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ELABORACION DE ANTIGENOS DE Toxocara canis 

Y SU EVALUACION CON LA TECNICA SEROLOGICA DE ELISA, 

1. INTRODUCCION. 

Toxocara ~ e Werner. 178c) es un nemátodo cosmopolita. 

parAsito de cachorros de perro. Su nombre proviene del griego que 

significa ~ • arco y kAr:.A • cabeza. 

El hombre es susceptible de ser infectado por larvas de 

segundo estadio CL-ZJ de I· ~ quienes son el agente etiológico 

de la larva migratoria visceral CLMVJ y ocular CLJl!O). que afecta 

principalmente a la población infantil CMok, 1968; Schantz, 1979), 

En otros estudios, se ha considerado a la infección con 

Toxocara como la causa de una amplia variedad de entidades clinicas 

que incluyen artritis CBethel. 1981), miositis CWalsh y cols., 

1988). pleuritis (Bruart y cols., 1987), meningitis CGould y cols., 

1985) y mielitis ( Wang y col s., 1983). 

En México de acuerdo a datos médicos proporcionados 

principalmente por oftalnólogos. ésta parasitosis es relativamente 

frecuente. 

Un diagnóstico de LMV se debe considerar en cualquier ni~o con 

tos, fiebre, infil traci6n pulmonar, hepatomegalia, incremento en 

suero de isohemaghrt.ininas A y B. hiperglobulinemia, leucoci tosis, 

eosinofilia persistente y especialmente si hay geofagia CSnyder. 

1961; Huntley, 1965; Zinlcham. 1978). 
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La LMO deber se sospechada en ni~os con lesiones u~ilaterales 

blancas o grises en el :fondo de ojo. Aunque se debe establecer 

diagnóstico di:ferencial con anormalidades congénitas, 

ret.inoblastoma y otras :formas de uveitis CWilder, 1950; Will:inson, 

19691. 

La presencia de Toxocara no se detecta por exámenes de materia 

fecal, la confirmación diagnóstica se basa en la demostración de la 

larva en biopsia o necropsia de los granulomas CGlickman, 1976). 

Pero se requieren más de cien cortes seriados para encontrar a la 

larva <De Buen, 1966) y una vez encontrada deberá ser di:ferenciada 

de otras larvas de nemátodos en base a sus caracteristicas 

mor:fológicas. 

En ausencia de evidencia parasitológica de la infección y de 

que los datos el! nicos y de laboratorio son generalmente 

inespecificos CAshton, 1960), el diagnóstico de la LMV y LMO se ha 

Joasado en principalmente en métodos inmunológicos. 

En nuestro pais, las técnicas empleadas en la actualidad y los 

antigenos disponibles mediante diferentes mét.odos de extracción, no 

han resuello el problema de las reacciones cruzadas que comúnmente 

se observan en pacientes con 

dificultades diagnósticas debido 

presentan paras! tosis múltiple, 

helmintiasis. Esto representa 

a que a menudo los pacientes 

por esta razón se realizó este 

trabajo, ya que es muy importante contar con antigenos altamente 

especlficos y técnicas de inmunodiagnóstico sensibles, para que el 

diagnóstico serológico de la toxocariasis larval sea confiable. 

1~ 



2. ANTECEDENTES. 

2.1. MORFOLOGIA Y BIOLOGIA DE Toxocara canis. 

Mor:fol ogl a. 

Los machos adultos de I· canis alcanzan 13 cm. de longitud y 

las hembras hasta 20 cm •• ambos sexos tienen en la porción anterior 

aletas cervicales di:ferenciadas, son mucho más largas que anchas (2 

a 4 mm. de largo por o. 2 mm. de ancho aproximadamente); labios 

pn:iminentes que suelen presentar rebordes dentlgeros :finos, carecen 

de interlabios, en el esó:fago presentan un ventriculo posterior 

evi dent e pero 

intestinal. El 

carecen de 

esó:fago tiene 

diverticulo ventricular y ciego 

una longitud de 5 mm •• incluido el 

vent r.lculo, que mide o. 5 mm. tanto de largo como de ancho. 

La cola del macho esta abruptamente reducida en diámetro y 

presunta 5 papilas en cada lado con aproximamente 20 pares de 

pdpilas preanales. En la hembra, la vulva se sitúa entre la quinta 

a sexta porción anterior del cuerpo del parásito. 

Los huevos son de color pardo, y casi es:féricos tienen 

cubierta delgada con depresiones super:ficiales, miden cerca de 85 

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

Biologia. 

La toxocariasis es una parasitosis catalogada como 

geohelmintiasis. ya que los huevos deben permanecer de 2 a 5 

semanas en el suelo, para que dependiendo de la temperatu:-a C15 a 

35°C) y la humedad se tornen in:fectantes. A temperaturas menores de 
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15°C el desarrollo se detiene y a temperaturas mayores de 35'''c 

pierden su viabilidad. 

La infección con Toxocara canis en perros y otros cánidos, se 

inicia al ingerir huevos infectantes de I· canis. que pasan al 

estómago pierden sus cubiertas, eclosionan y ya en intestino 

delgado las larvas invaden la mucosa intestinal, penetran los vasos 

linfát..i.cos y sangu1neos, llegan a higado en Z4 a 48 horas, pasan a 

t:"1:irazón, alcanzan pulmón y atraviezan la membrana al veolocapilar, 

broquiolos, tráquea, laringe y epiglotis donde son 

En el intestino delgado sufren Z mudas más para 

llegan a 

deglutidas. 

compl et.ar su desarrollo hasta ad~rl tos. Los huevos aparecen en 

maLerias fecales de 4 a 5 semanas después de que adquiró la 

t nfe•r.1 lón. Otras larvas que llegan a pulmones no pasan a la t.ráquea 

~ino que continuan la circulación mayor y se distribuyen a todos 

los órganos y tejidos principalmente pulmones, higado, ri!'íones, 

músculos, corazón, cerebro y ojo. 

La edad del huésped en el momento de la infección determina la 

migración traqueal o somática. En animales mayores de 6 meses casi 

todas las larvas sobrevivientes se encuentran distribuidas en los 

tejidos. 

La infección prenatal de cachorros ocurre cuando las larvas 

qu"" estan en los tejidos de la madre migran a través de la 

placenta, estas larvas provienen de una infección contraida durante 

el embarazo o de las larvas presentes en los tejidos, adquiridas de 

infecciones anteriores. La migración transplacentaria se lleva a 

cabo después del 4Zcwo dia de embarazo y posiblemente la provoque 

un estimulo causado por cambios hormonales. 
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Las larvas permanecen en el hlgado de los cachorros 

prenatalmente infectados hasta el nacimiento, luego van a pulmones, 

migran a tráquea, son deglutidas y maduran en el intestino. 

Los huevos pueden ser expulsados con las heces al iniciarse la 

cuarta semana de vida CDouglas y Etaker, 196tn. La madre puede 

roinfectarse durante los primeros 10 d!as después del nacimiento de 

sus hijos por la ingestión de su materia fecal al limpiarlos, si 

éstas provienen de cachorros con infección masiva, presentan larvas 

viables que no han logrado establecerse en las cr!as, pero alcanzan 

fácilmente la madurez en el intestino de la madre. 

La migración transmamaria sucede cuando la hembra se infecta 

después de las tres cuartas partes del tiempo de gestación, 

El promedio de vida de los adultos do Toxocara canis es 

aproximadamente de 4 meses, el huésped expulsa la mayoria de los 

parásitos a los 6 meses de haber contraido la infección. Se ha 

calculado que la hembra de I· ~ puede producir hasta 200, 000 

huevos al di a. 

Otros huéspedes no caninos como las lombrices de tierra, 

ratones, ratas, pollos, palomas, ovejas, cerdo e incluso el hombre, 

pueden infectarse accidentalmente, en ellos las larvas que llegan a 

tener migración somática quedan alojadas en los tejidos y 

sobreviven por muchos al'íos. Beaver e 1966), realizó infecciones 

experimentales en monos, Macaca mulata, y observó que las larvas 

permanecen cuando menos 9 al'íos, conservando la capacidad de 

completar su ciclo biológico (figura 1) si son ingeridas por el 

huésped canino habitual, a este fenómeno se denomima paratenésis 

CSchantz y Glickman, 1983). 
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FIGURA 1. 

CICLO BIOLOOICO DE Toxocara canis. 

HUMANO Y PERRO ADULTO HUEVOS EN HECES DE CACHORRO 

l CACHORRO 

INGESTION DE HUEVOS MADUREZ SEXUAL DE LOS PARASITOS 

! i 
ECLOSION EN EL INTESTINO INTESTINO 

! i 
LARVAS EN CIRCULACION PULMON 

j HIGADO 
i 

CORAZON 

i 
DISEMINACION SISTEMICA HIGADO 

CNACE EL CACHORRO) 
./ "" i 

OJO HIGADO ' CACHORRO CETAPA EMBRIONARIA) 

! i 
CEREBRO MIGRACION TRANSPLACENTARIA 

! i 
PULMONES PREREZ C EN PERRAS) 

! 

CORAZON 

! 

14USCULO / 

16 



C..2. AGENTE ETIOLOGICO DE LA LARVA MIGRATORIA VISCERAL Y OCULAR. 

Los huevos inff:>ctantes de Toxocara canis, al ser ingeridos 

-"'·' identalmente por el hombre eclosionan y dan lugar a larvas que 

migran a trav6s de órganos y tejidos. Beaver y col s., C 1952), 

identificaron larvas de especies de Toxocara en la biopsia de 

hlgado de un ni~o de dos a~os y seis meses y propusieron entonces 

emplear · el término "larva migratoria visceral" CLHV), para 

describir el síndrome de eosinofilia con hepatomegalia causado por 

la invasión de nemátodos inmaduros en los órganos humanos, que 

también se le conoce con el nombre de granulomatosis visceral 

VPrminosa CTay y cols, 1991). 

Wilder (1950), describió lesiones oculares que contenian 

1 arvas de nemátodos ahora conocidas como "larva migratoria ocular" 

U.HOJ, en las cuales Smith y Beaver <1953) subsecuentemente 

dE•ffiOStraron que se debian a I• ~· 

Beaver en 1962 reporta 150 casos de LHV publicados en la 

literatura y Glickman y Schantz en 1981 refieren más de 1900 .casos 

de LHV Y LMO reportados en todo el mundo. 

En México, Hart!nez y Alemán C1960), Malina y D1az (1960), 

describieron el caso de un paciente con hepatomegalia, y 

eosinofilia que tenia granulomas en higado en los que se 

encontraron larvas que posiblemente eran de I· canis. M~s tarde, De 

Buen y cols. C1965), reportaron el primer caso de endoftalmitis por 

I• ~ en México con estudio histopatológico y comprobado 

parasitoscópicamente. 
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2. 3. PATOGENIA Y CUADRO CLINICO. 

El sindrome de larva migratoria visceral CLMV) y ocular CLMO) 

en el humano, se presenta por la ingestión de huevos infectantes 

esferoidales de 85 por 75 µm de diámetro de Toxocara canis que 

contienen la larva de segundo estadio. La eclosión de los huevos 

ocurre en el intestino delgado proximal, las larvas de 350 a 450 µm 

rte largo por 16 a 20 µm de ancho, penetran la mucosa y submucosa, 

al o:anzan la circulación, migran a hlgado por vena porta, donde 

pueden quedar atrapadas o continuar a pulmones, entran a 

circulación sistémica y se distribuyen por todo el organismo, se 

localizan en cualquier tejido u órgano, incl•lidos higado, pulmones, 

corazón y cerebro. 

Cuando el tamano de las larvas excede el diámetro de los vasos 

sanguineos, perforan activamente la pared de éstos y migran 

desordenadamente a los tejidos circundantes, estas larvas pueden 

mantenerse viables en estado !atento por varios arios, pucliendo 

a•.,t.i.varse nuevamente y continuar su migración. Eventual mente 

algunas larvas son encapsuladas y destruidas por la respuesta 

inmune del huésped. 

Las manifestaciones clinicas y patol•~<Jicas en la LMV resultan 

del daño mecánico causado por la migración de las larvas y por la 

frecuente y severa respuesta inflamatoria estim•.tlada por su 

presencia. Los tejidos afectados muestran multiples abcesos y 

granulomas eosinofilicos de tipo alérgico CArean y cols., 1971). 

