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DESCRIPCION

Método de diagnéstico seroldgico in vitro de
la dirofilariosis pulmonar humana.

Esta invencion se relaciona con un método
para el diagndstico de la dirofilariosis pulmonar
humana.

Dirofilaria immitis es un nematodo filaroi-
deo que parasita el sistema cardiovascular de los
canidos, y con menor frecuencia el de otros ani-
males. Los vermes adultos se localizan en el co-
razon, y las hembras una vez fecundadas ponen
larvas (microfilarias) que viven en la sangre de los
hospedadores. Estas larvas son tomadas, cuando
pican, para alimentarse, por mosquitos culicidos,
dentro de los cuales se transforman en el estado
infestante (L3). Cuando un mosquito con L3 pica
a otro hospedador le inocula estas larvas, que pos-
teriormente se transforman en L4 y adultos.

Esta parasitosis, que se consider6 inicialmente
un problema de interés exclusivamente veterina-
rio, ha tomado un caracter zoondtico ya que el
hombre puede resultar infestado de la misma ma-
nera que los perros, por la picadura de un mos-
quito parasitado. Los perros parasitados consti-
tuyen verdaderos reservorios de pardsitos para los
humanos que residen habitual o accidentalmente
en las dreas endémicas.

La infestacién canina por D. immitis es cos-
mopolita. Actualmente existen datos epidemio-
légicos procedentes de Canadd, Estados Unidos,
Bahamas, Antillas Holandesas, Brasil, China,
Tailandia, Malasia, Indica, Japén, Nueva Ze-
landa, Australia, Kenia y sur de Europa (Espaiia,
Francia Italia, Grecia e islas del Mediterrdneo).
Las prevalencias varian ampliamente entre 1 y
95% (1-8).

En el hombre D. immitis no se desarrolla, por
lo general, hasta el estado adulto, aunque se han
descrito casos de infestaciones por vermes adul-
tos aislados y con localizaciones no habituales.
Al no existir posibilidad de fecundacién, no apa-
recen microfilarias circulantes en sangre. Los ver-
mes pueden localizarse en una rama de la arteria
pulmonar, produciendo una reaccién histica que
deriva en la formacién de un nédulo pulmonar.

Los conocimientos existentes sobre la si-
tuacién epidemiolégica de la dirofilariosis humana
se deben a revisiones de casos de dirofilariosis pul-
monar publicados previamente, y a estudios se-
roepidemiolégicos. Ciferri (9) revisé 60 casos de
nédulos pulmonares solitarios causados o presu-
miblemente causados por D. immitis en afnos pre-
cedentes, y un estudio semejante fue realizado por
Makiya (10) en Japén. Son muy escasos los es-
tudios seroepidemioldgicos sobre dirofilariosis hu-
mana, realizados hasta el momento. La mayoria
se han llevado a cabo en Estados Unidos, Austra-
lia, Japén y Espana (11, 12, 13, 14), pero faltan
por completo en el resto de las dreas con endemia
canina anteriormente sefialadas. Las prevalencias
observadas varian entre 5 y 32%, y parecen corre-
lacionadas con las prevalencias observadas en los
perros de las correspondientes dreas. Estos datos
confirman que el riesgo de infestacién de las per-
sonas residentes en areas endémicas es tan elevado
como el de los perros. La deteccién de anticuer-
pos especificos anti-D. immitis en humanos ha de
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interpretarse, en principio, como indicativo de la
existencia de contacto con el pardsito. Sin em-
bargo, parte de los individuos que resultan infes-
tados desarrollan manifestaciones, generalmente
en forma de nédulos pulmonares (solitarios o no),
y mucho mas raramente con otras localizaciones,
de las cuales la mas comun es la cutanea.

La mayoria de los casos humanos de dirofi-
lariosis pulmonar han sido diagnosticados ana-
tomopatolégicamente tras biopsia pulmonar por
toracotomia, ante el hallazgo de un nédulo soli-
tario pulmonar. El incremento en el niimero de
casos descritos en la ultima década refleja, proba-
blemente, la creciente extensiéon de la parasitosis
canina y no una mayor alertar diagnéstica sobre
la afeccién humana (15).

