0.015S M, pH 7.2 y se eluy6 con ef mismo amortiguador a un flujo
de 0.18 mL/min, se colectaron las fracciones que presentaron una DO mayor de
0.05 a 280 nm, después de cada pase la columna se lavé con amortiguador de
glicina-HCI 0.2 M, pH 2.8, seguido de 4cido acético 1 M y por Oltimo se equilibrd
con PBS 0015 M, pH 7.2, las fracciones de antigenos que eluyeron se

concentraron por ultrafiltracién en membrana de Amicon PM10 y se pasaron otra

1 Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala Sweden
2 Comunicacion personal de la Biot. Maria Adelina Schlie Guzman

3 Bio Rad™
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vez por la columna. Se comprob6é que el eluide no contenia antigenos humanos
por ELISA indirecto (secc. 2.6), el resultado dié una DO de 0.22 a 480 nm que
fue menor al nivel de corte de 0.27, finalmente se determiné la concentracion de
proteinas por el método de Lowry [33].

2.4.- Qbtencién de los anticuerpos.

Los anticuerpos anti-humano se obtuvieron por inmunizacién de cuatro
conejos, los anticuerpos anti 0. volvulus se prepararon por inmunizacién de dos
conejos con antigenos libres de componentes humanos (ver apéndice) y se
purificaron anticuerpos anti inmunoglobulinas de conejo obtenidos en cabral.

La purificacién de los anticuerpes se realizo por tres precipitaciones
sucesivas con sulfato de amonio saturado a concentracién final del S0 %, dialisis
y después por cromatografia en columna de resina de intercambio aniénico
DEAE? (ver apéndice).

El suero anti Q. volvuius se probé en ELISA indirecto (secc. 2.6) para
detectar la presencia de anticuerpos anti componentes humanos: la prueba dié
una DO promedio de 1.15 a 480 nm contra un corte del ELISA indirecto
estandarizado de 0.27 (ver secc. 2.6), lo que demostré que ! suero contenia
anticuerpos anti-humane, por lo que se procedié a absorberlo con plasma
humano insolubilizado.

Para obtener el plasma humano insolubilizado3 se mezctaron 2000 mL de
plasma humano con 300.0 mL de una solucién acuosa de glutarhaldehido al

25 % phv y se dej6 reposar 24 horas a 4 °C, el gel formado se corté con una

T anticuerpos liofitizados, donados por la Biol. Maria Adelina Schlie Guzmdn
2 Whatman 50-DE
3 comunicacién persanal Biol. Maria Adelina Schiie Guzman
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espatula hasta obtener trozos finos y se suspendieron en 100.0 mL de PBS
0.2 M, pH 7.2, la suspension se dividié en alicuotas de 50.0 mL que se pasaron
al vaso de un homogenizador de cuchillas y se les aplicaron tres ciclos a
3,000 rpm en bafio de hielo, durante 20 segundos, bajo luz ultravicieta. Ei plasma
insolubilizado homogeneizado se lavé exaustivamente con PBS 0.2 M, pH 7.2,
después de cada lavado se centrifugé a 1,000 x g durante 15 minutos, Se lavé
las veces necesarias hasta que se comprobd que no habia proteinas en los
sobrenadantes, por DO a 280 nm.

Posteriormente el suero anti O. volvulus se dividio en alicuotas de
70.0 mL, se adicioné a cada una 25.0 mL de plasma humano insolubilizado, la
mezcla se dejé en agitador rotatorio durante 10 minutos a temperatura ambiente y
se separé el suero por centrifugacion a 2,000 x g durante 15 minutos.

Después de tres adsorciones, el sobrenadante se separé y dializé en
PBS 02 M, pH 72, para efiminar contaminantes dializables del plasma
insolubilizado, se verificé por ELISA indirecto (seccién 2.8) que ya no contenla

anticuerpos anti-humano y se procedié a purificar los anticuerpos.



39

2.5.- Preparacién de fos conjugados:

Se prepararon dos conjugados con peroxidasa de rabano tipo IV?

Conjugado 1.- anticuerpos anti Q. vofvuius.

Conjugado 2.- anticuerpas anti inmunoglobulinas de conejo.

La conjugacién de los anticuerpos con la peroxidasa de rabano [2.3] se
realizé por el método de periodato (NalO4) [39,66).
1.- Se disolvieron 8.0 mg de peroxidasa de rabano tipo IV! en 2.0 mL de agua
tridestilada, en seguida se agregaron 0.4 mL de periodato de sodio 0.1 M recién
preparado y se agité suavemente durante 20 minutos a temperatura ambiente.
2.- Se dializé la mezcla contra amortiguador de acetato de sodio 1 mM, pH 4.4
(ver apéndice), durante toda la nuche a 4 °C.
3.- Se neutralizé el dializado con 40.0 pL de amortiguador de carbonatos 0.2 M,
PH .5 y al mismo tiempo se agregaron los anticuerpos, 25.0 mg de proteinas?,
previamente dializados y disueltos en 2.0 mL de amortiguador de carbonatos
0.01 M, pH 9.5, la mezcla se colocé en un agitador rotatorio durante 2 horas a
temperatura ambiente.
4.- Se afladieron 0.2 mL de solucién de borohidruro de sodio recién preparada
(4 mg/mL en agua destilada) y se dejo reposar 2 horas a 4 °C.
5.- Se separd el conjugado por cromatografia en una columna de
Sephacryl G200%, preparada segun las instrucciones del fabricante. Las
dimensiones de la cama fueron de 2.4 cm de didmetro por 24.9 cm de altura, la

columna se equilibré con amortiguador de boratos 0.01 M, pH 7.4, el conjugado

1 Sigma Cat.P8375
2 Se cuantificd por Lowry
3 Pharmacia Fine Ch.Co.
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se eluyé con el mismo amortiguador, se determiné la DO de las fracciones
eluidas a 280 nm v 403 nm, se colectaron y mezclaron las fracciones con DO
igual o superior a 0.05 a 403 nm.