La predilección de las larvas de I· canis hacia diferentes 

órganos o tejidos varia de especie a especie. En el hombre las 
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larvas se encuentran más frec•.1entemente en h1gado, pero 

probablemente cualquier tejido puede ser invadido. La respuesta 

inmunológica del huésped puede influir en esta distribución, ya que 

se ha observado que en animales de laboratorio sujetos a repetidas 

int'ecciones y comparados con aquellos que recibieron rJna 

infección, se notó que en los primeros se reten1a una 

cantidad de larvas en el h!gado, evitando con ello que 

sola 

mayor 

éstas 

alcanzaran pulmones, cerebro y ojos. Las larvas muertas o 

agonizantes también provocan una respuesta int'lamatoria más intensa 

que las vi vas. Las observaciones cl1 nicas sugieren que algunos 

!'actores similares estan involucrados en la patogénesis de la LMV 

en el hombre CSchantz y cols., 1978), 

Snyder (1961), Huntley C1965) y Zinkham (1978), han revisado 

las caracter1sticas de los casos cl1nicos en nil'íos de •mo a cuatro 

al'íos de edad con historia de geoCagia, la mayoria de estos casos de 

LMV se caracterizan por presentar si ntomas como tos, respiración 

sibilante, bronquitis aguda, 

palidez, convulsiones, 

linCadenopatla. 

estertores, neurnoni ti s, asma, fiebre, 

hepatomegalia, esplenomegalia, y 

El sindrome de LMV es t'avorecido por la estrecha asociación 

entre humanos y perros. Usualmente ocurre en nil'íos de 1 a 6 al'íos y 

está asociado a la ingestión de tierra, propiciado por hábitos de 

juego a nivel del suelo o por presentar un hábito patológico que es 

denominado pica CWillcinson y col s., 1971: Schantz y cols., 1979, 

1980: Gliclcman, 1981 y Worley y cols., 1984). 

La palabra pica, proviene del lat!n Cnombre dado al ave urraca 

Pica 12!9.> que tiene el hábito de recolectar una gran variedad de 
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alimento del suelo para saciar su intensa hambre). La definición de 

pi ca para el hombre seria la habitual ingestión de substancias no 

alimenticias que puede llegar a transformarse en una seria 

desviación de la conducta e Bl ak i ston, 1983). Este hábito 

frer.uentemente se limita a la ingestión especifica de substancias 

tale" como tierra, arcilla, heces. plástico, pintura, crayones 

f<~sforo, pelo y otros objetos. 

Las manifestaciones cl1nicas de la 

To>:ocara ~ en el hombre dependen 

infectantes ingeridos; de la frecttencia 

migración de larvas de 

del número de huevos 

de reinfecciónes; de la 

distribución de larvas en el 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 

nn tiPnen alteraciones anatomopatológicas aparentes o qtte se 

1.1 ad11zcan con manifestaciones clinicas. Aproximadamente el e" de 

lo~ individuos aparentemente sanos, tienen intradermorreaccion 

positiva a I· canis y arriba del 13"· presentan titulas de 

anticuerpos compatibles con ini'ección, pero los casos fatales han 

resul lado de la extensa invasión larval al cerebro C Beautyman y 

cols •• 1951, 1966; Hikhael y cols •• 1974; Hill, 1985 y Ruttinger P. 

y cols., 1991) o miocardio CGlickman, 1979), En general los 

pacientes con LMV tienen antecedente de haber convi v.ido con 

cachorros de perro, aunque en los casos de LMO, que no ha sucedido 

asi es probable que la infección la hayan adquirido a través de 

suelos contaminados de parques u otros lugares públicos C Woodruff y 

col s •• 19781. 

Cypess y cols. C1977), mencionan que los casos oculares 
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reportados difieren de los de LHV en los siguientes aspectos: 

1) La edad de estos individuos es mayor que la de los 

pacientes con LHV sistémica. 

Z) La alteración con LHO usualmente se presenta en ausencia de 

pica y signos o s!nt.omas de LHV. 

3) La respuesta inmune, mediada por anticuerpos en s•1ero se 

observa con menor frecuencia en los casos oculares. La al ter ación 

producida por LMV rara vez es fatal; la larva puede migrar a ojos y 

ocasionar ceguera benigna permanentP,, desafortunadamente el 

re.slrltado de la lesión retineal frecuentemente es confundido con 

retinoblastoma, que conlleva a la enucleación innecesaria del ojo 

C Schantz. 1979). 

En un grupo de pacientes con 

estudiados en el Centro para el 

Transmisibles de Atlanta, Georgia, EVA; 

alteraciones oftalmológicas 

Control de Enfermedades 

se diagnosticaron 41 casos 

seropositivos de LHO en un periodo de 16 meses, que representó, una 

proporción del 37~ del total de las enfermedades retineanas 

diagnosticadas; todos los pacientes presentaron una importante 

pérdida de la visión. 

La endoftalmitis por Toxocara canis se clasifica de la 

sigui ente forma: 

1) Endoftalmitis crónica Cabsceso v!treo) 

Z) Granuloma del polo posterior 

3) Masa granulomatosa periférica inflamatoria 

4) Presentación atípica 

Wl lder C1950), hizo un importante descubrimiento al notar que 



muchos ojos se enucleaban con diagnóstico presuntivo de 

retinoblastoma, exhibiendo evidencia patológic.3 de infección 

paras! taria, este hallazgo se debió a un exhaustivo estudio de 

cientos de cortes histológicos seriados de 46 ojos que revelaron la 

presencia de abscesos eosinofilicos. En 24 de estos ojos se observó 

la existencia de larvas o restos larvales, a esta entidad 

anatomopatológica la lla~ endoftalmitis por nemátodos. 

Aparentemente la mayoria 

marcada inflamación del 

leucocoria. 

Endoftalmitis crónica. 

de los ojos afectados presentaron una 

vitreo, desprendimiento de retina y 

Fué la primera forma de endoftalmitis por Toxocara canis que 

se describió histológicamente. La mayori a de los casos descritos 

por Wilder C19!50) pertenecen a esta clasificación, y los ojos 

fueron enucleados debido a la posibilidad de retinoblastoma. La 

presencia de una respuesta inflamatoria densa del vitreo, una 

profunda reducción en la claridad de los medios y desprendimiento 

de retina, fueron demostrados en la mayoria de los casos. 

Los pacientes con presentación de endoftalmit..is por I• canis 

fueron ligeramente más jovenes que aquellos en los que se presentó 

una respuesta granulomatosa localizada CWilkinson, 1971). 

Granuloma de polo posterior. 

Depende sobre todo de la etapa en que es observado, aunque 

estos pacientes suelen presentar más frecuentemente estravismo 

secundario que los pacientes con endoftalmitis crónica. Esta 
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variedad de int"ección puede presentarse inicialmente con una 

relativa opacidad en el vi treo y signos de inflamación aguda, en la 

que el granuloma del polo posterior se observa corno una masa difusa 

mal definida, con inflamación del vi treo, sin embargo, el gel 

vi treo se aclara al disminuir la inflamación. En esta variedad, 

comienzan a aparecer masas inflamatorias subretinianas o 

intra-retinianas tipicamente bien definidas, que son relativamente 

peque~as y tienen un rango de 0.75 a 6 nun. de diámetro. Las masas 

granulomatosas esféricas son generalmente blancas o grises CHagler 

y cols •• 1981), 

Masa inflamatoria periférica. 

Esta variedad de endoftalmitis por Toxocara canis también 

puede ser precedida por una forma más activa y aguda pudiendo 

aparentar una endoftalmi tis dif•Jsa. Se aprecia una masa 

inflamatoria densa de color blanco en la periféria de la retina, 

puede estar bien localizada, de configuración esférica, similar a 

aquellas observadas en el polo posterior. Alternativamente la 

inflamación puede estar difusa y semejar un "banco de nieve", como 

la que se observa en la tipica pars planit.is severa. Existen bandas 

de tracción intravi treas que pueden producir desprendimento de la 

retina. 

Presentación atípica. 

Además de lo descrito anteriorJll!Jnte en las tres formas 

clásicas de presentación de endoftalmitis por I· canis. también se 

han observado formas atipicas de presentación, corno son 1) 
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j nflamación de la cabeza del nervio óptico, 2) movilidad 

~•ubr(•t.iniana del nem!\todo, 3) corioretinitis dirusa. La arección 

del segmento anterior por Toxocara canis da como resultado 

conjuntivitis, queratitis, nódulos localizados en iris, y cambios 

.-.n el cristalino. 

El diagnóstico de toxocariasis oc~llar no es dificil cuando se 

asocia ()<')n una discreta masa inflamatoria y cuando se observa la 

t.ipica organización epi-retiniana y vitrea,. sin embargo. en ojos 

cr.in una severa opacificación del vi treo puede resultar imposible 

hacer un diagnóstico apropiado basá.ndose solamente en los hallazgos 

morfológicos. Son de importancia en el diagnóstico diferencial de 

la toxocariasis ocular el retinoblastoma, otras formas de uveitis. 

la endoftalmitis. fibroplasia retrolental, vitreo-retinopatia 

exudat.i va 

primario 

1908), 

ramiliar, enfermedad de 

hiperplá.sico y neuritis 

Coats, 

óptica 

persistencia de vi treo 

idiopá.t.ica C Willcinson, 



2.4. DIAGNOSTICO DE LARVA KIGRATORIA. 

Para realizar el diagnóstico etiológico de larva migratoria 

visceral CLMV) y ocular CLMO), se deben tener en cuenta, entre 

otras cosas. los antecedentes epidemiológicos y la convivencia con 

cachorros de perro, además de los sintomas y signos clinicos 

compatibles con LMV o con LMO, 

Es importante recordar que Toxocara canis no completa su ciclo 

biológico en el hombre, debido a que no es su huésped habitual, por 

esta razón los exAmenes coproparasitoscópicos no se realizan. 

Recientemente, Clarke y cols. C1992) reportaron un caso de LMV 

hepAtica descubierta por ultrasonido, sin embargo, no se ha 

evaluado la utilidad de esta prueba en el diagnóstico de la LMV. La 

confirmación diagnóstica sólo es posible cuando se demue-stra la 

larva en biopsia o necropsia, pero se requieren cientos de cortes 

histológicos seriados para encontrar a la larva CWilder, 1950) y 

una vez encontrada la larva de I· canis deberA ser diferenciada de 

otras larvas de nemátodos en base a sus caracteristicas 

morfológicas. 

En pacientes.con LMV a los que se les efectúa laparotomia. las 

lesiones del higado aparecen como placas blanquecinas y al estudio 

histolpatológico se aprecia un pequeno foco de inflamación 

granulomatosa compuesto en su mayoria por eosin6filos, células 

epitelioides y células gigantes que rodean la larva, alteraciones 

que también se observan en pulmones y cerebros de casos de 

autopsia. 

Las muestras para el estudio citológico del hUJIW:)r acuoso o del 



v1treo también pueden ser de utilidad para confirmar el diagnóstico 

de toxocariasis ocular. La presencia de eosinófilos es compatible 

con LMO, mientras que otras formas de inflamación ocular se asocian 

con otros tipos de células inflamatorias CWilkinson, 1989), 

Los siguientes datos de laboratorio cl!nico, aunque 

inespec!ficos, es conron encontrarlos asociados con el sindrome de 

larva migratoria. 

Eosinofilia.- Moderada o marcada pero persistente. 

Leucoci tosis. - Pueden existir cuentas de 30, 000 a 100, 000 

leucocitos por mm8 CSchantz y Glickman, 1978), 

Hiperglobulinemia. - Hay una elevación de inmunoglobulinas 

especialmente IgG e IgE y en menor grado IgM, este aumento puede 

reflejar una respuesta inmune especifica contra las larvas de 

Toxocara ~ una respuesta inespec!fica o bien dano en el tejido 

hepá.t.ico. 

Albúmina. - Se pueden presentar ni veles de concentración 

ligeramente bajos. 

Anticuerpos de Forssman.- En la toxocariasis tienen una 

concentración alta CHuntley y cols •• 1965). 

Isohemaglut.ininas anti•A y anti•B, - Existe una iooderada o 

marcada elevación de los t!tulos de isohemaglut.ininas anti-A y 

anti-B, ésto se debe a que las larvas contienen polisacá.ridos 

relacionados con sustancias del grupo AB, En una encuesta realizada 

a !:il pacientes cl!nicamente compatibles con LMV, el 56.9" tenian 

aglutininas anti-A y el 96.1- aglut.ininas anti•B, sin embargo, los 

autores no mencionan el grupo sanguineo de las personas que 

participaron en la encuesta CHuntley y cols •• 1965). 
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c. 5. METODOS INMUNOLOGICOS, 

Debido a que. los datos clinicos y de laboratorio, en general 

son inespec1ficos en esta parasitosis, el obtener la evidencia 

P'-"rasi tológica es prácticamente imposible, es por ésto que el 

diagnóstico de laboratorio fundamentalmente se ha basado en métodos 

irnnunológicos como son los siguientes: 

lntraderl!Drreacción 

Los ant1genos de Toxocara canis se han usado en 

intradermorreacción para toxocariasis, pero como éstos se obtienen 

del parásito adulto que no se encuentra en el hombre, la 

especificidad del método es incierta CWoodruff, 1964). 

