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ELABORACION DE ANTIGENOS DE Toxocara canis

Y SU EVALUACION CON LA TECNICA SEROLOGICA DE ELISA,

1. INTRODUCCION.

Joxogara canis (Werner, 1782) es un nematodo cosmopolita,
rarasito de cachorros de perro. Su nombre proviene del griego que
significa toxon = arco y kara = cabeza.

El hombre es susceptible de ser infectada por larvas de
segundo estadio C(L=2) de T, ganis, quienes son el agente etioldgico
de la larva migratoria visceral CLMV> y ocular (LMO), que afecta
principalmente a la poblacidn infantil C(Mok, 1968; Schantz, 1979,

En otros estudios, se ha consideradoc a la infeccidn con
Toxocara coma la causa de una amplia variedad de entidades clinicas
que incluyen artritis (Bethel, 1981), miositis C(Walsh y cals.,
1988, pleuritis (Bruart y cols., 18872, meningitis (Gould y cols.,
19852 y mielitis (Wang y ceols., 18832,

En México de acuerdo a datos médicos proporcionados
principalmente por oftalmélogos, $sta parasitosis es relativamente
frecuente.

Un diagndéstico de LMY se debe considerar en cualquier nifio con
tos, fiebre, infiltracidén pulmonar, hepatomegalia, incremento en
suerco de ischemaglutininas A y B, hiperglobulinemia, leucocitosis,
eosinofilia persistente y especialmente si hay geofagia CSnyder,

1961; Huntley, 1903; Zinkham, 1978).
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La LMO deber se sospechada en nifios con lesiones ugilaterales
blancas o grises en el fondo de ojo. Aungue se debe establecer
diagnéstico diferencial con anormalidades congénitas,
retinoblastoma y otras formas de uveitis (Wilder, 1950; Wilkinson,
1989).

La presencia de Toxocara no se detecta por examenes de materia
fecal, la confirmacidén diagndstica se basa en la demostracidn de la
larva en biopsia o necropsia de los granulomas (Glickman, 18978).
Pero se requieren mas de cien cortes seriados para encontrar a la
larva (De Buen, 1966) y una vez encontrada debera ser diferenciada
de otras larvas de nemidtodos en base a sus caracteristicas
morfoldgicas.

En ausencia de evidencia parasitoldgica de la infeccidn y de
que los datos <clinicos y de laboratoric son gensralmente
inespecificas CAshton, 1960, el diagndstico de la LMY y LMO se ha
hasado en principalmente en métados inmunoldgicos.

En nuestro pais, las técnicas empleadas en la actualidad y los
antigenos disponibles mediante diferentes métodos de extraccidn, no
han resuelto el problema de las reacciones cruzadas gue cominmente
se ohbhservan en pacientes con helmintiasis. Esto representa
dificultades diagndsticas debido a que a menudo los pacientes
presentan parasitosis miltiple, por esta razén se realizd este
trabhajo, ya que es muy importante contar con antigenos altamente
especificos y técnicas de inmunodiagndstico sensibles, para que el

diagnéstico serolégico de la toxacariasis larval sea confiable.
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<. ANTECEDENTES.

2.1. MORFOLOGIA Y BIOLOGIA DE Toxocara canis.

Marfologia.

Los machos adultos de TI. canis alcanzan 13 cm. de longitud y
las hembras hasta 20 cm., ambos sexos tienen en la porcidén anterior
aletas cervicales diferenciadas, son mucho mis largas que anchas (2
a 4 mm de large por 0.2 mm. de ancho aproximadamente); labjios
prominentes que suelen presentar rebordes dentigeros finos, carecen
de interlabios, en el esdfago presentan un ventriculo posterior
evidente pero carecen de diverticulo ventricular y ciego
intestinal. El esdfago tiene una longitud de S mm., incluido el
ventriculo, que mide 0.5 mm. tanto de large como de ancho.

La cola del macho esta sbruptamente reducida en diametro y
presanta S papilas en cada lada con aproximamente 20 pares de
papilas preanales. En la hembra, la vulva se situa entre la guinta
a sexta porcidn anterior del cuerpo del parasito.

Los huevos son de color pardo, ¥y casl esféricos tienen
cuhierta delgada con depresiones superficiales, miden cerca de B85

por 75 um, no estan larvados en el momento de la postura.

Biologia.

La toxocariasis es una parasitosis catalogada caomo
gechelmintiasis, ya que los huevos deben permanecer de 2 a S
semanas en ol suelo, para que dependiendo de la temperatura €15 a

35°C) y la humedad se tornen infectantes. A temperaturas mencres de

13



15°C el desérrollo se detiene y a temperaturas mayores de 35°¢
pierden su viabilidad.

La infeccidn con Toxocara canis en perros y otros canidos, se

inicia al ingerir hueveos infectantes de T. canis, que pasan al
estdmago pierden sus cubiertas, eclosionan y ya en intestina
delgada las larvas invaden la mucosa intestinal, penetran laos vasos
linfaticos y sangulneas, llegan a higado en 24 a 48 horas, pasan a
rarazén, alcanzan pulmén y atraviezan la membrana alveolocapilar,
llegan a broquiolos, traquea, laringe y epiglotis donde saon
deglutidas. En el intestino delgado sufren 2 mudas mas para
completar su desarrollo hasta adultas. Los huevos aparecen en
materias fecales de 4 a 5 semanas después de que adquird la
infercidn,. Otras larvas que llegan a pulmones no pasan a la traquea
sino gque continuan la circulacién mayor y se distribuyen a todas
los drganos y tejidos principalmente pulmones, higado, rifiones,
musculos, corazdn, cerebro y oja.

La edad del huésped en el momento de la infeccidén determina la
migracidén tragueal o somitica. En animales mayoares de 6 meses casl
tadas las larvas sobrevivientes se encuentran distribuidas en los
tejidos,

La infeccidn prenatal de cachorros acurre cuando las larvas
que estan en los tejidos de la madre migran a través de la
placenta, ©ostas larvas provienen de una infeccidn contraida durante
el embarazo o de las larvas presentes en los tejidos, adquiridas de
infecciones anteriores. La migracidn transplacentaria se lleva a

Qavo

cabo después del 42 dia de embarazo y posiblemente la provoque

un estimulo causado por cambios hormonales.
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Las larvas permanecen en el higadu de 1los cachorros
prenatalmente infectados hasta el nacimiento, luego van a pulmones,
migran a traquea, son deglutidas y maduran en el 1intestino.
Los huevos pueden ser expulsados con las heces al iniciarse la
cuarta semana de vida (Dauglas y Haker, 1966). La madre puede
reinfectarse durante los primeros 10 dias después del nacimiento de
sus hijos por la ingestidn de su materia fecal al limpiarlos, si
#stas provienen de cachorros con infeccién masiva, presentan larvas
viables que no han logrado establecerse en las crias, pero alcanzan
facilmente la madurez en el intestino de la madre.

La migracidén transmamaria sucede cuando la hembra se infecta
después de las tres cuartas partes del tiempo de gestacidn.

El promedico de vida de los adultos de Toxocara canis es
aproximadamente de 4 meses, el huésped expulsa la mayoria de los

parasitos a los 6 meses de haber contraide la infeccién. Se ha

calculado que la hembra de T. canis puede producir hasta 200, 000
huevas al dia.

Qtros huéspedes no caninos come las lombrices de tierra,
ratones, ratas, pollos, palomas, ovejas, cerdo s incluso el hombre,
pueden infectarse accidentalmente, en ellos las larvas que llegan a
tener migracidén somatica quedan alojadas en los tejidos Yy
sobreviven por muchos afios. Beaver (1966), realizé infecciones
experimentales en monos, Macaca mulata, y observéd que las larvas
permanecen cuando menos 9 affos, 'conservando la capacidad de
completar su ciclo bioldgico (figura 1) si son ingeridas por el
hussped canino habitual, a este fendmeno se denomima paratenésis

CSchantz y Glickman, 19832,
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FIGURA 1.

CICLO BIOLOGICQ DE faxagara canis.
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.2, AGENTE ETIOLOGICO DE LA LARVA MIGRATORIA VISCERAL Y OCULAR.

Los huevos infectantes de Toxocara canis, al ser ingeridos
acwidentalmente por g1 hombre eclosionan y dan lugar a larvas que
migran a través de d¢rganos y tejidos. Beaver y cols., ((1952),
identificaron larvas de especies de Toxocara en la bilopsia de
higado de un nific de dos affos y seis meses y propusieron entonces
emplear " el término ‘larva migratoria visceral®” (LMY, para
describir el sindrome de eosinofilia con hepatomegalia causado por
la invasidén de nematodos inmaduros en los d&rganos humanos, gque
tamhi$én se le conoce con el nombre de granulomatosis visceral
verminosa (Tay y cols, 1991).

Wilder (19502, describid lesiones oculares que contenfan
larvas de nemitodos ahora conocidas como "larva migratoria ococular'
C(LMO), en Jlas cuales Smith y Beaver ((1953) subsecuentemente

demostraron que s debian a T. canis.

Beaver en 1962 reporta 150 casos de LMY publicades en 1la
literatura y Glickman y Schantz en 1981 refieren mas de 1900 casos
e LMY Y LMO reportados en todo el mundoa.

En México, Martinez y AlemAn (19602, Molina y Diaz (1960),
r.!ascl"ibleron el caso de un paciente can hepatomegalia, y
eosinofilia que tenia granulomas en higade en los que se
encontraron larvas que posiblemente eran de I. ganis. Mas tarde, De
Buen y cols. (1965), reportaron el primer caso de endoftalmitis por
I. canis en México con estudico histopateolédgica y comprobado

parasitoscépicamente.
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2.3. PATOGENIA Y CUADRO CLINICO.

El sindrome de larva migratoria visceral (LMV) y ocular (LMO)
en el humano, se presenta por la ingestién de huevos infectantes

esferoidales de B85 por 75 um de diametro de Toxccara canis que

contienen la larva de segundo sstadio. La eclosidn de los huevas
ocurre en el intestino delgado proximal, las larvas de 350 a 450 um
de largo por 18 a 20 um de ancho, penstran la mucosa y submucosa,
ali:anzan la circulacidn, migran a higado por vena porta, donde
pueden quedar atrapadas o continuar a pulmones, entran a
circulacidn sistémica y se distribuyen por todo el organismo, se
localizan en cualquier tejido u drgano, incluidos higado, pulmones,
corazdn y cerebro.

Cuando el tamaffo de las larvas excede gl diametro de los vasos
sanguineos, perforan activamente la pared de éstos y migran
desordenadamente a los tejidos circundantes, estas larvas pueden
mantenerse viables en estado latente paor varios afos, pudiendo
avtivarse nuevamente Yy continuar su migracidn. Eventualmente
algunas larvas son encapsuladas Yy destruidas poar 1la respuesta
inmune del huésped.

Las manifestacionss clinicas y pataldgicas en la LMV resultan
del dafioc mecinico causado por la migracidn de las larvas y por la
frecuente y severa respuesta inflamatoria estimulada por su
presencia. Los tejidos afectados muestran multiples abcesas y
granulomas eosinofilicos de tipo alérgico CArean y cols., 1971),

La predileccidn de las larvas de J. canis hacia diferentes

érganos o tejidos varia de wsspecie a especie. En el hombre las
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larvas se encuentran mas frecuentemente en higadn, pera
probablemente cualquier tejido puede ser invadido. La respuesta
inmunolégica del hudésped puede influir en esta distribucidn, ya que
se 'ha observado que en animales de laboratorio sujetos a repetidas
infecciones y comparados con aquellos que recibieron wuna sala
infeccidén, se notd que en los primeros se retenia una mayor
cantidad de larvas en el higado, evitando con ello que éstas
alcanzaran pulmones, cerebro y ojos. Las larvas nuertas o
agonizantes también provocan una respuesta inflamatoria mas intensa
que las vivas. Las observaciones clinicas sugieren que algunos
factores similares estan involucrados en la patogénesis de la LMY
en el hombre (Schantz y cols., 19782,

Snyder €1861), Huntley (1965) y 2Zinkham (1978), han revisado
las caracteristicas de los casos clinicos en nifios de une a cuatro
afios de edad con historia de geofagia, la mayoria de estos casos de
LMY se caracterizan por presentar sintomas como tos, respiracién
sibilante, bronquitis aguda, estertores, neumonitis, asma, fiebre,
palidez, convulsiones, hepatomegalia, esplenomegalia, 4
linfadenopatia.,

El sindrome de LMY es favorecido por la estrecha asociacién
entre humanos y perros. Usualmente ocurre en nifios de 1 a 6 afos y
esta asociado a la ingestidén de tierra, propiciado por hibitos de
Juego a nivel del suelo o por presentar un hiabito pataldgico que es
denominado pica (Wilkinson y cols., 1971; Schantz y cols., 1979,
1980; Glickman, 1981 y Worley y cols., 19842,

La palabra pica, proviene del latin Cnombre dado al ave urraca

Pica pica, que tiene el hibito de recolectar una gran variedad de
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alimento del suele para saciar su intensa hambre). La definicidn de
pica para el hombre serfia la habitual ingestidn de substancias no
alimenticias que puede llegar a transformarse en una seria
desviacién de 1la cenducta (Blakiston, 1983). Este habitao
frecuentemente se limita a la ingestidn especifica de substancias
tales como +tierra, arcilla, heces, plastico, pintura, crayones
tésforo, pelo y otros objetos.