6.- Se agregd al volumen colectado (15 mL) una proporcién igual de glicerina
pura, se mezcld, se dividié en alicuotas de 1.0 mL y se almacend a -20°C.,

La dilucién éptima de trabajo se tituld segin se describe en las secciones
26y2.7.

2.6.- Estandarizacion del ELISA indirecto.

Esta prueba se estandarizé para hacer dos determinaciones:

1.- Determinar la eficiencia de la columna de afinidad para eliminar los
antigenos de humano presentes en el extracto crudo de O. volvulus, en este caso
el eluido concentrado se adsorbié a los pozos de una placa de microelisa (ver
seccion 2.3), después se siguid el ELISA indirecto estandatizado, con
anticuerpos anti-humano y conjugado anti-conejo.

2.- Determinar la presencia de anticuerpos anti-humano, en el suerc de
conejo inmunizado con antigenos de O. volvulus y confirmar su eliminacion por
inmunoadsorcién (ver seccidn 2.3), en este caso la prueba consistié en adsorber
100, 1.0 y 0.1 pg/mL de proteinas de suero de humano a una placa de
microelisa, después se agregd el suero de conejo y se siguié el ELISA indirecto
estandarizado con el conjugado anti-congjo.

Esta prueba estandarizada dié un punto de corte de 0.27 nm a DO de
490 nm que es valido para fas dos variaciones descritas arriba, ver grafica 2.5,
Se estandariz6 como se describe a continuacion:

La concentracién optima de trabajo para el conjugado anti-conejo se

determind mediante una prueba de ELISA directo segin un protocolo de tablero
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de ajedrez {1,66]: diluciones de anticuerpos anti-humano obtenidos en conejo
contra diluciones de conjugado, volumenes de reactivos de 200.0 uL, la
adsorcion en las placas de microelisa’ se hizo con diluciones en amortiguador de
carbonatos 0.06 M, pH 9.6, las siguientes diluciones y los lavados se hicieron con
PBS-Tween20, las placas se incubaron tapadas.

1.- Se adsorbieron anticuerpos anti-humano obtenidos en conejo en
concentraciones de 100.0, 50.0, 5.0, 1.0 y 0.1 pg/mL de proteina, se incubd a
4°C toda la noche y se lavd tres veces,

2.- Se afiadi6 el conjugado anti-conejo en diluciones con incrementos de dos
desde 1:200 hasta 1:3,200, se incubé durante 30 minutos a 37 °C y se lavd tres
veces,

3.- Se afiadié orto-fenilen-diamina 3.8 M (ver apéndice) a todos los pozos y se
incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente, en la obscuridad.

4.- Se detuvo la reaccion con 25.0 L de 4cido sulfirico 1N y se leyt a 490 nm
enun lector para microelisa2, la prueba se realizé por cuadruplicado.

Se selecciond para trabajar la dilucién de! conjugado que presenté una
DO arriba de 1.0 2 490 nm, dilucion 1:400, ver la grafica 2.2.

La concentracién éptima de los anticuerpos anti-humano, se estandarizé
por ELISA indirecto segun un protocolo de tablero de ajedrez: diluciones de suero
humano contra diluciones de anticuerpo anti-humano, volumenes de reactivos de
200.0 pt, la adsorcidn en las placas de microelisa’ se hizo con diluciones en
amortiguador de carbonatos 0.06 M, pH 9.8, las siguientes diluciones y los

lavados se hicieron con PBS-Tween20, las placas se incubaron tapadas.

1 Dynatech Cat. M120A.
2 Dynatech, USA, MR-590
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1.- Se adsorbié suero humano diluido en incrementos de dos desde 10.0 hasta
0.18 pug/mL de proteina, se incubé toda la noche a 4°C y s¢ lavé tres veces

2.- Se anadieron los anticuerpos anti-humano diluidos en incrementos de dos
desde 1:64 hasta 1:512, se incubd durante 30 minutos a 37 °C y se favé tres
veces.

3.- Se aftadié a todos los pozos el conjugado anti-conejo en la dilucién de trabajo
estandarizada previamente (1:400), se incubd durante 30 minutos a 37 °C y se
lavé tres veces.

4.- Se afadié orto-feniten-diamina 3.8 M a todos los pozos, se incubd durante 30
minuto; a temperatura ambiente, en la obscuridad.

5.- Se par¢ la reaccion con 25.0 pL de acidoe sulfurico 1 N y se ley6 a 480 nm en
un fector para microelisa, la prueba se realizé por cuadruplicado.

Se selecciond para trabajar la dilucion de anticuerpos anti-humano que dio
una DO a 490 nm igual o superior a 1.0, dilucién 1:128, ver grafica 2.3.

Por ultimo, la curva estandar para e} ELISA indirecto, que se muestraen la
grifica 2.5, se hizo segun los paso descritos arriba, con las siguientes
concentraciones: el suers humano se adsorbié en diluciones en incrementos de
dos desde 20.0 hasta 0.09 pg/ml de preteina, los anticuerpos anti-humano, el
conjugado anti-conejo y los siguientes reactivos se afiadieron a las

concentraciones determinadas anteriormente en esta seccién.

125 pg/ml de proteina de anticuerpos de conejo (Lowry)
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2.7.- Estandarizacion del ELISA modificado de doble anticuerpo, para
detectar antigenos de Q. vofvulys.

