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RESUMEN. La oncocercosis es una de las principal es causas de ce-
gueraen el mundo con aproximadamente 17.7 millones de individuos
infectados que residen, principalmente, en las &reas endémicas en el
oeste de Africa. La oncocercosis también es un problema de salud
publicaen México y se han implementado programas de control des-
de 1923. El diagndstico de la oncocercosis se realiza mediante la de-
teccion de microfilarias en biopsias de piel y la transmision se deter-
mina mediante la deteccion de larvas de Onchocerca volvulus en las
poblaciones del insecto transmisor. Las larvas en el insecto se locali-
zan mediante la diseccion individual de Smulium ochraceums.l., el
principal vector de la oncocercosis en México. Sin embargo, debido a
gue ivermectina eliminalas microfilarias de piel (pero no tiene efec-
to sobre los gusanos adultos) la técnica de la biopsia de piel ha sido
cada vez menos Util en el monitoreo del programa ivermectina. Asi-
mismo, debido a que ivermectina ha tenido un efecto significativo so-
brelos niveles de transmision del parésito, cada vez se requiere de la
diseccion de un mayor nimero de gemplares de S. ochraceums.l. El
tema de este trabajo es presentar el desarrollo de técnicas moleculares
e inmunol dgicas que han sustituido el uso de la biopsia de piel y di-
seccion y su utilidad en el monitoreo del impacto del programaiver-
mectina, bajo un esquema de tratamiento semestral, sobre la transmi-
sion de O. volvulus en México.

Palabras clave: ADN, diagndstico, monitoreo, parésito, gusano.

INTRODUCCION
ASPECTOS GENERALES DE LA ONCOCERCOS'S

Lainfecciéon con el nematodo filariforme: Onchocerca
volvulus.

La oncocercosis es una enfermedad producida por la
infeccién con el nematodo Onchocerca volvulus y se
transmite a través de las mordeduras de insectos del géne-
ro Smulium. Lainfeccion con el parasito puede ocasionar
sintomas que varian de cambios dérmicos a ceguera en
caso de infeccién grave. La oncocercosis es una infeccion
acumulativa, en lacual la evolucion de los sintomas clini-
cos depende de la frecuencia de exposicién a las morde-
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ABSTRACT. Onchocerciasisis one of the major causes of blindness
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due to the reduced transmission, fly dissection is no longer viable.
The subject of this paper is to present the immunological and
molecular techniques developed to supersede the skin biopsy and fly
dissection, and their diagnostic ability to assess the impact of
multiple bi-annual mass ivermectin treatments on O. volvulus
transmission in Mexico.
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duras de los simulidos y la carga de microfilarias de piel.
En su fase cronica conlleva alainvalidez de los indivi-
duos que la padecen. Por lo tanto, la oncocercosis tiene
serias consecuencias socio-econémicas en las comunida-
des endémicas de las areas rurales muy pobres. En las co-
munidades hiperendémicas® de Africa alrededor del 70%
de la poblacion esta infectada con microfilarias en piel y
la mitad de los individuos desarrollan sintomas. El 15%
de la poblacién puede presentar graves problemas de piel
y enfermedad en ojos y, 5% de ciegos por oncocerco-
sis.10 Por lo tanto, la oncocercosis es una de | as princi-
pales causas que producen ceguera en el mundo; parafa-
cilitar su control y eliminacion se han invertido grandes
esfuerzos humanos y recursos econémicosy ha estado su-
jeta a mucha investigacion.
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§ Hipoendémica, comunidad con escasa transmisién del parasito y tasa de biopsia
positiva a microfilarias del 20% o menos en una muestra de 30 personas adultas
que hayan vivido en la comunidad al menos cinco afios; mesoendémica, comu-
nidad con moderada transmision y biopsias de méas del 20% y menos del 60%; hi-
perendémica, comunidad con elevada transmision y biopsia del 60 % o més.14?
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La Organizacion Mundial de la Salud'#? reconoce a
esta enfermedad como un grave problema de salud publi-
ca, debido a que existen 123 millones de personas en ries-
go de contraer lainfeccién con el parasito, de las cuales
17.7 millones estan infectadas y 270,000 ciegas (>0.5 mi-
[16n con dafio ocular).

Distribucion de la oncocercosis

La oncocercosis afecta a los individuos de comunida-
des muy alejadas y aisladas que se dedican ala agricul-
turay su economia esta considerada entre la més pobre
del mundo. La prevalencia mas alta se registraen Africa;
también ocurre en pequefios focos endémicos en seis
paises de América Latinay en la Peninsula Arabiga. En
Ameérica Latina, mas de 140,000 individuos estan infec-
tados con el parédsito y 4.7 millones més estan en riesgo
de contraer la enfermedad. En el sur de México, se re-
gistran 630,000 personas en riesgo y 25,645 estan infec-
tados con el parésito.”®142 Aunque en 1998 se registra-
ron en nuestro pais 112 casos de ceguera a consecuencia
de la oncocercosis, afortunadamente no se tienen regis-
tros de nuevos casos.’® L as areas endémicas de oncocer-
cosis en México se localizan en |los estados de Oaxaca y
Chiapas (Fig. 1). El foco endémico mas extenso esta si-
tuado en el sur de Chiapas, contiguo al area de Huehue-
tenango de Guatemala. Los focos endémicos de México
y de Guatemala conforman una region con oncocercosis
en la cual ocurren mas del 50% de los casos reportados
en América Latina. En esta region endémica México-
Guatemala, la oncocercosis esta relacionada con planta-
ciones de caféy el periodo de transmision maxima coin-
cide con la época de sequia temprana en asociacién con
la presencia de poblaciones vigjas del vector principal,
Simulium ochraceum s.| 19103
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Figura 1. Focos endémicos de oncocercosis en México: 1) norte de Oa-
xaca, 2) y, norte 3) y sur de Chiapas. (Fuente: Secretaria de Salud, Méx-
ico).lzz
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Se ha sugerido que el foco sur de Chiapas se origin6
por la migracion de trabajadores procedentes de Guate-
mala, siguiendo la expansion del cultivo de café, y que €l
foco norte de Chiapas (en Los Altos de Chiapas), se esta-
bleci6 debido al empleo temporal de jornaleros infectados
procedentes de las plantaciones del sur del Estado.34133
Lamayoria de estos trabajadores son peones, que tres me-
ses seguidos durante la época de secas (época de mayor
transmision del parésito), generalmente emigran con sus
familias hacia las fincas donde |os contratan. Lo anterior
determiné que en el foco sur de Chiapas exista una pobla-
cion flotante de regular magnitud (= 50,000 habitantes),
procedente de Guatemala 0 en otros tiempos de Los Altos
de Chiapas. El foco norte de Chiapas se produjo, por 1o
tanto, por casos “importados’ de oncocercosis. En los Ul-
timos afios se observa que, en laregion de Los Altos de
Chiapas, no ha habido migracion hacia el foco sur de
Chiapasy no se han detectado nuevos casos utilizando |os
métodos tradicionales de diagndstico. Como consecuen-
cia, no se habiainvestigado si existia transmisién autécto-
na del parasito en el foco norte de Chiapas. De acuerdo a
recientes estudios seroldgicos y entomoldgicos, y em-
pleando técnicas de biologia molecular, llevados a cabo
durante los afios de 2001 y 2005, se pudo comprobar la
existencia de transmision nativa del parasito en Los Altos
de Chiapas.109

El foco de Oaxaca parece no tener conexion epidemio-
l6gica con los focos en Chiapas y Guatemala; sin embar-
go, éste pudo haberse formado por individuos que migra-
ron hacia el sur para realizar, entre otras actividades,
peregrinaciones religiosas. Los hallazgos parasitol 6gicos
y seroldgicos indicaron que latransmision del parésito en
Oaxaca estaba, en apariencia, suprimida por el tratamien-
to con ivermectina.”® Sin embargo, en el Gltimo estudio
entomol 6gico de la transmision en el &real® se encontro
que la transmision del parésito aln persiste. El Programa
Nacional de Salud 2001-2006, cuyo objetivo es reducir
los rezagos en salud que afectan alos pobres, indica tex-
tualmente lo siguiente: “El 90% de |la poblacion oncocer-
cosa del sureste de México son campesinos dedicados al
cultivo del café. En estaregion del pais, se reconoce un
elevado grado de analfabetismo y serias insuficiencias de
los servicios publicos, incluyendo los de salud. La pobla-
cion indigena involucrada en la transmision de la onco-
cercosis, la dispersion de la poblacion y el tamafio de sus
localidades, asi como la topografia del terreno que difi-
culta el acceso, ubican ala enfermedad como prioritaria
para la alta marginalidad de los grupos afectados. Por |o
tanto, la oncocercosis representa un problema de salud
publica de grupos de poblacién altamente marginados y
con el componente indigena’.*'° Actualmente, |os cafeti-
cultores del foco endémico al sur de Chiapas (Soconusco)
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contratan a trabajadores migrantes que provienen, por lo
general, de los departamentos de San Marcos, Huehuete-
nango y Petén que se ubican dentro del foco endémico
Huehuetenango en Guatemala. Como se menciono, la
contratacion de trabajadores indigenas del foco endémico
norte de Chiapas, por parte de los cafeticultores del Soco-
nusco, ha disminuido notablemente en los Gltimos afios.
Actualmente, la poblacién migrante de trabajadores del
café que se exponen a las mordeduras del S. ochraceum
s.l. y que estén en riesgo de contraer la infeccion con el
parésito en el foco sur de Chiapas es en su mayoriade ori-
gen guatemalteco.

