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Evaluacion del "IEFA™ como técnica de inmunodiagnéstico
en el programa de lucha contra la bilharziosis

Italo M. Cesari?, Leydi Mendoza!, Diana Ballen?, B. Alarcén de Noya?

El Inmunoensayo para la Fosfatasa Alcalina (IEFA) detecta la presencia de anticuerpos anti-
fosfatasa alcalina de la membrana de los vermes adultos de Schistosoma mansoni. Su valor diagnéstico
fue probado con 1.514 sueros de personas de tres comunidades diferentes del area endémica del interior
de Venezuela y 322 sueros de personas del area capitalina de Caracas, encontrandose una sensibilidad
de 91,1 - 96,8% con respecto a la prueba de precipitacion circumoval (PPCO) (prueba de referencia) y
de 60,8 - 80,9% con respecto a la ELISA (con antigeno de huevo). El IEFA fue 100% especifico con
sueros de sujetos residentes en localidades no endémicas. Esta metodologia mostré6 > 84% de
concordancia (prueba "kappa" de Cohen) con "Western Blot" de antigenos de membrana del adulto y
concordancia positiva con la PPCO (40,6 - 77,1%) y la ELISA (51,4 - 69,1%) en las poblaciones
endémicas estudiadas. Los resultados indican que el IEFA es aplicable a la pesquisa epidemiologica de
la esquistosomosis mansoni en zonas endémicas y que la prueba es muy sensible para la deteccién de
casos con baja carga parasitaria.
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INTRODUCCION

En Venezuela, la bilharziosis o
esquistosomosi s, causada por S. mansoni y transmitida
por el caracol acuédtico Biomphalaria glabrata, se
encuentralocalizada en laregion centro-norte costera
(Alarcon de Noya et al., 1999). En la actualidad, las
cargas parasitarias presentesen lamayoriadelagente
infectada en nuestro pais son bajas, observandose
como consecuencia una baja sensibilidad en las
pruebas coproparasitol 6gicas (Alarcon de Noyaet al .,
1999), requiriéndose alternativas de diagnostico. El
inmunoensayo paralaFosfatasaAlcalina(lEFA) esuna
prueba sobre fase solida que pone en evidencia la
presencia de anticuerpos contra la fosfatasa alcalina
(FA) del parésito (Pujol et al., 1989), un antigeno
glicoprotéico relevante en lamembranadelosvermes
adultos (Cesari et al., 1987; Pujol & Cesari, 1990). Enéel
presente estudio, se evalud la utilidad del |EFA con
mas de un millar de sueros para el diagnostico
epidemioldgico de la esquistosomosis mansoni,
comparandose conlaPPCO (Unicapruebade deteccion
de anticuerpos asociada con casos activos de
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bilharzia), laEL | SA (unapruebamuy comin realizada
con antigeno de huevo) y con “Western Blot” (WB),
estaUltimametodol ogiacon el propésito de corroborar
y evaluar la respuesta inmune contra otros antigenos
demembranadiferentesalaFA.

MATERIALESY METODOS

Antigenos. LaFA del parasito se obtuvo de
una fraccién membranosa de vermes adultos extraida
con n-butanol (v/v, 10 min/4°C) (extracto butandlico,
EB) (Pujol & Cesari, 1990). El antigeno solublede huevo
(ASH) se obtuvo mediante la ultracentrifugacion a
100.000 g/2 h/ 4°C de un homogeneizado de huevos de
S mansoni apH 7,2 (Boros & Warren 1970); el ASH
fuetratado con 2 mM Na-metaperiodato paradisminuir
las reacciones cruzadas con otros paréasitos.

Sueros. Las muestras de sangre se
recolectaron en comunidades diferentes. 1) Caraballeda
(Edo. Vargas), donde hubo transmision en el pasado
(Alarcén de Noya et al., 1987) y donde se encontrd
aproximadamente un 3,5% de pacientes adultos
expulsando huevos de S. mansoni en las heces
(determinado por el método de Kato-Katz); 2) La
Candelaria(Edo. Aragua), donde habiatransmision en
€l pasado y donde la poblacion habiasido tratada siete
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meses antes de latoma de muestras (noviembre 1996)
(comunicacion personal delaDra. T. Camejo, M.S.D.S));
3) Belén (Edo. Carabobo), evaluada en €l presente
estudio, donde se encontré alrededor de un 4% de
pacientes con coprologia positiva; 4) Caracas (Dtto.
Capital), lugar sin transmisién, de donde se obtuvieron
322 muestras de donantes voluntarios tomadas
aleatoriamente del banco de sueros de Quimbiotec
(1.V.1.C., Edo. Miranda).