La concentracién &ptima de trabajo del conjugado anti 0. volvulus se
determiné por ELISA directo seglin un protocolo en tablero de ajedrez: diluciones
de antigenos de O. volvuius contra diluciones del conjugado, volimenes de
reactivos de 200 pL, la adsorcién en las placas de microelisa se hizo con
diluciones en amortiguador de carbonatos 0.06 M, pH 9.6, las siguientes
diluciones v los lavados se hicieron con PBS-Tween20, las placas se incubaron
tapadas.

1.- Se adserbieron en una placa de microelisa, los antigenos de O. volvulus
diluidos en incrementos de dos desde 17.5 hasta 0.027 pg/mL de proteina, se
incubd toda la noche a 4°C y se lavé tres veces.

2.- Se afadieron diluciones de! conjugado anti O. volvulus en incrementos de
dos desde 1:25 hasta 1:400, se incubé 30 minutos a 37 °C y se lavé tres veces.
3.- Se afiadié orto-fenilen-diamina 3.8 M a todos los pozos, se incubd 30 minutos
a temperatura ambiente, en fa obscuridad.

4.- Se paré la reaccién con 25.0 pl de acido sulfrico 1 Ny se leyé a 490 nm en
un lector para microelisa, la prueba se realizé por cuadruplicado,

Se selecciond para trabajar la dilucion del conjugado que presentd una
DO arriba de 1.0 a 490 nm, dilucion 1:50, ver gréafica 2.1.

La concentracion Optima del primer anticuerpo, anti O. volvuius, se
determiné por un ELISA indirecto en un protecole en tablero de ajedrez:
diluciones de los antigenos de O. volvulus contra diluciones del anticuerpos anti
Q. volvulus, volumenes de reactivos de 200.0 pL, la adsorcion en las placas de

microelisa se hizo con diluciones en amortiguador de carbonatos 0.06 M, pH 9.6,
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las siguientes diluciones y los lavados se hicieron con PBS-Tween20, fas placas
se incubaron tapadas.
1.- Se adsorbieron los antigenos de 0. voivufus diluidos en incrementos de dos
desde 10.0 hasta 0.015 pg/mL de proteinas, se incubé toda la noche a 4°C y se
lavé tres veces,
2.- Se afiadieron los anticuerpos anti O. volvulus en concentraciones de 100.0,
50.0, 10.0 y 5.0 pg/mL de proteina, se incubé durante 2 horas a 37 °C y se lavé
tres veces.
3.- Se afadio e! conjugado anti-conejo diluide 1:400 (concentracién de trabajo,
secc. 2.6) en PBS Tween20, se incubs durante 30 minutos a 37 °C y se lavé tres
veces,
4.- Se afiadié orto-fenilen-diamina 3.8 M a todos los pozos, se incubs 30 minutos
a ternperatura ambiente, en fa obscuridad.
5.- Se paré la reaccidn con 25.0 plL de acido sulfurico 1N y se leyd a 430 nm en
un lector para microelisa, la prueba se realizé por cuadruplicado.

Se seleccioné la concentracién de trabajo para el primer anticuerpo de

10.0 pgfml., grafica 2.4.
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2.8.- Curvas estandar para la deteccién de antigenos de O. volvulus en
suero y en orina, por ELISA modificado de doble anticuerpo .

Se prepararon soluciones patron con el suero y a orina control negativo de
los individuos sanos que no habian estado en zonas endémicas de ONCOCErcosis,
primeramente se agregaron 225.0 ug de proteina de los antigenos purificados de
0. volvulus a 50 mL de suero o de orina para tener una concentracion de
45.0 pg/mL, posteriormente se diluyeron en incrementos de dos desde 45.0 hasta
0.011 pg/mi, cada disolucién se procesd como muestra problema para la
deteccion de los antigenos mediante ELISA de doble anticuerpo modificado, con
volumenes de reactivos de 200.0 L, la adsorcion en las placas de microelisa se
hizo con amortiguador de carbonatos 0.06 M, pH 9.6, las siguientes diluciones y
los lavados se hicieron con PBS-Tween20, las placas se incubaron tapadas.

1.- Se adsobieron los anticuerpos anti O. volvulus en una placa de microelisal, a
la concentracién estandarizada de 0.01 mg/mL de proteina, se incubé a 4°C toda
la noche y se lavé tres veces.

2.- Se afiadio el suero o la orina patrén diluidos 1:2 con PBS-Tween20 y se
incubé 1 hora a 37°C y se lavé tres veces.

3.- Se afladid e! conjugado anti O. vohuius diluido 1:50, se incubé 30 minutos a
37°C y se lavo tres veces.

4.- Se afiadi6 orto-fenilen-diamina 3.4 M a todos los pozos, se inéubé 30 minutos
en la obscuridad, a temperatura ambiente,

5.- La reaccion se paré con 25.0 yl de &cido sulfurico 1N y finalmente se

determiné la adsorbancia a 490 nm en un lector para microelisa’ [1,38.66).

1 Dynatech cat. M129A,
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2.9.- Deteccidn de los antigenos de O. volvulus en sueros y orinas de los
ONCOCErcosos.

Se determiné la presencia de antigenos de 0. volvislus en las muestras de
sueros y de orinas segun se describi6 en la seccién anterior para las soluciones
patrén, el método se esquematiza en la figura 4 del capitulo 1, cada muestra se
procesé por duplicado, 1a concentracién de los antigenos en ng/mL de proteina
que correspondio a cada DO promedio a 490 nm se determiné en las curvas
estandar para suero y para otina (gréficas 3.1 y 3.2).