Las manifestaciones clinicas de la migracidén de larvas de
Toxacara canis en el hombre dependen del numero de huevas
infectantes ingeridos; de la frecuencia de reinfeccidnes; de la
distribucidén de larvas en sl organismo, asi como de la intensidad
de la respuesta inmune del huésped. Afortunadamente, la mayor parte
de las personas afectadas probablemente sufren infecciones leves y
no  tienen alteracicones anatomopatoldgicas aparentes o que se
t1adnzcan con manifestaciones clinicas. Aproximadamente el 2% de
los individuos aparentemente sanos, tienen intradermorreaccion
positiva a T. canis y arriba del 13%, presentan titulos de
anticuerpos compatibles con infeccidn, pero los casos fatales han
rasultado de la extensa invasidn larval al cerebro (Bsautyman y
cols., 1951, 1966; Mikhael y cols., 1974; Hill, 1985 y Ruttinger P.
Yy cols., 1991) o miocardioe (Glickman, 1979, En general laos
pacientes con LMY tienen antecedente de haber convivido con
cachorraos de perro, aunque en los casos de LMO, que no ha sucedido
as{ es probable que la infeccidn la hayan adquirido a través de
suelos contaminados de parques u cotros lugares publicos [Woodruff y
cols., 19781,

Cypess Yy cols. (1977), mencicnan que los casos oculares
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reportados difieren de los de LMY en los siguientes aspectos:

1) La edad de estos individuos es mayor que la de los
pacientes con LMY sistémica,

2) La alteracidn con LMO usualmente se presenta en ausencia de
pica y signos o sintomas de LMY.

3) La respuesta inmune, mediada por anticuerpos en suero se
observa con menor frecuencia en los casos oculares. La alteracidén
producida por LMY rara vez es fatal; la larva puede migrar a ojos y
ocasionar ceguera benigna permanente, desafortunadamente el
resultado de la lesidén retineal frecuentemente es confundido con
retinoblastoma, que conlleva a la enucleacidn innecesaria del ojo
C(Schantz, 1979).

En un grupo de paclentes con alteraciones oftalmolégicas
estudiados en el Centro para el Control de Enfermedadss
Transmisibles de Atlanta, Georgia, EUA; se diagnosticaron 41 casos
seropositivos de LMO en un periodo de 16 meses, que representd, una
proporcidn del 37% del total de las enfermedades retineanas
diagnosticadas; todas los pacientes presentaron una importante
perdida de la visidn.

La endoftalmitis por Toxocara canis se clasifica de 1la

siguiente forma:
1) Endoftalmitis crdnica Cabscesao vitreod
2) Granuloma del polo posterior
3Y Masa granulomatosa periférica inflamatoria

42 Presentacidén atipica
Wilder (1950), hizo un importante descubrimiento al notar que
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muchos ajos se enucleaban con diagndstica presuntivo de
retinoblastoma, exhibienda evidencia patoldgica de infeccidn
parasitaria, este hallazgo se debid a un exhaustivo estudio de
cientos de cortes histoldgicos seriados de 46 ojos que revelaron la
presencia de abscesos eosinofilicos. En 24 de estos ojos se observd
la existencia de larvas o restos larvales, a esta sentidad
anatomopatoldégica la llamd endoftalmitis por nemitodos.
Aparentemente la mayoria de los ojos afectados presentaron una
marcada inflamacién del vitreo, desprendimiento de retina vy

leucocoria.

Endoftalmitis crénica.

Fu& la primera forma de endoftalmitis por JToxocara canis que

se describié histoldgicamente. La mayoria de los casos descritos
por Wilder (1930 pertenecen a esta clasificacidn, y los ojos
fueron enucleados debido a la posibilidad de retinoblastoma. La
presencia de una respuesta inflamatoria densa del vitreo, una
profunda reduccién en la claridad de los medios y desprendimiento
de retina, fueron demostrados en la mayoria de los casos.

Los pacientes con presentacidon de endaftalmitis por T. canis
fueron ligeramente mis jovenes que aquellos en los que se presentd

una respuesta granulomatosa localizada (Wilkinson, 19712,

Granuloma de polo posterior.
Depende sobre todo de la etapa en que es observado, aunque
estos pacientes suelen presentar mis frecuentemente estravismo

secundaric que los pacientes con endoftalmitis crdénica., Esta
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variedad de infeccidn puede presentarse inicialmente con .una
relativa opacidad en el vitreo y signos de inflamacién aguda, en la
que el granuloma del polo posterior se observa como una masa difusa
mal definida, con inflamacidén del vitreo, sin embargo, el gel
vitreo se aclara al disminuir la inflamaci¢n. En esta variedad,
comienzan a aparecer masas inflamatorias subretinianas -]
intra~retinianas tipicamente bien definidas, que son relativamente
pequefias y tienen un rango de 0.75 a 6 mm de didmetro, Las masas
granulomatosas esféricas son generalmente blancas o grises C(Hagler

Yy cols., 19812,

Masa inflamatoria periférica.

Esta variedad de endoftalmitis por Toxocara canis también
puede ser precedida por una forma ma&s activa y aguda pudiendo
aparentar una endoftalmitis difusa, Se aprecia una masa
inflamatoria densa de color blanco en la periféria de la retina,
puede estar bien laocalizada, de configuracién esférica, similar a
aquellas observadas en el polo posterior. Alternativamente la
inflamacién puede estar difusa y semejar un "banco de nieve', como
la que se observa en la tipica pars planitis severa. Existen bandas
de traccidén intravitreas que pueden producir desprendimento de la

retina,

Presentacidén atipica.
Ademas de lo descrito anteriormente en las tres formas
clasicas de presentacidn de endoftalmitis por T. canis, tambidén se

han observado formas atipicas de presentacioén, como Sson 1)
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inflamacién de 1la cabeza del nervio d&ptico, 2) movilidad
subretiniana del nemitodo, 3) corioretinitis difusa. La afeccién
del segmentoe anterior por Toxocara canis da como resultado
canjuntivitis, queratitis, nddulos localizados en iris, y cambios
en el cristalino,

El diagndstico de toxocariasis ocular no es dificil cuando se
asocia <on una discreta masa inflamatoria y cuando se observa la
tipica organizacidén epi~retiniana y vitrea, sin embargo, en ojos
von una severa opacificacién del vitreo puede resultar imposible
hacer un diagndéstico apropiado basidndose solamente en los hallazgos
morfolégicas. Son de importancia en el diagnédstico diferencial de
la toxocariasis ocular el retinoblastoma, otras formas de uveitis,
la endoftalmitis, fibroplasia retrolental, vitreo=retinopatia
exudativa familiar, enfermedad de Coats, persistencia de vitreo
primario hiperplasicoe y neuritis dptica idiopatica (Wilkinson,

1989,
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‘2+ 4. DIAGNOSTICO DE LARVA MIGRATORIA.

Para realizar el diagnédstico etiolégico de larva migratoria
visceral C(LMY) y ocular C(LM®), se deben tener en cuenta, entre
otras cosas, los antecedentes epidemioclégicos y la convivencia con
cachorros de perro, ademis de los sintomas y signos clinicos
compatibles con LMY o con LMO,

Es importante recordar que ToXocara canis no completa su ciclo

bioldgico en el hombre, debido a que no es su huésped habitual, por
esta razdén los exadmenes coproparasitoscédpicos no se realizan.

Recientemente, Clarke y cols. (1992) reportaron un caso de LMV
hepatica descubierta por ultrasonido, sin embargo, no se ha
evaluado la utilidad de esta prueba en el diagndéstico de la LMY. La
confirmacidén diagnéstica sdlo es posible cuando se demusstra la
larva en biopsia o necropsia, pero se requieren cientos de cortes
histoldgicos seriados para encontrar a la larva (Wilder, 1950} y
una vez encontrada la larva de T. canis deberd ser diferenciada de
aotras larvas de noemitodos en base a sus caracteristicas
morfoldgicas.

En pacientes con LMY a los que se les efectua laparotomia, las
lesiones del higado aparecen como placas blanquecinas y al estudio
histolpatoldgico se aprecia wun pequefico foco de inflamacidn
granulomatosa compuesto en su mayoria por eosindfilos, celulas
epitelioides y células gigantes que rodean la larva, alteraciones
que también se observan en pulmones Yy cerebros de casos de
autopsia,

Las muestras para el estudic citolégico del humor acuosa o del
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vitreo también pueden ser de utilidad para confirmar el diagndstico
de toxocariasis ocular. La presencia de eosindfilos es compatible
con LMO, mientras que otras formas de inflamacidén ocular se asocian
con otros tipos de cé¢lulas inflamatorias (Wilkinson, 1989).

Los sigulentes datos de laboratorio clinica, aungue
inespecificos, es comin encontrarlos asociados con el sindrome de
larva migratoria.

Eosinofilia. - Moderada o marcada pero persistente.

Leucocitosis.~ Pueden existir cuentas de 30,000 a 100,000
leucocitos por mm® ¢Schantz y Glickman, 1978),

Hiperglobulinemia.= Hay wuna elevacién de inmunoglobulinas
ospecialmente IgG e IgE y en menor grado IgM, este aumento puede
reflejar una respuesta inmune especifica contra las larvas de
Toxocara canls, una respuesta inespecifica o bien dafio en el tejido
hepatica.

Albumina.~- Se pueden presentar niveles de concentracidén
ligeramente bajos.

Anticuerpos de Forssman.~ En la toxocariasis tienen una
concentracidén alta (Huntley y cols., 1965).

Isochemaglutininas anti=A y anti~B.- Existe una moderada o
marcada elevacidén de los titulos de ischemaglutininas anti-A y
anti«B, ¢sto se debe a que las larvas contisnen polisacaridos
relacionados con sustancias del grupo AB. En una encuesta realizada
a 51 pacientes clinicamente compatibles con LMV, el 56.9% tenfan
aglutininas anti-A y el 86.,1% aglutininas anti~B, sin embargo, los
autores no mencionan el grupo sanguinec de las personas = que

participaron en la encuesta (Huntley y cols., 196%).

26



2.5, METODOS INMUNOLOGICOS.

Debido a que los datos clinicos y de laboratorio, en general
san inespecificos sn esta parasitosis, el obtener la evidencia
pzrasitolégica es practicamente imposible, es por éstc que el
diagnéstico de laboratorio fundamentalmente se ha basado en métodos

imnunnlégicos como son los siguientes:

Intradermorreaccidn

Los antigenos de Toxocara canis se han usadn en
intradermorreaccidén para toxocariasis, pero como éstos se obtienen
del  parasito adulto que no se encuentra en el hombre, la

especificidad del método es incierta (Woodruff, 1964,

Pruebas de precipitacidn.

En estas prushas se emplean antigenos solubles relativamente
puros, sin embargo, la mayocria de ellas son inadecuadas dehido a la
gran cantidad de antigeno que consumen. Las técnicas de
precipitacidén mis cominmente usadas para enfermedades parasitarias
basicamente se realizan en gel, coma son la doble difusidn
COuchterliony?, difusidn radial, inmunoelectroforesis Yy
cantrainmunoslectroforesis. Estos métodos relativamente simples se
han considerado técnicamente adecuados para el diagnéstico de
laboratorio y han sido de utilidad para entender la complejidad de
la respuesta antigeno anticuerpo en las infecciaones parasltar}as,
pero su valor practico en inmunodiagndstico es limitado debido a su

haja sensibilidad y de que los resultados se obtienen después de 12
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a A8 horas (VYoller y De Savigny, 1981).

Cypess y cals, (19772, utilizando antigeno de huevos larvados,
compararon la inmunodifusion (ID) con ELISA y encontraron gque en
ID, siete de diez pacientes con LMY fueron positivos, mientras que
cAon ELISA los 10 pacientes presentaron la prueba positiva, por lo
que concluyeron que ELISA fue mas sensible para la deteccidn de
anticuerpos que el método de difusidn de agar.

Un afio mas tarde, Glickman y cols. €1978), reportaron con la
tecnica de Ouchterlony especificidad del 92.3% y sensibilidad del

65,2% Iinferior a la de ELISA que fue del 78,3%.

Mstodo de aglutinacidn.

Agqlutinacién Pasiva.— En estas pruebas, los antigenas de
parasitos solubles y potencialmente puros se unen a particulas
inertes tales come eritrocitos, ponllestireno (latex), carbén o
bentonita. La aglutinacidn pasiva de las particulas portadoras
sucerde en presencia de cantidades de antigeno y anticuerpo reactiveo
equivalente, y los resultados se pueden leer visualmente.

Las pruebas de 1la hemaglutinaci¢n indirecta pueden dar
resultados inespecificos debido a las aglutininas heterdfilas en el
suero de los individuos. La preabsorcidn de los sueros y el uso de
los eritrocitos humanos del grupo 0" reduce este problema C(Voller
y De Savigny, 1881).