Pruebas de precipitación. 

En estas pruebas se emplean antlgenos solubles relativamente 

puros. sin embargo. la mayoria de ellas son inadecuadas debido a la 

gran cantidad de ant1geno que consumen. Las técnicas de 

precipitación má.s comúnmente usadas para enferMIS'dades parasitarias 

básicamente se realizan en gel, como son la doble difusión 

couchterlony), difusión radial. inmunoelectroforesis y 

contrainmunoelectroforesis. Estos métodos relativamente simples se 

han considerado técnicamente adecuados para el diagnóstico de 

laboratorio y han sido de utilidad para entender la complejidad de 

la respuesta antigeno anticuerpo en las infecciones parasitarias, 

pero su valor práctico en inmunodiagnóstico es limitado debido a su 

baja sensibilidad y de que los resultados se obtienen después de 1c 

c7 



a 40 horas C: Voller y De Savigny, 1981). 

Cypess y cols. (1977), utilizando antigeno de huevos larvados, 

compararon la inmunodi:fusión CID) con ELISA y encontraron que en 

ID, siete de diez pacientes con LMV fueron positivos, mientras que 

con ELISA los 10 pacientes presentaron la prueba positiva, por lo 

qr1e concluyeron que ELISA :fue más sensible para la detección de 

anticuerpos que el método de difusión de agar. 

Un aRo mas tarde, Glickman y cols. (1978), reportaron con la 

t.Ar;nica de Ouchterlony especificidad del 92. 3" y sensibilidad del 

65. 2% in:ferior a la de ELISA que fue del 78. 3"· 

M"'t.odo de agl uti nación. 

Aglutinación Pasiva.- En estas pruebas, los antigenos de 

par.!t.sitos solubles y potencialmente puros se unen a particulas 

lne.1·t.es tales como eritrocitos, poliestireno Clatex), carbón o 

bentonita. La aglutinación pasiva de las particulas portadoras 

sucede en presencia de cantidades de ant1geno y anticuerpo reactivo 

equivalente, y los resultados se pueden leer visualmente. 

Las pruebas de la hemaglutinación indirecta pueden dar 

resultados inespeci:ficos debido a las aglutininas heteró:filas en el 

suero de los individuos. La preabsorción de los sueros y el uso de 

los e.ri trocitos humanos del grupo "O" reduce este problema C Voller 

y De Savigny, 1981). 

La hemaglutinación indirecta, ha sido empleada 

satisfactoriamente en el serodiagnóstico, por Kagan y cols. (1959), 

y por Krupp (1974), para detectar anticuerpos, empleando extractos 

crudos de parAsitos adultos, huevos embrionados y larvas de segundo 
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estadio de Toxocara canis CSmit.h y cols. 1980). 

Cypess y cols. (1977), emplearon la hemaglutinación indirecta 

<:no aclaran con que ant.igeno sensibilizaron los eritrocitos) y 

encontraron una especificidad del 92. 3"· igual que con ELISA y una 

sensibilidad del 18.2" inferior que con ELISA que fue del 78.3"· 

Métodos con reactivos marcados. 

Estas pruebas incluyen a todas aquellas en las que uno de los 

c•,mponentes i nmunolOgicamete react.i vos se une a un marcador que 

puede ser detectado y medido en minimas cantidades. son de los 

métodos serológicos má.s sensibles de que se disponen en la 

actualidad. En los últimos a!'ios est.as pruebas han ganado una 

posición dominante en la serologi a paras! tarta. Su al ta 

sensibilidad, su escaso requerimiento de anti geno y el permitir 

procesar varios sueros a la vez, han sido los principales factores 

di'> su aceptación en muchos laboratorios. 

Inmunoflorescencia Indirecta. - El primero de estos métodos 

introducido a la parasitolog1a. fue el de anticuerpos fluorescentes 

CIF!), en el que la antigamaglobulina marcada con fluoresce1na se 

emplea para detectar la reacción anticuerpo especifico que se lleva 

a cabo l"ln todo el parásito o en secciones del mismo. Esta :forma de 

ant.igeno puede ser fácilmente preparada y convenientemente 

almacenada por largos periodos, también permi t.e la identi:ficación 

de reacciones en di:ferentes si ti os de los parásitos. Sin embargo, 

en helmintos se pueden presentar reacciones cruzadas. La desventaja 

29 



de la prueba IFI clásica es la necesidad del buen mantenimiento y 

cuidado del sistema de microscopia fluorescente y la subjetividad 

on la lectura al microscopio CVoller y De savigny, 1981). 

Bisseru y Woodruf f (1968), usaron la reacción de 

inmunoflorescencia indirecta, para detectar la presencia de 

anticuerpos contra larvas de segundo estadio de Toxocara canis, 

recuperadas de ratones infectados mediante el método de Baermann y 

observaron que uno de cada cinco sueros normales C20"' presentaban 

una significativa reacción fluorescente y que de tres sueros de 

pacientes infectados con Ascaris lumbricoides dos fueron positivos 

a diluciones de 1:10 y 1:20 y uno de éstos se mantuvo positivo a 

una dilución de 1:5120, por lo que ellos recomiendan \tsar la prueba 

sólo en regiones donde la infección por A· lumbricoides sea 

relativamente rara. 

Radio inmunoensayo.- En el segundo gr(Jpo de métodos con 

reactivos marcados se encuentra el radioinmunoensayo o ensayo 

inmunoradiométrico, CR!A), que se ha empleado poco en 

inmunodiagnóstico parasitario. La mayoria de los laboratorios 

parasitológicos no astan bien equipados con isótopos y la vida 

media corta de los antigenos marcados restringe grandemente su uso 

en los paises en vias de. desarrollo. RIA ha sido i:itil en la 

investigacion de enfermedades parasitarias y especialmente en la 

medición de la respuesta especifica de IgE CWeiss y cols. 1978). 

Ces Je: a y col s. (1972), desarrollaron el ensayo 

radioinllll.l1loabsorbente en celulosa activada a la cual el antigeno se 

enlaza en forma covalente, Esta prueba tiene una sensibilidad que 
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permit.e la detección de niveles bajos de anticuerpos circulantes en 

infecciones parasitarias. 

Smi th y col s. Cl 980). realizaron el ensayo 

radioinmlD'loabsorbente en papel CPRISD, para la detección de 

anticuerpos especificas contra Toxocara 5'ADi§. en sueros humanos, 

sin embargo, ha dejado de ser utilizado por presentar di versas 

1 nmplicaciones. 

Inmunoensayo enzimá.tico CELISA). - Es el má.s popular de los 

métodos con reactivos marcados recientemente introducidos. En estas 

técnicas el anticuerpo puede ser marcado con una enzima sin pérdida 

de la capacidad enzimá.tica o inmunológica, de este modo, la 

reacción inmunológica especifica puede ser convinada con la 

sensibilidad de la amplificación enzimática. Estas pruebas son 

comúnmente realizadas en fases solidas. sus resultados tienen gran 

objetividad y sensibilidad y se pueden obtener mediante el uso de 

sistemas de detección con sustratos cromogénicos o fluorogénicos 

(Voller y cols •• 1979). 

El ensayo inmunoenzimático tiene sensibilidad comparable a los 

métodos inmunorradiométricos. pero se puede efectuar en 

laboratorios modestos con equlpo simple y leyendo visualmente los 

resultados si es necesario. Los reactivos son estables y tienen una 

vida media larga. de este modo, los materiales de prueba pueden ser 

estandarizados y transportados a áreas de trabajo distantes. 

Se pueden procesar eficientemente por ELISA un gran número de 

muestras. ésto ha sido particularmente útil en estudios 

epidemiológicos CHalcim y cols.. 1992). ELISA requiere volúmenes 

paquanos de muestra y puede dar resultados cuantitativos en pruebas 

31 



de dilución simple de suero o en papel :filtro con sangre eluida 

~ Voller y De Savigny, 1981). 

Según Glickman y cols., C1976), Al detectar los anticuerpos 

circulantes anti-Toxocara canis con la técnica de ELISA la 

sensibilidad :fué del 76~, en comparación con hemaglutinación 

indirecta CIHA) 16. 2~. :floculación con bentonita CBF) 25. 8~ y 

Ouchterlony 65. 2~. La especi:ficidad para todos :fué de 92n o más, el 

valor de predicción positivo fué de más del 85~. 

En la actualidad la prueba de elección para demostrar 

infección sistémica u ocular por I· ~ es la prueba de ELISA 

CKagan, 1979; Shields, 1984; Schantz, 1969 y Magnaval y cols., 

1982), 

Aunque el Cent.ro para el Control de Enfermedades 

Transmisibles de Atlanta, Georgia, 

tltulos séricos menores de 1:32 

EUA; considera que por ELISA 

no son significativos en el 

1.liagnóst.ico de toxocariasis sistémica CWorley y col s., 1984), otros 

a11t ores expresan que ti tul os séricos de 1: 8 son su:ficientes para 

apoyar el diagnóstico de toxocariasis ocular si el paciente tiene 

signos y s1ntomas compatibles con el padecimiento CHagler y cols., 

1981). 
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2.6. ANTIGENOS DE PARASITOS PARA EL INHUNODIAGNOSTICO. 

En los nemátodos, durante algunos estadios larvales 

parasitarios los materiales antigénicos importantes son liberados, 

ésto se acompat'ia por t.ma variedad de aspectos fisiológicos y 

bloqui micos. La respuesta del huésped cambia tanto cuantitativa 

como cualitativamente. Muchos parásitos su:fren una amplia migración 

dentro del huésped, los parásitos mas afortunados han desarrollado 

reducida disparidad antigénica al compartir antigenos con su 

huésped y con otros parásitos patógenos C De Vay y Adler, 1975). 

Huchos de los anticuerpos producidos durante las infecciones 

parasitarias no estan dirigidos contra el parásito y son de 

especificidad desconocida. Todas estas caracteristicas 

para hacer del inmunodiagrióstico parasitario una de 

desafiantes disciplinas en el laboratorio clinico. 

Antigenos totales y extractos. 

convergen 

las más 

En la preparación de antigenos para el inmunodiagnóstico 

parasitario ha sido común el uso de todo el organismo o su extracto 

crudo. Tales antigenos son imposibles de estandarizar por medios 

bioquimicos debido a que la reacti vi dad sólo se presenta en una 

pequet'ia parte del parásito y se puede inhibir por la mezcla de los 

diversos componentes antigénicos. 

Antigenos de superficie. 

Desde la introducción de la prueba de anticuerpos 

inmunoflorescentes para la serología parasitaria los antigenos de 
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superficie han t.enido un propósit.o út.il. especialmente en 

protozoarios. El uso de ant.igenos de superficie en serología es 

conveniente debido a que ést.os son los primeros ant.igenos 

detect.ados por el huésped durant.e la infección. Desafort.unadamente 

muchas de las defensas del pará.sit.o cont.ra la inmunidad del huésped 

t.ambién se asocian con su superficie. 

La maycria de los ant.igenos de superficie de los helmint.os 

poseen un alto cont.enido de antígenos no react.ivos y/o de reacción 

cruzada incluyendo ant.1genos similares a los del hUésped y ot.ros 

productos heterólogos tales como substancias del grupo sanguíneo, 

polisacárido e y antigenos de Forsmann CDe Vay y Adler, 1976), 

Antígenos secretorios. 

El uso de excreciones y secreciones de nemá.todos, pueden tener 

cierta ventaja para ·el diagnóstico cuando los parásitos se 

encuent.ran vivos en el huésped. Los productos secretados contienen 

pocos componentes antigénicos altamente específicos CFife, 1971; De 

Savigny, 1975; Crandall y Zam. 1968), Al cont.ener pocos componentes 

se simplifica cualquier paso de purificación que pudiera ser 

necesario para facilitar la estandarización. 

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

larvas de Toxocara canis !.D. vit.ro en el que estas eliminan al medio 

proteínas que son útiles para la detección de anticuerpos 

especif'icos, al que lla~ antígeno de excreciones y secreciones 

CES>. 

Al comparar los extractos crudos de todo el parásito con los 

antigenos metabólicos de los est.adios larvarios. se ha observado 
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rp.re• estos últimos son ""'jores. soln que es tan disponibles en 

mlnimas cantidades y únicamente se pueden emplear en inmunoensayos 

altamente ef'icientes, La f'alta de técnicas adecuadas de cultivo in 

vitro de helmintos. ha retrasado enormemente la investigación y el 

uso de antigenos secretorios en serologia. Ademá.s de que hay una 

gran necesidad de estandarizar la elaboración de antigenos de 

ref'erencia internacional CVoller y De Savigny. 1961> • 
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2.7. TRATAMIENTO Y PRONOSTICO. 