2.10.- Calculo de sensibilidad y andlisis estadistico.

La sensibilidad del ELISA modificado de doble anticuerpo para detectar

antigenos de O. volvulus en suero y en orina, se calculé como sigue:

Numero de pacientes positivos en ELISA

X 100
Numero de pacientes positivos verdaderos

Cada una de las muestras de los oncocercosos se analizaron por
duplicado; las titulaciones de los conjugados, los anticuerpc;s y las curvas
estAndar se hicieron por cuadruplicado. En {odos los ensayos se incluyeron
controles negativos y un control positivo, en fos que se basé el caiculo de las
desviaciones estandar; el control positivo de los antigenos de O. volvufus que se
utitizé fue una disolucién con 5 pg/mbL de proteina, que se determind por el

meétodo de Lowry.
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Se determin6 el valor de la linea de corte de las pruebas mediante e
calculo de la media de los controles negativos, a la que se le sumé dos veces 1a
desviacién estandar de la prueba:

Linea de corte = media de los controles negativos + dos veces la desviacién
estandar.

Se determiné si existia diferencia significativa entre la media de ias DO de
los controles negalives de los individuos sanos y la media de las DO de los
controles negativos de reag:cibn cruzada, mediante un célculo de significacion
con la prueba unilateral t de Student.

Se calculb el coeficiente de correlacidn r entre las DO observadas en las
curvas estandar y las concentraciones de fos antigenos expresados en dos
formas: ng/mL y el logaritmo de los ng/mL, se calculd en un ensayo de hipétesis
p=0 y la prueba unilateral de t de Student, la significacién de los r.

Se calcui6 el coeficiente de correlacién r entre las concentraciones de
antigenos de 0. vofvulus detectados en los sueros y los nimeros de microfilarias
por mg de piel; entre la concentracién de antigenos detectados en orina y los
numeros de microfilarias por mg de piel y finalmerite entre las concentraciones de
los antigenos en orina y las concentraciones de los antigenos en suero. Se
calculé en un ensayo de hipdtesis p=0 y la prueba unilateral de t de Student. ta
significacion de los r.

Para evaluar la relacion de los resultados de jos sueros con los de las
orinas, puesto que en estas ultimas fueron en su mayoria de cero, se determiné
con una tabla de contingencia y la prueba de 2, si habia depsndencia de los

resultados en orina de los resultados en suero.
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Gréfica 2.1

Titulacién del conjugada anti O. voivulus.

DO media de los contrales = 0.035, desviacion estandar = 0.195.

Linea de corte = {media + dos veces la desviacion estandar) = 0.425.

Eje "X" en escala logaritmica, concentracion de los antigenos de O.volvulus
en incrementos de dos, desde 17.5 hasta 0.027 pg/mL de proteina.
Diluciones del conjugado: 1:25,1:50, 1:100 y 1.:400.

Dilucién seleccionada: 1: 50.
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Gréfica 2.2

Titutacion del conjugado anti-conejo.

DO media de los controles = 0.03, desviacién estandar = 0.1735.

Linea de corte = (media + dos veces la desviacién estandar) = 0.384.

Eje "X" en escala logaritmica, concentracion de los anticuerpos de conejo.
100.0,50.0, 5.0, 1.0 y 0.1 png/mL de proteina.

Conjugado anti-conejo diluido en incrementos de dos, desde 1:200 hasta
1:3,200.

Dilucion seleccionada: 1: 400.
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Grafica 2.3

Titulacién del anticuerpo anti-humano.

Prueba en tablero de ajedrez: ELISA indirecto.

Antigeno: suero humano diluido en incrementos de dos desde 10.0 hasta
0.18 pg/mL de proteinas.

Anticuerpo: anti-humano diluido en incrementos ae dos, desde 1:64 hasta 1.512.
Conjugado anti-conejo 1:400 en PBS-tween20.

DO media de los controles= 0.039, desviacién estandar = 0.164.

Linea de corte = (media + dos veces la desviacion estandar) = 0.367.

Eje "X" en escala logaritmica, suero normal humano diluido en incrementos de
dos desde 20.0 hasta 0.18 ug/mL de proteina.

Diluciones del anticuerpo anti-humano de: 1:64, 1:128, 1:256, 1:512.

Dilucién del anticuerpo anti-humano seleccionada: 1:128.
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Grafica 2.4

Titulacién del anticuerpo anti O. volvulus, comeo primer anticuerpo para la prueba
de ELISA de doble anticuerpo madificada.

DO media de los controles = 0.08, desviacion estandar = 0.2

Linea corte = (media + dos veces la desviacién estandar) = 0.48

Eje "X" en escala logaritmica antigenos diluidos en incrementos de dos, desde
10.0 hasta 0.015 pa/mL de proteina.

Diluciones del anficuerpo anti O, volvulus: 100.0, 50.0. 10.0, 5.0 Hg/mL de
proteina.

Concentracién de trabajo seleccionada 10.0 pg/mL (0.01 mgfL).
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Grafica 2.5, ELISA indirecto, curva estandar para detectar antigenos de suero
humano o anticuerpo anti-humano.

Curva de respuesta a diferentes concentraciones de antigenos de humano en Ia
prueba de ELISA indirecto.

DO media de los controles = 0.15, desviacion estandar = 0.06

Linea de corte = (media + dos veces la desviacion estandar) = 0.27

Antigeno humano diluido en incrementos de dos desde 20.0 hasta 0.092 pg/mL
de proteina.
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3.1.- Resultados de la cuenta de microfilarias en las biopsias de piel de los

individuos oncocercosos.