En cuanto a la clinica, la dirofilariosis pul-
monar se presenta claramente diferenciada en
dos grupos. El primero agrupa a los enfer-
mos asintomadticos, en los que se detecta casual-
mente como un ndédulo solitario pulmonar, al
realizar radiologia toracica por enfermedad base
de muy distinta naturaleza. El segundo corres-
ponde a los enfermos con sintomas. En éste pre-
dominan los enfermos con sintomatologia ines-
pecifica conformada por distintas combinaciones
de tos, dolor pleuritico, no pleuritico, expecto-
racién purulenta, esputos hemoptdicos, fiebre y
otros sintomas. Desde el punto de vista ra-
diolégico la lesion caracteristica es el nédulo so-
litario pulmonar. Sélo en algunos casos descri-
tos, los nédulos eran multiples. En la mayoria de
los casos, las caracteristicas del nédulo (bordes
bien definidos y lisos, forma esférica u ovoide y
densidad homogénea) son sugerentes de benigni-
dad. La localizacién de la mayoria de los nédulos
es subpleural, debido posiblemente al calibre del
parasito, que se corresponde con el de las arterio-
las pulmonares periféricas.

El diagnéstico de la dirafilariosis humana,
actualmente, estd limitado por dos hechos: 1.
No existen microfilarias circulantes (amicrofila-
remia), y por tanto no puede recurrirse al exa-
men de muestras de sangre. 2. Tanto la clinica
como los datos complementarios analiticos y ra-
diolégicos, son inespecificos, por lo que no tienen
utilidad para establecer el diagndstico etioldgico.

Existen dos tipos de diagndstico bien diferen-
ciados: los métodos directos (técnicas de visuali-
zacién de las lesiones o de los propios pardsitos)
y métodos indirectos (serologia).

Radiologia, toracotomia y posterior biopsia,
puncién-aspiracién con aguja fina o gruesa, son
técnicas que se han empleado y se emplean profu-
samente en el diagndstico de la dirofilariosis pul-
monar humana (16, 17, 18). Los inconvenien-
tes de estos métodos son su cardcter invasivo, lo
que implica un incremento del gasto por proceso
diagnéstico (al precisarse infraestructura y per-
sonal especializados), as{ como, inevitablemente,
un cierto grado de morbimortalidad. Ademas,
la puncién -aspiracién con aguja fina no parece
proporcionar suficiente material para realizar el
diagndstico etiolégico en muchos casos.

Los métodos serolégicos se han empleado
hasta ahora en estudios epidemiolégicos y para
confirmar casos diagnosticados previamente por
otros métodos, pero nunca como método prin-
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cipal de diagnostico. Diferentes métodos in-
munolégicos han sido empleados con resultados
diversos. A partir de 1985 se empez6 a aplicar
el enzimo-inmuno ensayo (ELISA) (19, 20, 21,
22), que por los resultados obtenidos parece ser
el método mas adecuado. Todos ellos se basan
en el empleo de antigenos complejos procedentes
de los adultos de D. immitis. Sélo en un caso
se ha empleado un antigeno de 35 kDa, que se
expresa en adultos, huevos y microfilarias, pro-
ducido como proteina de fusién (23). Estas cues-
tiones determinan dos limitaciones importantes:
1. Como consecuencia de las reacciones cruzadas
que se producen con otras enfermedades parasi-
tarias y no parasitarias el porcentaje de falsos po-
sitivos es inaceptable y 2. Los test empleados nos
permiten discriminar entre individuos con dirofi-
lariosis sin alteraciones pulmonares e individuos
con dirofilariosis pulmonar.