Tratamiento Médico. 

Algunas drogas se han utilizado en el tratamiento de larva 

migratoria visceral CLMY.>, como el citrato de dietilcarbamacina 

<. ti•~t.razan), qlle puede causar elevación t.emporal y luego una calda 

en la cuenta de eosinófilos CSmith y Beaver, 1953; Snyder, 1961). 

Se ha observado que la dietilcarbamacina reduce gradual y 

n~1t.ablemente el número de larvas recuperadas del higado y otros 

tejidos de ratones experimentalmente infectados. Este medicamento 

hast.a el momento se considera adecuado para el tratamiento de la 

LMV CClarke y cols. 1992). 

Se ha empleado también el ti abendazol, que tiene la 

peculiaridad de destruir la fase tisular de algunos parásitos, ha 

sido administrado a pacientes con larva migratoria ocular C LMO) 

CNelson y cols., 1966; Mac Dougall, 1969), a dosis de 125 mg, en 

dos dosis por 3 dias, CGass y cols., 1978), y en una dosis de 20 a 

50 mg/kg de peso por dia durante 7 a 10 dias CPollard, 1979); en 

pacientes con larva ocular activa se ha administrado 50 mg/kg de 

peso al dia, de 2 a 3 dias CBrown, 1970). 

Nn hay datos disponibles concernientes a los 

tiabendazol en pacientes con LMO, sin embargo, si se 

efectos del 

utiliza esta 

droga se corre el riesgo de acentuar la respuesta inflamatoria por 

la muerte del parásito, por lo que se recomienda el uso de 

ant.iinflamatorios del tipo de la prednisona CZinkham w. H •• 1978). 

La administración de corticosteroides talllb16n es útil en las 
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lesiones oculares y estan indicados en pacientes que pri,,sentan 

inflamación, con objeto de prevenir los cambios que pueden 

ocasionar desprendimiento de la retina CO'Connor, 1990). 

Huismans C1977); Gass y cols. C1978), recomiendan la 

dest.rucción de la larva por fotocoagulación cuando es visible en el 

ojo y está situada en un lugar accesible. 

Cirugla Ocular. 

La principal indicación de la cirugia en casos de LMO causados 

por Toxocara canis. es cuando existe desprendimiento de retina. En 

estos casos las técnicas de vitrectonúa son utilizadas para remover 

las membranas epiretinianas o trans-vitreas que producen tracción 

sobre la retina, lo que permite colocarla en su lugar CWilkinson, 

1989). 

Pronóstico. 

En la mayorla de los casos, el pronóstico eventual es 

!"avorable, a menos que haya invasión del ojo, Incluso cuando se 

pr·oduce ésta, las posibilidades de conservar la función ocular 

mediante un diagnóstico rápido y tratamiento eficaz son altas 

( l::leaver, 1 996). 
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z. 0. PROFILAXIS. 

Schantz y Glickman C1903), recomiendan las siguientes medidas: 

1.- Disminuir la población de los perro sin duefio, 

z. - Esterilizar a los animales de compafiia cuando no se desee su 

reproducción. 

3.- Excluir los perros de las áreas de recreación infantil. 

4.- Promul.gación de leyes, o apoyo a las ya existentes, que obligan 

a la utilización de arnés, collar y correa. 

5.- Fomento del concepto de responsabilidad de los duefios de 

animales de compafiia en c1ianto al control y eliminación de 

materias fecales. 

6. - Educación a la población sobre el potencial zoonótico de los 

parásitos caninos. 

7.- Desparasitación periódica de los perros. 

a.- Descontaminación ambiental. 

9.- 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 poco en encuestas 

epidemiológicas dirigidas a conocer el problema, ademá.s, por que el 

diagnóstico parasitoscópico es dificil y tanto los datos clinicos 

collKJ los de laboratorio son inespec1ficos y pueden ser causados por 

diferentes agentes etiológicos. Por otra parte. la inespecifidad de 

las prtJebas serológicas, qtJe se utilizan actualmente, debido a las 

reacciones cruzadas que se obtienen, por la crudeza de los 

antigenos, da como resultado que el diagnóstico inmunológico sea 

poco confiable. 

Por lo anterior, es necesario elaborar y evaluar ant1genos de 

diferentes componentes y etapas evolutivas de Toxocara cani s para 

ser utilizados en pruebas serológicas confiables y sensibles 

fisicoqu1 micamente hablando, y realizar de esta manera un 

diagnóstico serológico eficiente y oporttmo, que permita 

proporcionar un tratamiento médico adecuado, para evitar el 

tratamiento quirúrgico innecesario. 

Por otra parte, si se cuenta con ant1genos y un ensayo 

serológico 6pti11Ds, también será posible valorar la frecuencia con 

la que se presenta esta paras! tosis en nuest.ro pa1 s, ya que los 

datos existentes en la literatura médica son muy escasos. 
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4. HIPOTESIS, 

El ant1geno crudo extra1do del adulto de Toxocara canis hasta 

la fecha, se ha considerado en México, como una herramienta útil en 

el diagnóstico serológico de la toxocariasis larval, pero es 

probable que si se obtienen ant1genos; somático, de superficie o de 

excreciones y secreciones de larvas de segundo estadio de I· canis. 

se logrará reducir la presencia de reacciónes cruzadas. que son 

comúnes en sueros de individuos mul tiparasi tados C situación muy 

frecuente en nuestro medio). y también mejorar la sensibilidad, 

especificidad y eficiencia en la prueba de inmunoensayo enzimático 

CELISA). 

5. OBJETIVOS. 

I) Detectar perros con Toxocara cani s. para aislar los 

parásitos. 

II) Eclosionar huevos larvados de I· canis. 

III) Mantener in vit.ro larvas de I· canis. 
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IV> Producir ant.lgenos, de distintos cc1mponentes o etapas 

... voJ ut.ivas de Toxocara canis, como son: 

a) Antigenos completos crud<Js de adultos y de larvas de 

segundo estadio CLz) de I· canis. 

b) Antigenos de excreciones y secreciones de adul t1Js y de 

larvas CLz) de I· canis. 

e) Antlgenos de superf"icie ele adultos y de larvas CLz) de 

V) Evaluar los ant.lgenos con la técnica de ensayo 

inmunoabsorbent.e ligado a enzimas CELISA). 

VI) Det.ect.ar pacientes inf"ectados con larva migratoria de I· 

C,1!~ con Ascaris lumbricoides. Tricht.tris t,richit.wa, Fasci ola 

!Y:.Rat.ica. Hvmenolepis nana. Toxoplasma gondii, Necat,or americant.is y 

la forma larvaria de Taenia solium (Cisticerco). 

VID Determinar el grado de cruce inmunológico de cada 

ant.igeno, en sueros de individuos inf"ect.ados con algunos nemt>.todos, 

cestodos, tremátodos y protozoarios. 
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6.1. 

6. MATERIAL Y METODOS. 

Obtención de Parásitos Adultos y Larvas de Segundo Estadio 

C L-2> de Toxocar :\ cani s, 

6.1.1. Adultos. 

Para obtener los parásitos adultos, se evisceraron 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 Antirrábico de San Francisco Culhuacán, 

Centro de Control Canino Luis Pasteur, Centro de Control Canino de 

la Delegación Venustiano Carranza y Departamento de Necropsias de 

la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad 

Nacional Aut.ónoma de México. 

La disección longitudinal del intestino delgado de los perros 

para extraer 

lesionarlos, 

a los 

con 

nemátodos se 

unas pinzas 

realizó cuidadosamente para 

de disección sin dientes 

no 

se 

depositaron éstos en un frasco con solución salina isotónica CSSI, 

NaCl o. 15 M. pH 6. 6), Se lavaron 5 veces con SSI estér i 1 y se 

incubaron a temperatura ambiente, en SSI est.éril, adicionada con 

800 UI/ml.. ditt penicilina sódica CLakeside) y 1 mg/mL de 

estreptomicina Clakeside>. durante 45 minutos. Después se lavaron 

nuevamente 3 veces con SSI estéril. 

6.1. 2. Larvas. 

La liberación de larvas de los huevos, se llevó a cabo en base 

a procedimientos descritos previamente por CDe Savigny. 1975; 



Stevenson y Jacobs. 

modificaciones, 

1977; Smith y cols. 1980). con algunas 

Las hembras adultas grávidas se aislaron y a cada 1-1na se le 

"'xtrajo el útero, mismo que se disecó, para liberar los huevos en 

solución salina amortiguadora de fosfatos CPBS, Na
2

HP0
4 

6 mM; 

KH
2
P0

4 
4 mM y NaCl 130 mM. pH 7. 2), con formol al 1"· Los huevos se 

ajustaron a una suspensión del 10" en agua destilada y se lavaron 

ci neo veces por centrifugación a 2500 rpm. por 3 minutos. Se les 

agregó el mismo volúmen de NaClO al 4Yo Chipoclorito de sodio 

comercial) y se agitaron durante 10, 20, 30, 40, 50 y 60 mins. en 

un agitador Andreas Hettich Se OOE 2116 a 3 Hz C180 periodos por 

mimrto>. 

Para quitar el excedente de cloro, se lavaron cinco veces con 

solución salina balanceada de Hanks estéril CHBSS, microlab 247) y 

se incubaron a temperatura ambiente con agitación C3 hz.) durante 

15, 30, 45, 75, 90, 105 y 120 minutos en HBSS, ésto se realizó para 

cada unos de los cinco tiempos diferentes de agitación con 

hipoclorito de sodio, para buscar el tiempo óptimo en el que se 

erosionara la cubierta de los huevos sin dal'íar a las larvas. Se 

lavaron 5 veces con HBSS para desechar restos de cubiertas y larvas 

mt.rertas. 

En un vaso de precipitados estéril de 80 mL que contenia HBSS 

estéril, adicionado con 100 UI/mL de penicilina sódica CLakeside) y 

250 µg/ml.. de estreptomicina Clakeside). Se colocaron 4 c~rbiertas 

estériles de papel seda Clents cat P1055, size 4" x 6", Qty. 50 

sheets, Rev. 8/80, Distributed by; American Scientific Products). 

Sobre las cubiertas de papel se depositaron las larvas y se 
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lncubaron en ba!'io Maria a 37 ºe durant.e 2 horas. Posteriormente, se 

revisó que todas las larvas vivas en el papel seda hublesen pasado 

a través del fil. tro. Con cuidado de no JlKlver 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 decantó el sobrenadante, 

y el paquete de larvas se transfirió a un tubo cónico graduado 

•)Stéril. Se to!IP una muestra y se observó al microscópio para 

corroborar la limpieza del paquete larval, ya que si no estaban 

limpias se vol vian a filtrar. Cuando se requirieron para preparar 

antlgeno de excreciones-secreciones, se lavaron 3 veces en medio 

RPMI 1640 con L-glutamina (SIGMA Cell Culture Reagents), 

amurtiguado a pH de 7, 2 con carbonato ácido de sodio CNaHC0
8

) 23 mM 

y con N-2-hidroxi-etil-piperacine N-2-etano ácido sulfónico CHEPESJ 

25 mM, además se l.e adicionó 80 µg/mL de gentamicina. Si las larvas 

se dest.inaban para antigenos somáticos y de superficie, los 3 

lavados se efectuaban con PBS pH 7.2 estéril. 
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6.2. Elaboración de Antlgenos de Toxocara ~. 

6. 2. 1. Anti genos Somáticos de Larvas de Segundo Estádio ( Som 

L-2). 

Se prepararon con paquetes de larvas obtenidas de acuerdo al 

inciso 6.1.2., éstas se depositaron en un homogeneizador estéril, y 

se agregó 4 mL de solución de sacarosa 0.25 M por gramo de larvas y 

so:> maceraron en bario helado hasta que se logró la mayor 

dilaceración posible. La suspensión se aspiró con una jeringa de 

cristal de 20 mL CBecton, Dickinson de México) y aguja hipodérmica 

t.ipo raquea del No. 19 y de 75 nun. de longitud CSanko Industrial), 

se depositaron lentamente en el fondo de un frasco de boca ancha 

con tapón esmerilado que contenia acetona fria c-zoºc>. en 

proporción de 16 volúmenes por homogeneizado inicial. Se tapó y se 

agitó vigorosamente hasta que se homogeneizó perfectamente. Se dejó 

reposar durante cO minutos en bario helado. 

La acetona, se decantó y se ropi tió el mismo procedimiento, 

sólo que en esta ocasión el reposo se mantuvo durante 1 hora. 

Nuevamente, se decantó la acetona y el sedimento se transfirió 

a tubos de centrifuga de 50 mL con acetona fria, se homogeneizó y 

se centrifugó a 3000 rpm. durante 15 minutos. 