Numero de microfilarias
por mg de piel

10a19
20229
30a39
40 a 49
50a59
60 a 69
70a79
80aB9
90 a 99
100 a 109
110a 119

Nimero de
pacientes

- O Weha = WM AW W -

TOTAL

N
w

Tabla 3.1.- Distribucién de frecuencia del numero de microfilarias por mg de piel

de los 25 pacientes estudiados.
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3.2 - Curvas estandar.

Se prepararon dos curvas estandar con ELISA modificade de dobie
anticuerpo, para detectar los antigenos de O. volvulus en el suero y en la ofina
de oncocercosos, la curva con suero normal adicionado de antigeno puro se
muestra en la grafica 3.1, con una linea de corte de 0.36 y la curva con orina
normal adicionada de antigeno se muestra en la grafica 3.2, con una linea de
corte de 0.012.

Se preparé una curva estAndar con ELISA indirecto, que se aplicé con las
variaciones descritas en la seccioén 2.6 para determinar antigenos de susro
humano y anticuerpos anti-suerc humano {(preparados en conejo), la curva se -
muestra en la grafica 2.5, esta curva dio una linea de corte de 0.27. Con esta
curva se determinéd la presencia de anticuerpos anti-humano en el suero anti
0. volvulus y su eliminacién por inmunoadsorcion, ver secciones 2.4 y286.

En este trabajo todos los ELISAs se procesaron sin bloqueo después de
Ja adsorcién en la fase sélida, las DOs medias que se observaron en los controles
negativos fueron bajas y no se presentaron problemas de inespecificidad, o que
demostré que el Tween20 funciond adecuadamente, también como agente

bloqueador.
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3.3.- Deteccion de antigenos de O. volvulus en muestras de suero y de
otina de oncocercosos.

Los promedios de DO que resultaron del ELISA modificado de doble
anticuerpo, aplicada a los sueros y las orinas de oncocercosos, se extrapolaron
en las curvas estdndar correspondientes para obtener la concentracidén de
antigeno de O. volvuius en ng/mL de proteina.

Los resultados se muestran en la tabla 3.2 y la grafica 3.3.



Nomero de microfilarias Ceteccion de Ag en;
por mg de piel, suero. orina.
+/ Num. de pacientes

10a19 011 on
20a29 2/3 03
30a39 313 0/3
40a 48 4/4 2/4
50 a 59 2/2 02
60a69 313 0/3
70a79 1M1 0N
80a89 4/4 1/4
S0a99 3/3 1/3

100a 109 010 0/0

110a 119 1M1 on
TOTAL 23/25 4/25
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Tabla 3.2.- Resultados de los sueros y las orinas en los que se detectaron

antigenos de O. vofvulus divididos por las frecuencias del nimero de microfilarias

de los 25 pacientes.
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.3.4.- Resultados del calculo de sensibiflidad y analisis estadistico.

£l célculo de ta sensibilidad para la pruet_ra aplicada en suero fue de:
(23/25) x 100 = 92.0 % y en orina fue de: (4/25) x 100 = 16.0 %.

Los resultados de! calculo de las desviaciones estandar y linea de
corte para los ELISAs realizados en este trabajo se dan en los pies de las graficas
y las secciones commespondientes.

Las diferencias entre la media de las DO de los controles negativos y ta
media DO de los controles negativos de reaccién cruzada fueron de: 0.02
unidades de DO tanto en suero como en orina. Las diferencias entre las
desviaciones estdndar fueron de 0.01 para suero y no hubo diferencias para
orina, el anallsis de estos datos demostré que no hay significacién entre las
diferencias de los confroles negativos y los controles negativos de reaccion
cruzada a un nivel p<0.001 con la prueba unilateral t de Student.

El coeficiente de comelacidn r de fa recta de regresidn entre fa
concentracion de antigenos de O. v. y {a DO a 480 nm para las dos curvas
estindar y el nivel de significacion de los coeficientes de regresion por et ensayo
de hipétesis de p = 0 con ta prueba t de Student unilateral, donde se
consideraron 11 grados de libertad, dié los siguientes resultados:

Para la curva estandar con orina adicionada de antigenocs, se obtuvo un
coeficiente de cotralacion r = 0.72 (coeficiente de determinacién t2=0.52) con
nivel de significacion de p<0.005 en la prueba de t de Student unilateral, lo que
demuestra correlacion significativa.

Para fa curva estandar con suero adicionado de antigenos, se obtuvo up

coeficiente de comrelacién r = 0.69 { coeficiente de determinacién r2=0.48) con



nivel de significacién de p<0.005 en la prueba t de Student unilateral, lo que
demuestra correlacién significativa.

E! coeficiente de correfacion r de la recta de regresidn entre el logaritmo
de la concentracién de los antigenos y la DO, asi como el nivel de significacién
en un ensayo de hipétesis de p = 0 con [a prueba de t de Student unilateral,
donde se consideraron 11 grados de libertad, dié los siguientes resultados:

Para la curva estandar en suero, ef coeficiente de comelacion fue de:
r = 0.98 (coeficiente de determinacién r2=96), el nivel de significacién fue de:
p<0.001 en t de Student unilateral, lo que demuestra correlacién significativa.

Para la curva estindar en orina, el coeficiente de correlacién fue de:
r = 0.96 (coeficiente de determinacion 2=92), ef nivel de significacién fue de:
p<0.001 en t de Student unifateral, lo que demuestra corretacion significativa.

El coeficiente de comelacion r de la recta de regresién entre la
concentracion de antigenos en suero y ef nimero de microfifarias en piel en un
ensayo de hipétesis de p = 0 con la pruebha de t de Studend unilateral, dié los
siguientes resultados: coeficiente de correlacion r = 0.30 (coeficiente de
determinacion +2=0.09) con nivel de significacion de p<0.2 con la prueba de t de
Student unilateral, con 23 grados de libertad, no hay correlacion significativa.