La hemaglutinacidn indirecta, ha sido empleada
satisfactoriamente en el serodiagndstico, por Kagan y cols., €185,
y por Krupp (1874), para detectar anticuerpos, empleando extractos

crudos de parasitos adultos, huevos embrionados y larvas de segundo
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estadio de Toxgocara ganis (Smith y cols, 19802,

Cypess y cols. (19772, emplearon la hemaglutinacidn indirecta
¢no aclaran con que antigeno sensibilizaron los eritrocitoas) y
encontraron una sspecificidad del 92.3%, igual que con ELISA y una

sensibilidad del 18.2% inferior que con ELISA que fue del 78.3%,

M¢todos con reactivos marcados.

Estas pruebas incluyen a todas aiuellas on las que una de laos
componentes inmunoldgicamete reactives se une a un marcador que
puede seor detectado y medido en minimas cantidades, son de los
métodos seroldgicos mAs sensibles de que se disponen en 1la
actualidad. En los tGltimos afios estas pruebas han ganado una
posicidén dominante en la serologia parasitaria. Su alta
sensibhilidad, su escaso requerimiento de antigeno y el permitir
procesar varios sueros a la vez, han sido los principales factores

de su aceptacidén en muchos laboratorios.

Inmunoflorescencia Indirecta.~ El1 primerc de estos métodos
introducidn a la parasitologia, fue el de anticuerpos fluorescentes
CIFI1>, en el que la antigamaglebulina marcada con fluoresceina se
emplea para detectar la reaccisdn anticuerpoe especifico que se lleva
a cabo #n todo 21 parasito o en secciones del mismo., Esta forma de
antigeno puede ser facilmente preparada ¥y convenientemente
almacenada por. largos periodos, también permite la identificacidn
de reacciones en diferentes sitios de los parasitos. Sin embargo,

en helmintos se pusden presentar reacciones cruzadas. La desventaja
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de la prueba IFI clasica es la necesidad del buen mantenimiento y
cuidado del sistema de microscopia fluorescente y la subjetividad
on la lectura al microscopio (Voller y De Savigny, 1981).

Bisseru y Woadruf £ (19682, usaron la reaccidn de
inmunoflorescencia indirecta, para detectar la presencia de
anticuerpos contra larvas de segundo estadio de Toxocara canis,
recupsradas de ratones infectados mediante sl método de Baermann y
observaron que uno de cada cinco sueros normales (20%) presentaban
una significativa reaccién fluorescente y que de tres sueros de

paclentes infectados con Ascaris lumbricoides dos fueron positivos

a diluciones de 1:10 y 1:20 y uno de éstos se mantuvo positivo a
una dilucidén de 1:5120, por lo que ellos recomiendan usar la prusba
s$élo en regiones donde la infeccidén por A, lumbricoides sea

relativamente rara.

Radioc inmunoensayo.,~ En el segundo grupc de métodos con
reactivos marcados se encuentra el radiocinmuncensayo o ensayo
inmmoradiométrico, CRIAD, que se ha empleado poco en
inmunodiagnédstico parasitario. La mayoria de los laboratorios
parasitoldgicos no estan bien equipados con isdtopos y la vida
media corta de los antigenos marcados restringe grandemente su uso
en los paises en vias de desarrollo. RIA ha side Gtil en la
investigacion de enfermedades parasitarias y especialmente en la
medicidn de la respuesta especifica de IgE (Welss y cols, 1978).

Ceska b4 cols. c1972>, desarrollaron el ensayo
radioinmunocabsorbente en celulosa activada a la cual el antigeno se

enlaza en forma covalente., Esta prueba tiene wuna sensibilidad que
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permite la deteccidn de niveles hajos de anticuerpos circulantes en
infecciones parasitarias.

Smith Y - cols. €19802, realizaron el ensayo
radioinmmoabsorbente en papel C(PRIST), para la deteccidn de
anticuerpos especificos contra Toxocara canis sn sueros humanos,
sin embargo, ha dejado de ser utilizado por presentar diversas
.nmplicacioneé.

Inmuncensayo enzimatico CELISAY.- Es el mas popular de los
métodos con reactivos marcados recientemente intraducidos. En estas
tecnicas el anticuerpo puede ser marcado con una enzima sin pérdida
de la capacidad enzimatica o inmunoldgica, de este modo, la
reaccidén lnhunolcgica especifica puede ser convinada con la
sensibilidad de la amplificacién enzimitica. Estas pruebas son
comunmente realizadas en fases solidas, sus resultados tienen gran
ohjetividad y sensibilidad y se pueden cbtener mediante el uso de
sistemas de deteccidn con sustratos cromogénicos o fluorogénicos
CYoller y cols., 1979.

El ensayo inmunoenzimitico tiene sensibilidad comparable a los
métados inmunorradiométricos, pero se puede efectuar en
laboratorios modestos con equipo simple y leyendo visualmente los
resultados si es necesario. l.os reactivos son estables y tienen una
vida media larga, de este modo, los materiales de prueba pueden ser
estandarizados y transportados a adreas de trabajo distantes.

Se pueden procesar eficientemente por ELISA un gran numero de
muestras, ésto  ha sido particularmente util en estudios
epidemioldgicos C(Hakim y cols., 1992), ELISA requiere volumenes

pequefios de muestra y puede dar resultados cuantitativos en pruebas
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dee dilucidn simple de suero o en papel filtro con sangre eluida
(Yaller y De Savigny, 1981).

Segun Glickman y cols., (1978), Al detectar los anticuerpos
circulantes anti~Toxocara canis con 1la técnica de ELISA 1la
sensibilidad fué¢ del 78%, en comparacién con hemaglutinacién
indirecta (IHA) 18.2%, floculacidn con bentonita (BF) 25.8% vy
Ouchterlony 65.2%. La especificidad para todos fué de 92% o mis, sl
valor de prediccidn positivo fué de mas del B85%.

En la actualidad la prueba de eleccidén para demostrar

infeccidn sistémica u ocular por T. canis es la prueba de ELISA
(Kagan, 1979; Shields, 1884; Schantz, 1989 y Magnaval y cols.,
1992,

Aunque el Centro para el Control de Enfermedades
Transmisibles de Atlanta, Georgia, EUA; considera que por ELISA
titulas séricos menores de 1:32 no son significativos en el
dlagnédstico de toxocariasis sistémica (Worley y cols., 19842, otros
autares expresan que titulos séricos de 1:8 son suficientes para
apoyar el diagnéstico de toxocariasis ocular si el paciente tiene
signos y sintomas compatibles con el padecimiento (Hagler y cols.,

1981),
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2.6. ANTIGENOS DE PARASITQS PARA EL INMUNODIAGNOSTICO.

En los nemitodos, durante algunos estadios larvales
parasitarins los materiales antigénicos importantes son liberados,
é#sto se acompafia por una variedad de aspectos fisioldgicos y
hioquimicos. La respuesta del huésped cambia tanto cuantitativa
como cualitativamente. Muchos parasites sufren una amplia migracidén
dentro del huésped, los parasitos mas afortunados han desarrollado
reducida disparidad antigénica al compartir antigenos con su
huésped y con otros parasitos patdgenos (De Vay y Adler, 1976).
Muchos de los anticuerpos producidos durante las infecciones
parasitarias no estan dirigidos contra el parasito y son de
especificidad desconocida. Todas estas caracteristicas convergen
para hacer del inmunodiagnédstico parasitario una de las mas

desafiantes disciplinas en el laboratoria clinica.

Antigenos totales y extractos.

En la preparacidén de antigenos para el innunodiagnéstico
parasitario ha sido comin el uso de todo el organismo o su extracto
crudo. Tales antigenos son imposibles de estandarizar por medios
bioquimicos debido a que la reactividad sélo se presenta en una
pequefia parte del parasito y se puede inhibir por la mezcla de los

diversos componentes antigénicos.
Antigenos de superficie.
Desde la introduccidn de la prueba de anticuerpos

. inmunoflorescentes para la serologia parasitaria los antigenos de
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superficie han tenido wun propégsito util, especialmente en
protozoarios. El uso de antigenos de superficie en serologlia es
conveniente debido a c;ue ¢¥stos son los primeros antigenos
detectados por el huésped durante la infeccidn. Desafortunadamente
muchas do las defensas del parasito contra la inmunidad del huésped
también se asocian con su superficie.

La mayorfia de los antigenos de superficie de los helmintos
poseen un alto contenido de antigenos no reactivos yZo de reaccidn
cruzada incluyendo antigenos similares a los del huésped y otros
productos heterdlogos tales como substancias del grupo sanguineo,

polisacarido C y antigenos de Forsmann C(De Yay y Adler, 1978).

Antigenns secretorios.

El usoc de excrecliones y secreciones de nematodos, pueden tener
cisrta ventaja para ‘el diagnédstico cuando los parasitos se
encuentran vivos en el huésped. Los productos secretados contienen
pocos componentes antigénicos altamente especificos (Fife, 1971; De
Savigny, 197%5; Crandall y Zam, 18968), Al contener pocos caomponentes
se simplifica cualquier paso de purificacién que pudiera ser
necesario para facilitar la estandarizacidn.

De Savigny (1975), desarrolld un método para mantener las

larvas de Toxogara canis in vitro en el que estas eliminan al medio

proteinas que son Utiles para 1la deteccidn de anticuerpos
especificos, al que llamé antigeno de excreciones y secreciones
(ESD.

Al comparar los extractos crudos de todo el parasito con los

antigenos metabdlicos de los estadios larvarios, se ha abservado
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quee estos dltimes son mejores, solo que estan disponibles en
mi nimas cantidades y unicamente se pueden emplear en inmunoensayos
altamente eficientes, La falta de técnicas adecuadas de cultivo in
vitro de helmintos, ha retrasado enormemente la investigacidén y el
uso de antigenos secretorios en serclogia. AdemAs de que hay una
gran necesidad de estandarizar la elaboracidén de antigenos de

referencia internacional CVoller y De Savigny, 19812,
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2.7. TRATAMIENTO Y PRONQSTICO.

fratamiento Médico.

Algunas drogas se han utilizado en el tratamiento de larva
migratoria wvisceral C(LMY), como el citrato de dietilcarbamacina
(netrazan?, que puede causar elevacién temporal y luege una caida
en la cuenta de sosindfilos (Smith y Beaver, 1953; Snyder, 1961).
Se ha observade que 1la dietilcarbamacina reduce gradual y
notahlemente el nimerc de larvas recuperadas del higado y otros
tejidos de ratones experimentalmente infectados. Este medicamento
hasta el momento se considera adecuado para el tratamiento de la
LMY (Clarke y cols. 19922,

Se ha empleado también el tiabendazol, que tiene 1la
peculiaridad de destruir la fase tisular de algunos parisitos, ha
sido administrado a pacientes con larva migratoria ocular CLMO>
CNelson y cols., 1966; Mac Dougall, 19692, a dosis de 125 mg, en
dos dosis por 3 dias, (Gass y cols., 1878), y en una dosis de 20 a
S0 mgskg de peso por dia durante 7 a 10 dias C(Pollard, 1979); en
pacientes con larva ocular activa se ha administrado 50 mgrkg de
peso al dia, de 2 a 3 dias (Brown, 1970).

Nn hay datos disponibles concernientes a los efectos del
tiahendazol en pacientes con LMQ, sin embargo, si se utiliza esta
droga se corre el riesgo de acentuar la respuesta inflamatoria por
la muerte del parasi.to. por lo que se recomienda el uso de
antiinflamatorios del tipo de la prednisona (Zinkham W. H., 1978).

La administracién de corticosteroides también es Util en las
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lesiones oculares y estan indicados en pacientes que presentan
inflamacidén, con ohjeta de prevenir los camhios que pueden
ocasionar desprendimiento de la retina CO°’Connor, 1980).

Huismans €19772; Gass y «cols. €1978), recomiendan la
destruccidén de la larva por fotocoagulacién cuande es visible en el

ojo y esti situada en un lugar accesible.

Cirugia Ocular,.

La principal indicacidn de la cirugia en casos de LMO causadas
por Toxocara canis, es cuando existe desprendimiento de retina. En
estos casos las técnicas de vitrectomia son utilizadas para remover
las membranas epiretinianas o trans-vitreas que producen traccidn
sobre la retina, 1o que permite colocarla en su lugar (Wilkinson,

1989) .

Prondstico,

En la mayoria de los casos, el prondstico eventual es
favorable, a msnos que haya invasién del ojo. Inclusa cuando se
produce ésta, las posibilidades de conservar la funcién oacular
mediante un diagndstico rapido y tratamiento eficaz son altas

{Heaver, 19862,
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2.8, PROFILAXIS,

Schantz y Glickman C1983), recomiendan las siguientes medidas:

Disminuir la poblacidén de los perro sin duefio.

Esterilizar a los animales de compafiia cuando no se desee su
reproduccidn,
Excluir los perros de las areas de recreacidn infantil,

Promulgacién de leyes, o apoyo a las ya existentes, que obligan
a la utilizacidén de arnés, collar y correa.

Fomento del concepto de responsabilidad de los duefios de
animales de compafiia en cuanto al control y eliminacién de
materias fecales.

Educacidén a la poblacidn socbre el potencial zoondticao de los
parasitos caninos.

Desparasitacidn periddica de los perros.

Descontaminacidén ambiental.

Evitar la geofagia en los nifios.
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3. JUSTIFICACION.