Hasta el momento, el diagndstico de certeza de
la dirofilariosis pulmonar humana (DPH), exige la
aplicacién de técnicas invasivas para obtener ma-
terial histoldgico. Inevitablemente, estos métodos
invasivos cursan con un grado de morbimortali-
dad. El uso de un método de diagndstico indirecto
basado en la serologia evitaria esta iatrogenia.
La utilizacién de extractos antigénicos completos,
unicamente indica contacto con el parasito, por lo
que en areas de endemia canina, al ser elevada la
probabilidad pre-test, una seropositividad tiene
poco valor diagndstico en caso de existir lesiones
pulmonares.

El poder disponer de un método serolégico que
diferencie los meros contactos con el parasito de
los casos con DPH, evitaria tanto la morbimor-
talidad asociada al diagnédstico invasivo, como la
inespecificidad del diagndstico realizado por se-
rologia con extractos antigénicos completos del
parésito.

Se ha encontrado ahora, que un polipéptido de
un Pm aproximado de 22 kDa reacciona con sue-
ros de dirofilariosis pulmonar y, sin embargo, no
reacciona con sueros de infestacién por D. immi-
tis sin nédulo pulmonar, ni con los sueros de pa-
cientes con otras enfermedades parasitarias y no
parasitarias.

Por tanto, de acuerdo con lo anterior, la
presente invencién proporciona un método de
diagnostico basado en una reaccién de reconoci-
miento especifico en enzimoinmuno electrotran-
sfer blot (EITB), de un polipéptido de 22 kDa
denominado (Di22) que forma parte de un com-
plejo antigénico de adultos de D.immitis. Esta
proteina, como ya se ha indicado, es reconocida
sélo por los sueros de los individuos con diro-
filariosis que han desarrollado granulomas pul-
monares, discrimindndolos de los seropositivos
frente al antigeno completo (que indica contacto
unicamente), y de otras enfermedades pulmona-
res no parasitarias.

El método de deteccién segin la invencién
se realiza “in vitro” mediante el empleo del test
serolégico de enzimoinmuno electrotransfer blot
(EITB), y suero del individuo sospechoso de pade-
cer dirofilariosis pulmonar humana, y comprende
las etapas de:

(a) someter el extracto antigénico de vermes

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

adultos de D. immitis (5-8 ug) a electro-
foresis en gel de poliacrilamida de 12%;

(b) electrotransferir las proteinas asi separadas
a nitrocelulosa; y

(¢) hacer reaccionar las protefnas transferidas
en Western blot con suero problema.

La etapa (c) del método de acuerdo con la in-
vencién se lleva a cabo empleando sueros control
positivo y negativo, siguiendo el siguiente proto-
colo:

- Bloquear la nitrocelulosa con BSA durante
1 hora a temperatura ambiente para evitar
reacciones inespecificas.

- Incubar la nitrocelulosa con suero humano
problema diluido 1:40 en PBS, durante una
noche, a temperatura ambiente.

- Retirar el suero y lavar 3 veces con PBS-
0,05% Tween 20, durante 5 minutos cada
vez.

- Incubar la nitrocelulosa con anti-IgG an-
tihumana marcada con peroxidada, a di-
lucién 1:550, durante 2 horas a temperatura
ambiente.

- Retirar la anti-IgG y lavar la nitrocelulosa
como en el caso anterior. Realizar un iltimo
lavado sélo con PBS.

El revelado de la reaccion se realiza incubando
la nitrocelulosa con el sustrato (4-cloronaftol) en-
tre 15 min. y 1 hora a temperatura ambiente y
se detiene la reaccién con HoO destilada.

La reaccién se considerard positiva si el suero
problema reacciona con una proteina de 22 kDa
del extracto antigénico de adultos de D. immitis,
lo que producird una fuerte banda de coloracién
en dicho rango de Pm. La reacciéon que ocurre
con otras proteinas del parasito no es definitoria
de positividad a dirofilariosis pulmonar humana.

La invencion se ilustra a continuacién por los
siguientes experimentos los cuales no han de ser
considerados como limitativos del alcance de la
misma.

Experimento 1.

Este experimento se disend para determinar la
fuente mas idénea de antigeno.