Se decantó el sobrenadante y se liofilizó el sedimento, Este 

liofilizado se resuspendió en PBS CNa
2

HP0
4 

6 mM; KH
2

P0
4 

4 mM y NaCl 

130 mM. pH 7.2), en proporción de o.a mL por volúmen de 

homogeneizado inicial. Se agitó durante 16 horas a temperatura de 

4ºc. 

Se centrifugó a 15 000 rpm. durante 30 minutos a 4ºc. Se 
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colectó el sobrenadante, se dializó durante 48 horas. se agregó 1 

mH de etilendiamina ácido tetracético CEDTA), y se almacenó en 

ali cuotas de o. 5 mL a -2oºc hasta su uso. 

6.2.2. Antigenos Somáticos de Adultos (Som A). 

Se prepararon con parásitos adultos que se obtuvieron de 

acuerdo al inciso 6.1.1. el procedimiento fué similar al 

anteriormente descrito para el antigeno Som L-2., sólo que en este 

caso el liofilizado se resuspendió en PBS CpH 7,2), en proporción 

de o. 4 mL por vol.úmen de homogeneizado inicial. Y se almacenó en 

alicuotas de 1 mL. 

6. 2. 3. Antigenos de Superficie de Larvas de Segundo Estadio 

CSup L-2), 

Se prepararon con larvas vivas Cver inciso 6.1.2), Las larvas 

se colocaron en un tubo cónico graduado de 15 mL CPYREXJ. y por 

cada volúmen de l.arvas se agregaron 4 volúmenes de solución 10 mH 

Tris, o. 5" de desoxicol.ato de sodio. < Tris-Doc). Se incubaron a oºc 

durante 30 minutos, con agitación ocasional. Se centrifugaron a 

5000 rpm. durante 5 minutos a 4°C. Se cosechó el sobrenadante. 

cuidadosamente para no resuspender las larvas, se agregó EDTA 1 mH 

y se almacenó en alicuotas de 0,5 mL a -2oºc. 

6.2.4. Antigenos de Superficie de Adul.tos CSom A), 

Se prepararon con adultos completos y vi vos <ver inciso 6.1, 

1), Se colocaron en un vaso de precipitados de 500 mL CPYREX), por 

cada volúmen de adultos se agregaron 2 volúmenes de l.a solución 10 
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mM Tris, o. 5% de desoxicolato de sodio CTris-DocJ. Se incubaron a 

o'''<: durante 30 minutos, con agitación ocasional. Se decantó la 

solución y se centrifugó a 5000 rpm. durante 5 minutos a 4°C. Se 

colectó el sobrenadante, se agregó 1 mM de EDTA, y se almacenó en 

alicuotas de 1 mL a -2oºc. 

6. 2. 5. Antigenos de Excreciones y Secreciones de Larvas de 

Segundo Estadio CES L-2). 

Las larvas vi vas para estos antigenos se prepararon como se 

indicó en el inciso 6.1.2. En tubos de 20 mL CPYREX) con tapón de 

rosca estériles, se colocaron aproximadamente 10~ larvas en 10 mL 

de medio RPHI 1640 con L-glut.amina CSIGMA Cell Culture Reagents), 

amortiguado a pH de 7.2 con carbonato ácido de sodio C23 mlO y con 

HEPES (25 mM) además se suplementó con 60 ~1g/mL de gentamicina. Se 

incubaron a 37 ºc, y se observaron semanalmente; los tubos 

contaminados o con más de 5" de mortalidad se desecharon. Cada 7 

dlas se cambió el medio y el pull de medios colectados se 

centrifugó a 5, 000 rpm. durante 5 minutos y se filtró con una 

membrana de nitrocelulosa CMillipore Corporation. Tipo GS, abertura 

de poro 0.22 µniJ. 

El antigeno se preparó mediante concentración y dialisis por 

1.11 t.rafil tración con una membrana de amicón PM 10, 000, se concentró 

aproximadamente 30 veces de su volt'.tmen inicial, se agregó 1 mM de 

EDTA, y se almacenó en alicuotas de o.5 mi.. a -2oºc. 

6.2.6. Antigenos de Excreciones-Secreciones de Adultos CES A), 

Se prepararon con parásitos adultos que se obtuvieron como se 
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mr.nciona en el inciso 6.1. 1. y el procedimient.o fué s!mi lar al ya 

dro•scrit.o para el antigeno ES L-2, con la diferencia de que en est"' 

ca<.o se agregaron dos volúmenes de RPMI 1640 por cada volúmen de 

par·ásit.os empleado y los adultos sólo se mantuvieron en el medio de 

cu! ti vo por 3 di as. 

Después de que se elaboraron los seis ant.1genos se est.im6 el 

contenido total de prot.einas de cada uno de ellos con el método de 

Lowry y cols. C1951). 
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6. 3. Obtención de las Muestras do St.1ero. 

Para e:fectuar las pruebas serológicas de hemaglutinación 

indirecta CHAI) e inmunoensayo enzimá.tico CELISA) a cada persona se 

le extrajo, mediante punción venosa, un volúmen de 3 a 5 mL de 

sangre periférica. El suero aislado de estas muestras se dividió 

en dos partes iguales Cuna para cada prueba), se le adicionó 

timerosal C1;10,000) y se almacenó en congelación a -2oºc. 

6.3.1. Muestras de Suero de Pacientes Parasitados. 

Las muestras de suero de las personas paras! tadas se 

obtuvieron de diversas instituciones; Hospital Oftalmológico de 

Nuestra Sel'iora de la Luz, Asociación para Evitar la Ceguera en 

México, Hospital In:fantil de México, Hospital General e Instituto 

Nacional de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos. 

Para integrar el grupo de sueros de pacientes infectados con 

To:-:ocara canis, se tomó en cuenta que tuvieran un cuadro clin.ico 

ti pico de larva migratoria visceral ( LMV) u ocular e LMO). con 

leucocit.osis y eosinofilia. Los cinco pacientes con LMV presentaron 

serologla positiva a I· canis con la técnica de hemagl•.tlinación 

indirecta <titulo de anticuerpos igual o mayor a 1:32) y en ~mo de 

los casos se encontró una larva en biopsia hepática. 

En el grupo de nematodos se incluyeron a suero de individuos 

paras! tados con; Ascaris l umbricoides, Trichuris trichiura, 

Trichinella spiralis y Necator americanus. 

El grupo de platelmintos comprendió a sueros de pacientes con 

Fasciola b!matica, Hymenolepis nana. cisticerco y quiste 
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hidatidico. 

El grupo de protozoos sólo quf.'!dó integrado por sueros de 

personas iní'ectadas con Toxoplasma gondii. debido a su importancia 

coroo agente etiológico de algunas patologias oculares. En estos 

pacientes la presencia de anticuerpos anti-Toxoplasma se detectó 

por medio de la técnica de inmunoflorecencia indirecta en el 

Instituto Nacional de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos. 

El grupo mixto fue constituido por personas multiparasitadas. 

6,3.2. Muestras de 

El grupo control 

aparentemente sanos. 

SUero del Grupo Control Normal. 

normal se integró por 15 individuos 

sin eosinofilia, con tres examenes 

coproparasitoscópicos CCPSl negativos y titulas negativos de 

anticuerpos en la prueba de hemaglutinación indirecta CHA!) con 

antigenos de Toxocara cani s. Ascari s 1 umbr i coi odes, Tri chinell a 

§.Riralis, Fasciola l:!!!P~ y cisticerco. Este grupo se seleccionó 

de una población de 125 ni~os alumnos de la Escuela Primaria Martin 

Guzmán y 25 estudiantes de la Universidad Autónoma Metropolitana. 

En estas dos poblaciones también se buscaron personas con CPS 

positivo a helmintos intestinales para incluir sus muestras de 

suero en este estudio. 

Los examenes coproparasitoscópicos se realizaron de acuerdo al 

método de Faust CSalazar y de Haro, 1960), 
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6.4. Técnica de Inmunoensayo Enzimático CELISA), 

6.4.1. Procedimiento, 

En la prueba de ELISA CEngvall y Perlmann, 1972) se emplearon 

placas de poliestireno para microtitulación con 96 pozos. de fondo 

en IJ Cimmulón Coolce Microtiter, Alexandria, VA, USA), conforme a lo 

reportado por Voller y cols. (1979) y por Bowman y cols. (1987), 

con algunas roodif icaciones. 

La concentración de proteinas de cada antigeno fue diferente y 

se determinó mediante diluciones con amortiguador de carbonatos 

C BC, NaHC0
9 

45 mM: NzC0
9 

18 mM, pH 9. 6). de acuerdo al método de 

Vc>ller y cols. (1979), en forma de tablero de ajedrez. 

Cada pozo se sensibilizó con 50 ~ü del 

correspondiente y se incubó durante toda la noche a 4°C, 

anti geno 

Las placas se lavaron tres veces durante 1 minuto y se dejaron 

en reposo durante 5 minutos con PBS CpH 7.2)-TWEEH 20 al 0.05X. 

Para bloquear las placas a cada pozo se agregó 150 µl de 

albúmina sérica bovina CABS, Sigma Chemical Company) al 1X diluida 

con amortiguador de carbonatos y con incubación de \ma hora a 37°c. 

Se lavó tres veces durante 1 minuto y se incubó durante 5 

minutos con PBS C pH 7. 2J -TWEEN 20 al o. 05"• 

Se anadieron 50 µl de suero diluido 1:500 en PBS-TWEEN 20 al 

o. 05" y se incubó 30 mi nut.os a 37°C. 

El control positivo consistió 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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par.lrntes aparentemente sanos. 

Como control de referencia, el Dr. Peter M. Schantz del CDC de 

At..la11ta Georgia, EVA, evaluó muestra~ de sueros de pacientes con 

sosprcha cl1 ni ca de toxocariasis y de individuos aparentemente 

sanos, lo que confirmó la positividad o negat.ividad de los 

cnn~ 1·nles empleados en la prueba de ELISA. 

Después de la incubación con suero, los pozos se lavaron tres 

veces durante 1 minuto y con 5 minutos en reposo con PBS-TWEEN ZO 

al o. 05"· 

En cada pozo se depositaron 50 ~ü de antigamaglobulina humana 

conjuaada con peroxidasa (Anti-humana lgG, r-chain specific, 

pernxidase conjugate, Sigma Chemical Company 1 mL 6 peroxidase 

units per mL), diluida 1:900 y se incubó durante 30 min1.1tos a 37°C. 

Las placas se lavaron tres veces durante 1 minuto y se dejaron 

en reposo durante 5 minutos con PBS CpH 7.Z)-TWEEN ZO al 0.05X. 

Se agregó a cada pozo 150 µl del sustrato ortofenilendiamina 

( OFD, Sigma Chemical Company) disuelto a una concentración de o. 04 

" en amortigudor de citratos CPCB, Acido citrico 24 mM: Na
2

HP0
4 

51 

mM, pH 5.0J adiciónado con o.012x de H
2

0
2 

y se incubó en obscuridad 

a temperatura ambiente durante ZO minutos. 

La reacción se detuvo con 50 µl de H
2

S0
4 

Z.5 M. 

La placa se leyó en un lector de ELISA CDynatech 300, USA). 

Los resultados se reportaron como cocientes de densidad óptica 

(CDOJ de acuerdo con la siguiente fórmula: 

DOP 
CDO • DON 
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D"•nde DOP es la densidad óptica a 49Z nm. del problema y DON 

''"' la media más dos desviaciónes esté.ndar de las densidad.,s ópticas 

obtenidas con el suero normal utilizado como control de acuerdo a 

la técnica de Gómez-Priego y cols. C1991), 

6.4.2. Criterio de Positividad en la prueba de ELISA. 

El criterio de positivad (valor de corte) para cada antigeno 

se determinó con la suma de la media más tres desviaciónes estandar 

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

ELISA. 

6.4.3. An~lisis estadistico: 

Para observar la signi:ficancia de las di:ferencias de las 

mE'dias de los CDO obtenidas con cada grupo de sueros, se recurrió 

al método grá.::fico de Dice y Leraas C1936). Para determinar la 

signi:ficancia estadistica de las medias antes menciónadas, se 

empleó la prueba de t de Student. 

5,4.4, Evaluación serológica. 

Se realizó de acuerdo a lo· publicado por Glickman y cols. 

<.1n-1n, Morrow 0981), y por Méndez y cols. (1904), 

Los par~metros serológicos (figura 2) se determinaron de la 

siguiente forma: 

Sensibilidad. 

Es la capacidad de una prueba. para detectar a los 

verdadera11119nte en:fermos Cproporción de verdaderos positivos). Se 
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obtiene al dividir el número de verdaderos positivos entre el 

número total de casos que tienen la parasitosis. 

Especificidad. 