El ciclo de vida del parasito Onchocerca volvulus

Enlanaturaleza, el parasito infecta sdlo al humano, aun-
gue, bajo condicién experimental, se puede lograr larepro-
duccion del parésito en el chimpancé, careciéndose de re-
gistros de infeccion natural en esta especie.®® Los adultos
de O. volvulus se encuentran en nddul os subcutaneos, vi-
ven en promedio ocho afios, pero pueden persistir hasta los
15 afios, 101 | os gusanos hembra adultos producen mas de
10 millones de microfilarias durante su viday un individuo
muy infectado puede albergar de 50-200 millones de éstas
en su piel.10 Las microfilarias migran hacia la piel donde
son ingeridas por el proceso de alimentacion del simdlido
en el cua se desarrollan. En el huésped humano las micro-
filarias de piel pueden vivir de uno a dos afios.*? El desa-
rrollo del parasito en el simulido conlleva tres mudas. La
primera muda convierte lamicrofilaria de piel aun estadio
larval primario. Este muda a un segundo estadio larval, €l
cua se desarrolla en los musculos de las alas del simdlido.
La dltima muda produce €l estadio larval tercero (o L3), €l
cua madura en la cavidad bucal del insecto, esperando en-
trar al humano através de la herida que produce la morde-
dura durante la alimentacion del simulido. En el humano,
el tercer estadio larval muda dos veces. El parésito pasa del
tercero al cuarto estadio larval, el cual se mueve rapido y
localiza sitios para la maduracion mediante sefiales quimi-
cas producidas por gusanos adultos ya establecidos.® La
segunda muda del parasito en €l humano ocurre entre uno 'y
dos meses posterior alainfeccion. Laslarvas del quinto es-
tadio son adultos inmaduros que adn no estan listos para
producir las microfilarias.*'’ Los gusanos hembra adultos
ya maduros se instalan en nodulos pre-existentes o forman
sus propios nddul 0s.® Los gusanos adultos estan embebi-
dos en nadulos fibrosos bien vascul arizados. En promedio,
se encuentran de uno a dos machos y de dos a tres hem-
bras en el 80% de los nddulos. El gusano macho es peque-
fio (5-6 cm por 130-210 um ) y se mueve de nédulo en né-
dulo para inseminar a las hembras. El gusano hembra es
mas grande (20-70 cm por 270 a 400 pm) y, en teoria, des-
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pués de ser inseminada puede producir entre 500 y 3,800
microfilarias cada dia.*4>118 En |a actualidad, en México
es dificil encontrar mas de un nédulo por paciente, y todos
contienen de uno a dos hembras y un macho. En México,
los nddulos se ubican fundamentalmente en la cabeza y
tronco, mientras que en Africa es mas comin su localiza-
cion en lacintura pélvica.

El periodo desde que se produce la infeccién con las
L3sy aparecen las microfilarias que sean detectables en
piel, es de entre 12 y 15 meses (rango = 7-34 meses). Las
microfilarias se liberan en ciclos periddicos. Cada gusano
hembra tiene de tres a cuatro ciclos productivos por afio.
Sin embargo, la frecuencia de estos ciclos y la produccion
de microfilarias disminuye conforme avanza la edad del
gusano. El gusano hembra requiere de ser re-inseminada
por los gusanos machos que se desplazan entre nédulo y
nédulo.116

Biologia y ciclo de vida del transmisor
Smulium ochraceum s.l.

Los simdlidos tienen distribucién cosmopolita. Los
principales simulidos transmisores de O. volvulus son com-
plejos de especies: S. damnosum, S. guianense, S. oyapoc-
kense, S. ochraceum, S. metallicumy S. exiguum.1*2 El
principal transmisor del parasito en América Latinaes S,
ochraceum s.l. y aungue ha sido bien estudiado, todavia
existen aspectos que requieren de mayor investigacion. Las
hembras del simulido necesitan de una alimentacion con
sangre humana para completar el desarrollo de sus huevos.
Los simulidos colocan, bajo control hormonal, grupos de
huevos sobre la vegetacion que emerge deriosy arroyos de
corrientes de agua répida.”®8%115 | os huevos eclosionan en
larvas que permanecen adheridas a la vegetacion donde se
alimentan y se desarrollan hasta convertirse en simulidos
adultos que abandonan los criaderos. Laactividad alimenti-
ciade S ochraceums.l. es maxima después de la salida del
sol, perdura, a menor intensidad, durante el diay tiene otro
pico antes de la puesta del sol.19 S, ochraceum s.l. es un
insecto que prefiere buscar humanos que animales para su
alimentacién con sangre.®2 La proporcién de hembras de S.
ochraceum s.I. con comidas de origen humano varia entre
0.75y 0.99. La proporcién restante corresponde a comidas
de origen animal y, fue estimada, de manera indirecta, por
el nimero de S. ochraceum s.I. que se encontraron con lar-
vas filariformes que no pertenecieron a la especie de O.
volvulus.1% El periodo que transcurre entre alimentacion y
puesta de huevos en S. ochraceum s.l. es de dos a cuatro
dias, pero el desarrollo del parésito es de més de ocho
dias.?6112 por |o tanto, las larvas L 3s no pueden ser trans-
mitidas por S. ochraceum s.I. hasta su segunda ingesta de
sangre después de la primera infeccion. Estudios de marca-
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jey recaptura indican que S. ochraceum s.|. puede vivir
por mas de 27 dias® y, por lo tanto, en teoria, puede trans-
mitir larvas L 3s solo después de cuatro alimentaciones de
sangre. En la naturaleza, solo un pequefio porcentaje de la
poblacion de S. ochraceum s.l. esta infectado (menos del
1% de la poblacion total).?! Sin embargo, debido al pro-
grama de tratamiento con ivermectina en México, lainfec-
cion natural ha descendido a menos del 0.1%.1%°

La actividad alimenticia de S. ochraceum s.|. es esta-
cional. Por lo tanto, la transmision del parésito también
es estacional y el nivel maximo se alcanza cuando ocu-
rre la mayor tasa de hembras paridas que portan infec-
cién en cuerpo y con larvas L3s en cabezas. 1% S, ochra-
ceum s.l. presenta una armadura bucofaringea con
pequefios dientes que laceran las microfilarias cuando
éstas pasan hacia el estdmago o intestino medio con lo
cual ya no son capaces de penetrar los tejidos del insec-
to y completar su desarrollo. Este hecho tiene repercu-
sién en la dinamica de transmision del parasito. La habi-
lidad para mantener |atransmision de aquellos simulidos
con armadura bucofaringea, como en el caso de S
ochraceum s.|., depende de altas tasas de mordedura so-
bre el humano y la disponibilidad de reservorios de mi-
crofilarias. S. ochraceum s.l. es capaz de mantener areas
mesoendémicas e hiperendémicas debido a su alta sus-
ceptibilidad con el parasito, la gran abundancia del
transmisor en las areas endémicas y su alta preferencia
alimenticia sobre humanos.®

La patologia y manifestaciones clinicas producidas por la
infeccidn con Onchocerca volvulus

Oncocercomas (nédulos)

L os gusanos adultos estan encapsulados en nédul os
que se localizan en |as prominencias Oseas sobre la cabe-
za, €l cinturdn escapular y pélvico, costillas, trocanteres,
rodillas y tobillos. Los nédulos, por lo general, no pro-
ducen dolor. Sin embargo, existe la creencia de que los
nédulos en cabeza son factores de riesgo que pueden
ocasionar dafio ocular.®® La variacién en forma del né-
dulo refleja la edad del n6dulo.?? Los nédulos pueden
ser eliminados mediante una sencilla intervencién qui-
rdrgica (nodulectomia). La nodulectomia ha sido una de
las actividades que se llevan a cabo por |0s programas
de control de la oncocercosis en México y Guatemala
desde los 40.110.121 Sin embargo, el impacto de la cam-
pafia de nodulectomia, a largo plazo, sobre la dinamica
de poblacién del parasito y morbilidad de oncocercosis,
no ha sido evaluado.'*?

Schulz-K ey18 realiz6 un estudio para estimar el nimero
de nédulos y carga de microfilarias de piel en humano. El
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hallazgo fue que hay un nimero considerable de gusanos
hembra adultos escondidos en nédulos profundos, no visi-
bles. Estos nédulos profundos pueden ser suficientes para
mantener una alta poblacién de microfilarias en piel y
0j0s.*? La eliminacién de nodul os visibles parece ser insu-
ficiente parareducir la carga de microfilarias y, por lo tan-
to, mejorar la condicién del individuo afectado.

En los cordones laterales, hipodermis y tejidos repro-
ductores del parésito, se encuentra un microorganismo en-
dosimbionte llamado Wolbachia. Este microorganismo es
susceptible alaaccion de lastetraciclinas y su desaparicion
del cuerpo de O. volvulus, provocalaesterilizacion y muer-
te de lafilaria. Ademas, parece ser que las endotoxinas de
esta bacteria producen dafio al ojo a ser las inductoras de
su inflamaci6n.1?”