El coeficiente de correlacion r de recta de regresién entre la concentracion
de antigenos en ofina y el numero de microfilarias por mg de piel, di5 los
siguientes resultados: coeficiente de correlacién r = 0.13 (coeficiente de
determinacion r2= 0.017) con nivel de significacién de p<0.3, con 23 grados de
{ibertad, en una prueba de t de Student unilateral, no hay correfacion significativa.

El coeficiente de correlacién de las DO en orina y las DO en suero, dié un

coeficiente de correlacion r = 0.485 (coeficiente de determinacién r2= 0.245) con
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nive! de significacién de p<0.01, con 23 gr_ados de libertad, en ia prueba de t de
Student unilateral, lo que demuestra que ias DO correlacionan significativamente
[31]. 7

Se evalué el nivel de significacién de la diferencia entre fa DO media de
los sueros y las orinas de oncocercosos que fueron positivos para la presencia de
antigenos de Q. volvulus y la DO media de los controles negativos, el céloulo con
una prueba t de Student unilateral {31] demostrd que las diferencias tienen un
nivel de significacién de p<0.001,

Para evaluar los resultados de las concentraciones obtenidas en suero y
ofina, puesto que en ia mayoria de las orinas, la concentracién de antigenos fue
de cero, se utilizé una tabla de contingencia y la prueba de %2, los resultados
demostraron que los niveles de antigeno en orina son independientes de los que

se observaron en suero, a un nivel de significacion de p< 0.001.



Concentracién de Ags O. volvulus pg/mL

Gréfica 3.1

Curva esténdar para e ELISA modificado de doble anticuerpo.

Con antigenos purificados de O. volvulus disueltos en suero normal humano.

DO media de los controles = 0.24, desviacién estandar = 0.06.

Linea de corte = (media + 2 desviacién estandar) = 0.36,

Eje “X* en escala logaritmica, concentracion de los antigenos de Q. volvulus en
incrementos de 2 desde 45.0 hasta 0.011 pg/mL de proteira,
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Concentracién Ags de O, volvulus ug/mL

Grafica 3.2.

Curva estandar para el ELISA modificado de doble anticuerpo.

Con antigenos purificados de O. volvulus disuelto en orina normal.

DO media de los controles = 0.04, desviacion estandar = 0.04.

Linea de corte = (media + 2 desviacién estandar) = 0.12.

Eje “X* en escala logaritmica, concentracion del antigenos de O. volvulus en
incrementos de 2 desde 45.0 hasta 0.011 ug/mL de proteina.
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Grafica 3.3 Deteccién cuantitativa de antigeno de 0. voividus en suero y orina de
pacientes oncocercosos. '

Eje "Y" izquierdo: muestra el nimero de microfilarias por my de piel,

Eje "Y" derecho: muestra los ng/mL proteina de Ags de O. voivulus detectados en
el ELISA modificado de doble anticuerpo.

Se muestran los ng/mL de proteina de antigenos detectados en suero: cuadros,
en arina: rombos y el numero de larvas por mg de piel: circulos.
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DISCUSION:

El propasito de este trabajo fue comprobar que con el ELISA modificado
de doble anticuerpo se pueden detectar los antigenos de O. volvulus presentes
en el suero y la orina de oncocercosos y contar asi con una prueba para
diagnosticar la parasitosis con ventajas sobre el método parasitolégico
tradicional.

Los antigenos de O. volvulus se obtuvieron a partir de nodulos
glicerinados. ya que son un material accesible y la extraccion es facil. Estos
antigenos fueron buenos inmunoganos en conejos, ya que se lograron titulos de
1:32 en Ouchterlony.

El método se aplicé en sueros y orinas de pacientes, en los que la
oncocercosis se confirmé mediante el conteo de larvas en biopsias de piel, el
numero de microfilarias por mg de piel que se cbservé, correspondié a un nivel
medio con respecto al gue se observa en fos oncocercosos [14]. La seleccién de
los pacientes fue aleatoria y no se obtuvieron datos clinicos adicionales.

No se presentaron reacciones cruzadas con los sueros y orinas de
individuos parasitados con nematodos intestinales, el anéalisis estadistico de los
resultados en las pruebas control negativo demostré que las diferencias entre las
DC de ios contioles de reaccion cruzada y las DO de los controles negativos no
fueron significativas, p<0.001. Esto es una ventaja sobre el diagnéstico
serologico, en el cual se han reportado anticuerpos originados por nematodos
intestinales que dan reaccién cruzada con los antigenos de O. volulus

[11,8367].
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En el caso de aplicar fa prueba en muestras de pacientes de regiones
donde son endémicas otras filariasis, se deberan ulilizar anticuerpos anti
0. volvulus méas especificos, como pueden ser los anticuerpos monoclonales.

El ELISA modificado de doble anticuerpo aplicado a los sueros tuve una
sensibilidad del 92.0 % y en las orinas de solamente el 16.0 %. En un trabajo
anterior con ELISA indirecto se reporté la deteccion de antigenos con una
sensibilidad del 92.3 % en suero y del 85.9 % en orina [54], este Gltimo dato
difiere de lo que se encontrd en este trabajo, sin embargo, hay repores de
observaciones en otras parasitosis en las que tampoco se detecté antigeno en
orina: pacientes infectados por Schistosoma spp. y de perros parasitades con D.
immitis [11,30], estos resultados concuerdan con los hallazgos.