En México se desconoce la frecuencia de toxocariasis en
humanos debido a que se ha trabajado muy paco en encuestas
epidemiclégicas dirigidas a conocer el problema, ademis, por que el
diagnostico parasitoscédpico es dificil y tanto los datos clinicos
como los de laboratorio son inespecificos y pueden ser causados por
diferentes agentes etioldgicos. Por otra parte, la inespecifidad de
las pruebas seroldédgicas, que se utilizan actualmente, debido a las
reacciones cruzadas gque se obtienen, por la crudeza de los
antigenos, da como resultado que el diagndstico inmunoldédgico sea
poco confiable.

Por lo anterior, es necesarico elaborar y evaluar antigenos de

diferentes componentes y etapas evolutivas de Toxccara canis para

ser utilizados en pruebas serolégicas confiables y sensibles
fisicogquimicamente hablando, Yy realizar de esta manera un
diagndsticao seroldégico eficiente Y oportuno, que permita
praoporcionar un tratamiento médico adecuado, para evitar el
tratamiento quirturgico innecesario.

Por otra parte, si se cuenta con antigenos y un ensayo
seroldégico dptimos, también ser& posible valorar la frecuencia con
la que se presenta esta parasitosis en nuestro pais, ya que los

datos existentes en la literatura médica son muy escasos.

39



4, HIPOTESIS.,

El anti{geno crudo extraido del adulto de Toxccara canis hasta

la fecha, se ha considerado en Mé&xico, como una herramienta Gtil en
el diagnéstico seroldgico de la toxocariasis larval, pero es
probable que si se obtienen antigenos; somatico, de superficie o de
excreciones y secreciones de larvas de segundo estadio de T. canis,
se lograrid reducir la presencia de reaccidnes cruzadas, que son
comunes en sueros de individuos multiparasitados (situacidédn muy
frecuente en nuestro medionl, ¥y también mejorar la sensibilidad,
especificidad y eficiencia en la prueba de inmuncensayo enzimatico

CELISAY.

S. OBJETIVOS.

1) Detectar perros con JToxocara canis, para aislar 1los

parasitos.

II> Eclosionar huevos larvades de T. canis,

III> Mantener in vitrgo larvas de T. canis.
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IV) Producir antigenos, de distintos ‘componentes o etapas

cvalutivas de Texocara canis, como sond

a) Antigenos completos crudos de adultos y de larvas «de

segqundo estadio (L2) de T. canis.

h) Antigenos de excreciones y secreciones de adultos y de

larvas (Lz) de I. canis.

¢2) Antigenos de superficie de adultos y de larvas (Lz2) de

T. canis.

v Evaluar los antigenns con la técnica de ensayn

inmunoahbsorbente ligado a enzimas CELISAD.

YI) Detectar pacientes infectados con larva migrateria de T.
canis, con Asgaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Fasciala
hepatica. Hymenolepis nana, Toxoplasma gondii, Necator amerjicanus y

la forma larvaria de Taenia selium (Cisticercod.

Yi1> DPeterminar el grado de cruce inmunoldégica de cada
ant.igena, en sueros de individuos infectados con algunos nematados,

cestodos, tremitodos y protozoarios.
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G. MATERIAL Y METODOS.

6.1, Obtenci¢n de Parasitos Adultos y Larvas de Segundo Estadio

CL-2) de Toxocara canis.

G.1.1. Adultos.

Para cbtener los parasitos adultns, se svisceraron cachorros
de perro de 2 a 6 meses de edad, raza criolla, infectados
naturalmente y sacrificados en las siguientes instituciones de la
ciudad de México: Centro Antirrabiceo de San Francisco Culhuacan,
Centro de Control Canino Luis Pasteur, Centro de Control Caninc de
la Delegacidén Venustiano Carranza y Departamento de Necropsias de
la Facultad de Medicina VYeterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional Autdnoma de México.

La diseccidn longitudinal del intestino delgado de laos perros
para extraer 2 los nematodos se realizéd cuidadosamente para no
lesionarlos, can unas pinzas de diseccidn sin dientes se
depositaron éstos en un frasco con solucidn salina isotdnica (SSI,
NaCl 0.15 M. pH 6.6). Se lavaron 5 veces con SSI estéril y se
incubaron a temperatura ambiente, en SSI estéril, adicionada con
800 VI/mL de penicilina sddica (Lakesided y 1 mgs/mL.  de
estreptomicina Clakeside), durante 45 minutos. Después se lavaron

nuevamente 3 veces con SSI estéril.

G6.1.2. Larvas.
La liberacién de larvas de los huevos, se llevd a cabo en bhase

a procedimientos descritos previamente por (De Savigny, 1975;



Stevenson y Jacobs, 1977; Smith y cols. 1980), con algunas
modi ficaciones. .

Las hembras adultas gravidas se aislaron y a cada una se le
eXxtrajo el utero, mismo que se disecd, para liberar los huevaos en
solucidén salina amortiguadora de fosfatos (PBS, NazHPO4 6 mM;
KHZPO‘ 4 mM y NaCl 130 mM, pH 7.2), con formol al 1%. Los huevos se
ajustaron a una suspensidén del 10X en agua destilada y se lavaron
cinco veces por centrifugacidn a 2500 rpm, por 3 minutos., Se les
agrego el mismo voluimen de NaClQ al 4% Chipoclorito de sodia
comercial) y se agitaron durante 10, 20, 30, 40, S0 y 60 mins, en
un agitador Andreas Hettich Se DGE 2116 a 3 Hz (180 periodos por
minutod.

Para quitar el excedente de cloro, sSe lavaron cinco veces con
solucién salina balanceada de Hanks estéril C(HBSS, microlab 247} y
se incubaron a temperatura ambiente con agitacidén (2 hz.) durante
15, 30, 45, 75, 90, 105 y 120 minutos en HBSS, ésta se realizé¢ para
cada unos de los cinco tiempos diferentes de agitacidén con
hipoclorito de sodio, para buscar el tiempao dptimo en el que se
erosionara la cubierta de los huevos sin dafar a las larvas. Se
lavaron S veces con HBSS para desechar restos de cublertas y larvas
muertas.

En un vaso de precipitados estéril de 80 mL que contenia HBSS
estéril, adicionado con 100 UI/mL de penicilina sddica (Lakesided y
250 ugs/ml. de estreptomicina C(lakesided. Se colocaron 4 cubiertas
estériles de papel seda Clents cat P1055, size 4" x 6", Qty. 50
sheets, Rev. B/80, Distributed by: American Scientific Products).

Sobre las cubiertas de papel se depositaron las larvas y se
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incubaran en bafio Marfa a 37 °C durante 2 horas. Pasteriormente, se
revisd que todas las larvas vivas en el papel seda hubiesen pasado
a través del filtro., Con cuidado de no mover el vaso de
precipitados, se quitaron las tres cubiertas de papel seda y se
pasaron a otro vaso con SSI.

Las larvas, se dejaron sedimentar, se decantd el sobrenadante,
Yy =1 paquete de larvas se transfirid a un tubo cédnico graduado
estéril. Se tomd wna muestra y se observd al microscépic para
corroborar la limpieza del paquete larval, ya que si no sestaban
limpias se volvian a filtrar. Cuando se requirieron para preparar
antigeno de excreciones-secreclones, se lavaron 3 veces en medio
RPMI 1640 con L-glutamina CSIGMA (Cell Culture Reagents),
amurtiguado a pH de 7.2 con carbonato 4cido de saodio (NaHCOs) 23 mM
Yy can N=2=hidroxi=etil=piperacine N-2-etano acido sulfdnico C(HEPES)
25 mM, ademis se le adiciond 80 ugs/mb de gentamicina. Si las larvas
se destinaban para antigenos somiticos y de superficie, los 3

lavados se efectuaban con PBS pH 7.2 estéril.
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6.2, Elaboracién de Antigenos de Toxocara canis,

G6.2.1. Antigenos SomAticos de Larvas de Segunda Estadic (Som
L-2).

Se prepararon con paquetes de larvas obtenidas de acuerdo al
inciso 6.1.28., #éstas se depositaron en un homogeneizador estéril, y
se agregd 4 mL de solucidn de sacarosa 0.25 M par gramo de larvas y
se maceraron wn baffio helado hasta que se logrd la mayor
dilaceracién posible. La suspensién se aspird con una jeringa de
cristal de 20 mL (Becton, Dickinson de Méxica) y aguja hipodérmica
tipo raguea del No. 19 y de 75 mm. de longitud (Sanko Industrial)d,
se depositaron lentamente en el fondo de un frasco de hoca ancha
con tapédn esmerilado que contenia acetona fria C—EODC), en
proporcidn de 16 volumenes por homogeneizado inicial. Se tapé y se
agitd vigorosamente hasta que se homogeneizéd perfectamente. Se dejd
reposar durante 20 minutos en baffo helada.

La acetona, se decantd y se repitid el mismo procedimienta,
salo que en esta ocasidn el reposo se mantuve durante 1 hora.

Nuevamente, se decantd la acetona y el sedimento se transfirid
a tubos de centrifuga de S0 ml con acetona fria, se homogeneizd y
se centrifugd a 3000 rpm. durante 15 minutos.

Se decantd el sobrenadante y se liofilizd el sedimento, Este
liofilizado se resuspendid en PBS (NaZHPO‘ 6 mM; KHzPOQ 4 mM y NaCl
130 mM, pH 7.2), en proporcién de 0.8 mlL por voluimen de
homogeneizade inicial. Se agitd durante 16 horas a temperatura de
4°c,

Se centrifugd a 15 000 rpm. durante 30 minutos a 4°C. Se
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colectd el sobrenadante, se dializé durante 48 horas, se agregd 1
mM de etilendiamina acido tetracético CEDTA), ¥y se almacend en

alfcuotas de 0.5 mL a -20°C hasta su uso.

G.2.2. Antigenos Somiticos de Adultos (Sam Ad.

Se prepararon con parasitos adultios que se obtuvieron de
acuerdo al inciso 6G.1.1. el praocedimiento fue similar al
anteriormente descrito para el antigeno Som L-2., sdlo que sn este
casa el liofilizado se resuspendid en PBS (pH 7.22, en proporcidn
de 0.4 mlL por volumen de homogeneizado inicial. Y se almacend¢ en

alicuotas de 1 mL.

G.2.3. Antigenos de Superficie de Larvas de Segundo Estadin
(Sup L-2).

Se prepararon con larvas vivas (ver inciso 6.1.2). Las larvas
se colocaron en un tubo cdnico graduado de 15 mL (PYREX), y por
cada volumen de larvas se agregaron 4 volumenes de solwucidn 10 mM
Tris, 0.5% de desoxicolato de sodio. (Tris-Doc?. Se incubaron a 0°C
durante 30 minutos, con agitacidén ocasional. Se centrifugaron a
5000 rpm. durante 5 minutos a 4°C. Se cosechd el sobrenadante,
cuidadosamente para no resuspender las larvas, se agregd EDTA 1 mM

y se almacend en alicuotas de 0.5 mL a =-20°C,

6.2.4. Antigenos de Superficie de Adultos (Som Ad.
Se prepararon con adultos completos y vivos (ver inciso 6.1,
12, Se colocaron en un vasao de precipitados de S00 mL (PYREX), por

cada volumen de adultos Se agregaron 2 volumenes de la solucidn 10
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mM Tris, 0.5% de desoxicolato de sodio (Tris-=Doc). Se incubaron a
0°C durante 30 minutos, con agitacién ocasional. Se decantd la
soalucidén y se centrifugd a S000 rpm., durante 5 minutos a 4°C. se
conlectd el sobrenadante, se agregd 1 mM de EDTA, y se almacend en

alicuotas de 1 mL a =-20°C.

G.2.5. Antigenos de Excreciones y Secreciones de Larvas de
Segunde Estadio CES L-2).

Las larvas vivas para estos antigenos se prepararon coma se
indicéd en el inciso G6.1.2. En tubos de 20 mL (PYREX) con tapdn de
rosca estériles, s® colocaron aproximadamente 10% larvas en 10 mL
de media RPMI 1640 con L-=glutamina (SIGMA Cell Culture Reagents),
amortiguado a pH de 7.2 con carbonato acido de sodic (23 mM) y con
HEPES (25 mM) ademis se suplementd con 80 ugsml de gentamicina. Se
incubaron a 37 °C, Y se observaron semanalmente; los tubos
contaminados o con mas de 9% de mortalidad se desecharon. Cada 7
dias se cambid el medic y el pull de medios colectados se
centrifugd a 5,000 rpm. durante 5 minutes y se filtré con wuna
membrana de nitrocelulosa (Millipore Corporation. Tipo GS, abertura
de poro 0.22 um.

El antigeno se prepard mediante concentracidén y dialisis por
ultrafiltracién con una membrana de amicén PM 10, 000, se concentrd
aproximadamente 30 veces de su volimen inicial, se agregd 1 mM de

EDTA, y se almacend en alicuotas de 0.5 mL a =-20°C.

G.2.6. Antigenos de Excreciones-Secreciones de Adultos CES A),

Se prepararoh con parédsitos adultos que se obtuvieron como. se
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menciona en el inciso 6.1.1. y el procedimiento fu€ similar al ya
descrito para el antigeno ES L~2, con la diferencia de que en este
caso se agregaron dos volumenes de RPMI 1640 por cada volumen de
parasitos empleado y los adultos sdlo se mantuvieron en el medio de
cultivo por 3 dias.