Inmunoensayos. LaPPCO (Oliver-Gonzd ez,
1954), se considero positiva cuando el suero produjo
unareaccién deinmunoprecipitacion sobre 10% o més
dehuevosmadurosde S mansoni. Parael EL 1 SA (Voller
et al., 1976), se utilizaron placas de poliestireno
sensibilizadas con ASH (0,25 pg/ pozo) que se
incubaron con diluciones séricas (1:200), lareaccién
antigeno-anticuerpo se revel6 con anti-lgG humana-
fosfatasaalcalinay p-nitrofenil fosfato. El p-nitrofenol
semidié a405 nm en un SpectraM AX 250 (Molecular
Devices, EEUU) y e umbral dereferenciase establecid
tomando la media de los valores obtenidos para los
sueros negativos mas tres desviaciones estéandar. En
el |EFA (Pujol et al., 1989), las placas se sensibilizaron
con Proteina A (0,5 ug/pozo), se incubaron con
diluciones séricas (1:100) y seguidamente se afiadio
EB (> 0,1 mU deFA/ml). LaFA capturadaserevel 6 por
su reaccion de hidrdlisis sobre p-nitrofenil fosfato 0 4-
metilumbeliferil fosfato (4-MUP) a 37°C; la
fluorescencia de la 4-metilumbeliferona liberada se
midi6 en un SpectraFluor (Tecan, Austria). Parael WB
(Towbinetal., 1979), losantigenosdel EB se separaron
por electroforesis en geles de poliacrilamida (15%) en

presencia de SDS (SDS-PAGE), en condiciones no
reductoras, y se electrotransfirieron a nitrocelulosa.
Los polipéptidos transferidos se incubaron con los
suerosy luego con anti-1gG-peroxidasa. Lasreacciones
se revelaron con Luminol y se registraron sobre
peliculasargentadas (Hyperfilm, ECL-Amersham). La
sensibilidad y laespecificidad delas pruebas se calcul 6
en forma estandar (tablas 2 x 2) y el grado de
concordancia se estimé usando el indice “kappa” (k)
de Cohen (Silcoks, 1983), el cual va desde -1
(desacuerdo) a+1 (total concordancia).

RESULTADOSY DISCUSION

Lapoblacioninfantil (1 al10 afios) encuestada
en Caraballeday LaCandelaria, no mostré huevos de
S mansoni en las heces, sugiriendo que actualmente
no hay transmision en esos lugares. La poblacién
encuestada en Belén, en todos sus grupos etarios
mostré numMerosos casos con cargas parasitarias
variables (3 a 1928 huevos/g heces), indicando
transmision activa. Las pruebas inmunoldgicas
mostraron individuos positivos en todas las
pobl aciones examinadas (Tabla 1). Laprevalenciapor
PPCO (16,1% en Caraballeda; 8,0% en LaCandédlaria;
15,4% en Belén) fuesempre menor quepor | EFA (33,9%
en Caraballeda; 24,7% en La Candelaria; 19,3% en
Belén) y quepor EL |1 SA (26,8% en Caraballeda; 27,3%
en La Candelaria; 26,9% en Belén) en los tres sitios
estudiados (Tablal). Laprevaenciapor | EFA fuemayor
en Caraballeda (33,9%) comparadacon LaCandelaria
(24,7%) y Belén (19,3%), mientras que por EL | SA fue

Tabla 1
Prevalenciadela esquistosomosismansoni estimada por diferentespruebas
deinmunodiagnaéstico en trespablacionesdel ar ea endémicavenezolana.