Es la capacidad de una prueba para detectar a los 

verdaderamente sanos Cproporción de verdaderos negativos>. Obtenida 

al dividir el número de casos verdaderos negativos. entre el total 

de casos que no tienen la parasitosis. 

Valor de predicción para un resultado positivo. 

Es la probabilidad de que un resultado positivo en la prueba 

de ELISA indique una verdadera infección. Este valor se esti!OO 

dividiendo el número de verdaderos positivos entre el número total 

de casos seropositivos. 

Valor de predicción para un resultado negativo. 

Es la probabilidad de que un resultado negativo en la prueba 

de ELISA indique verdaderamente ausencia de la paras! tosis. Este 

resultado se esti!OO dividiendo el número de verdaderos negativos 

entre el número total de casos seronegativos. 

Reactividad cruzada. 

Proporción de sueros de individuos infectados con uno o varios 

parásitos diferentes a Toxocara canis que fueron positivos a la 

prueba. 
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FIGURA 2. 

PRUEBA DE ELISA. 

T 

o 
X 

o 
e 
A 

R 

I 

A 

s 
I 

s 

(+) 

(-) 

Totales 

Eepeoi.flolde1d =--d- x 100 
o + d 

( +) 

a 

e 

a + e 

Vcilor de pradi.ooi.bn poai.ti.vo =o. ~ 
0 

x 100 

d 
valor d<> predlcoi.bn nege1ti.vo =b'"""+d x 100 

FClleo.e n•"O.ti.vo.• ___ b_ x 100 
• -0. + b 

P'o.leo.s poai.ti.vo.a : 0 ~ d x too 

Eflol9nole1 - o. + : : ~ + d " too 

(-) 

b 

d 

b + d 

CI + 

o .. 
CI + 

b + 

Totales 

a + b 

e + d 

a+b+c+d 

CI = Verdelderoe poetti.vos 

b = P'e1taoe nege1\i.voa 

o = P'<:1taos poa\\i.vo• 

d = verdCldero• nego.t\.vos 

b = Infocie>doe 

d = NO i.nfeota.doa 

o = s"ropo•i.ti.voo 

d = S9ronegClti.voa 



7. RESULTADOS. 

7.1. Liberación de larvas de Toxocara canis. 

Para obtener los antigenos larvarios somático, de superficie y 

de excreciones y secreciones, fue necesario estandarizar una 

pécnica de eclosión para huevos larvados y los resultados fueron 

lo•> Si!Jttientes: 

Las figuras 3 a, 3 b, 4 a, 4 b, 5 a y 5 b, muestran los 

d.1.ferentes tiempos (10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos) de agitación 

con hipoclori to de sodio C NaClOJ al 4 "· En cada experimento se 

···nmpararon los tiempos C15, 30, 45, 75, 90, 105 y 120 minutos) de 

aqitación en solución salina balanceada de Hanks CHBSSJ, con el 

objeto de buscar el tiempo óptimo de incubación tanto en 

hipoclorito de sodio como en HBSS para erosionar la cubierta de los 

huevos de I· canis y liberar a las larvas sin daf'iarlas. El tiempo 

cero (0) en cada gráfica, corresponde al momento final de los 

lavad•:os, posteriores a la incubación en hipoclorito de sodio; 

durante este proceso de lavado, se libera una cantidad importante 

de larvas, como se aprecia en las diferentes gráficas. 

En la figura 3 a, con 10 minutos de agitación en hipoclorito 

de sodio y durante 15, 30, 45, 60, 90, 105 y 120 minutos en HBSS, 

sP. ol:>serva que el tiempo en hipoclori to de sodio fue insuficiente, 

ya que hay una gran cantidad de huevos larvados CHLJ desde el 

t • •~mpo cero COJ, hasta los 120 minutos de incubación en HBSS, en 

donde se nota un aumento de larvas inooviles CL!), debido al 

proceso de agitación. 

En la figura 3 b, con 20 minutos de agitación en hipoclorito 
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FIGURA 3. 

Porcentajes obtenidos de larvas roviles < UO, larvas inroviles < LD, huevos 
larvados CHD y larvas desintegradas <LD) en muestras de huevos de Toxocara 
canis con agitación en hipoclorito de sodio d11rante 10 mins. CF!g. 3 a) y 20 
mins. <Fig. 3 b) con agitación posterior en sol11ción salina balanceada de 
Hanks CHBSSJ a diferentes intervalos de tiempo. 



de sodio y durante 15, 30, 45, 60, 90, 105 y 120 minutos en HBSS, 

se observa un porcentaje de larvas vivas o móviles (LM), casi desde 

el inicio de incubación en HBSS, aunque el porcentaje más al to se 

presentó de los 30 a 75 minutos, También se aprecia que durante 

este tiempo casi no hay huevos larvados, pero si una m1nima 

presencia de larvas inmóviles. 

En la f'igura 4 a, con agitación de 30 minutos en hipoclori to 

de sodio y durante 15, 30, 45, 60, 90, 105 y 120 minut.os en HBSS, 

con media hora en hipoclori to de sodio aumenta más la cantidad de 

larvas móviles en relación a la obtenida con 20 mins. de agitación. 

As1 mismo, disminuye aún más la presencia de huevos larvados y 

también de larvas inmoviles, esta tendencia se observó a partir de 

los 30 minutos de incubación en HBSS. 

En la f'igura 4 b, con agitación de 40 minutos en hipoclori to 

de sodio y durante 15, 30, 45, 60, 90, 105 y 120 minutos en HBSS. 

Hay larvas móviles, pero desde el principio se ven larvas 

inmóviles, y se empieza a notar larvas desintegradas CLD). 

En la f'iguras 5 a y 5 b, con 50 y 60 minutos de agitación 

Crespectivamente) en hipoclorito de sodio y durante 15, 30, 45, 60, 

90, 105 y 120 minutos en HBSS, en ambas gráf'icas se nota como baja 

el porcentaje de larvas móviles y el de larvas iruOC>viles se 

incrementa. Además se acentuó el fenómeno de destrucción de larvas, 

ya que tanto en la solución de hipoclorito de sodio como en HBSS 

hab1a part1culas de materia orgánica en suspención por las larvas 

desintegradas que alcanzan una proporción hasta del 71"• lo que 

inf'luyó para que las gráficas mostraran una imagen irregular. 

Se observó que el tiempo más adecuado para la agitación en 
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a) y 40 mins. CFig. 4 b) con agitación posterior en solución salina balanceada 
de Hanks CHBSSJ a diferentes intervalos de tiempo. 
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FIGURA 5. 

Porcentajes obtenidos de larvas roviles CLM>, larvas in!OOviles CU), huevos 
larvados CHL> y larvas desintegradas CLD> en muestras de huevos de Toxocara 
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mins. CFig. 5 b) con agitación posterior en solución salina balanceada de 
Hanks CHBSS> a diferentes de tiempos. 



hipoclori t.o de sodio fue de a 30 minut.os y para la incubación en 

HBSS de 45 a 60 minutos, en base a est.o se decidió agit.ar los 

huevos larvados durant.e 30 minut.os con hipoclori t.o de sodio y 60 

minutos con HBSS. 

7.c. Elaboración de ant.igenos. 

En t.ot.al se elaboraron seis ant.igenos que fueron los 

siguient.es: ant.igeno somát.ico de larvas CSom L), de excreciones y 

secreciones de larvas CES L), 

somát.ico de adul t.os C Som AJ, 

de superficie de larvas CSup 

de excreciones y secreciones 

adult.os CES A) y el de superficie de adult.os CSup AJ, 

L), 

de 

Al t.erminar la elaboración de cada ant.igeno, se procedió a 

cuant.ificar la concent.ración de prot.einas CLowry, 1951), 

Para obt.ener el ant.igeno somát.ico de adul t.os el mét.odo fue 

laborioso pero no hubo grandes complicaciones ya que se empleó el 

parásit.o adult.o complet.o, además de que en el Laborat.orio de 

Inmunoparasit.ologia de la Facult.ad de Medicina. UNAM se t.iene 

experiencia en la elaboración de est.e tipo de ant.igenos. El 

antígeno somát.ico de adult.os t.uvo una concent.ración t.ot.al de 

prot.einas de 5,700 µg/mL, 

El ant.igeno somát.ico de larvas se elaboró con el mismo mét.odo 

que el ant.igeno de adult.os. Est.e ant.igeno f'ue posible realizarlo 

hast.a que se est.andarizó la t.~cnica de eclosión de huevos larvados 

y se pudo reunir una cant.idad suficient.e de huevos larvados como 

para lograr un paquet.e de 1 mL de l:arvas vi vas, del que se obt.uvo 

3.2 mL de antigeno con una concent.ración de proteinas de 330 µg/mL, 

El antigeno de superficie de adultos es relativamente sencillo 
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por la disponibilidad del material b1ológico (la concentración de 

prot.e1nas :rué de 45 ~1g/ml..), en cambio el antlgeno de superficie de 

larvas fue dificil ya que de 1 mL de larvas se obtienen 3 mL de 

ant1geno con una concentración de 3 µg/mL. 

Por lo que se refiere al antigeno de excreciones y secreciones 

de adultos, se contó con la ventaja de que se obtuvo en buena 

cantidad, lo que no sucedió con el antigeno de excreciones y 

secreciones de larvas, sin embargo, lo que equilibró hasta cierto 

p•mto la situación, fue que algunos de los cultivo larvarios 

mant.uvieron su viabilidad hasta por 5 mases a diferencia de los 

adultos que a los 5 dias com&nzaban a morir. La concentración de 

prote1nas para el antigeno de excreciones y secreciones de adulto 

fue de 125 µg/mL y para el de larvas de 07. 5 µg/mL. 

Para el cultivo in vitro de los paré.sitos f1.1e importante 

extremar las condiciones de esterilidad para evitar el riesgo 

habitual de contaminación bacteriana y f!Jngica que se tiene al 

manejar medios de cultivo. 

7.3. Optimización de la prueba de ELISA. 

Se titularon los antigenos, mediante diluciones conforma al 

método de Voller y cols. (1979), en forma de tablero de ajedrez 

para determinar la concentración de proteinas óptima de trabajo 

para cada anti geno <cuadro IJ. 

Se realizaron di versos experimentos para determinar las 

concentraciones y los tiempos de incubación óptimos de los seis 

antigenos; de la alb(lmina sérica bovina; del sustrato; de la 

dilución de los sueros y del conjugado. Todos estos datos se 
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concentraron en el cuadro I para su mejor comprensión. 

Después de que se estandarizó la técnica de ELISA se probaron, 

c"n cada uno de los antigenos, seis grupos de sueros que se 

integraron y clasificaron de la siguiente forma: grupo A) 

individuos aparentemente sanos al que se le denominó control sano 

<:N • 20); grupo B> pacientes infectados con Toxocara canis con 

diagnostico clinico de larva migratoria visceral y ocular CN • 14); 

grupo G) pacientes con sospecha clinica de toxocariasis CN • 19); 

grupo 0) con infecciones intestinales o tisulares causada por otros 

nemátodos CN 23); grupo E> con platelmintos tisulares o 

intestinales CN • 11) y grupo F) al que se le 1la!OC> protozoos pero 

s0lo estuvo integrado con sueros de individuos parasi lados con 

Toxopl asma S1QllSill ( N • 10). 

El criterio de positividad para los seis antigenos (figuras 6 

a, 6 b, 7 a. 7 b, e a y 8 b) fue a partir del valor de la media más 

tres desviaciones estandar CKurstak, 1965> de los coeficientes de 

densidad óptica CCOO) del grupo control. Los valores de corte en 

CDO para los antígenos fueron: 

Anti geno 

Superficie de adultos 

Superficie de larvas 

Somático de adultos 

Somático de larvas 

Excreciones y secreciones de adultos 

Excreciones y secreciones de larvas 

63 

Valor de corte 

2.140 

4,440 

2.217 

2.061 

1.113 

2.717 



como 1 

DESARROLLO DB LA TECllCA DE BLISA PAl!A LOS ANTIGBNOS DE Imllil illi! 