Alteraciones dermatol 6gicas (patol ogia dérmica)

La patologia de la dermis esta asociada con la presencia
de microfilarias. Lagravedad de |a patologia depende de la
respuesta inmune del huésped humano en contrade lain-
feccidn; o quizas, de lafrecuencia de exposicion a simdli-
do por €l individuo. La patologia puede ser clasificada, de
acuerdo ala evolucion de la enfermedad, en lesiones agu-
das o cronicas.®® El sintoma mas frecuente es el prurito e
irritacion. Este sintoma se presenta con varios grados de
severidad y, en ocasiones, incapacita al individuo. Es un
sintoma generalizado y esté asociado con excoriacion de la
piel que se infecta secundariamente. Los primeros cambios
en piel incluyen erupciones papilares por |os abscesos in-
traepiteliales. En los individuos afectados de México y
Guatemala, se observa un ligero cambio en la pigmenta-
cién de la piel de la cara conocida como “erisipela de la
costa’.192 |_a lesion crénica de la piel le confiere a indivi-
duo una apariencia de edad prematurala cual esta asociada
con las siguientes caracteristicas: hiperqueratosisy arruga-
miento exagerado de lapiel, atrofia de laepidermis, piel en
extremo delgada, colgante (la respuesta inflamatoria origi-
nalapérdidade laelasticidad cuténealo que explicael sin-
drome de fascies leonina) y brillante!, despigmentacion
(piel de leopardo) y liquenificacion de la piel. Al engrosa-
miento de la piel mésla pérdida de elasticidad, se debe ala
paguidermitis. Debido a que en algunos casos |a patologia
y lesion de la piel, no es producida por la infeccién con O.
volvulus, hasido muy variable la comparacion de las lesio-
nes entre las diferentes areas geogréficas, €l estudio de la
historianatural de lesion en piel, asi como el impacto de los
programas de control sobre lesion en piel. En Africa, un
método de diagnostico rapido para clasificar el grado de
endemicidad de una comunidad, esté basado en la cuantifi-
cacion del nimero de individuos que residen en la comuni-
dad y, que presentan despigmentacién de la piel o piel de



116 Rodriguez-Pérez
Rev Latinoam Microbiol 2005; 47 (3-4): 112-129

leopardo.?3** No obstante, en América Latina este método
de diagnéstico rapido no tiene gran valor debido a que la
infeccion treponémica (causante del mal del pinto), produ-
ce un cambio de piel de leopardo similar al producido por
oncocercosis en € Africa.%6

Alteraciones oculares (patologia ocular)

El sintoma clinico mas grave de la oncocercosis es €l
dafio visual. La muerte de las microfilarias en | os ojos cau-
sala patologia ocular y, las lesiones en ojos pueden ser ob-
servadas en individuos con cargas de microfilarias altas o
moderadas. En €l inicio de la infeccidn, unas pocas micro-
filarias pueden invadir lacérneay causar un exudado infla-
matorio agudo alrededor de la microfilaria moribunda o
muerta, 1o que produce opacidades parecidas a copos de
nieve (queratitis punteada) que se resuelven sin dejar se-
cuelas. En readlidad, la principal causa de las lesiones es la
inflamacién exacerbada en respuesta a las endotoxinas li-
beradas por la Wolbachia, cuando |as microfilarias son des-
truidas por los polimorfonucleares. Sin embargo, en mu-
chos individuos | as reacciones agudas, producidas por las
microfilarias en la cornea, pueden producir una inflama-
cién cronica con formacion fibrovascular. Esta seiniciaen
los margenes |ateralesinferior o medial delacdrneay, lenta-
mente, se torna confluente (queratitis esclerosante). La que-
ratitis esclerosante produce un dafio visual irreversibley lle-
gaalacegueras éstainvade € gje visual .1 En México y
Guatemala, la deformidad pupilar puede ser producida por
0NCoCercosis y por otras causas de dafio visual . La atrofia
del nervio 6ptico puede limitar los campos visuales, producir
visién de tunel o pérdidatotal de percepcion delaluz.

Otros cuadros clinicos

Aungue raramente, se presentan alteraciones sistémicas
(renales y neuroldgicas) de origen iatrogénico, se han des-
crito alteraciones linféticas en laregion crural (ingle col-
gante), originada por inflamacién y obstruccién linfética
regional. Los pacientes con oncocercosis manifiestan sinto-
mas como debilidad muscular, dolor de espalda, pérdidade
peso y retardo en el crecimiento. También hay trastornos
psicol6gicos y disfuncién familiar y comunitaria por mar-
ginacion social.

Cepas o variantes genéticas de Onchocerca volvulus
y el vector Smulium spp.

La distribucion de O. volvulus es amplia, ocupa casi
todo el cinturdn tropical de Africay América, reportandose
dos razas o0 variantes genéticas diferentes del parasito. En
el oeste de Africa se reportaron dos variantes del parésito:
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larazadela“sabana’ y larazadela“selva’. Bajo condi-
ciones experimentales, la variante de la selva o no se desa-
rrolla, o se desarrolla lentamente, en los insectos vectores
de lasabana (S. sirbanumy S. damnosum s.s.).2%° De Leon
y Duke® observaron que S. ochraceum, S. metallicumy S.
callidum s.l. ingirieron de 10 a 20 veces mas microfilarias
de O. vovulus al ser alimentados sobre individuos infecta-
dos de Guatemala, en comparacion con el nimero de mi-
crofilariasingeridas, de cualquiera de las dos variantes, so-
bre individuos del Africa. Igualmente, se observé poco
desarrollo del paréasito en los simulidos de Guatemala que
fueron alimentados con individuos infectados del Africa.
Toéy colaboradorest® demostraron que no hay transmi-
sion preferencial de las dos formas del parasito en el Africa
por las diferentes especies del complejo de S. damnosum
s.l, el vector africano. Las variantes del parasito difieren en
su patrén de distribucién en el cuerpo humano y causan
distintas patologias.3” Las variantes de |a sabana del Africa
estan asociadas con lesién ocular grave en el segmento an-
terior del 0jo.1%2 Prost% encontré que las complicaciones
graves, tales como manifestacion clinica linfética, dérmica
y ocular, son mas comunes en los individuos de las comu-
nidades de |a sabana que en aquéllas de la selva. Anderson
y colaboradores! mostraron que la concentracion de micro-
filarias de piel fue un 50% mas alto en individuos de la sa-
bana que en agquéllos de la selva. En contraste, el nimero
de nédul os palpables en individuos de la selva fue un 50%
mas alto que en aquéllos de la selva. Para propésitos de
control, se han disefiado sondas de ADN que permiten dife-
renciar la variante genética del parasito de |a sabana (aso-
ciada a ceguera) con aquélla de |la selva (variante menos
patogénica). Meredith y colaboradoresy Zimmerman y co-
laboradores®!148.149 estudiaron la secuencia de ADN de la
familia del segmento repetido O-150 del genomade O. vol-
vulus. El resultado de estas investigaciones fue el disefio de
las sondas de ADN que se utilizan para confirmar la espe-
ciey variante genética del parasito. Por otro lado, aunque
existe la creencia de que el parésito fue traido del Africaa
América durante el mercadeo de esclavos,® existe también
evidencia de dafio por oncocercosis en craneos de indivi-
duos que vivieron durante la época pre-colombina.*® Lava-
riacion intra-especifica del parasito en las diferentes dreas
endémicas y geogréficas, junto con los cambios evolutivos
asociados con la adaptacion del parésito alos diferentesin-
sectos vectores y razas humanas, a partir de un origen his-
térico, ha conducido ala existencia de complejos de trans-
mision Onchocerca-Smulium en casi cada uno de los focos
endémicos. En estudios recientes en México, se hareporta-
do que la variante genética del parasito prevaleciente es la
forma de la selva (no patogénica). El estudio serealizé con
sondas especificas de ADN en una poblacién pequefia de
individuos trabajadores del café al sur de México,'°” por lo
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gue es necesario extender los estudios de clasificacion de
variantes genéticas del parasito en México. Asimismo, se
ha encontrado que existe variabilidad genética intra-especi-
ficaen el vector, S. ochraceums.|. con a menos cuatro for-
mas alélicas del gen dehidrogenasa, sub-unidad 4 (ND4,
por sus siglas en inglés) y del subdominio 1 del espaciador
interno transcrito (ITS1, por sussiglas en inglés), las cuales
ocurren, en frecuencia variable, en cada uno de los tres fo-
cos endémicos de México. El ensayo de ADN heterodiplex
se utilizé para explorar la estructura del ND4 del genoma
mitocondrial de S. ochraceums.l. y el ensayo de clonacion
y secuenciacion se utilizd para explorar la variacion nu-
cleotidica del 1TS1 ribosomal del genoma nuclear.®” Sin
embargo, la asociacion entre estas variantes genéticas de S.
ochraceums.l. y las dos formas del paréasito en México, re-
quiere de ser investigada.

Control y eliminacion de la oncocercosis en Africay
América Latina

Programas de control y eliminacion de la oncocercosis

Debido a que los criaderos del simulido se encuentran
en riosy arroyos de corriente rapida, la transmisién del pa-
résito ocurre, por lo general, cercade los criaderos larvales
del simulido. Puesto que la oncocercosis produce cegueray
esta asociada con rios, se le conoce también como “cegue-
radelosrios’. En e Africa, el control de la enfermedad se
[levd a cabo por el Programa para el Control parala Onco-
cercosis (OCP, por susinicialeseninglés). Laestrategiade
control del OCP consistio en esparcir larvicidas via aéreay
con frecuencia semanal, sobre todos los criaderos en los
rios pre-seleccionados por el OCP. Sin embargo, €l descu-
brimiento de ivermectinapara el tratamiento de la oncocer-
cosis, a principios de los 90, dio origen a dos nuevos pro-
gramas; El Programa Eliminacion de la Oncocercosis en
las Américas (OEPA, por susiniciales en inglés) y €l Pro-
gramaAfricano para el Control delaOncocercosis (APOC,
por sus iniciales en inglés).1142 E| OCP cuya estrategia se
baso Unicamente en la eliminacion del vector, practicamen-
te elimind la transmisién del parasito en €l 90% de las co-
munidades seleccionadas.* Por tal éxito, el OCP extendid
sus actividades de control en el afio 1986 y sus beneficios
alcanzaron 11 paises africanos.838* Sin embargo, €l costo
del programa basado s6lo en la aplicacion de larvicidas fue
muy alto. Actualmente, las actividades de control se reali-
zan, practicamente, con el uso Unico delaivermectinaen la
mayoria de los paises donde la enfermedad es endémica.
Sin embargo, el principal problema de salud publica adn
subyace en |os paises del Africa que no fueron protegidos
por el OCPYy el problema consiste en una poblacion de mas
de 15 millones de individuos infectados. Este nUmero re-
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presenta mas del 80% del ndmero total de individuos in-
fectados con el parasito en el continente africano.’® A pe-
sar del gran éxito del OCP, el nlimero global estimado de
individuos con oncocercosis permanece casi sin cambio
debido a que, aunque no exista transmision en el area, los
individuos siguen albergando los gusanos adultos. Por lo
tanto, el nuevo APOC buscara establecer un programa de
distribucion de ivermectina sustentable de largo plazo,
tanto en los paises que fueron protegidos por €l OCP, asi
como en los demas paises africanos que sufren de esta en-
fermedad. Sin embargo, el panorama en Africa no es pro-
metedor: se prevé, en el mediano plazo, unaresurgencia de
la oncocercosis como grave problema de salud publica en
las éreas donde ya habia sido controlada.