Caraballeda La Candelaria Belén
n=254 n =385 n=875

Pruebas Antigeno ) (%) (+) (%) (+) (%)
PPCO Huevo 41 16,1 31 8,0 135 15,4
ELISA Huevo 68 26,8 105 27,3 235 26,9
IEFA Adulto 42 33,9 95 24.7 169 19,3
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similar en todos los sitios (aprox. 27%). En Belén, el
diagndstico por PPCO y por | EFA tuvieron unaalta
concordancia(k=0,77). Ladiferenciaen prevalencia
encontrada en La Candelaria entre PPCO (8,0%) y
|EFA (24,7%), se debe probablemente a que esta
poblacion poseia anticuerpos anti-FA circulantes ya
gue habia sido tratada con Praziquantel unos siete
meses antes de la toma de muestras. Cabe destacar
gue laPPCO comienzaahacerse negativatres meses
despuésdelaquimioterapia(Cancioet al., 1967, Rifaat
et al., 1969, Alarcdn de Noyaet al., 1992), mientras
que los anticuerpos anti-FA circulan aln 5 afios
después (Pujol et al., 1989). En areas no endémicas
parabilharziaen Venezuela(Edo. Bolivar), laPPCOy
el IEFA, contrarioa EL I SA, fueron 100% especificas
(Alarcon deNoyaet al., 1997). Estaataespecificidad
del 1 EFA fue confirmadaademés por lanegatividad de
los 322 sueros de donantes voluntarios de Caracas,
lo cual excluye una reaccién cruzada con otros
parasitosy sugiere que en Caraballeda, unazonasin
transmisién al momento del muestreo y con una
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un elevado numero de individuos positivos tanto por
[EFA (33,9%) como por WB (33,9%), habiéndose
observado en Caraballeda una alta concordancia entre
estas dos pruebas (k = 0,86). Estainterpretacion se vé
reforzadapor el hecho de haber encontrado un pequefio
porcentaj e dela poblacion adultade Caraballeda (3,5%)
coprol 6gicamente positiva. En WB, se observo el
reconocimiento especifico y variable de unos 14
antigenos de membrana (10-150 kDa), especialmente un
complejo antigénico de 24-28 kDa que fue reconocido
por mésdel 95% delospacientes (Fig. 1). No seexcluye
que algunos casos positivos por PPCO/ELISA y
negativos por | EFA (<1,5% del total), resulten de una
restriccion genéticaen el reconocimiento delaFA (Pujol
etal., 1989). Enel IEFA, losensayosrealizados con el
sustrato fluorogénico 4-MUP y con el sustrato
cromogénico p-nitrofenil fosfato usando sueros de
Belén, concordaron en més de 99%, pero el ensayo con
el sustrato fluorogénico produjo resultados en un
tiempo 6 veces menor, una ventagja para la utilizacion
del | EFA en lapesqguisa masivade |a esquistosomosis.

(1x 103 M)
Controles

Sueros Positivos

Figura 1. - Antigenos de EB separados por SDS-PAGE (15%) y analizados por
WB con un pequefio grupo de sueros positivos para S. mansoni. Sueros control

positivo (+) y negativo (-). Bandas reveladas con Luminol.

poblacion tratadaen 1982-83 (Alarcon deNoyaet al.,
1987), muchas personas (>10 afios) que resultaron
positivas por | EFA, podrian estar todaviaalbergando
algunos vermes adultos. Es sabido que S. mansoni
puede vivir por mas de 15 afios en el hospedador
(Harriset al., 1984) y esposible que muchas personas
infectadas en la época de transmision y que no
recibieron tratamiento, aln porten algunos vermes.
Las secreciones y excreciones de los vermes
remanentes estimularian una produccion continuade
anticuerpos anti-membrana, lo que se traduciria en
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CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que el |EFA esuna
técnica sensible y especifica para detectar
seropositividad por S. mansoni en zonas endémicas,
con baja o pasada transmision. Por su simplicidad,
posibilidad de utilizacion masiva, eficaciay bajo costo,
el |EFA puede ser utilizado derutinaen los programas
de lucha contra la bilharziosis o esquistosomosis,
pudiendo favorecer decisiones sobre aplicacion
quimioterapéuticaen areas no tratadas previamente.
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SUMMARY

The alkaline phosphatase immunoassay
(APIA) detectsthe presence of antibodiesto the adult
Schistosoma mansoni worm membrane alkaline
phosphatase. The diagnostic value of APl A wastested
with 1,514 sera of patients from three different
Venezuelan endemic communities and 322 serafrom
Caracas. Sensitivity of APIA wasintherangeof 91.1—
96.8% in comparison to the circumoval precipitin test
(COPT) (gold standard) and 60.8 —80.9% in comparison
to EL I SA (donewith egg antigens). API A was 100%
specific when tested with sera from subjects resident
innon endemic localities. It showed > 84% agreement
(Cohen“ kappa” test) with“Western Blot” performed
with adult worm membrane antigens and a positive
agreement with COPT (40.6—77.1%) and EL I SA (51.4
- 69.1%) in the three endemic populations studied.
Results indicate that APIA may be applied to the
epidemiological survey of schistosomiasis mansoni in
endemic zones, being very sensitive for the detection
of peoplewith low parasitic charge.
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