Las razones de la negatividad en las muestras de orina de pacientes
parasitados pudiera deberse a que no estan presentes los antigenos, o estos se
encuentran en concentraciones muy bajas que escapan a la sensibilidad de la
técnica, fo que podria deberse a la funcidn depuradora del rifién, la cual
solamente permite el paso a la orina de proteinas de bajo peso molecular.

La presencia de antigenos en la orina también puede depender de Ia
integridad del aparato urinario, que se altera cuando hay cronicidad, o por una
reaccién inflamatoria que puede ocurrir por la reaccidn inmune contra el parésito.

También es posible que con antigenos de bajo peso molecular, pueda
disminuir la sensibilidad de una prueba de dos sitos de unién a anticuerpo, como
la que se desarroll6. Esto podria explicar la diferencia con el ELISA indirecto en el

gue anteriormente se encontré una sensibilidad mayor.
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Otra posibilidad seria que las proteinas precipitadas de 10 mL de orina
contenian una concentracion muy baja de antigenos, por lo tanto es importante
intentar la prueba con volumenes mas grandes.

Los calculos de correlacion entre la concentracion de antigenos y el .
nimero de microfilarias por mg de piel fueron para el suero de: r = 0.30, p<0.2 y'
para orina de: r = 0.13, p<0.3; en ambos casos no tuvieron significacién, estos -
resultados coinciden con trabajos en los que tampoce se encontro correlacion )
entre el numero de microfilarias y los antigenos detectados en suero [1454] o en
orina [30], sin embargo, se ha reportado que los niveles de los antigenos de
0. volvulus en leche materna si correlacionan con ef niimero de microﬁlaria% por
mg de piel [44]. '

En este frabajo se realizaron curvas estandar para evaluar la
concentracion de antigenos de O. voMulus, las DO que se obtuvieron se
aproximan a las reportadas en pruebas semicuantitativas [14,54].

Las curvas estindar para la deteccion cuantitativa de antigenos de
Q. volvulus con un ELISA medificado de doble anticuerpo, demostraron que la
correlacion entre el logaritmo de la concentracién de proteina de los anfig‘enos‘y
las DO fue: en suero r = 0.98, p<0.005 y en orina r = 0.98, p<0.005, p.or Ic; que el
metodo es adecuado para la cuantificacién de los antigenos de O. vofvu(us en
suero. _

La prueba presenta grandes ventajas sobre los métodos que requieren
equipos costosos y personal especializado y sobre los métodos parasitolégicos
tradicionales por las molestias que se causan al paciente. El procedimiento se
puede realizar en cualquier laboralorio, 1z prueba puede ser cuaiitativa Y-

prescindir del microlector de ELISA. Las placas se pueden sensibilizar
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previamente y conservarlas en refrigeracion, lo que disminuye el tiempo de
procesamientc Se puede aumentar la sensibilidad si se amplifica fa reaccién
inmunoc-enzimatica con un conjugado anti-conejo o el sistema avidina-biotina.

Una posibilidad muy importante, es que el método se puede simplificar
adsorbiendo el antigeno en soportes sélidos como papel filtro 0 en membranas y
asl sera factible realizar la prueba en el campo a un costo muy bajo, por personal
técnico no especializado y con un resultado inmediato.

La técnica tiene un grado de dispersion pequefio como se observa en las
desviaciones estdndar que fueron menores de 0.06 unidades de DO y la
especificidad fue satisfactoria como se demostré con los resultados de Jos
controles de reaccién cruzada, ademas, existe la posibilidad de que se pueda
mejorar ia sensibilidad en la deteccién de antigenos en ia orina. Por lo tanto el
metodo es una buena alternativa para substituir los métodos parasitoscépico

tradicionales que causan mayor molestia aj paciente.
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CONCLUSIONES:

La estandarizacién del ELISA modificado de doble anticuerpo para la
deteccién de antigenos de O. vofvulus y la aplicacion de ta prueba en los sueros
y las orinas de 25 individuos con diagnéstico de oncocercosis, demostrd gue:
1.~ Los niveles de antigeno en suero y en orina de oncocercosos no
correlacionaron con el numero de microfilarias en piel.

2.- Los nddulos preservados en glicerina fueron una fuente adecuada para la
obtencién de antigenos de O. volvulus, con los cuales se obtuvieron sueros con
titulos de anticuerpos de 1:32 en conejos.

3.- €l ELISA modificado de doble anticuerpo detectd antigenos en el suero de
oncocercosos, con una sensibilidad det 92 % y ademas fue especifico por lo que
se propone como un métode adecuado para el diagnéstico en lugar de realizar la
cuenta de microfilarias en cortes de piel y asi causar menos molestias al
paciente.

4.- La técnica estudiada detecté antigenos en las proteinas precipitadas de 10
mL de orina de oncocercosos, con una baja sensibilidad de! 16 %, que podria
optimizase.

5.- En este frabajo se observé que las concentraciones de antigenos en orina
fueron independientes de las concentraciones an suero.

6.- La deteccion de los antigenos, mediante la técnica propuesta, demostréd que
no hube reaccién cruzada en los sueros control de individuos con parasitosis por

nematodos intestinales, (p< 0.001).
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Preparacion de anticuerpos: esquemas de inmunizacién.
Obtencién de suere anti humano en conejos:

Esquema de inmunizacion, via intframuscutar y cubcutanea [15].