En México, asi como en los otros paises afectados en
América Latina, los objetivos de los programas de elimina-
cion y de OEPA son: 1) e control de morbilidad de oncocer-
cosis; 2) eventual supresion e interrupcion de la transmision
del parésito; y 3) diminacién lainfeccién y, por lo tanto, de
la oncocercosis como un problema de salud pablica. Laestra
tegia actual de OEPA consiste en apoyar alos programas na
cionales cuya Unica actividad de control es el tratamiento
masivo con ivermectina de todas las comunidades endémi-
cas. En Brasil y Venezuelg, € tratamiento con ivermectina es
bajo un esquema anual o semestral;*? los focos y comunida-
des endémicas de estos paises estan muy a€jados, dentro de
la selva amazonica; transportar y ofrecer ivermectinaalosin-
dividuos que viven en estas &reas endémicas, dos veces a
afio, es imposible en muchos de los casos. En México, con €
apoyo de OEPA, se haestablecido € Programa Naciona para
la Eliminacion de laOncocercosis (PNEO)."8

Es necesario asistir y apoyar al PNEO, para que éste
consigalameta de eliminacién de lainfeccién que produce
la oncocercosis en México. Para ello, fue necesario desa-
rrollar métodos de diagndstico moleculares que se utilizan
para determinar los parametros epidemioldgicos, tales
como la prevalencia e incidencia de exposicién al parasito
por la poblacién humana, 104105108 asi como de |os pardame-
tros entomol dgicos, tales como la tasa de infeccion en cuer-
pos y cabezas del insecto vector (S. ochraceums.l.) y el
potencial anual de transmisi6n.1%6:109 Este Giltimo pardmetro
entomol 6gico es una medida del nimero de larvas de tercer
estadio (L 3s) que una persona recibe en un afio cuando se
expone alas mordeduras de S. ochraceum s.|.1%° L os estu-
dios epidemiol 6gicos son muy importantes para el PNEO
ya que permiten determinar el impacto y progreso del pro-
gramaivermectina. Asimismo, con el fin de dirigir los es-
fuerzos de control, se requiere de métodos moleculares,
que permitan detectar la transmision de las razas patogéni-
cas del parasito en la poblacién humanay que pueda ser
transmitido por una variante genética competente del vec-
tor S. ochraceum s.|.87:107
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Con el uso de la tecnologia de ADN recombinante, €l
disefio de sondas de ADN especificas para O. volvulus y
ensayos de PCR, se ha evaluado el impacto del programa
de tratamiento con ivermectina en México, el cual inicid
en el afio 1989. La ultima estimacion del impacto del
programa ivermectina sobre la transmision del parasito
serealiz6 en el afio 2001; es decir, después de aplicar 17
rondas de tratamiento.1%° En el periodo de 2004-2005, se
esta realizando la evaluacion del progreso del programa
ivermectina, bajo dos estrategias de distribucion: semes-
tral y trimestral, sobre la supresion e interrupcion de la
transmision del parasito, en los tres focos endémicos de
México.

Ventajas y desventajas del tratamiento con ivermectina

Laivermectina es un producto semi-sintético compuesto
por una mezcla 80:20 de avermectinas Blay Blb, las cua-
les son lactonas macrociclicas sintetizadas por el actinomi-
ceto Sreptomyces aver mectilis. Laivermectina se formula
en tabletas de 6 mg y se administra de manera oral. La do-
sis recomendada de ivermectina es de 150 ug/kg de peso.
Se excluyen del tratamiento con ivermectina a los nifios
menores de cinco afios de edad o debajo de los 15 kg de
peso, alas mujeres embarazadas, a las mujeres en periodo
de lactancia (dentro de las primeras semanas posteriores a
parto), a los individuos con desérdenes neurol égicos, y a
los individuos con enfermedad grave intercurrente y/o al ér-
gicos a ladroga. La ivermectina es un medicamento que
eliminalas microfilarias (microfilaricida), es seguro y tole-
rable en los humanos, ya que provoca escasas reacciones
colaterales que son facilmente manejables. Laivermectina,
no mata a los gusanos adultos (sin actividad macrofilarici-
da), pero detiene el desarrollo larvario de las microfilarias
y explica su desaparicion en la piel del humano. En sélo
tres rondas repetidas con ivermectina se logré una reduc-
cion de lacargade microfilarias en ojos del 70%,12 |o cual
resulto benéfico paralosindividuos por laresolucién delas
lesiones oculares en el segmento anterior del ojo. El trata-
miento con ivermectina también reduce las cargas de mi-
crofilarias de piel a nivel indetectable dentro de pocos
dias.*%%5 Desafortunadamente, los gusanos adultos, cuyo
tiempo de vida fértil es de entre nueve y 11 afios, no son
eliminados por ivermectina. Laincapacidad de ivermectina
para matar alos gusanos adultos, junto con el hecho de que
las infecciones en oncocercosis son multiples y acumula-
blesy, en algunos individuos, asintomaticas, son unos de
los problemas asociados con el control y eliminacién de la
enfermedad.

El impacto de los programas de ivermectina ha variado
de una region geogréfica a otra. Estudios entomoldgicos 'y
de infeccion experimental de S. ochraceum s.I. llevados a

cabo en Guatemala, indicaron que la ivermectina es capaz
de suprimir la transmision; 223! sin embargo, estos hallaz-
gos no fueron confirmados con el monitoreo, alargo plazo,
del programaivermectina. Por lo tanto, en Guatemalano se
logré documentar la interrupcion de la transmision del pa-
résito. En un estudio de infeccién experimental de S.
ochraceums.l., llevado a cabo en México, se encontr6 que
aquellos individuos infectados que no reciben tratamiento
regular y repetitivo con ivermectina, producen simulidos
con larvas L 3s.14

En Camerun, se observ6 un impacto de la ivermectina
sobre la prevalencia e intensidad de infeccién con micro-
filarias de piel en nifios que no habian recibido tratamien-
to, pero que vivieron en comunidades protegidas con
ivermectina.’® En Sierra Leona, €l tratamiento con iver-
mectina también suprimid, de manera significativa, las
cargas de microfilarias;'3® sin embargo, cuando se tuvo
un bajo nivel de cobertura con ivermectina, se observo
sélo una reduccion del 20% en el nimero de simulidos
con infeccién, por lo que se logré interrumpir la transmi-
sion en el area.?® En Ecuador, estudios parasitol 6gicos in-
dicaron una aparente supresion de la transmisién en el
foco del Rio Santiago, mientras que estudios entomol 6gi-
cos demostraron una reduccion sustancial en la transmi-
sion del parasito por S. quadrivittatum en el foco del Rio
Cayapas.®” En México, |as primeras rondas de tratamiento
semestral con ivermectina redujeron las manifestaciones
clinicas de la oncocercosis, pero tuvieron poco efecto so-
bre la transmisién del parasito, a pesar de un alto porcen-
taje de cobertura en la poblacion elegible.'? Por lo tanto,
se concluy6 que, en México asi como en otros paises en-
démicos donde €l vector es poco competente como trans-
misor pero es muy abundante, la supresion e interrupcion
de latransmision del parésito solo seria posible mediante
el sostenimiento del programa con ivermectina a largo
plazo (por varios anos).

Desarrollo de nuevos medicamentos para la oncocercosis

Debido a que laivermectina no mata a los gusanos adul -
tos, puede ser que éstano sealasolucién final paralaonco-
cercosis. Por lo tanto, el desarrollo de un medicamento que
elimine alos gusanos adultos (macrofilaricida) o €l de una
vacunatendria un impacto substancial en el control y elimi-
nacion de la enfermedad. L os Gnicos medicamentos macro-
filaricidas disponibles son: 1) La suramina, la cual es un
medicamento obsoleto, demasiado toxico para uso general
e incluso puede en ocasiones ser fatal;**°y 2) la amocarzi-
na (CGP 6140),%" la cual mostré tener actividad micro- y
macrofilaricida en algunos estudios en América L atina®®9+%
y en Africa.? Sin embargo, |a eficacia adulticida del medi-
camento no quedod bien establecida y se requiere de un
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mayor nimero de ensayos clinicos. Se han realizado ensa-
yos in vitro de otros compuestos quimicos con actividad
macrofilaricida;'?3 sin embargo, éstos requieren de ensa-
yos in vivo, para probar su eficaciay utilidad observada
en el sistemain vitro.