Parhetro1 l l Tieapo de : Te1peratura : 
tecnicos , Co1pu11to l Concentración : Amortiguador , incubación : de incubación : 

: ...... - ........ - .. - ............................................. ---- ........................ -- ...... ---- .......................... - ........ --- ...... -- ............................ - .. - ... .......... ..... 1 

: : l A So1 L LO ~1/11 l Carbonato-bicarbonato: Toda la noche l 4'C 
: S : l : 60 1M, pH 9.8 : (18 hrs.) : 
l : : A Sup L 3. O ~1/11 ' : • l 
1 1 l 1 1 
1 l 1 1 1 

: E l : A ES L 1.5 ~g/11 : l 
: l Antlgenos l : : 
: l l AS01l l.O~g/11 : : 
: e 1 : 1 l 
: : l A Sap A 8. O µg/11 : l 
1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 

: U l l A ES A 8.0 µg/11 : l 
1 1 1 1 
1 1 1 1 
1 
1 

................................................................................................................................................................................................................. 
1 

l E Bloqueador l ABS l 11 : l 1 bs. l 37'C 1 
1 
1 
1 
1 

.... --..................................... -............................................................... -........ ---............................... --................ --................................... -: 
Anticuerpo : Suero l:SOO l Salina de fosfatos : 30 1in : 37'C : 

: N l l ISO 1M, pH 7. 2, : 1 : 
1 
1 

' 1 

: , l Tmn-20, O.OSI : : : ----------------------------··-----· .. -----·-·----............................................................................. ______ ..,,.,. .. _____ : 
: c Conjugado l Ba cabra anti1111-l 1:900 1 30 1in 37'C : 
1 
1 

: 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 globulina hu11na 1 1 , , : --------------- .. -------------------·-·------·----....................................................... ----·--------·----------------: 
, Substrato : Ortolenilendi11inal 0.4 1g/1l l Citrato-Porlato : 20 1in : Ambiente : 
: l l : 76 1M, pH S.O 1 obscuridad 1 ( 18-24'C) 1 
: ----------··----------·-----·------·--.................................................. _ .................................................... -----------------: 

: A 
·: 

: Interruptor: Acido sulfOrico 1 2.S M : : l A1biente : 
/ i i 1 1 1 ( 18-24'Cl : 

A So1 L = Antlgeno sOlitico de larvas 
A Sup L = Antlgeno de superficie de larm 
A ES L = Antlgeno de ncrecionu secreciones de larvas 
A So1 A = Antlgeno routico de 1duto1 
A Sup A = Antlgeno de superficie de 1dulto1 
A ES A = Antlgeno de ncreclonu secreciones de adultos 
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FIGURA 13. 

Distribución de los cocientes de densidad óptica CCDO) obtenidos en ELISA con 
antlgenos de superficie de parásitos adultos CFig. 13 a> y de larvas CFig, 13 b) 
de Toxocara canis, con sueros de individuos: A> normales, B> con diagnóstico 
de LMV y LMO, C> con sospecha cllnica de toxocariasis, D> con infecciones 
intestinales o tisulares causadas por otros ne!M.todos, E> con platelmintos 
tisulares o intestinales y F> con protozoos CToxoplasma gondli. La linea 
continua representa el valor de la media de sueros de individuos normales y la 
linea p1mteada corresponde al valor de la media más tres veces la desviación 
estandard. 
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a) ANTIGENO SOKATICO DE ADULTOS b) ANTIGENO SOMATICO DE LARVAS 
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FIGURA 7. 

Cocientes de densidad óptica CCDO) obtenidos en ELISA con antlgenos solléticos 
de parÁsitos adJJJ.tos CFig. 7 a) y de larvas CFig, 7 b) de Toxocara canis con 
sueros de individuos: A) normales, B> con diagnóstico de LMV y LMO, Cl con 
sospecha cllnica de toxocariasis, Dl con infecciones intestinales o tisJJJ.ares 
ocasionadas por otros nellétodos, El con platelmintos tisJJJ.ares o intestinales 
Y F) con protozoos CToxoplasma·gondii), La linea continua representa el valor 
de la media de sueros de individuos normales y la llnea punteada indica el 
valor de la media ll!As tres veces la desviación estandard. 
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FIGURA 6. 

Distribución de los cocientes de densidad óptica CCl>Ol obtenidos en ELISA con 
antlgenos de excreciones y secreciones CES> de gusanos adultos CFig. a a) y de 
larvas CFig, a b) de Toxocara canis con sueros de individuos: AJ normales, B> 
con diagnóstico de de LMV y LMO, C) con sospecha cllnica de toxocariasis, 0) 
con infecciones intestinales o tisulares causadas por otros nerM.todos, E> con 
platelmintos tisulares o intestinales y f) con protozoos ( Toxopl asma gondii l. 
La linea continua indica el valor de la media de sueros de individuos normales 
y la llnea punteada corresponde al valor de la media más tres veces la 
desviación estandard. 



La respuesta serológica medida en coeficientes de densidad 

óptica muestra una dispersión amplia (figuras 6 a, 6 b, 7 a, 7 b, 6 

a y 8 b) en todos los grupos. Casi con todos los antigenos el grupo 

control sano mostró menor. grado de dispersión y por consecuencia el 

coeficiente de variación fue inferior al de los demás grupos de 

s•ieros (tabla I>. 

Las figuras 6 a, 6 b, 7 a, 7 b, 8 a y 6 b permiten apreciar la 

positividad serológica presente en cada grupo de sueros, la que se 

resumió en la tabla II en donde los valores, de posi ti vi dad más 

altos fueron para el grupo de pacientes infectados con Toxocara 

canis y con los antigenos de excreciones 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 parasi tados con Toxopl ama gondi i), seguido por el 

grupo de platelmintos (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 fórmulas de la figura 2 incluida 

en la parte de método y se determinaron los parámetros serológicos 

de sensibilidad, especificidad, valor de predición positivo, 

negat.i vo y eficiencia en la prueba de ELISA cuyos resultados se 

muest.an en las tablas III y IV. 

Los dat.os estadisticos fundamentales como son media, media :!: 

dos veces el error estandar y los valores máximos y minimos, de los 

grupos control sano, infectados con I· canis. sospecha clinica de 

toxocariasis, ne~todos, platelmintos y protozoos, registrados para 

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

66 



TABLA 1 

COBFICIBHrB DB YARIACIOH BH LA PRUBBA DB BLISA 1 
CON SBIS AHTIOBNOS DB Tomara .tl.J!.i.l. 1 

.................. --------....................................... -...... -...................... -......................... --............................................... -1 
GRUPO I H /AO SUP L /AO SUP A IAG BS L :AG BS A /AG SOi L /AG SOi A I 
...................... 1---1------------!-·----------1----................... : ......................... 1----................. , ......................... : 
C. SANO 115 1 '2.08 1 15.88 1 36.54 : 26.81 i 63.93 1 25.9' I 
---------1---:------------ l---··· .. --.... -: ........................ : ............................ 1---·---·----:------··----I 
TC. INP. 111 l 51.31 1 49.37 I 12.52 l H.8S 1 63.SI l 73.87 1 
.................. ¡---l----·------- :------------1------------ :------------1------------1------------1 
re. SOSP./19 : 38.17 : 13.01 : 57.77 : Sl.30 : 38.66 : 58.96 : 
---------: ---1 ......................... :--------.. ---: ......................... :---·-·------: ........................... 1------------1 
HBIAT. 123 1 15.18 1 36.78 1 80.56 1 62.62 I 56.15 I 38.92 I 
................... 1---:--.................. :-----............. :------------: ........................ l------------: ........................ ¡ 
PROTOZ. 110 I 52.53 1 ll.71 I lo.9D 1 18.70 1 67.10 I 53.62 1 
.................. :---1------------ :-----.. ----·-: ........................ : ....................... 1--··00

··-----: ....................... 1 
PLATBLK, 111 1 25.60 1 18.26 1 73.25 : 59,65 I 69.14 1 53,12 I 

TABLA 11 

POSJTJYIDAD SBROLOLOOICA BH LA PRUBBA DB BLISA 1 
l COM SBlS AHTIOBNOS DB Im.ill! mll· 1 : .............................................................................................................................................................................. : 
IORUPO I H JAO SUP L IAG SUP A JAO BS L IAO BS A JAO SOi L IAO SOK A 1 
: ................... 1-·· I ·--.................. :--··--······ 1 ......................... : ......................... 1---·-···--·-l ·----------· I 
: ::+1:+1:+1:+1:+1:+1: 
: ................. :---1------------1------------1------------: ......................... 1------------1------------1 
/C, SANO I 15 1 O (D) I D (D) I D (0) l D (0) 1 O (0) l O (0) 1 
1---------1 ---1------.. -----1------------ :------------: ........................ 1 ------------1---·--------1 
:re. IHP. : 11 : 2 (11.29) : 9 (61.29) : 13 (91.86) : 13 (92.86) : 13 (92.86) : 1 (28.57) : 
1------··-1---: ........................ ¡ ..................... : ....................... :------------: .................... -: ------------1 
:re. SOSP./19 : D (O) : 1 (21.05) : 9 (17.37) : 15 (78.95) : 10 (51.63) 1 2 (10.53) : 
1---------:---:------------:------------:-·-·00··-----:------------1------------: ....................... , 
/HBIAT. /23 1 1 (1.35) 1 12 (52.17) 1 6 (26.09) 1 17 (73.91) l 11 (17.83) 1 8 (31,78) I 
1---------1---1------------1------------1----··--........ :------------1---------.. ·-l ····--------l 
IPROTOZ. 110 1 O (0) 1 O (0) 1 l (10.00) l 1 (10.00) I 1 (10.00) I 1 (10,0G) 1 
:---------1 ···: ...................... 1------------1-------···--: ........................ 1------------1------------1 
IPLATBLI. 111 l O (D) 1 1 (9.09) i D (0) I 1 (18.18) I 1 (9,09) I 2 (18.18) I 
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TABLA III 

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

PARAMETRO i AG SUP L-2 i AG ES L-21 AG SOM L-2 
: % : % : % 

SENSIBILIDAD 
ESPECIFICIDAD 1 
VALOR DE PREDICION (+) I 
VALOR DE PREDICION (-) I 
EFICIENCIA 1 

14.29 
100.00 
100.00 
SS.S6 
S8.62 

TABLA IV 

92.86 
100.00 
100.00 
93.7S 
96.SS 

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

92.86 
100.00 
100.00 
'93. 7S 
96.SS 

PARAMETRO 1 AG SUP A i AG ES A 1 AG SOM A 
: % : % : % 1 

-----------------------------------------------------------! SENSIBILIDAD I 64.29 l 92.86 l 28.S7 I 
ESPECIFICIDAD l 100.00 i 100.00 1 100.00 l 
VALOR DE PREDICION (+) 1 100.00 I 100.00 1 100.00 1 
VALOR DE PREDICION (-) i 7S.OO l 93.7S 1 60.00 1 
EFICIENCIA l 82. 76 l 96. SS i 6S. S2 1 
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grá:fica de acuerdo al método de Dice y Leraas (1936), lo que se 

obsF.trva en las :figuras 9 a, 9 b, 10 a, 10 b, 11 a y 11 b. También 

se empleó la prueba estadistica de t de Student para evaluar la 

signi:f icancia estadistica, sólo que con el método grá:fico de Dice y 

Leraas el análisis estadistico es mas :fácil de entender. 

7.4. Antigenos de Super:ficie de Adultos y Larvas. 

En la :figura 9 a, para el anti geno super:fice de adultos, se 

aprecia que la áreas blancas CX :!: 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 COO de estos 

grupos no hay di:ferencia estad1stica signi:ficati va. En los grupos 

de in:fectados con Toxocara ~ y nemátodos no presentan 

di:ferencia signi:ficativa entre si, lo que indica la presencia de 

reacción cr1JZada entre estos grupos. 

Con el antigeno de super:ficie de larvas (:figura 9 bl, las 

medias de los CDO :fueron para el grupo control sano de 1.95, para 

el de platelmintos 1.53, para nemátodos 2.34, para protozoos 2.45 y 

para el grupo de in:fectado con I· canis 3.12. A pesar de que el 

valor de la media de el grupo in:fectado con I· ~ es superior al 

del grupo control sano las áreas blancas que corresponden a la 

media :!: dos veces el error est.andard CX :!: 2 EEJ de dichos grupos se 

traslapan un poco. En este caso al realizar la prueba t. de Student. 

se determinó que la di:ferencia entre las medias era 

estad1st.icamente signi::ficat.iva, es decir que la media del grupo 

in:fectado con I· canis fue mayor Cp<O. 005) a la del grupo control 

sano. 
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FIGURA 9. 

Comparación en base al método de Dice y Leeras de los cocientes de densidad 
óptica CCD()) obtenidos en ELISA con antlgenos de superficie de parAsitos 
adultos (Fig. 9 a) y de larvas Cfig. 9 b) de Toxocara can!s con sueros de 
!ndi viduos: A) normales, B) con diagnóstico de larva migratoria, C) con 
sospecha cl!n!ca de toxocariasis, D> con infecciones intestinales o tisulares 
ocasionadas por otros nema.todos, E> con platelmintos tisulares o intestinales 
y F> con protozoos (Toxoplasma gond11). Cuando las !reas blancas se traslapan 
las diferencias son significativas. 
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FIGURA 10, 

Apreciación visual (Según el método de Dice y Leeras, 1936) de las diferencias 
de los cocientes de densidad óptica CCDO) obtenidos en ELISA, con antigenos 
sorM.tico de parásitos adultos CFig. 10 a) y de larvas CFig. 10 b) de Toxocara 
cani s con sueros de individuos: Al normales. Bl con diagnóstico de larva 
migratoria, C) con sospecha cUnica de toxocariasis, Dl con infecciones 
intestinales o tisulares causadas por otros nemátodos. El con platelmintos 
tisulares o intestinales y Fl con protozoos CToxoplasma gondiD. Cuando las 
áreas blancas se entrecruzan las diferencias son significativas. 
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FIGURA 11. 