Dia antigene  diluyente / volumen via intramuscular
proteinas y subcutanea
0 ~ 180.0 g ACF/1.0mL i.m. 1x muslo
pata trasera
7 180.0 ug ACF/1.0 mlL i.m. 1x music
pata trasera
57 180.0 pg ACFM.0mL i.m. 5x dorso
A 2500pug ACFM.OmbL i.m. 5x dorso
79 sangria 400 mL 2dias punci6n cardiaca
87 5000ug AIF/1OmL s.c. 5x dorso
98 1.0mg. ss/1.0mL s.c. 5x dorso
102,105 sangria 40.0 mL 3 dias puncidn cardiaca
| Antigeno: suero humano

Abreviaturas:
ACF Adyuvante completo de Freund

AlF Adyuvante incompleto de Freund
sS Solucién salina

im. Intramuscular

iv. Intravenosa

5.C. Subcutanea
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Preparacién de anticuerpos anti O. volvulfus (antigeno libre de componentes

humanos) en conejos:

Esquema de inmunizacién {15].

Dia

1
9
22
37
41
57
A
79
164
107
116

antigeno
proteinas
150.0 ug
2500 g
250.0 g
250.0 ug
250.0 ug
250.0 ug
250.0 pg
2500 g
250.0 ug
250.0 ug
sangria

diluyente / volumen

ACF/20mL
AlF/ 20mL

ss/
ssi
ss/
ss/
55/
ssf
ss/
ss/

40.0 mL3 dias

1.0mL
1.0 mL
1.0mL
0.3mL
03 mL
03mL
03mL
0.3mL

via subcutanea

s.c. BX dorso
sc.6X °
sc.5X "
sc.5X "
5c.3X "
sc.3X "
sc.3X *
sc.3X "
se.5X "
5C.5X "

arteria de la oreja

Antigeno: Onchocerca volvulus libre de componentes humanaos
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Purificacion de los anticuerpos.

Los anticuerpos que se utilizaron en este trabajo se purificaron por
precip::wcién con sulfato de amonio y después por cromatografia en resina de
intercambio anidnico: primeramente se diluys el suero? 1:2en PBS pH 7.2, 0.1 My
se precipitaron las proteinas con sulfatc de amonio saturado hasta una
concentracién final del 50%, tres veces, ¢l ultimo precipitado se disolvié en 20.0 mL
de amortiguador de fosfatos (PB) 0.0175 M, pH 7.0, se dializé contra el mismo
amortiguador hasta eliminar sulfatos y se pasé por una columna de resina de
intercambio aniénico, DEAEZ, preparada segtin las instrucciones de! fabricante. Las
dimensiones de la cama de resina fueron de 2.4 cm de diametro por 34.0 cm de
altura, se equilibré con PB 0.0175 M, pH 7.0 a 22°C y se adicionaron los
anticuerpos. La élucién fue con el mismo amortiguador, a un flujo de 0.24 mb/min,
las fracciones colectadas fueron de 5.0 mL, se comprobé la presencia de proteinas
por DO a 280 nm, los anticuerpos se concentraron por ultrafiltracién con membrana
Amicon XM100A, se verificéd la reaccién contra e! antigeno correspondiente por la
técnica de Ouchterlony [41] y de inmunoelectroforésis [15], se determiné por ol
método de Lowry {33] el contenido de proteinas en la fraccién concentrada y se

almacend en alfcuotas de 1.0 mL a -20°C.

1 Whatman 52-DE
2 Los anticuerpos fiofilizados anti-conejo se disolvieron 2g en 60 mL de PBS
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Amortiguadores [66]:

Amortiguadores para preparar conjugados:

Solucién amortiguadora de acetato de sodio 1.0 mM pH 4.4

Uso: para dializar la mezcla peroxidasa / periodato.

Solucion A

Acetato de sodio anhidro 324g
Agua destilada chp.10L
Solucion B

Acido acético giacial 6.005 mL
Agua destilada Vc.b.p. 10L

Mezclar 1 parte de A por 2 de By diluir 1 : 100 con agua tridestilada, ajustar si es

necesario con 4cido acético 1.0MapH 4.4

Solucién amortiguadora de carbonatos 0.2 M pH £.5

Uso: para neutralizar la disolucion de NalQO4/peroxidasa de rabano dializada en

acetatos

Solucién A:

Na2C03 anhidro 212¢g
Agua destilada cbp. 10L
Solucién B;

NaHCOa 168¢g
AgL'Ja destifada cbp. 10L

Mezclar B con A hasta pH 9.5



Amortiguadores para ELISA.

Solucion amortiguadora de fosfatos-salina-Tween20 0.05 %, p 74,013 M.
Uso: solucién de lavado y disolvente de reactivos que no se adsorben a la fase

sélida en ELISA (PBS-Tween20).

NaCi 80¢g
KH2PO4 02g
Na:HPQ4*12 H20 298¢
Tween 20 0.5mL
Agua tridestilada cbp.10L

Amortiguador de carbonatos 0.06 M pH 9.6

Uso: Amortiguador de adsorcion en Jas placas para microelisa,

Solucién A

NazCOs anhidro 849
Agua destilada cbhp. 1L
Solucion B

NaHCO3 106g
Agua destilada cbhp 1L

Solucion de trabajo:

Mezclar 45.3 mL de A con 18.2 mL de B, agregar agua destiladac.b.p. 1L
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Solucion amortiguadora de &cido citrico-fosfato

Uso: para preparar el substrato de la peroxidasa de rabano: orfo-fenilen-diamina

OPD)

Acido citrico 0.1 M 243 mbL
Na,HPQ, 02M 25.7 niL
Agua destilada ¢c.b.p. 100.0mL

Preparacién del substrato de la peroxidasa de rabano: orto-fenilen-diamina 3.8 M
{OPD): '

Orto-fenilen-diamina 80g

Amortiguador acido citrico / fosfate 100 mbL

Peroxido de hidrégeno al 30 % 1000 pL

Agua destilada 100mbL
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