Con el objetivo de encontrar nuevas drogas macrofila-
ricidas, Langworthy y colaboradores®® administraron du-
rante seis meses el antibi6tico oxitetraciclina a ganado va-
cuno infectado con el parasito O. ochengi. Todos los
gusanos hembra adultos de O. ochengi quedaron estériles
a consecuencia de la muerte de un gran nimero de micro-
organismos del género Wolbachia. Estos microorganis-
mos se encuentran dentro de la célula (intra-celulares) del
parasito hembra adulto de O. volvulus y son esenciales
para el parasito. Cada especie de filaria Onchocerca al-
berga una especie de Wolbachia especifica. Los gusanos
hembra adultos no pueden transmitir estos microorganis-
MOS a su progenie, es decir, la microfilaria. En ausencia
de estos microorganismos simbiontes todos |os gusanos
hembra adultos quedan estériles; sin embargo no se cono-
ce bien el mecanismo que permite lasimbiosis entre el mi-
croorganismo 'y €l parasito®552 y |a aplicacién de antibio-
ticos en contra de Wolbachia con el objetivo de eliminar
O. volvulus, presenta dificultades logisticas en las areas
endémicas. Por ejemplo, Hoerauf y colaboradores®®:60
mostraron que el tratamiento combinado con doxiciclinae
ivermectina, dejo estériles alos gusano hembra adultos de
O. volvulus por a menos durante 18 meses; sin embargo,
para lograr este efecto, deben de administrarse 100 mg
del antibidtico, de manera oral, diariamente durante seis
meses consecutivos. Este esquema de tratamiento no es
préactico para uso masivo en las areas endémicasy es solo
aconsejable para personas que dejan el drea endémicay
gue desean quedar libres de infeccion de las microfilarias
por un periodo largo de tiempo.

En resumen, todavia no existe un medicamento macrofi-
laricida o vacuna disponible para la oncocercosis. Por |o
tanto, laivermectinaes el Unico medicamento eficaz, segu-
roy tolerable por los humanos que puede ser utilizado a ni-
vel masivo, aplicado en dosis repetidas y bajo diferentes
esguemas de tratamiento, en todas las areas endémicas de
oncocercosis en el mundo.

Control y eliminacién de la oncocercosis en méxico

En México se iniciaron campafias de nodulectomia
desde el afio 1940 y tratamiento con ivermectinaen el afio
1989, siendo el primer objetivo el de aliviar las manifes-
taciones clinicas graves en las poblaciones humanas afec-
tadas de los tres focos endémicos. Se ha documentado que
en una comunidad endémica al sur de Chiapas, después
de las primeras tres rondas con ivermectina y nodul ecto-

Herramientas moleculares parala oncocercosis en México

119

Rev Latinoam Microbiol 2005; 47 (3-4): 112-129

mia, la carga de microfilarias de piel, el grado de lesién
ocular y latasa de infeccion en S. ochraceum s.l. se redu-
jeron al 88%, 70% y 65% sobre su valor basal (antes de
iniciar tratamiento con ivermectinay nodulectomia), res-
pectivamente.12 Laincidencia de |a enfermedad disminu-
y6 notablemente por el tratamiento con ivermectinay no-
dulectomia en los afios subsecuentes.”®1% Para el afio
2001, habiendo completado ya 17 rondas de ivermectina,
el programa habia tenido un impacto significativo sobre
la supresion e interrupcion de la transmision del parasito
en la mitad de las comunidades centinela de Oaxaca y
Chiapas.19 E| objetivo siguiente ser4 demostrar la supre-
sion e interrupcién de latransmision del parésito en todas
las comunidades de los tres focos endémicos de México.
De manera que, eventualmente, se pueda documentar la
eliminacion de lainfeccién que produce la oncocercosis
en los dos estados de M éxico. En teoria, la eliminacion de
la oncocercosis puede ser obtenida mediante la interrup-
cion de latransmision del parasito sobre un periodo de 16
afnos, que equivale ala vida del gusano hembra adulto.
Sin embargo, por varias razones, para el afio 2001 aiin no
habia sido posible interrumpir la transmisién del parésito
en todas las comunidades endémicas de Oaxacay Chia-
pas. Los factores para explicar esto son miltiples y com-
plejos, siendo uno de ellos el arribo de migrantes, trabaja-
dores en las plantaciones del café, que reducen la
cobertura con ivermectina ya que no habian recibido tra-
tamiento. En un estudio realizado en el foco endémico a
sur de Chiapas se encontr6é que cuando la poblacion de
trabajadores del café infectados con el parasito, se incor-
poraba a la poblacién residente que quedaba sin tratamien-
to, por los criterios de exclusién antes sefialados, se incre-
mentaba el reservorio de microfilarias de piel disponibles
para transmision.™! Por lo tanto, se concluy6 que el pro-
grama ivermectina deberia de incluir a estos individuos
migrantes, que laboran de manera temporal en las planta-
ciones de café de Chiapas. Asimismo, se sugirid incorporar
otras medidas para interrumpir la transmisién del parasito,
en un tiempo mucho més corto que €l requerido con € tra-
tamiento Unico con ivermectina, tales como las activida-
des que reducen las poblaciones del insecto vector. En
México, sin embargo, no ha sido posible implementar un
programadirigido a eliminar al insecto transmisor en cual-
quiera de los tres focos endémicos de oncocercosis; esto
debido a graves problemas logisticos y econdmicos.

Monitoreo y evaluacién del control de la oncocercosis

Las siguientes secciones describiran las estrategias y
métodos que se utilizan en el monitoreo y evaluacion del
control de la oncocercosis. Actualmente, los métodos méas
adecuados para el monitoreo de los programas de control y
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eliminacién de la oncocercosis, han sido €l ensayo de PCR
acoplado a una ELISA o Southern blot para detectar ADN
del parésito y una ELISA con antigenos recombinantes
para la deteccién de anticuerpos anti-O. volvulus en pobla-
cién humana. El desarrollo de estos métodos de diagndsti-
co, asi como de otros, han probado ser muy Utiles paralos
programas de control y eliminacion de la oncocercosis. Sin
embargo, ha sido necesario calibrar y evaluar las pruebas
moleculares e inmunol égicas de acuerdo a la situacion epi-
demiol égica especifica de cada region. Por gjemplo, los
métodos de diagnéstico tradicional quedaron sin utilidad
debido al progreso e impacto de la ivermectina sobre los
diferentes indicadores parasitol6gicos y entomoldgicos.
Asimismo, aun con los métodos moleculares de PCR e in-
munoensayo ELISA, se han tenido que ir incorporando
nuevas estrategias para lograr un monitoreo epidemiol ogi-
co mas efectivo y eficaz del programa ivermectina.

Diagnostico parasitol6gico de la infeccion
con O. volvulus

El método de diagnostico estandar (prueba de oro) parala
oncocercosis es la biopsia de piel.2* El método consiste en
obtener entre dos y seis biopsias de piel delas crestasiliacas
(pacientes africanos) y/de los hombros (pacientes america-
nos) con el uso de un esclerocornedtomo (un instrumento
quirdrgico obsoleto en oftalmologia). Este instrumento faci-
litalatoma de las biopsias de piel, pero es un instrumento
costoso, lacuchillarequiere de ser afilada, de maneraregular
y, debe de esterilizarse, en solucién fria con glutaral dehido,
cuando se aplica para cada uno de los pacientes. La biopsia
de piel se pesay seincubatodalanoche en 0.1 ml de medio
de cultivo o solucion salina en una placa de microtitulacion.
Aproximadamente, el 60% de las microfilarias en labiopsia
de piel emergen pasados 30 minutos de incubacion y €l por-
centaje de emergencia se incrementa hasta 75% pasadas las
24 horas. Las microfilarias son observadas a través de un
microcospopio de campo invertido y se registra su nimero.
En comunidades con ata prevalencia e intensidad de infec-
cion, el método de labiopsiade piel es sensibley especifico.
Sin embargo, la sensibilidad del método depende delainten-
sidad de infeccion en la comunidad.*?® Dos biopsias de piel
son suficientes cuando se presenta una alta intensidad de in-
feccion pero si se toman dos biopsias adicionales la preci-
sién de la técnica mejora.’® Sin embargo, en comunidades
con bgjaintensidad de infeccidn (carga de microfilarias me-
nores a 3.5 microfilarias/biopsia de piel), aun tomando seis
biopsias € resultado puede resultar en falso negativo.’? De-
bido a que laivermectina elimina el indicador de infeccion
(lamicrofilaria) y debido a que la intensidad de infeccion
con el parasito en México es baja, cada vez se utiliza menos
€l método de labiopsiade pidl.
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Desarrollo de pruebas inmunoldgicas para el diagnéstico
de la oncocercosis

L os esfuerzos para mejorar el diagndstico inmunol 6gi-
co de la oncocercosis han sido basados en la deteccion de
anticuerpos anti-O. volvulus'® y, en pocos estudios, en la
deteccion de antigenos del parasito.313* Este grupo de in-
vestigacion®134 ha desarrollado pruebas (“oncho-dips-
tick” en inglés) basadas en la deteccion de antigenos es-
pecificos de O. volvulus presentes en orinay lagrimas. Sin
embargo, las pruebas serodiagndsticas de oncocercosis,
en las que se ha llevado a cabo un mayor nimero de in-
vestigaciones, son aquéllas basadas en la deteccion espe-
cifica de anticuerpos.