Se empleé un panel de 96 sueros humanos
agrupados en varias categorias: 1. Sueros pro-
cedentes de un &rea libre de dirofilariosis (contro-
les negativos). 2. Sueros de residentes en el 4rea
endémica, sin alteraciones pulmonares. 3. Sueros
de pacientes previamente diagnosticados de diro-
filariosis pulmonar. 4. Sueros de pacientes con
otras parasitosis (hidatidosis y toxocariosis), car-
cinoma pulmonar y tuberculosis.

Se probaron dos tipos de antigenos: extracto
de antigenos somaticos de adultos (ASA) y pro-
ductos excretores/ secretores (E/S) de adultos de
D.immitis.

El panel de sueros se enfrenté en ELISA con-
tra ambos antigenos.

Los resultados obtenidos demuestran que los
antigenos E/S tienen mucha sensibilidad para de-
tectar casos de seropositivos sin nédulo, pero
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reaccionan mal con los sueros de dirofilariosis pul-
monar. Por el contrario, los antigenos ASA pre-
sentan poca sensibilidad para infestaciones sin al-
teracion pulmonar, pero reaccionan fuertemente
con todos los sueros de dirofilariosis pulmonar
analizados.

En consecuencia se determiné continuar los es-
tudios con el antigeno ASA.

Experimento 2.

Este experimento se disend para localizar, en
los antigenos ASA, polipéptido/s con las carac-
teristicas previamente senaladas.

Se empleé un grupo de 21 sueros representa-
tivos de cada una de las categorias del panel em-
pleado en el experimento anterior.

Antigenos ASA se sometieron a electrofero-
sis en gel de poliacrilamida para separar los po-
lipéptidos que componen dicho extracto antigeno.
Estos polipéptidos se transfirieron a nitrocelulosa
y se enfrentaron en enzimoinmuno electrotransfer
blot (EITB) a los 21 sueros seleccionados.

Este andlisis puso de manifiesto la existencia
del polipéptido segin la invencién con un Pm
aproximado de 22 kDa (denominado Di22), que
produce una fuerte banda de precipitado al reac-
cionar con los sueros de dirofilariosis pulmonar.
Sin embargo no reacciona con los sueros de in-
festacion por D. immitis sin nédulo pulmonar, ni
con los sueros de pacientes con otras enfermeda-
des parasitarias y no parasitarias.

Experimento 3.

Este experimento se disené para determinar
la especificidad de fase de polipéptido, segin la
invencién.

Tres conejos de raza Albina de Nueva Zelanda
se inmunizaron respectivamente con tres dosis de
tres antigenos diferentes de D. immitis: ASA y
E/S de adultos, y antigeno somético de L3 (SL3).
Se obtuvo suero de cada uno, previamente a la
inmunizacion y un mes después de la tltima dosis.

Estos sueros se enfrentaron en EITB al
antigeno ASA para determinar cual de ellos reac-
cionaba con Di22.

Solamente el suero inmunizado con antigeno
ASA precipité Di22, indicando que los otros dos
conejos no habian desarrollado anticuerpos contra
él, porque no se encuentra en el E/S ni en el SL3.
Experimento 4.

Demostrada la existencia del polipéptido
seguin la invencién fuertemente inmundgeno y ca-
paz de reaccionar especificamente con sueros de
pacientes de dirofilariosis pulmonar, se disené un
cuarto experimento a gran escala para probar su
especificidad.

Se empleb un panel de 232 sueros de diferen-
tes enfermedades pulmonares, y 21 de parasitosis
diferentes a la dirofilariosis. Entre los primeros
se analizaron sueros de pacientes con: Sarcoido-
sis, IPE (infiltrados pulmonares con eosinofilia),
FPI (fibrosis pulmonar idiopdtica), artritis reu-
matoide, carcinoma pulmonar, adenocarcinoma
con afeccién pulmonar, hemosiderosis, VIH+,
VIH con Pneumocistis, tuberculosis, bronquiecta-
sias, bronquiolitis obliterante con neumonia focal,
proteinosis alveolar, melanoma con metastasis
pulmonar, silicosis, infecciones fungicas, arteritis
temporal, Hodgkin, nédulos pulmonares de etio-
logia desconocida, asma, fibrosis postneuménica,
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fiebre Q, pneumonitis por Haemophilus, y con pa-
tologia desconocida.