Después de que Se elaboraron los seis antigenos se estimé el
contenido total de proteinas de cada uno de ellos con el método de

Lowry y cols., C1951).
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6.3. Obtencidén de las Muestras de Suero.

Para efectuar las pruebas seraldgicas de hemaglutinacidn
indirecta (HAIY e inmunoensayo enzimadtico CELISA) a cada persnna se
le extrajo, mediante puncidén venosa, un volumen de R a S mL de
sangre periférica. El suero aislado de estas muestras se dividid
en dos partes iguales (Cuna para cada prueba), se le adiciond

timeraosal (1:10,000) y se almacend en congelacién a =20°C.

6.3.1, Muestras de Suero de Pacientes Parasitados.

Las muestras de suero de las personas parasitadas se
ohtuvieron de diversas instituciones; Hospital Oftalmeolégica de
Nuestra Sefiora de la Luz, Asociacidn para Evitar la Ceguera en
México, Hospital Infantil de México, Hoespital General e Instituto
Nacional de Diagndstico y Referencia Epidemioldégicos.

Para integrar el grupo de sueros de pacientes infectados con
Toxgcara canis, se tomd en cuenta que tuvieran un cuadro clinice
tipico de larva migratoria visceral C(LMV) u ocular CLMQ), con
lencocitosis y eosinofilia. Los cinca pacientes con LMV presentaron
serolaogia positiva a T. canis con la técnica de hemaglutinacidn
indirecta (titulo de anticuerpos igual o mayor a 1:32) y en uno de
los casos se encontrd una larva en hiopsia hepatica.

En el grupo de nemitodos se incluyeron a suero de individuos
parasitados con; Ascaris lumbriceoides, Irichuris trichiura,
ITrichinella spiralis y Necator americanus.

El grupo de platelmintos comprendié¢ a sueros de pacientes con

Fasciola hepatica, Hymenalepis nana, cisticerco b4 quiste



hidatidico.

El grupoc de protozoos s§&lo quedd integrade por sueros de
personas infectadas con Toxoplasma gondii, debido a su importancia
como agente etioldgico de algunas patolegias oculares. En estos
paclientes la presencia de anticuerpos anti=-Toxoplasma se detectd
por medio de la técnica de inmunoflorecencia indirecta en el
Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemialdgicos.

El grupo mixto fue constituido por personas multiparasitadas.

6, 3.2. Muestras de Suero del Grupo Control Normal.

El grupo control normal se integréd por 15 individuos
aparentemente sanos, sin eosinafilia, con tres examenes
coproparasitoscépicos (CPS) negativos y titulos negatives de
anticuerpos en la prueba de hemaglutinacidn indirecta (HAI2 con
antigenos de Toxocara canis, Ascaris lumbricoiodes, Irichinella

spiralis, Fascicla hepatica y cisticerco. Este grupo se selecciond

de una poblacidén de 125 nifios alumnos de la Escuela Primaria Martin
Guzman y 25 estudiantes de la Universidad Auténoma Metropolitana.
En estas dos poblaciones también se buscaron personas con CPS
positive a helmintos intestinales para incluir sus muestras de
suero en este estudio.
Los examenes caproparasitoscépicos se realizaron de acuerdo al

método de Faust (Salazar y de Haro, 19802.
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6.4, Técnica de Inmunoensayo Enzimitico CELISA).
G.4.1. Procedimiento.

En la prueba de ELISA C(Engvall y Perlmann, 1972) se emplearon
placas de poliestireno para microtitulacién con 96 pozos, de fondo
en U C(immulén Cooke Microtiter, Alexandria, YA, USA), conforme a lo
reportado por VYoller y cols. €1979) y por Bowman y cols. (1987),
con algunas modificaciones.

La concentracidén de proteinas de cada antigeno fue diferente y
se determiné mediante diluciones con amortiguador de carbonatos
CHC, NaHCOs 45 mM: Nz(:&')a 18 mM, pH 9.6), de acuerdo al método de
Yoller y cols. (1979), en forma de tablerc de ajedrez.

Cada pozo se sensibilizd can 50 11 del antigeno
correspondiente ¥y se incubd durante toda la noche a 4°c,

Las placas se lavaron tres veces durante 1 minuto y se dejaron
en reposo durante S minutos con PBS (pH 7.2>=TWEEN 20 al 0. 05X.

Para bloquear las placas a cada pozo se agregd 150 ul de
albumina sé¢rica bovina (ABS, Sigma Chemical Company) al 1% dilﬁida
con amortiguador de carbonatos y con incubacién de una hora a 37°C.

Se lavd tres veces durante 1 minuto y se incubd durante S
minutas con PBS CpH 7.2)~TWEEN 20 al O.O0SX%.

Se afiadieron S0 ul de suero diluido 1:500 en PBS-TWEEN 20 al
0.05% y se incubd 30 minutos a 37°C.

El control positive consistié en una mezcla de sueros de
pacientes con toxocariasis.

El control negativo se hizo a base de una mezcla de sueros de
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parifmntes aparentemente sanos.

Como control de referencia, sl Dr. Peter M. Schantz del CDC de
Atlanta Georgia, EUA, evalud muestras de sueros de pacientes con
sospecha clinica de toxocariasis y de individuos aparentemente
sanos, lo que confirm®& 1la positividad o negatividad de los
controles empleados en la prueba de ELISA,

Despuss de la incubacidén con suero, los pozos se lavaron tres
voces durante 1 minuto y con S minutos en reposa con PBS-TWEEN 20
al 0. 0S%.

En cada pozo se depositaron S50 ul de antigamaglobulina humana
conjugada con  peroxidasa CAnti-humana 1IgG, y=chain specific,
pernxidase conjugate, Sigma Chemical Company 1 ml. 6 peroxidase
units per mL), diluida 1:900 y se incubd durante 30 minutos a 37°¢.

Las placas se lavaron tres veces durante 1 minuto y se dejaron
en reposo durante 5 minutos con PBS (pH 7.2)~TWEEN 20 al 0.05%.

Se agregd a cada pozo 150 ul del sustrato ortofenilendiamina
COFD, Sigma Chemical Company? disuelto a una concentracidn de 0.04
‘% en amortigudor de citratos (PCB, Acido citrico 24 mM: NazHPod 51
mM, pH S.0) adicidnado con 0.012%X de Hzoz ¥ se incubdé en obscuridad
a temperatura ambiente durante 20 minutacs.

La reaccidén se detuvo con‘SO Kl de stoa 2.5 M.

La placa se leyd en un lector de ELISA (Dynatech 300, USA).

Los resultados se reportaron come cocientes de densidad dptica

CCDO) de acuerdo con la siguiente fdérmula:

Dop
DO = oN
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Donde DOP es la densidad dptica a 492 nm. del problema y DON
s la media mas dos desviacidnes estandar de las densidades épticas
aohtenidas con el suero normal utilizado como control de acuerdo a

la técnica de Gdmez=-Priego y cols., (1991),

6.4.2. Criterio de Positividad en la prueba de ELISA.
El criterio de positivad C(valor de corte) para cada antigeno
se determindé con la suma de la media mas tres desviacidnes estandar

de los CDO de los sueros de grupo control obtenidos con la pruba de

ELISA,

6.4.3. Analisis estadistico:

Para observar la significancia de las diferencias de las
medias de los CDO obtenidas con cada grupo de sueras, Se recurrid
al método grafico de Dice y Leraas (1936). Para determinar 1la
significancia estadistica de las medias antes menciénadas, se

empled la prueba de t de Student.

6. 4. 4. Evaluacidn seroldgica.
Se realizé de acuerdo a lo publicade por Glickman y cols.
€1974), Morrow (19812, y por Méndez y cols, (1984).

Los paramwtros sarolégicés (figura 2) se determinaron de la

sigquiente forma;
Sensibilidad,

Es 1la capacidad de una prueba_ para detectar a los

verdaderamente enfermos (proporcidén de verdaderos positivos). Se
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obtiene al dividir el numero de verdaderos positivos entre el

numero total de casos que tienen la parasitosis.

Especificidad.

Es la capacidad de wuna prueba para detectar a los
verdaderamente sanos (proporcidn de verdaderos negativos). Obtenida
al dividir el nuimero de casos verdaderos negativos, entre el total

de casos que no tienen la parasitosis.

Yalor de prediccién para un resultado positivo.

Es la probabilidad de que wun resultado positivo en la prueba
de ELISA indique una verdadera infeccidén. Este valor sg estimd
dividiendo el nimero de verdaderos positivos entre el numerc total

de casos seropositivos.

Valor de prediccién para un resultado negativo.

Es la probabilidad de que un resultado negativo en la prueba
de ELISA indique verdaderamente ausencia de la parasitosis. Este
resultado se estimd dividiendo el numero de verdaderos negativos

entre el nimero total de casos seronegativos.

Reactividad cruzada.
Proporcidén de sueros de individuos infectados con uno o variaos

parasitos diferentes a Toxocara canis que fueron positivos a la

prueba.
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7. RESULTADOS,

7.1. Liberacidn de larvas de Toxocara canis.

Para ohtener los antigenos larvarios samatica, de superficie y
de excreciones y secreciones, fue necesario estandarizar wuna
pecnica de eclosién para huevos larvados y los resultados fueron
1o siguientes:

Las figuras 3 a, 3 b, 4 a, 4 b, 5 a y S b, muestran los
diferentes tiempos €10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos) de agitacidn
ran hipoclorito de sodio (NaClO) al 4 % En cada experimento se
compararon los tiempos €15, 30, 45, 75, 90, 105 y 120 minutos) de
agitacién en solucidn salina balanceada de Hanks C(HBSS), con el
objeto de buscar el tiempa <&ptimo de incubacidén tanto en
hipoclorito de sodio como en HBSS para erosionar la cublierta de los
huevos de T. canis y liberar a las larvas sin dafiarlas. El tiempo
cera (0) en cada grafica, corresponde al momento final de los
lavadns, posteriores a la incubacién en hipoclorito de sodio;
durante este proceso de lavado, se libera una cantidad importante
e larvas, como se aprecla en las diferentes graficas.

En la figura 3 a, con 10 minutos de agitacién en hipoclorito
e sodin y durante 15, 30, 45, 60, 90, 105 y 120 minutos en HBSS,
se observa que el tiempo en hipoclorito de sodin fue insuficiente,
ya fque hay una gran cantidad de huevos larvados (HL) desde el
tismpn cero C0), hasta los 120 minutos de incubacidén en HBSS, en
donde se nota un aumento de larvas inméviles (LI), debido al
procese de agitacidn.

En la figura 3 b, con 20 minutos de agitacién en hipoclorito
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de sodio y durante 15, 30, 45, 60, 90, 105 y 120 minutos en HBSS,
se observa un porcentaje de larvas vivas o méviles (LMY, casi desde
el inicio de incubacidén en HBSS, aunque el porcentaje mis alto se
presentd de los 30 a 75 minutos, También se aprecia que durante
oste tiempo casi no hay huevos larvados, pero si wuna minima
presencia de larvas inmdviles.

En la figura 4 a, con agitacidn de 30 minutos en hipoclorito
de sodio y durante 15, 30, 45, 60, 90, 105 y 120 minutos en HBSS,
con media hora en hipoclorito de sodic aumenta mas la cantidad de
larvas m&viles en relacidn a la obtenida con 20 mins. de agitacidn.
As{ mismo, disminuye aun mas la presencia de huevos larvados y
también de larvas inmoviles, esta tendencia se observé a partir de
los 30 minutos de incubacidn en HBSS.

En la figura 4 b, con agitacidn de 40 minutos en hipoclaorito
de sodio y durante 15, 30, 45, 60, 90, 105 y 120 minutos en HBSS,
Hay larvas mdviles, perao desde el principio se ven larvas
inméviles, y se empieza a notar larvas desintegradas C(LD).

En la figuras S a y 5 b, con 50 y 60 minutos de agitacién
Crespectivamente) en hipoclorito de sodio y durante 15, 30, 4%, 60,
90, 105 y 120 minutos en HBSS, en ambas graficas se nota como baja
el porcentaje de larvas méviles y el de larvas 1nméviles se
incrementa. Ademis se acentud el fendmeno de destruccidn de larvas,
ya que tanto en la solucidn de hipoclorito de sodic como en HBSS
habia particulas de materia organica en suspencidn por las larvas
desintegradas que alcanzan una proporcién hasta del 71%, lo que
influyd para que las graficas mostraran una imagen 1rregu'1ar.

Se observé que el tiempo mis adecuado para la agltacidn en
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hipoclorito de sodio fue de a 30 minutos y para la incubacidén en
HBSS de 45 a 60 minutos, en base a esto se decidi¢ agitar los
huevos larvados durante 30 minutos con hipoclorito de sodio y 60

minutos con HBSS,

7.2. Elaboracidén de antigenos.

En total se elaboraron seis antigenos gque fueron los
siguientes: antigeno somatico de larvas (Som L), de excreciones y
secreciones de larvas CES L), de superficie de larvas (Sup L2,
somiAtico de adultos (Som A), de excreciones Yy secreciones de
adultos (ES A) y el de superficie de adultos (Sup Ad.

Al terminar la elaboracidn de cada antigeno, se procedid a
cuantificar la concentracidén de proteinas (Lowry, 1951).