L os ensayos serol 6gicos més practicos, especificosy sen-
sibles paraladeteccion de anticuerpos del parasito, son €l ra-
dioinmunoensayo (RIA por sus siglas en inglés) y € ensayo
inmunoabsorbente ligado aenzima (ELISA por sussiglasen
inglés). Estos son ensayos simples indirectos, que detectan
un anticuerpo unido a un extracto del parasito y se detecta
con un segundo anticuerpo conjugado a un radioistopo o a
una enzima. Entre los 70 y 80, se investigo una variedad de
extractos del parasito de O. volvulus para probar |a especifi-
cidad de una ELISA en relacion a otras especies de nemato-
dosy, por lo tanto, obtener una prueba de deteccion de anti-
cuerpos anti-O. volvulus. Sin embargo, aunque estos
extractos o antigenos del parasito produjeron una ELISA de
alta sensibilidad, muchas de las preparaciones dieron reac-
ciones cruzadas con otras especies de nematodos, en particu-
|ar, de filari as_8,20,27,61,62,64,72,73,76,77,91,124

Bartlett y colaboradores® utilizaron extractos crudos de
parésitos de O. volvulus, pero la prueba produjo valores altos
en los sueros usados como control negativo. Esto se atribuy6
a contaminacion con anticuerpos humanos que causo unare-
accion cruzada con el anticuerpo secundario. La especifici-
dad de los antigenos en la prueba para detectar anticuerpos
anti-O. volvulus fue mejorada mediante el fraccionamiento
del extracto crudo del parasito para eliminar los contaminan-
tes.’®77 En areas endémicas a oncocercosis, donde no co-
existen otras especies defilarias, la especificidad de las prue-
bas no se vio afectada como se observé en sueros usados
como control negativo que contenian anticuerpos humanos
distintos alos de anti-O. volvulus.?0:2761.62.72.73,124

Varias pruebas fueron incapaces de reconocer, de ma-
nera especifica, anticuerpos anti-O. volvulus al cruzar con
anticuerpos producidos por la infeccion con otras espe-
cies defilarias. El grado de especificidad fue muy varia-
do. Una prueba de ELISA aplicada en Africano fue capaz
de diferenciar entre O. volvulus y Wuchereria brancof-
ti.?* Sin embargo, una prueba similar, aplicada en la mis-
ma region, fue capaz de distinguir entre oncocercosis,
manzonelosis y loasis.?* Debido a que los antigenos no
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fueron especificos, se realizé un mayor nimero de inves-
tigaciones para definir los extractos del parésito que fue-
ran especificos para O. volvulus.

A mediados de los 80 aparecieron los primeros reportes
de la caracterizacion y purificacion de antigenos, altamen-
te especificos para O. volvulus.?%-2268.93.138 F| primer re-
porte del uso de un antigeno purificado para el serodiag-
nostico de O. volvulus fue producido por Philipp y
colaboradores.®® Este antigeno tuvo un tamario de 20 KDa
y su localizacién sobre la superficie de la membrana del
gusano adulto se determin6 marcando el antigeno con el
isdtopo radiactivo 14y purificandolo por filtracion en
gel. El antigeno fue probado en un ensayo de radioinmu-
noprecipitacion con sueros de individuos, portadores de
anticuerpos de varias especies de filarias, colectados en di-
ferentes areas geogréaficas. La sensibilidad de |a prueba en
las areas endémicas de oncocercosis donde no coexisten
otras especies de filarias, tales como México, alcanzé hasta
un 98%. La prueba no produjo reaccion cruzada en sueros
de individuos de Trinidad y Tobago infectados con W.
bancrofti o Manzonella ozardi pero si cruzé con sueros de
individuos de la India infectados con W. brancofti. Cabre-
ray Parkhouse®! aislaron proteinas de la superficie de la
membrana de O. volvulusy O. gibsoni en tampén de fosfa-
to salino (PBS, por su siglas en inglés). Estos antigenos
fueron evaluados en sueros de individuos con oncocerco-
sis y otras infecciones mediante inmunoblot SDS-PAGE
(por sus siglas en inglés). Los resultados demostraron que
las proteinas de menor peso molecular fueron mas especi-
ficas en la deteccion de anticuerpos anti-O. volvulus y es-
tas proteinas sobre la superficie de la membrana contenian
menos componentes que producian reaccién cruzada ines-
pecifica. De manera similar, Lobos y Weiss® demostraron
gue los antigenos que tienen un peso molecular en €l ran-
go de los 20 a 40 KDa fueron més especificos en la detec-
cion de anticuerpos anti-O. volvulus. Estos investigadores
identificaron estos antigenos especificos mediante su mar-
caje con isétopo radiactivo, seguido de un ensayo de in-
munoprecipitacion con lotes de sueros de humanos con
oncocercosis o filariasis linféticas y los productos detecta-
dos por electroforesis de gel bidimensional. Cabreray Par-
khouse?? desarrollaron una ELISA usando proteinas de la
superficie de lamembrana de O. volvulus y O. gibsoni. La
ELISA fue probada con sueros de individuos colectados en
diferentes éreas geogréficas.?° La ELISA fue 100% especi-
fica cuando se probo con sueros de individuos de las areas
endémicas de México. Estos individuos presentaron anti-
cuerpos anti-O. volvulus y anticuerpos contra nematodos
intestinales, pero no tuvieron anticuerpos contra otras es-
pecies de filarias. Sin embargo, cuando la ELISA se probd
con sueros de individuos de las areas endémicas de Vene-
zuelay Africa, la sensibilidad y especificidad fue de 91%,
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96% y de 93%, 93%, respectivamente usando como con-
trol negativo, sueros con anticuerpos contra M. ozardi y
W. bancrofti. La ELISA con antigenos de bajo peso mole-
cular fue capaz de detectar anticuerpos anti-O. volvulus en
individuos de areas endémicas, que resultaron negativos a
microfilarias por biopsia de piel, indicando que la ELISA
fue una técnica mas sensible que la de la biopsia de
piel 138

En los primeros afios de los 90, sellevaron a cabo varias
investigaciones con el uso de anticuerpos monoclonales
para caracterizar antigenos especificos de O. volvu-
lus. 204471136 |_yciusy colaboradores™ obtuvieron anticuer-
pos monoclonales dirigidos hacia antigenos de 33 y 20
KDa que fueron reconocidos por sueros de individuos con
oncocercosis. Posteriormente, se determin6 que el antige-
no de 20 KDa era un subproducto de Ov33, el antigeno
nativo, €l cual se encontré en los érganos reproductores de
los gusanos, en la cavidad pseudocel 6mica de los gusanos
adultos y en las larvas L 3s; la proteina también es liberada
haciala piel por las microfilarias.3 Con €l anticuerpo mo-
noclonal se probaron, por inmunoblot, sueros de indivi-
duos con infecciones por filarias dando resultados prome-
tedores. Sin embargo, cuando el anticuerpo monoclonal
fue purificado por cromatografia de afinidad y utilizado
en un ELISA, no fue capaz de discriminar entre sueros de
pacientes con oncocercosis y filariasis linfaticas. Cabrera
y colaboradores® desarrollaron una prueba de inhibicion-
ELISA con anticuerpos monoclonales que reconocieron
antigenos de 15y 25 KDa. Esta prueba presenté mejor sen-
sibilidad y especificidad (98% y 94%, respectivamente) en
comparacion con el ELISA de tipo directo (94% y 96%,
respectivamente) descrito anteriormente.

De igual manera, Engelbrecht y colaboradores** usaron
una prueba de inhibicion-ELISA con dos anticuerpos mono-
clonales. Una de las proteinas reconoci6 un antigeno de 30
KDa, es decir, el Ov33 descrito por Luciusy colaborado-
res.”* La prueba detecté 80% de |os individuos con oncocer-
cosis. Wandji y colaboradores!3® produjeron tres anticuerpos
monoclonales que fueron reconocidos por individuos infec-
tados con O. volvulus; sin embargo, éstos no fueron especie-
especificos.

Las investigaciones tuvieron como objetivo el desarro-
[lar una prueba de diagndstico especifica para oncocerco-
sis. Algunas de las pruebas que usaron antigenos purifica-
dos dieron resultados prometedores; sin embargo, no
fueron 100% especificos. Si estas pruebas fueran a ser usa-
das por los programas de control y eliminacion de la onco-
cercosis se requeriria de preparados del parasito de alta ca-
lidad. El uso de los anticuerpos monoclonales resolvio el
problema de produccion de proteinas de alta calidad; sin
embargo, su uso en el diagnéstico ain depende de una
prueba de inhibicion-ELISA que requiere de preparados
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del parasito. El problema asociado con la produccién de
antigenos especificos de alta calidad, en cantidades sufi-
cientes, fue resuelto con el desarrollo de la tecnologia del
ADN recombinante. El primer reporte de clonacion de un
antigeno inmunodominante (Ov33) de O. volvulus fue de
Luciusy colaboradores.®® Maés tarde, se produjeron otros
antigenos con valor inmunodiagndstico: el Ov16% y lapro-
teina completa de Ov33 en vectores de clonacion pGEX2T
y PCG808 en Escherichia coli.” Los antigenos resultantes
estuvieron fusionados a la proteina glutation S-transferasa
(GST) y amaltosa (MBP por sus siglas en inglés), respecti-
vamente®670 |o cual facilité su purificacion.