Entre los segundos se analizaron sueros de
pacientes con toxocariosis (larva visceral emi-
grante), triquinelosis, teniosis, fasciolosis, esquis-
tosomiasis, filariosis por Wuchereria, Brugia ma-
layiy Onchocerca volvulus y con nédulos cutaneos
debidos a D. immitis.

Todos estos sueros se analizaron mediante
EITB frente a antigenos ASA para determinar su
reactividad a Di22.

El antigeno Di22 es reconocido por los sue-
ros de individuos con dirofilariosis cutdnea por
D. immitis, un suero de onchocercosis y otro de
toxocariosis. Ningun otro suero de pacientes con
parasitosis, ni con enfermedades pulmonares no
parasitarias reconoce el antigeno Di22 en EITB.

Los experimentos realizados con sueros de pa-
cientes con una amplisima gama de enfermeda-
des parasitarias y no parasitarias, han demos-
trado una gran especificidad del sistema EITB-
Di22 para la dirofilariosis humana (superior al
95%). La reactividad de Di22 con sueros de pa-
cientes con ndédulos cutaneos debidos a D. immi-
tis es normal, ya que estos pueden estar produci-
dos por la misma fase evolutiva que los nédulos
pulmonares. Ademés su diferente localizacién no
plantea problemas de diagnédstico diferencial. Lo
mismo le ocurre a los pacientes de toxocariosis y
onchocercosis, ya que estos parasitos no produ-
cen ninguna patologia pulmonar semejante a la
de dirofilariosis. Si tenemos en cuenta estas cues-
tiones la especificidad del sistema EITB-Di22 al-
canzaria, en estos experimentos, el 100%.

El método propuesto segun la invencién per-
mite incluso diferenciar entre casos de infestacién
con fases del parasito previas al adulto, que no
producen alteraciones pulmonares y los casos de
dirofilariosis pulmonar.

La sensibilidad estd asegurada por el caracter
altamente inmunégeno de Di22, que produce fuer-
tes bandas de precipitado con los sueros de pa-
cientes con nédulos pulmonares dirofilariéticos.
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REIVINDICACIONES

1. Método de diagnoéstico in vitro de la dirofi-
lariosis pulmonar humana, mediante el uso del
test serolégico de enzimoinmuno-electrotransfer
blot (EITB) y suero del individuo sospechoso de
padecer dirofilariosis pulmonar humana, carac-
terizado porque comprende las etapas de

(a) someter el extracto antigénico de vermes
adultos de D. immitis a electroforesis en gel
de poliacrilamida de 12%;

(b) electrotransferir las proteinas asi separadas
a nitrocelulosa;

(¢) hacer reaccionar las protefnas transferidas a
nitrocelulosa con suero problema; y

(d) revelar la reaccién por incubacién de la ni-
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trocelulosa con un sustrato y posterior de-
tencién de la reaccién con agua destilada.

2. Método segun la reivindicacion 1, caracte-
rizado porque como suero problema se emplean
sueros de control positivo y de control negativo.

3. Método segun las reivindicaciones 1 y 2,
caracterizado porque en la etapa (d) la reaccién
se considera positiva si el suero problema reac-
ciona con una proteina de 22 kDa del extracto
antigénico de adultos de D.immitis, lo que pro-
ducird una fuerte banda de coloracién en dicho
rango de Pm.

4. Método segun la reivindicacién 3, carac-
terizado porque la reaccién que ocurre con otras
proteinas, distintas de dicha proteina de 22 kDa,
del parésito no es definitoria de positividad a di-
rofilariosis pulmonar humana.
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