Para obtener el antigeno somitico de adultos el método fue
laborioso perc no hubo grandes complicacicnes ya que se empled el
parasito adulto completo, ademas de que en el Laboratorio de
Inmunoparasitologia de la Facultad de Medicina. UNAM se tiene
experiencia en la elaboracién de este tipo de antigenos. El
antigeno somitico de adultos tuve wuna concentracién total de
proteinas de 5,700 ug/mL.

El antigenoc somitico de larvas se elabord con el mismo método
que el antigeno de adultos. Este antigeno fue posible realizarlo
hasta que se estandariz¢ la técnica de eclosidn de huevos larvados
y se pudo reunir una cantidad suficiente de huevos larvados como
para lograr un paquete de 1 mlL de larvas vivas, del que se obtuvo
3.2 mL de antigenc con una concentracién de proteinas de 330 ug-smL,

El antigeno de superficie de adultos es relativamente sencillo
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por la disponibilidad del material bioldgico (la cancentracion de
proteinas fud de 45 ugrsmb), en cambio &l antigeno de superficie de
larvas fue dificil ya que de 1 ml de larvas se obtienen 3 mL de
antigeno con una concentracién de 3 ugs/ml.

for lo que se refiere al antigenc de excreclones y secrecicones
de adultos, se contéd con la ventaja de que se ohbtuve en buena
cantidad, lo que no sucedid caon el antigeno de excreciones Yy
secreciones de larvas, sin embargo, lo que equilibrd hasta cierto
punte la situacidn, fue que algunos de los cultivo larvarios
mantuvieron su viabilidad hasta por S meses a diferencia de los
adultos que a los S dias comenzaban a morir. La concentracidén de
proteinas para el antigeno de excreciones ¥y secreciones de adulto
fue de 125 ugsml y para el de larvas de B7.5 ugs/ml.

Para el cultivo in vitro de los parasitos fue importante
extremar las condiciones de esterilidad para evitar el riesgo
hahitual de contaminacidn bacteriana y fdngica que se tiene al

manejar medios de cultiva.

7.3, Optimizacidn de la prueba de ELISA.

Se titularon los antigenos, mediante diluciones conforme al
método de VYoller y cols. (1979), eon forma de tablero de ajedrez
para determinar la concentracidn de proteinas &4ptima de trabajo
para cada antigeno (cuadro ID.

Se realizaron diversos experimentos para determinar las
concentraciones y los tiempas de incubacidn Sptimos de los seis
antigenos; de la albumina s#érica hovina; del sustrato; de 1la

dilucién de los swueros y del conjugado. Todos estos datos se
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concentraron en el cuadro I para su mejor comprensidn.

Después de que se estandarizé la técnica de ELISA se probaron,
con cada uno de los antigenos, seis grupos de swueros dque se
integraron y clasificaron de la siguiente forma: grupo A)
individuos aparentemente sanos al que se le denomind control sano
(N = 202; grupo B) pacientes infectados con Toxocara canis con
diagndstico clinico de larva migratoria visceral y ocular (N = 14);
grupo C) pacientes con sospecha clinica de toxocariasis (N = 19);
grupo D) con infecciones intestinales o tisulares causada por otros
nematodos (N = 23); grupo E)» con platelmintos tisulares o
intestinales (N = 11) y grupo F) al que se le llamd protozoos pero
s4ln estuvo integrado con sueros de individuos parasitados con
Toxoplasma gondii (N = 10>,

El criterio de positividad para los seis antigenos (figuras 6
a, 6h, 7a, 7b, 8 ay8 b) fue a partir del valor de la media mais
tres desviaciones estandar (Kurstak, 1985) de los coeficientes de
densidad <ptica (CDKOX del grupo control. Los valores de corte en

CDO para los antigenos fueron:

Ant{geno Yalor de corte
Superficie de adultos 2.140
Superficie de larvas 4, 440
Somatico de adultos 2,217
Somatico de larvas 2. 061
Excreciones y secreciones de adultos 1,113

Excreciones y secreciones de larvas 2.717
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CoadRo 1

DESARROLLO DB LA TECKICA DE BLISA PARA LOS ANTIGENOS DE Joxocars canis

Pardoetros | 1 | i Tiempo d¢ | Temperstura |
tecnicos | Compuesto { Comcentracién |  Awortiguador | incubacidn | de incubacién |
1
1 ASonl 1.0 pg/sl Carbonato-bicarbonato] Toda la noche | e i
s 0 mk, pH9.8 | (18 hrs) | :
! ASupl 3.0 wg/al . : . { : :
1 1] 1

] 1
B NS L 1.5 pg/al . b o
Antigenos i )
ASomd 1.0 pa/ul . E . * E
c i i
ASupd 8.0 pg/ul . E . . i
1 1
¥ AES A 8.0 pg/al . \ * * |
1 | |
1
E' | Bloqueador | ABS | 11 | . | | bs. ! e !
Aoticuerpo Suero [:500 1 Salins de fosfatos | 30 xin e E
L CoUsoel, pi T2, :
H t Tween-20, 0.051 | |
1 )
¢ 5 Conjugado | Ba cabra aatigame-| 1:900 | . | 0 min | e 1
] ! globulina husana ! ! H i E

]

[ 1
[ | Substrato | Ortofenilendiamina} 0.4 ng/al |  Citrato-Fosfato | 20 min | Asbiente |
i H | i 76 oM, pB 5.0 ) obscuridad | (18-24°C) !
' |
b | Internuptor] Acido muiftrico | 25K | : { Mwbieate |
{ ! ! ! - ! - by

A So L = Aotfgeno sombtico de larvas
A Sup L = Antigeno de superficie de larvas
A ES L = Antigeno de excreciones secreciones de larvas
A Som A = Aotigeno somético de adutos
A Sup A = Antfgeno de superficie de adultos
A ES A = Antigeno de excreciones secreciones de adultos
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FIGURA 6.

Distribucién de los cocientes de densidad Sptica (CDO) obtenidos en ELISA con
antigenos de superficie de parisitos adultos (Fig. 6 a) y de larvas (Fig. 6 b)
de Toxocara canis, con sueros de individuos: A) normales, B) con diagnéstico
de LMV y LMO, () con sospecha clinica de toxocariasis, D) con infecciones
intestinales o tisulares causadas por otros nemaitodos, E) con platelmintos
tisulares o intestinales y F) con protozoos (Toxoplasma gondii. La linea
continua representa el valor de la media de sueros de individuos normales y la

linea punteada corresponde al valor de la media mis tres veces la desviacién
estandard.
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FIGURA 7.

Cocientes de densidad Sptica (CDO) obtenidos en ELISA con antigenos somaticos
de parisitos adultos (Fig. 7 a) y de larvas (Fig. 7 b) de Toxocara canis con
sueros de individuos: A) normales, B) con diagndstico de LMY y LMO, C) con
sospecha clinica de toxocariasis, D) con infecciones intestinales o tisulares
ocasionadas por otros nemidtodos, E) con platelmintos tisulares o intestinales
y F) ‘con protozoos (Toxoplasma gondii). La linea continua representa el valor
de la media de sueros de individuos normales y la linea punteada indica el
valor de la media mas tres veces la desviacién estandard.
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FIGURA 8.

Distribucién de los cocientes de densidad Sptica (CDO) obtenidos en ELISA con
antigenos de excreciones y secreciones (ES) de gusanos adultos (Fig. 8 a) y de
larvas (Fig. 8 b) de Toxocara canis con sueros de individuos: A) normales, B)
con diagnéstico de de LMY y LMO, €) con sospecha clinica de toxocariasis, D)
con infecciones intestinales o tisulares causadas por otros nemitodos, E) con
platelmintos tisulares o intestinales y F) con protozoos (Toxoplasma gondiid.
La linea continua indica el valor de la media de suerns de individuos normales
¥ la linea punteada corresponde al valor de la media mis tres veces la
desviacién estandard.



La respuesta seroldgica medida en coeficientes de densidad
dptica muestra una dispersidn amplia Cfiguras 6 a, 6 b, 7 a, 7 h, 8
ay 8 b) en todos los grupos. Casl con todos los antigenas el grupo
contrel sano mostrd menor grado de dispersidn y por consecuencia el
coeficiente de variacién fue inferior al de los demas grupos de
sueras (tabla IJ.

Las figuras 6§ a, 6 b, 7a, 7b, 8ay 8b permiten apreciar la
positividad seroldgica presente en cada grupo de sueros, la que se
resumié en la tabla II en donde los valores, de positividad mas
altes fueron para el grupo de pacientes infectados con Toxocara

canls y con los antigenos de excreclones y secreciones de larvas y

adultos. En los seis antigenos se observaron valores de positividad
inferiores, en primer término para el grupo de protozoos (integrado
por pacientes parasitados con JToxoplama gondii), seguido por el
grupc de platelmintos C(en el que se incluyeron pacientes con
cisticercosis).

Una vez que se cuantificaron los sueros positivos y negativos
de los 36 grupos, se aplicaron las férmulas de la figura 2 incluida
en la parte de método y se determinaron los parametros seroldégicos
de sensibilidad, especificidad, valor de predicidén positivo,
negativo y eficiencia en la prueba de ELISA cuyos resultados se
muestan en las tablas III y IV.

Los datos estadisticos fundamentales como son media, media t
dos veces el error estandar y los valores miximos y minimos, de los
grupos control sano, infectados con T. canis, sospecha clinica de
toxocariasis, nemidtodos, platelmintos y protozoas, registrados para

cada uno de los antigenos en el ensayo, se presentaron en forma
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TABLA |

COBFICIRNTE DB VARIACION BN L PRUEBA DB ELISA

CON SBLS ANTIGENOS DB Toxocars canis.
GRUPO (N JAGSIPL  IAGSUPA IAGESL  IAGESA  [ADSORL  |A0SOK A
oSO lSt a0 15,88 %54 2%.81 .93 2594
W0 skl O e s A 78
.S | 384T wai sl s 1,66 $8.96
WENAT, {23 .18 %78 0560 616 6.1 192
moteL. (10} 2.5 5.1 wani w0l e $1.61
PATE. 11| 25.60 18.26 NS 65T 6904 $1.12

TABLA 11

: POSTTIVIDAD SEROLOLOGICA BY LA PRUEGA DB BLISK
| CON SBIS AKTIGRNOS D Togocars canis.
O {NIOSIPL  OSPA LADBSL  LOBSA  HOSIL oSN
i B Vo i P P N
GO0 Sl 0 0 L0 Lo 1o @ to@ {0
T0 I, (10§ 2 (029) |9 (609) | 00 (L86) | 03 (90.86) | 13 (90.86) | ¢ (28.87)
TSR | 0 (0 L L L9 (a0 1S (8.95) |10 (50.69) | 2 (10.89)
NEAT, 123! L (005 12 (ST | 6 (16.09) | 17 (73.90) § 1L (47.89) | B (30.78)
mOTOL, 01 0 (0 1 0 (0 | L0000 {10,000 110,00 t(10.00
PATHL 110} 0 (0 | 109 § 0 () § 208481 10.09 | 2(8.08)

[aie]




TABLA III

EVALUACION SEROLOGICA DE LA PRUEBA DE ELISA
CON ANTIGENO DE LARVAS DE Toxocara canis

PARAMETRO { AG SUP L-2 | AG ES L-2| AG SOM L-2}
! % ! % | %

SENSIBILIDAD | 14.29 { 92.86 | 92.86

ESPECIFICIDAD | 100.00 { 100.00 100.00

VALOR DE PREDICION (+) | 100.00 { 100.00 | 100.00

VALOR DE PREDICION (-) | 55.56 ) 93.75 | 93.75

EFICIENCIA { 58.62 | 96.55 | 96.55
TABLA 1V

EVALUACION SEROLOGICA DE LA PRUEBA DE ELISA

CON ANTIGENO DE ADULTOS DE Joxocars canis

PARAMETRO { AGSUPA | AGES A | AG SOM A
! % ! % ; %
SENSIBILIDAD ! 64.29 ! 92.86 | 28.57
ESPECIFICIDAD ! 100.00 | 100.00 | 100.00
VALOR DE PREDICION (+) | 1060.00 ! 100.00 | 100.00
VALOR DE PREDICION (-) ! 75.00 | 93.75 ! 60.00
EFICIENCIA i 82.76 | 96.55 | 65.52
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grafica de acuerdo al método de Dice y Leraas (19362, lo que se
ohserva en las figuras 9 a, 9 b, 10 a, 10 h, 11 a y 11 b. También
se empled la prueba estadistica de t de Student para evaluar la
significancia estadistica, sélo que con el método grafico de Dice y

Leraas el anilisis estadistico es mas facil de entender.

7.4. Antigenos de Superficie de Adultos y Larvas.

En la figura 9 a, para el antigeno superfice de adultos, se
aprecia que la Areas blancas (X 2 2 EE) de los grupos control,
platelmintos, protozoos y el de sospecha clinica de toxocariasis,
se traslapan, por lo tanto, entre las medias de los CPO de estos
grupaos no hay diferencia estadistica significativa. En los grupos
de infectados con Toxocara c¢anis y nematodos no  presentan
diferencia significativa entre si, lo que indica la presencia de
reaccidn cruzada entre estos grupos.