El método de Luciusy colaboradores® incluy6 la cons-
truccion de una biblioteca Agtl1l de ADN complementario
preparada a partir de la extraccion de poli(A)* ARN de gusa
nos adultos de O. volvulus. Serealizé el tamizaje con sueros
de individuos y se identifico la clona (colonia de bacterias)
gue resultd positivaa O. volvulus. EI ADN de la clona posi-
tiva fue sub-clonado y €l inserto secuenciado parainferir la
estructura de aminoécidos del antigeno Ov33. Losinvestiga-
dores observaron que la respuesta predominante a este anti-
geno en laELISA fue cuando se utilizé lasubclase IgG4. La
prueba resultd con una sensibilidad y especificidad del 93%
y 96%, respectivamente cuando se evalud con un conjunto
de sueros de individuos con oncocercosis y con infecciones
de otras filarias. Lobos y colaboradores® identificaron la
clonaOv16 cuyo ADN codifica paraun antigeno inmunodo-
minante de bajo peso molecular (22-30 KDa) reconocido por
los anticuerpos anti-O. volvulus en sueros de individuos,
pero no por los anticuerpos anti-W. bancrofti, Brugia malayi,
M. ozzardi, M. perstansy Loa loa. El antigeno esta presente
en la hipodermis, la cuticulay €l Gtero de los gusanos filari-
cos. La prueba con Ov16 fue capaz de detectar anticuerpos
en sueros de chimpancés y humanos infectados con el paré-
sito O. volvulus en estado de incubacion o pre-detectable
por lo que el antigeno Ov16 fue considerado ser un marca
dor de infeccion temprana.®”

De manerasimilar, varios grupos de investigacion siguie-
ron los procedimientos de clonacion de antigenos especifi-
cos mediante inmunotamizaje de bibliotecas de ADN com-
plementario®® y probados con sueros de individuos con
oncocercosis y sueros de individuos con otras infecciones
que pudieran resultar en una reaccion cruzada inespecifi-
ca. 16245175 Bradley y colaboradores! realizaron los proce-
dimientos de tamizaje de clonas en sueros con anticuerpos
anti-O. volvulus y anti-W. brancofti. Los Ultimos tomados
de un area no endémica para oncocercosis. Como resultado
se aislaron 31 clonas especificas, las cuales se tamizaron de
nuevo con una técnica de microplaca de lisis usando sueros
con anticuerpos anti-O. volvulus o con W. brancofti. De
este estudio, dos antigenos recombinantes (Ov 22/31M y
Ov20/36M) fueron sub-clonados en el vector pHGSS8, pro-

ducidos y purificados para su uso en ELISA. Estos antige-
nos fueron ensayados, de maneraindividua (Ov 22/31M o
Ov20/36M) y de manera combinada (los dos antigenos) en
contra de 31 sueros con anticuerpos anti-O. volvulusy 11
sueros con anticuerpos anti-W. bancrofti. Ambos antigenos
retuvieron la especificidad de la ELISA del 100%; sin em-
bargo, la sensibilidad disminuyo hasta un 74% y 45% para
Ov22/31M y Ov20/36M, respectivamente. Los investiga-
dores mencionaron que esto fue debido a hecho de que los
sueros no habian sido pre-absorbidos para eliminar los anti-
cuerpos anti-bacterianos, un paso que seria poco deseable o
préctico de una prueba disefiada para operar bajo condicio-
nes de campo en los paises endémicos. Cuando ambos anti-
genos fueron usados en combinacion, se obtuvo una sensi-
bilidad de la prueba del 90%, indicando que la méxima
sensibilidad deberia ser obtenida si se realizara unafraccion
secundaria a partir del lisado de células de E. coli, durante
el proceso de purificacion de los antigenos y afiadiendo
otros antigenos recombinantes. Como consecuencia, se ex-
tendi6 el estudio de ensayo de un mayor nimero de antige-
nos recombinantes y de sueros de individuos.

El estudio se realiz con la colaboracion de diversas
instituciones® y el objetivo fue determinar la sensibilidad
y especificidad de una ELISA con €l uso de 34 antigenos
recombinantes y sueros de individuos de diferentes areas
geogréficas. Tres de estos antigenos (Ov29, Ovlly Ov 7
{=0v10}), usados en una ELISA, resultaron con suficien-
te porcentaje de sensibilidad sin la pérdida de especifici-
dad y se produjeron como antigenos fusionados.'613 a
ELISA con €l uso de los tres antigenos combinados o cAc-
tel de antigenos, fue capaz de detectar anticuerpos anti-O.
volvulus en individuos residentes de casi todas las areas
endémicas y, también de las regiones de la sabanay de la
selva africana donde existen otras especies de filarias. La
prueba alcanz6 una sensibilidad de entre 84% y 100%,
siendo 100% especifica.l” El mismo coctel en la ELISA
fue utilizado para evaluar el éxito de un programa anti-
vectorial y de tratamiento con ivermectina sobre la expo-
sicién al paréasito medida por la aparicién de anticuerpos
anti-O. volvulus en los individuos.'>% También, la ELI-
SA fue utilizada para determinar reaparicion de anticuer-
pos anti-O. volvulus en areas cuya transmision del parasi-
to ya habia sido interrumpidal*® y para determinar nuevas
&reas de transmision del parésito.” Con el resultado de la
ELISA se propuso un indice de exposicion ala infeccion
anivel comunitario (indice serol6gico); el indice serol 6-
gico se equipar6 con la carga de microfilarias comunitaria
estimada por la biopsia de piel.** En todos |os estudios
anteriores; sin embargo, en los sueros de los individuos se
siguieron detectando anticuerpos anti-O. volvulus, incluso
en aquellos individuos en donde ya no se detectaban mi-
crofilarias de piel, indicando que la ELISA no fue efecti-
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va para distinguir entre una infeccion actual de unain-
feccion pasada. No se conoce con precision cuénto tiem-
po perduran los anticuerpos anti-O. volvulus, que se pro-
ducen por lainfeccion con los diferentes estadios de vida
del parasito. Sin embargo, €l problema pudo ser superado
con la aplicacion de la ELISA a los nifios nacidos des-
pués del inicio del programa antivectorial o de trata-
miento con ivermectina, con lo cual se tuvo un grupo
centinela indicador de exposicion a la infeccion. Por
gjemplo, Botto y colaboradores!? sugirieron varios nive-
les de endemicidad de oncocercosis en las montafias Un-
turan de Venezuela, de acuerdo a resultado de la ELISA
con el coctel de antigenos recombinantes. Los investiga-
dores sugieren que un porcentgje alto de seroprevalencia
en nifios pudiera servir como un indicador de transmi-
sion local intensa, lo que pudiera ayudar en la seleccion
de comunidades para futuras eval uaciones epidemiol 6gi-
cas a profundidad.

Otros grupos de investigadores |levaron a cabo estu-
dios de caracterizacion de proteinas recombinantes,2489.90
Estos grupos identificaron dos clonas: OC 3.6 y OC 9.3.
con una técnica de placa dot-blot. La primera clona fue
utilizada en un ensayo de inmunoblot para el diagnostico
de oncocercosis en nifios del Africa. La prueba mostrd
ser Util para detectar anticuerpos antes de que la infec-
cion con el parésito fuera patente, ya que un grupo de 24
nifos negativos a microfilarias de piel resultaron positi-
vos a la prueba serol6gica. Ambos antigenos recombi-
nantes (OC 3.6 y OC 9.3) fueron utilizados en una ELISA
que detectd también anticuerpos de la subclase 1gG4. La
prueba present6 una sensibilidad del 95% y 81%, respec-
tivamente y result6 negativa cuando se ensay6 con sueros
de individuos infectados con diferentes especies de fila-
rias o con nematodos gastrointestinales. La iniciativa de
la Organizacion Mundial de la Salud, fue recomendar una
prueba con el antigeno 6ptimo para el monitoreo de los
programas de control y eliminacion de la oncocercosis.
Como se indicd previamente, Ramachandran® report6 |a
evaluacion de 34 antigenos recombinantes, los cuales fue-
ron utilizados en un ELISA para determinar su reaccién
en sueros col ectados en areas con diferente estado epide-
mioldgico. Laespecificidad y sensibilidad de esos antige-
nos vari6 de 75% a 100% y de entre 11% y 96%, respecti-
vamente. Puesto que la especificidad de la prueba fue un
requerimiento absoluto y debido a que la sensibilidad de
la prueba puede ser aumentada con el uso de mas de un
antigeno, laresolucién fue adoptar €l uso del céctel de an-
tigenos recombinantes en ELISA.'>17 Varios antigenos
fueron seleccionados y probados para determinar su capa-
cidad en ladeteccion de lainfeccion en estado inicial y pre-
patente. De éstos, cuatro antigenos (Ov16, Ov7{=0v10},
Ov1l y OC3.6) fueron fécilmente producidos usando el
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protocolo de expresion y purificacion de proteinas de New
England Biolabs; de manera importante, fueron seleccio-
nados por presentar la mas alta especificidad. Posterior-
mente, se realizaron nuevos estudios serol dgicos usando
la combinacion de antigenos recombinantes propuesta por
laOMS. 10,74,104-105,108

Bloch y colaboradores' evaluaron tres antigenos re-
combinantes en una ELISA, de maneraindividual y combi-
nada, usando sueros de pacientes infectados con O. volvu-
lus, W. bancrofti y Dracunculus medinensis. Todos los
sueros infectados con O. volvulus respondieron de manera
positiva a cualquiera de los tres antigenos; sin embargo, se
observo reaccion cruzada en los sueros de los individuos
con D. medinensis. Cuando |os antigenos se probaron de
manera individual, la especificidad mas alta se obtuvo con
Ov10 (60%) y la mas baja con Ov16 (40%). Sin embargo,
cuando se utilizaron los tres antigenos en combinacion, la
especificidad fue del 95%. Bloch y colaboradores© reco-
nocieron que los antigenos individuales resultaron positi-
vos aD. medinensisy W. bancrofti ya que los sueros fue-
ron colectados en un &rea hiperendémica de W. bancrofti,
mientras que Bradley y colaboradores!’ no obtuvieron este
resultado debido a que los sueros fueron colectados en un
area de baja transmision de filarias linféticas. Para mejorar
la especificidad de cada uno de los antigenos, se propuso
incrementar el valor del punto de corte (por lo general, la
media + 3 DE de densidad 6ptica de un conjunto de indivi-
duos sin historia de infeccion) de la prueba serol 6gica. Por
lo tanto, cuando el punto de corte fue estimado como la
media+ 7 DE apartir de los resultados de sueros control, la
especificidad para Ov10 y Ov16 fue de 100% y 95%, res-
pectivamente.1©

En cualquiera de los casos anteriormente descritos y
gue usaron combinaciones distintas de antigenos, €l pro-
pésito fue aplicar la prueba para el monitoreo serol 6gico
de poblaciones de individuos y no para determinar el
diagnéstico individual de cada unade las personas. Si este
es el caso, entonces la prueba debe de ser extremadamen-
te especificay, dentro de limites razonables, no necesaria-
mente ser 100% sensible.’® Con el resultado de un estudio
en donde se utilizé ELISA con una combinacion de tres
antigenos recombinantes (Ov29, Ov11{=0v20} y Ov10)
se clasificaron las comunidades en varios niveles de ende-
micidad'* y éste fue equiparable al resultado de clasifica-
cion de niveles de endemicidad por biopsiade piel. Por lo
tanto, el monitoreo regular de un programa con el uso de
esta prueba puede evaluar si €l nivel de endemia esta dis-
minuyendo conforme progresa un programa de control o
eliminacién de la oncocercosis.