Con el antigeno de superficie de larvas (figura 9 b2, las
medias de los CDO fueron para el grupo control sano de 1,95, para
el de platelmintos 1.53, para nematodos 2.34, para protozoos 2.45 y
para el grupo de infectado con T. canis 3.12. A pesar de que el

valor de la media de el grupo infectado con T. canis es superior al

del grupo control sano las 4areas hlancas gque corresponden a la
meodia b4 dos veces el error estandard CX : 2 EE) de dichos grupos se
traslapan un poco. En este caso al realizar la prueba t de Student
se determind que la diferencia entre las medias era
estadisticamente significativa, es decir que la media del grupo
infectado con T. ganis fue mayor (p<0.005) a la del grupo control

sano.
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Comparacién en base al método de Dice y Leeras de los cocientes de densidad
dptica (CDO) obtenidos en ELISA con antigenos de superficie de parasitos
adultos (Fig. 9 a) y de larvas (Fig. 9 b) de Toxocara canis con sueros de
individuos: A normales, B) con diagndéstico de larva migratoria, CQ con
sospecha clinica de toxocariasis, D) con infecciones intestinales o tisulares
ncasionadas por otros nemitodos, E) con platelmintos tisulares o intestinales
y F) con protozoos (Toxoplasma gondii). Cuando las areas blancas se traslapan
las diferencias son significativas.
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FIGURA 10,

Apreciacién visual (Segin el método de Dice y Leeras, 1936) de las diferencias
de los cocientes de densidad ¢ptica (CDO) obtenidos en ELISA, con antigenos
somatico de parasitos adultos (Fig. 10 a) y de larvas (Fig. 10 b) de Toxocara
canis c¢on sueros de individuos: A) normales, B) con diagnéstico de larva
migratoria, C€) con sospecha clinica de toxocariasis, D) con infecciones
intestinales o tisulares causadas por otros nemitodos, E) con platelmintos
tisulares o intestinales y F) con protozoos (Toxoplasma gondii). Cuando las
areas blancas se entrecruzan las diferencias son significativas.
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FIGURA 11.

Comparacidén de los datos estadisticos fundamentales Cangulo superior derecho),
de los cocientes de densidad Sptica (CDO) obtenidos en ELISA con antigenos de
excreciones y secreciones (ES) de gusanos adultos (Fig. 11 a) y de larvas
(Fig. 11 b) de Toxocara canis con sueros de individuos: A) normales, B) con
diagnéstico de larva migratoria, C) con sospecha clinica de toxocariasis, D)
con infecciones intestinales o tisulares ocasionadas por otros nematodos, E>
con platelmintos tisulares o intestinales y F) con protozoos (Joxoplasma
gendii).  Cuando las areas blancas se traslapan las diferencias son
significativas.



En estos resultados se aprecia que con el antigeno de
superfice de larvas, al igual que lo observado con el de adultos,
se puede establecer wna diferencia diagnédstica del grupo de
pacientes infectados con Toxocara canis, sin cruce inmunoldgico con
platelmintos y protozoarios, pero si con nemAtodos, aunque en menor

grado que con el antigeno de superficie de adultos.

7.5, Antigenos Somaticos de Adultaos y Larvas.

En las figuras 10 a y 10 b, para los antigenos somiticos de
adultos y larvas, se ocbhserva que las Areas blancas <X : 2 EE) de
los grupos control, platelmintos y protozoos, se entrecruzan, lo
cual indica que entre las medias de estos grupos no hay diferencia
estadisticamente significativa, en cambio con los grupos de
infectados con T. canis y el de nemitodos, las areas blancas no se
traslapan con el Aarea blanca del grupo control, observando que

existe diferencia entre las medias de los CDO de los grupos

infectados con T. canis y nemitodos en relacidén al grupo control.

Entre los infectados con T. canis y con nemdtodos las Areas blancas
se entrelapan (no hay diferencia estadistica entre las medias
debido a la reaccidn cruzada que se presenta en los nematodos2.

Con el antigeno de somatico larvas la diferencia entre las
medias de los CDO de los grupos infectados con I. ganis, y el de
scspecha clinica de toxocariasis son mayores (t Student p<0.00%5)
que la del grupo control sano, en ol caso del antigeno somatico de
adultos la diferencia entre el grupo infectado con T. canis, y el
contral sano no es tan marcada como con el antigeno larvario y la

medias de los grupos sospecha clinica de toxocariasis y del control
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sano estadisticamente son similares.

7.6. Antigenos de Excreciones y Secreciones de Adultos y
Larvas.

En la figura 11 a, para el antigeno de excreciones y
secreciones de adultos, el area blanca se sobrecruza entre el grupo
control, el de platelmintos y el de protozoos, lo que indica que no
hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias. Los
grupos infectados con Toxocara canis y el de sospecha clinica de
toxacariasis son superiores (t de Student p<0.005) a la del grupo
cantrol sano.

En la figura 11 b, para el antigeno de excreciones y
secreciones de larvas, la media de los CDO del grupo control fue de
1.27, la de los grupos de infectados con T. ganis, nematodos,
platelmintos b4 protozoos de 4,89, a.1¢e, 0.91 Yy 1.19
respectivamente, las Areas blancas X : 2 EE) de los grupos
control, nematodos, platelmintos y el de protozoos se entrelapan,
lo que pone de manifiesto que la diferencia entre las medias de los
GDO de estos grupos no es significativa, en cambio la media del CDO
de los sueros de los pacientes infectados con T. canis fue casi 4
veces mayor que la del grupo control, lo qus demusstra, que con
este antigeno se establece una marcada diferencia entre el grupo

control y el de infectados con I. canis.

En los parametros seroldégicos para los antigenos larvarios se
abtuvo wuna especificidad similar para los tres antigenos, 1la
sensibilidad de 82.86% fue igual para los antigenos somitico y de

excreciones y secreciones y fue inferior (14.29% para el antigeno
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de superficie de larvas. La eficiencia también fue mayor para los
antigenos somitico y para el de excreciones y secreciones de larvas
€96, 55X seguida por la del antigeno larvario de superficie
(58, 62X) (tabla IIID,

Por lo que se refiere a los antigenos de adultos, también la
especificidad fue igual para los tres antigenos. Sin embargo, se
aprecid una mayor sensibilidad para el antigeno de excreciones y
secreciones de adultos (92,80% y mayor eficiencia (98.55% que
para los otros dos antigenos Ctabla IV).

En las figuras 12, 13 y 14, al comparar los antigenos de
adultos con los de larvas, en términos generales los parametros
serolégicos (sensibilidad y eficiencia) son superiores para los
anti{genos larvarios que para los antigenos de adultos. En las
mismas figuras se puede apreciar que la reactividad cruzada de los
antigenos de superficile (2.27%) y de excreciones y secreciones
(15.91%) de larvas fue inferior a la de loé antigenos de superficie
(29,.55%) y de excreciones y secreciones (45, 45% de adultos, y la
del antigeno somatico de larvas (28.55) fue ligeramente superior a
la del antigenc somitico de adultos (25.00).

En general se evalud la respuesta seroldégica con la técnica de
ELISA de cada wuno de los sueros de las pacientes infectados con
Toxocara ganls. Primesro se compararon los CDO obtenidos con el
antigeno de superficie de larvas contra el antigeno de superfice de
adul tos, despuds el antigeno de excreciones y secrsciones de larvas
contra el antigeno de excreciones y secreciones de adultos y por
ultime el antigeno somatico de larvas contra el antigeno somatico

de adultos. En los tres casos la respuesta seroldégica mis elevada a
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FIGURA 12.

Comparacién de los parametros de sensibilidad (SEN.)> , especificidad CESP.),
valores de prediccidén positivo (VP +4) y negativo (VP -), eficiencia (EFIC.) y
reactividad cruzada (R. C.) en la prueba de ELISA, de los antigenos de

superficie de larvas y adultos.



ANTIGENOS SOMATICOS
LARVAS VS ADULTOS
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Diferencias  entre los parametros de sensibilidad (SEN.)

., especificidad

(ESP.), valores de prediccién positivo (YP +4) y negativo (YP -), eficiencia
CEFIC.) y reactividad cruzada (R, C.) en la técnica de ELISA, de los antigenos

somiticos de larvas y adultos.
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los antigenos larvarios indica una mayor reactividad de los sueros
hacia estos antigenos (figuras 15, 16 y 17).

Se trazd una linea continua a través de los puntos obtenidos
con los CDO de cada suero del grupo de infectados con Toxocara

canis con cada uno de los seis antigenos y se obtuva la imagen de

la figura 18 en donde se evidencid claramente una mayor reactividad
serolégica de los sueros de los pacientes infectados con I. canis a
los tres antigenos de larvas de T. canis. Es importante notar que
en cada bloque de antigenos de larvas y de adultos el punto de
mayor reactividad fue para los antigenos de excreciones Yy

socreciones de larvas y de adultos.
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FIGURA 15,

Comparacién de la respuesta serolédgica en ELISA en cocientes
de densidad dptica (CDO) contra antigenos de Superficie de
larvas (Sup L-2) y Superficie de parisitos adultos (Sup AdD
de Toxocara canis obtenida con 14 sueros de pacientes con
toxocariasis clinicamente diagnosticada. La respuesta mas
acentuada hacia el antigeno de Sup L-2, indica una mayor
reactividad de los sweros hacia este antigeno.
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FIGURA 16,

En la grafica se compara la respuesta seroldégica en ELISA en
cocientes de densidad <dptica <CCDO contra antigenos
somaticos de larvas (Som L~2), y antigenos somiticos de
parasitos adultos (Som Ad) de Toxpcara canis obtenida con 14
sueros de pacientes con toxocariasis clinicamente
diagnosticada. La respuesta os mas notable para el antigenc
Som L~2, debido a que hay una mayor reactividad de los
sueros hacia este antigeno.
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FIGURA 17.

Respussta seroldgica en ELISA en cocientes de densidad
Sptica (CDOY contra antigenos de Excreciones Secreciones de
larvas (ES L=2) y Excreciones Secreciones de parasitos
adultos CES Ad) de Joxpcara canis obtenida con 14 sueros de
pacientes con toxocariasis clinicamente diagnosticada. La
respuesta mAs marcada para el antigeno de ES L-2, indica una
mayor reactividad de los sueros hacia este antigeno.
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FIGURA 18.

Comparacidn de 1la respuesta seroldgica en ELISA (cocientes de
densidad Sptica a 490 nm.) contra seis antigenos de Joxocara canis
Cantigeno de Superficie de larvas = Sup L=-2, antigeno . de
Excreciones Secreciones de larvas = ES L-2, antigeno Somitico de
larvas = Som L-2, antigeno de Superficie de parasitos adultos Sup
Ad, antigeno de Excreciones Secrecicnes de gusanos adultos = ES Ad,
y antigeno Somitico de parasitos adultos = Som Ad). En general se
aprecia mayor reactividad con los antigenos larvarios que con los
de adultos y el pico de mayor actividad en ambos casos fué para el
antigenos de ES,
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8. DISCUSION.

Para elaborar los antigenos somsticos, de superficlie y de
excreciones y secreciones tanto de adultos come de larvas, se
requiri¢ una cantidad importante de parasitos adultos de Toxocara
canis, por lo que se intentd iniciar y mantener una cepa de estos
parasitos, en cachorros de perro en gl bioterio de la Facultad de
Medicina, perc por falta de espacio y de personal que pudiera
encargase del cuidado y alimentacidén de los cachorros, después de
varios intentos fallidos no fue posible efectuar este propésito por
lo que se optd por acudir a los Centros Antirrabicos y de Control
Canino, para eviscerar los cachorros ahi sacrificados y aislar a
los parasitos.

La cubierta de 1los huevos de los integrantes del orden

Ascaridata, al que pertenecen tanto T, canis como Ascaris

lumbrjicoides, constan de cuatro capas; wuna capa de de 1lipidos
interna Cmembrana vitelina), una capa quitinosa, una capa vitelina
externa Yy una elahorada por las secreciones de las células
uterinas, por lo que no es sencilleo liberar a las larvas de este
tipo de huevos en condiciones experimentales.

En este trabajo se introdujo la modificacidén de agitar los
huevos larvados, a la metodologia propuesta por Olson y Jones
€1974), de Savigny (1975, Stevenson y Jacobs €1977) y Smith y
cals, €1980), lo que permiti& obtener en el mismo dia una buena
cantidad de larvas viables, ya que ellos reportan l1a obtencién en
dos dias. Esto muy probablemente se deba a que al agitar los huevos

larvados con hipoclorito de sodio (NaClO) al 4%, se elimine mas
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rapida la cubierta exterior formada por las secreciones de las
células uterinas y se erosione la capa quitinasa de los huevos.

Es evidente que si se prolonga el tiempo de agitacién por mas
de 30 minutos, se pueden desintegrar las cuatro capas que
constituyen a los huevos y al quedar las larvas liberadas en este
medio tan agresivo, pueden morir e inclusc ser destruidas Cver
figuras S a y 5 b).

Para que las larvas lagren romper la cublerta de los huevos,
se requiere que secreten enzimas, como son las proteinasas y
esterasas que Jjunto con el movimiente gue estas larvas tienen
dentro del hueva es factible su liberacidén (Schmidt y cols., 1985,

Después de lavar los huevos para quitar el exceso de claoro, se
agitaron en solucidn salina balanceada de Hanks (HBSS), entre 30 y
60 minutos, es posible que con el movimiento al que se someten las
larvas durante la agitacidén, con la entrada de los minerales y la
glucosa que contiene el medio de Hanks C(Hanks y cols., 1948) se
incrementen su actividad motora y secretora, lo que también pude
contribuir a su pronta eclosidén.

De acuerdo a lo ocbservade en este trabajo, el proceso de
agitacidén en HBSS se puede prolongar hasta por dos horas sin
afectar a las larvas (figura 4 al.

Una vez elaborados los seis antigenos se evaluaron con la
téecnica de ELISA.

El método Dice y Leraas (1936), se empled para simplificar el
anadlisis estadistico debido a que permite representar en forma
grafica los datos estadisticos como son: media, media z dos veces

el error estandar y los valores maximos y minimos, de los grupos
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control sano, infectados con Toxocara canis, sospecha clinica de
toxocariasis, nematodos, platelmintos y protozoos, registrados en
el ensayo para cada uno de los antigenos (figuras 9 a, 9 b, 10 a,
10 b, 11 a y 11 b)), La apreciacién visual coincidié con los
resultados obtenidos al aplicar la prueba estadistica de t Student.

En términos generales para los seis antigenos se obhserva el
entrecruzamiento de las areas blancas (X ta EEY de los grupos:
control, con los de platelmintos y los de protozoos, lo que
significa que no existe dirferencia significativa entre las medias,
pero si se aprecia con el grupo de infectados con T. canis, por lo
que se deduce que no hay cruce inmunolédgico entre los sueros de
individuos parasitados con T. canis, con los sueros de la personas
infectadas con platelmintos y con protozoos.

También se aprecia que no hay diferencia estadistica entre las
medias de los grupos de infectados con I. canis y con las medias de
los grupos parasitados con otros nematodos, lo que indica que en
mayor o© menor proporcién existe reaccidéh cruzada en los seis
ant{genos., Estos resultados se deben a la relacidén filogenética que
tienen los nemiatodos entre si.

Por otra parte, las medias de los grupos de sospecha clinica
de toxocariasis son mayores que la de los grupos control sano, para
los antigenos somitico de larvas (figura 10 b) , de excreciones y
secreciones de de adultos y de larvas (figuras 11 a y b)), sin
embargo, el grupo de sueros de pacientes con sospecha clinica de
toxocariasis es dificil de analizar ya que no se tiene la certeza
de que la patologia ocular sea debida a T. canis.

Realmente lo que determiné la superioridad de un antigeno o de
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otro ° tueron los parametros de sensibilidad, especificidad,
reactividad cruzada, eficiencia, valor de prediccidn positivo y
negativo, los cuales dependieron del nivel al que se establecid el
valor de corte,

El valor de corte para cada uno, se determind con el valor de
la media mas tres desviaciones estandard del grupo control (figuras
6 a, 6b, 7 a 7 b 8ay8 b, fue por este criterio que en los
seis antigenos se obhtuvo una especificidad del 100X con lo cual
disminuyd la sensibilidad de las antigenos somatico de adultos,
superficie de larvas y de adultos, que se hubieran vistao
relativamente mas favorecidos en este parametro si el valor de
carte se hubiera determinade con la media mias dos desviaciones
estandar. Se empled un criterio estricto debido a que México es una
poblacién muy expuesta a la infeccidn por Toxocara canis, entre
ntros parisitos por lo que es dificil obtener un alto porcentaje en
la especificidad y a la vez en la sensibilidad.

Solo en Islandia, fue facil establecer la especificidad de
ELISA para T. canis, ya que la legislacidn prohibe los perros (De
Savigny, 1982).

Mackenzie y cols. €1978), encontraron en nematodos, antigenos
de superficie especie y estadio especificos, por otra parte Philipp
y cols, (19802 y Parkhouse y cols., (1981), reportaron que los
antigenos de superficie marcados, pueden dar como resultado un
inmnoensayo mas especifico.

Nuestros resultados no coinciden del todo con  estos
investigadores ya que los antigenos de superficie de larvas y de

adultos muestran C(tablas III y IVD) en la prueba de ELISA igual
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especificidad y valor de prediccidn positivo, sin embargo, la
sensibilidad, valor de prediccidn negativo y eficiencia, fueron mas
altos para el antigeno de superficie de adultos que para el
antigeno de superficie de larvas, lo que pudo ser debido a que este
tiltime antigeno se obtuvo en poca cantidad, la concentracidén de
proteinas fue muy baja €3 ugs/mL) e insuficiente para que los sueros
rraccionaran adecuadamente, lo que constituye un desventaja para
utiliz= ‘lo en el diagnéstico clinico de laboratorio y ain mas en
encuestas sercepidemioldégicas.

Con el antigeno de superficie de adultos se aprecid¢ una mayor
sensibilidad (64.2%) que con el antigeno somitico de adultos
(28.57%) y la reactividad cruzada no fue muy diferente, ademias el
primero es mas secillo elaborarlo, por lo que se podria considerar
mejar que antigeno somitica de adultos.

Cypess y cols., (1977), trabajaron la doble inmunodifusién de
Quchterlony con antigeno somaticao de adultos y de huevos larvados,
ohservando que el antigeno somiticao de huevos larvados presentd
mayor especificidad.

Con la técnica de ELISA, en este trabajo se compararon mas
parametros, como fuerons: sensibilidad (92.86% vs 28, 27%,
especificidad C100% vs 100X y eficiencia (96.55% vs 65.52%) de los
antigenos somatico de larvas y somatico de adultos respectivamente
Ctablas III y IV). A pesar de haber empleado -diferentes técnicas,
en ambos  casoes los resultados demuestran que los  antigenos
somiticos procedentes de larvas son superiores a los de adultos.

Varios investigadores, entre ellos (Voller, 1981), hanv

mencionada que la desventaja de los extractos crudos es que
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contienen una mezcla impoartante de antigenos que incluyen a los
antigenos no reactivaos, poco reactivos y de cruce, que pueden
inhibir la funcidén de cualquier antigeno presente. En laos
resultados con los dos antigenos somAticaos, se aprecidh que este
inconveniente fue mas evidente para el antigeno somitico de
adultos, ya que los valores de sensihilidad, especificidad, valor
de prediccidn positivo y eficiencia en la prueba de ELISA, fueron
en general mis bajos que para los otros cinco antf{genos.

Con los antigenos de excreciones y secreciones de adultos y de
larvas, se establece una notable diferencia en 1la respuesta
seroldgica en los grupos de pacientes infectados con Toxocara canis
y sospecha clinica de toxocariasis.

En el histograma (figura 142, donde se comparan los antigenos
de excreciones y secreciones, vemos que ambos tienen una aceptable
sensihilidad C92,.86%), especificidad (1.00. 00%>, valor de prediccidn
positiva €100.00%) y eficiencia (96G.55%), sin embargo, el antigeno
de excreciones y secreciones de adultos presentd mayor reactividad
cruzada (45.45%) que el antigeno de excreciones y secreciocnes de
larvas (1%.91%. Biglan €1979), Glickman (19782 y Schantz (1979},
roportan para el antigenos de excreciones y secreciones de larva,
en la prueba de ELISA sensibilidad del 78X y especificidad del 92X,
aunque ellos no refieren que porcentaje de reactividad cruzada
obtuvieron.

Lilama la atencidn el hecho de que los antigenos de excreciones
y secreciones de larvas y adulto tuvieron los mejores parametros
serolégicos de su grupo, #sto se debe segun Fife (19712, De Savigny

C1975) y Cypess y cols. (1977), a que son la mezcla de pocos
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antigenos funcionales y bioldgicament: importantes por lo que su
especificidad antigénica tiende a ser alta.

No obstante las ventajas de los antigenos de excreciones y
secreciones, la reactividad cruzada aun persiste en mayor © menor
grado. La pregunta seria, si en estos pacientes multiparasitados
todo el porcentaje corresponde a una reactividad cruzada originada
por otros nematodos diferentes a Toxocara canils, © si ademas
albergan a este ultimo, lo cual es wmuy probable, debido a 1la
estrecha convivencia que se tiene con cachorros de perro ya que
segun Styles (1967), los perros de la ciudad de México presentan
parasitacién por I. canis en un 93X, y en estudios realizados por
Schantz y Biagli (19682, en esta misma ciudad, se reporta una

incidencia del 75.6% de TI. canis w®»n cachorros de perro. La

frecuencia de este nem&todo hasta hoy en dia es elevada de acuerdo
a lo observado al eviscerar los cachorros para obtener el material
bioldégico.

Para resolver eésta Yy otras interrogantes, es necesario
continuar con los estudios sobre el serodiagndstico de larva
migratoria visceral y ocular, ya que se requisre realizar trabajos
de inmunoelectrotransferencia para determinar las entidades
maleculares que detectan anticuerpos especificos contra la larva de
T. canis, ¥y las que cruzan con los anticuerpos producidos para

otros nematodos.
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9. CONCLUSIONES.

La cubierta de los huevos larvados de Toxocara canis, se
erosiona adecuadamente sin daffar a las larvas, a los 30 minutos de
incubacidén con agitacién constante en solucién de hipoclorito de
sodio (NaClO) al 4%X. Por otra parte, después de eliminar el exceso
de hipoclorito de sodio, la incubacidén a temperatura ambiente
durante 45 a 60 minutos con HBSS resultd ser eficaz para la total

eclosién de los huevos.,

En cuanto a la disponibilidad del material biolégico, en
general los antigenos de adultos son mas sencillo de obtener que
los de larvas, Yy comparando los tres antigenos larvarios, fue
relativamente més facil de obtener el antigeno de excreciones y
secreciones de larvas y ol mas dificil de todos fue el antigeno de

superficie de larvas.

Es posible utilizar la técnica de ELISA para el diagndstico

serolégico de la toxocariasis humana.

Para los tres antigenos de adultos probados en la. técnica de
ELISA, con el antigeno de excreciones y secreciones, se obtuvieron
los mwjores valores de reactividad, sensiblilidad y mayor
eficiencia que para los antigenos somitico de adulto y superficie

de larvas.,

Referente a los antigenos de larvas, ol antigena de

93



excreciones y secreciones en ELISA, mostré mayor reactividad que
los otros dos antigenos y al igual que con el somitico, se
obtuvieron valores superiores de sensiblilidad y eficiencia en

relacién al antigeno de superficie de larvas.

No obstante, que los anticuerpos de reaccidén cruzada
producidos por otros nemAtodos 1intestinales o tisulares son
detectadns en ELISA con los seis antigenos, esto sucede en menor
proparcién cuando se emplean antigenos de superficie, y de

excreciones y secreciones de larvas.

La evaluacién de los antigenos con la prueba de ELISA indica
que los mejores valores de cada parametro se obtienen en primer
lugar con el antigeno de excreciones y secreciones de larvas, luego
con el antigeno somitico de larvas y finalmente con el antigenc de

excreciones y secrsciones de adultos.

Los resultados confirman que en el 90X de los casos es posible
diferenciar seroldgicamente con los seis antigenos, a los pacientes
von cuadro clinico ocular causado por la larva de Toxocara canis

de los infectados por Toxoplama gondii.
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10. RESUMEN.

Se evisceraron cachorros de perro en Centros Antirrabicos y de
Control Canino. Se separaron los adultos de Toxocara canis y con
ellas se prepararon 3 diferentes antigenos: de superficie, somatico

y de excreciones y secreciones.

Por otra parte se aislaron hembras de T. canls sexualmente

maduras, a quienes se les extrajeron huevos fértiles del utero los

que se incubaron hasta su estadio de huevo larvado.

Las larvas de T, canis, se liberaron de los huevos mediante
una técnica de eclosidén con hipoclorite de sodio, solucidn salina
balanceada de Hanks y agitacién mecinica. Con las larvas se
elaboraron 3 antigenos: de superficie, somidtico y de excreciones y

secreciaones.

Se estimd la concentracidn total de proteinas de cada uno de
los antigenos y después se titularon, tanto antigenos como sueros

mediante diluciones de acuerdo al mé¢todo de Yoller y cols. €1979).

Con cada uno de los antigenos se probaron esn la técnica de
ELISA, 15 sueros de individuos normales, 14 con diagndéstico de LMY
y LMQ, 19 con sospecha clinica de toxocariasis, 23 con infecciones
intestinales o tisulares causada por otros nemiatodos, 11 con
platelmintos tisulares o intestinales y 10 con protozoos

(Toxoplasma gendii?. Con los sueros normales se determiné el valor
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de corte para cada antigeno y posteriormente se obtuvieron los
parametros de sensibilidad, especificidad, reactividad cruzada,

eficiencia, valor de prediccidén positive y negativo.

Los datos estadisticos fundamentales como son media % dos
veces ol error estandar y los valores maximos y minimos de cada
grupo de sueros con cada antigeno, Se presentan en forma grafica

can el modelo de Dice y Leraas (19362,

Se graficaron los cocientes de densidad dptica obtenidos con
los sueros de pacientes con larva migratoria visceral y ocular y se

compard la reactividad serolégica con cada antigeno.

En la evaluacid¢n serolédgica de cada antigeno con la prueba de
ELISA, los valores mas adecuados de los diferentes parametros se
obtuvieron cuando se wuséd en primer término el antigeno de
excreciones y secreciones de larvas, lusgo con el antigenoc somitico
de larvas, Yy finalmente con el antigeno de excreciones Yy

secreciones de adultos.
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