Una ELISA con tres antigenos recombinantes (Ov16,
Ov7{=0v10} y Ov11) fue evaluado para su uso con san-
gre capilar colectada en papel filtro, puesto que esta
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prueba habia sido empleada con suero obtenido de san-
gre venosa. Se requeria, por lo tanto, una prueba que tu-
viera méas aceptacion en la poblacion bajo estudio.1%
Esta ELISA fue probada para determinar el efecto de
siete afios de administracion de ivermectina, bajo esque-
ma semestral, sobre laincidencia de exposicion alain-
feccion y, de manera indirecta, sobre la transmision del
parasito.1% En este estudio se confirmo que la ELISA,
puede ser Util para estimar los niveles de endemiay que
su aplicacién en grupos centinela, previamente identifi-
cados como seronegativos, y por tanto no infectados,
puede servir parainvestigar la presencia de transmision
del parésito en la comunidad. Estas observaciones tam-
bién indicaron que la ELISA, puede reemplazar de ma-
nera efectiva a la biopsia de piel en las actividades de
monitoreo de la campafia de eliminacion de oncocerco-
sis en México. La ELISA también fue comparada con
una prueba serol 6gica rapida disefiada para operar bajo
condiciones de campo. Esta prueba es una tarjeta inmu-
nocromatografica que detecta anticuerpos de la subclase
1gG4 de Ov16-GST anti-O. volvulus.'®” Ambas pruebas
presentan 100% de especificidad en relacion a hecho de
gue en las areas endémicas de México no existe ninguna
especie de filaria distinta a O. volvulus. La sensibilidad
de la ELISA e ICT fue del 97% y 86%, respectivamen-
te.103 Actualmente, una ELISA que detecta anticuerpos
de la subclase 1gG4 de Ov16 de O. volvulus esta siendo
utilizada en los paises endémicos de América Latina.
Asimismo, se tiene la esperanza de que un grupo de in-
vestigadores en California desarrolle la anhelada prueba
para la deteccién especifica de antigenos del paréasito.
En un estudio seroldgico transversal en México,>* se de-
terminé la poblacion de individuos con anticuerpos anti-
O. volvulus que habian estado recibiendo tratamiento con
ivermectina en dosis repetidas. La prueba de anticuerpos
ELISA usd como antigeno un extracto crudo de O. volvulus
y se detectd, asimismo, la respuesta |gG total y la subclase
IgG4. Como se comenté anteriormente, la ELISA con anti-
genos crudos del parasito es una prueba inespecifica; sin
embargo, en el estudio de Gomez-Priego y colaborado-
res,> se consider6 el hecho de que en las areas endémicas
de México no coexisten filarias y O. volvulus.

Desarrollo de sondas de ADN y ensayos de PCR para €l
diagnostico de la oncocercosis

El ensayo de PCR con sondas de ADN se ha vuelto un
método muy Util en la deteccion de ADN del parésito. Debi-
do a que este método puede detectar cualquier formadel pa-
rasito y de cualquier estadio de su ciclo de vida, su aplica-
cién hasido muy Util en € monitoreo de la infeccién, tanto
en la poblacion del humano como en la del insecto vector.

El desarrollo de tales sondas de ADN y ensayos de PCR
se describe como sigue: En los 80, varias sondas de ADN
de Onchocerca fueron aisladas mediante el tamizaje de bi-
bliotecas gendmicas construidas a partir de ADN gendémico
del parasito. Algunas de las sondas de ADN reconocieron
todas las especies del género Onchocerca.%212 Sin embar-
go, dos sondas de ADN reconaocieron, de manera especifi-
ca, a 0. volvulus.5882 Una fue especifica para la variante
del parasito delaselva, PFS-1#7 y otraparalavariante de la
sabana, pSS-1BT.*8 Estas sondas de ADN reconocen, de
manera especifica, a unafamilia de secuencias de ADN re-
petidas en tandem, con una unidad de repeticion de longi-
tud de 150 pares de bases (pb), presente en el genoma nu-
clear de Onchocerca.*8 Por ejemplo, la clona pOV S134
produjo 12 monémeros, ligados en tandem, de esta repeti-
cion de 150 ph.82 Estas secuencias repetidas fueron desig-
nadas como la familia O-150. Existen, aproximadamente
4,000 copias de lafamilia O-150 en el genoma haploide de
O. volvulus y la familia de secuencias repetidas parece es-
tar arreglada en grandes hileras en el genoma nuclear.?? En
el transcurso de estas investigaciones, se desarroll6 un en-
sayo de PCR que se utiliza para clasificar alos miembros
del género Onchocerca.81-148 El método molecular incluye
la amplificacion por PCR de la familia de secuencia repe-
tida O-150, seguida de una clasificacion de los productos
de PCR mediante hibridacion a una variedad de sondas de
ADN que son especificas parala especie y la variante ge-
nética del parasito. La deteccion de productos de PCR con
la sonda de ADN puede realizarse por Southern blot o
ELISA 132

Existen varias aplicaciones précticas derivadas del ensa-
yo de la PCR con sondas de ADN de O. volvulus (de agui
en adelante se mencionara sélo como el PCR). El PCR fue
usado para clasificar las extracciones de ADN del parasito
a partir de larvas colectadas en disecciones de simulidos
hechas por los entomdlogos dentro del area del OCP en €l
Africa128130 |_g clasificacion de las larvas encontradas en
S damnosum s.l. se realizé con €l uso del PCR, anivel de
especie de O. volvulus y de sus dos variantes de la sabanay
de la selva. Esto permitié obtener informacion mas precisa
acercade los niveles de transmisién del parasito que produ-
celacegueraatravés del areaenteradel OCP.12° Los resul-
tados de estos estudios también sirvieron para re-estimar
los potenciales anuales de transmision en las areas donde
ocurren otras especies de filarias de animales. En estas
areas, €l potencial de transmision habia sido sobrevalorado
por el hallazgo de larvas L3s, que no eran de O. volvulus,
en los simulidos disecados por |os entomélogos de campo.
El resultado del estudio con el PCR permitio dirigir los es-
fuerzos de control hacia aquellas éreas donde los potencia-
les de transmision de O. volvulus fueron atos.” Sin embar-
go, una desventaja del PCR fue que éste tuvo que aplicarse
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de maneraindividual, para cada larva del parasito recolec-
tadaen S. damnosum s.|. que habian sido disecados por los
entomadlogos de campo. Por |o tanto, fue necesario desarro-
[lar un nuevo ensayo de PCR capaz de detectar lainfeccion
con el parasito en un grupo de simalidos, sin tener que rea-
lizar la laboriosay tediosa diseccién de cada uno de | os si-
mulidos. El nuevo ensayo de PCR fue capaz de detectar un
simulido infectado dentro de un grupo de 100 simulidos sin
infeccién. Ademas, el resultado obtenido por el PCR, de
grupos de simdlidos, requiri6 ser interpretado mediante un
model o basado en algoritmos mateméticos. El resultado del
tamizaje de grupos de simulidos por PCR se ingresa a un
programa matematico de computadora, el cual calculala
proporcion de simulidos con infeccién en cuerpos o en ca-
bezas (y los limites de confianza estadisticos que rodean a
la proporcidn) en la poblacidn total examinada por PCR.53
Este procedimiento fue validado bajo condiciones de cam-
po en Africay en México. En estos estudios se compar el
resultado que se obtuvo con el uso del método tradicional
de deteccion de O. volvulus, por la diseccion de un gran
ndmero de simulidos, contra el obtenido con el uso de la
PCR y el programa de computadora de Katholi.106:145 E|
PCR y programa de Katholi fue utilizado en Ecuador en €l
primer estudio entomol dgico a gran escal a, para determinar
el impacto del programa con ivermectina.5’ El segundo es-
tudio entomolégico con uso del PCR, agran escala, se rea-
lizb en México.'® En estos estudios, los productos de PCR
fueron detectados por ELISA .32 Actualmente, la PCR se
esta utilizando como método para estimar la transmision
del parésito en el Africay en los seis paises endémicos de
AméricalLatina.

Otra aplicacion practica del PCR fue su habilidad para
detectar individuos con infeccion pre-patente mediante €l
andlisis de biopsias de piel. EI PCR present6 una mayor
sensibilidad en comparacion con la técnica de biopsia de
piel 49147149 Agmismo, el PCR fue utilizado para correla-
cionar patrones epidemiol 6gicos de ceguera.l?® En este es-
tudio se colectaron biopsias de piel de comunidades bien
caracterizadas con base en estudios epidemioldgicos y se
les aplico el PCR para determinar la variante del paréasito
prevaleciente. Se observé una alta asociacion entre la va-
riante del parésito encontraday |os casos de ceguera; por o
tanto, se concluy6 que la PCR puede ser utilizado con un
alto grado de sensibilidad y especificidad para predecir €l
potencial patogénico de poblaciones de parasitos.12® Por -
timo, en el sur de Chiapas, el PCR con sondade ADN espe-
cificaparaclasificar laformadel parasito fue aplicado aun
grupo de migrantes, trabajadores del café y se encontré que
laforma prevaleciente del parasito corresponde alaforma
selvética no patogénica.'%” Se requiere de extender este
tipo de estudios en México y en los paises de América La-
tina donde ocurre el parésito.
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