Comparación de los datos estadlsticos fundamentales Cángulo superior derecho), 
de los cocientes de densidad óptica CCDO> obtenidos en ELISA con antígenos de 
excreciones y secreciones CES> de gusanos adultos CFig. 11 a> y de larvas 
(fig. 11 b> de Toxocara can!s con sueros de individuos: A> norules, B> con 
diagnóstico 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 CToxoplasma 
c;¡ondii), Cuando las áreas blancas se traslapan las diferencias son 
significativas. 



En estos resultados se aprecia que con el ant1geno de 

superfice de larvas. al igual que lo observado con el de adultos. 

se puede establecer una diferencia diagnóstica del grupo de 

pacientes infectados con Toxocara canis. sin cruce inmunológico con 

platelmintos y protozoarios. pero si con nemátodos. aunque en me1nor 

grado que con el ant1geno de superficie de adultos. 

7.5. Ant1genos Somáticos de Adultos y Larvas. 

En las figuras 10 a y 10 b, para los ant1genos somáticos de 

adultos y larvas. se observa que las áreas blancas CX :!: i2: EEJ de 

los grupos control. platelmintos y protozoos, se entrecruzan. lo 

cual indica que entre las medias de estos grupos no hay diferencia 

estadisticame1nte significativa, en cambio con los grupos de 

infectados con I• canis y el de nemátodos, las áreas blancas no se 

traslapan con el área blanca del grupo control. observando que 

existe diferencia entre las me1dias de los CDO de los grupos 

infectados con I• canis y nemátodos en relación al grupo control. 

Entre los infectados con I· canis y con nemátodos las áreas blancas 

se entrelapan Cno hay diferencia estad1stica entre las me1dias 

debido a la reacción cruzada que se presenta en los nemátodos). 

Con el antigeno de somático larvas la diferencia entre las 

medias de los CDO de los grupos infectados con I• canis, y el de 

sospecha clinica de toxocariasis son mayores Ct Student p<O. 005) 

que la del grupo control sano, en el caso del antigeno sol!Btico de 

adultos la diferencia entre el grupo infectado con I· canis. y el 

control sano no es tan marcada como con el ant1geno 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 área 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 

gr11pos infectados con Toxocara canis y el de sospecha clinica de 

t.oxocariasis son superiores ( t de Student p<O. 005) a la del grupo 

control sano. 

En la figura 11 b, para el ant1geno 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 I· canis, nemátodos, 

platelmintos y protozoos de 4.69, z.1z. 0.91 y 1.19 

respectivamente, las áreas blancas CX :!: Z EE) de los grupos 

control, nemátodos, platelmintos y el de protozoos se entrelapan, 

lo que pone de manifiesto que la diferencia entre las medias de los 

CDO de estos grupos no es significativa, en cambio la media del CDO 

de los sueros de los pacientes infectados con I• canis fue casi 4 

veces mayor que la del grupo control, lo que demuestra, que con 

este ant1geno se establece una marcada diferencia entre el grupo 

control y el de infectados con I· canis. 

En los parámetros serol6gicos para los ant1genos larvarios se 

obtuvo una especificidad similar para los tres antigenos, la 

sensibilidad de 9Z.86~ fue igual para los antigenos somático y de 

excreciones y secreciones y fue inferior (14.<:~9~ para el antigeno 
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de superficie de larvas. La eficiencia también fue mayor para los 

antigenos sol!IAtico y para el de excreciones y secreciones de larvas 

C96.55~) seguida por la del antigeno larvario de superficie 

C56,62~ Ctabla III>. 

Por lo que se refiere a los antigenos de adultos, también la 

especificidad fue igual para los tres antigenos. Sin embargo, se 

apreció una mayor sensibilidad para el antigeno de excreciones y 

secreciones de adultos C92, 66'° y mayor eficiencia C96. 55'0 que 

para los otros dos antigenos Ctabla IV>. 

En las figuras 12, 13 y 14. al comparar los antígenos de 

adultos con los de larvas. en términos generales los pará1119tros 

serológicos (sensibilidad y eficiencia) son superiores para los 

antigenos larvarios qqe para los antigenos de adultos. En las 

mismas figuras se puede apreciar que la reactividad cruzada de los 

antígenos de superticie C2.27'° y de excreciones y secreciones 

Cl5.91~) de larvas tue interior a la de los antigenos de superficie 

(29. 55'0 y de excreciones y secreciones C45. 45ll0 de adultos, y la 

del antigeno sol!IAtico de larvas C29.55) fqe ligerallll!'nte superior a 

la del antigeno so~tico de adultos C25.00). 

En general se evaluó la respuesta serológica con la técnica de 

ELISA de cada uno de los sueros de los pacientes infectados con 

:;roxocara S<A.01.§.• Pri1119ro se compararon los CDO obtenidos con el 

antigeno de superticie de larvas contra el antigeno de superfice de 

adultos. después el antigeno de excreciones y secreciones de larvas 

contra el antigeno de excreciones y secreciones de adultos y por 

último el anti geno somá.tico de larvas contra el anti geno so!Mtico 

de adultos. En los tres casos la respuesta serológica más elevada a 
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Comparación.de los parámetros de sensibilidad CSEN.J , especificidad CESP.J, 
valores de predicción positivo CVP +) y negativo CVP -), eficiencia CEFIC.) y 
reacti vidad cruzada CR. c.) en la prueba de ELISA, de los antigenos de 
s•Jperficie de larvas y adultos. 
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FIGURA 14. 

En el histograma se comparan los parámetros de sensibilidad CSEN.) • 
especificidad CESP.J, valores de predicción positivo CVP +)y negativo CVP -J. 
eficiencia CEFIC.J y reactividad cruzada CR. C.) con el método de ELISA, de 
los anttgenos de excreciones secreciones de larvas y adultos. 



los ant1genos larvarios indica 'llTla mayor reactividad de los sueros 

hacia estos antigenos (figuras 15. 16 y 17). 

Se trazo 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 obttJVO la imagen de 

la figura 10 en donde se evidencio claramente una mayor reactividad 

serolOgica de los sueros de los pacientes infectados con I• canis a 

los tres antigenos de larvas de I· 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 y 

secreciones de larvas y de adultos. 
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FIGURA 15, 
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ComparaciOn de la respuesta serolOQica en ELISA en cocientes 
de densidad óptica CCDO> contra antigenos de Superficie de 
larvas CSup L•2> y Superficie de parÁsitos adultos CSup Ad> 
de Toxocara SJ.llU obtenida con 14 sueros de pacientes con 
toxocariasis clinica-nte diagnosticada. La respuesta iús 
acentuada hacia el antigeno de Sup L-a. indica una -yor 
reactividad de los sueros hacia este antigeno. 
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En la grAfica se compara la respuesta serol6gica en ELISA en 
cocientes de densidad óptica CCD<» contra antigenos 
somáticos de larvas CSom L-2!>. y antigenos soiú.ticos de 
parAsitos adultos CSom Adl de Toxocara mil obtenida con 14 
sueros de pacientes con toxocariasis clinica .. nte 
diagnosticada. La respuesta es más notable para el antigeno 
Som L•2!. debido a qt..19 hay una mayor reacti vi dad de los 
sueros hacia este antigeno. 
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Respuesta serológica en ELISA en cocientes de densidad 
óptica CCDO> contra ant1genos de Excreciones Secreciones de 
larvas CES L•2) y Excreciones Secreciones de par•sitos 
adultos CES Ad> de Ioxocara ~ obtenida con 14. sueros de 
pacientes con toxocariasis cl1n1ca-nte diagnosticada. La 
respuesta IU.s 11111rcada para el ant1geno de ES L-2. indica una 
mayor reactividad de los sueros hacia este ant1geno. 
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FIGURA 18, 

Comparación de la respuesta serológica en ELISA (cocientes de 
densidad óptica a 490 nm.) contra seis antigenos de Ioxocara ~ 
C anti geno de Superficie de larvas Sup L-2. anti geno de 
Excreciones Secreciones de larvas • ES L-2. antigeno Solll&.tico de 
larvas • Som L-2, antigeno de Superficie de parAsitos adultos Sup 
Ad, antigeno de Excreciones Secreciones de gusanos adultos • ES Ad. 
y antigeno SomAtico 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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0, DISCUSION. 

Para elaborar los antigenos somáticos, de superficie y de 

excreciones y secreciones tanto de adultos como de larvas, se 

requirió una cantidad importante de parásitos adultos de Toxocara 

canis, por lo que se intentó iniciar y mantener una cepa de estos 

parási t.os, en cachorros de perro en el bioterio de la Facultad de 

Medicina, pero por falta de espacio y de personal que pudiera 

encargase del cuidado y alimentación de los cachorros, después de 

varios intentos fallidos no fue posible efectuar este propósito por 

lo que se optó por acudir a los Centros Antirrábicos y de Control 

Canino, para eviscerar los cachorros ahi sacrificados y aislar a 

los parásitos. 

La cubierta de los huevos de los integrantes del orden 

Ascaridata, al que pertenecen tanto I• canis como Ascaris 

l umbr i coi des, constan de cuatro capas; una capa de de li pi dos 

interna (membrana vitelina), una capa quitinosa, una capa vitelina 

externa y una elaborada por las secreciones de las células 

uterinas, por lo que no es sencillo liberar a las larvas de este 

tipo de huevos en condiciones experimentales. 

En este trabajo se introdujo la modificación de agitar los 

huevos larvados, a la metodologia propuesta por Olson y Jones 

(1974), de Savigny (1975), Stevenson y Jacobs (1977) y Srnith y 

cols. (1900), lo que permitió obtener en el mismo dia una buena 

cantidad de larvas viables, ya que ellos reportan la obtención en 

dos dias. Esto muy probablemente se deba a que al agitar los huevos 

larvados con hipoclorito de sodio CNaClOl al 4"· se elimine más 
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rápido la cubierta exterior formada por las secre.ciones de las 

células uterinas y se erosione la capa quitinosa de los huevos. 

Es evidente que si se prolonga el tiempo de agitación por más 

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 incluso ser destruidas Cver 

figuras 5 a y 5 b), 

Para que las larvas logren romper la cubierta de los huevos, 

se requiere que secreten enzimas, como son las proteinasas y 

esterasas que junto con el movimiento que estas larvas tienen 

dentro del huevo es factible su liberación CSchmidt y cols., 1985), 

Después de lavar los huevos para quitar el exceso de cloro, se 

agitaron en solución salina balanceada de Hanks CHBSSJ, entre 30 y 

60 núnutos, es posible que con el movimiento al que se someten las 

larvas durante la agitación, con la entrada de los minerales y la 

glucosa que contiene el medio de Hanks CHanks y cols •• 1949) se 

incrernE>nlen su actividad motora y secretora, lo que también pudo 

contribuir a su pronta eclosión. 

De acuerdo a lo observado en este trabajo, el proceso de 

agitación en HBSS se puede prolongar hasta por dos horas sin 

afectar a las larvas (figura 4 a). 

Una vez elaborados los seis antigenos se evaluaron con la 

técnica de ELISA. 

El método Dice y Leraas C1936), se empleó para simplificar el 

análisis estadistico debido a que permite representar en :forma 

gráfica los datos estadisticos como son: media, media ! dos veces 

el error estandar y los valores máximos y mi nimos, de los gr•Jpos 
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control sano. infectados con Toxocara canis, sospecha clinica de 

toxocariasis. nemátodos. 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 apreciación visual coincidió con los 

resultados obtenidos al aplicar la prueba estadistica de t Student. 

En términos generales para los seis antigenos se observa el 

entrecruzamiento de las áreas blancas CX :!: 2 EEl de los grupos: 

control, con los de platelmintos y los de protozoos. lo que 

significa que no existe diferencia significativa entre las medias. 

pero si se aprecia con el grupo de in:fectados con I· canis, por lo 

que se deduce que no hay cruce inmunológico entre los sueros de 

.i.ndi viduos parasitados con I· canis, con los sueros de la personas 

in:fectadas con platelmintos y con protozoos. 

También se aprecia que no hay di:ferencia estadistica entre las 

medias de los grupos de infectados con I· ~anis y con las medias de 

los grupos paras! tados con otros nemátodos. lo que indica que en 

mayor o menor proporción existe reacción cruzada en los seis 

antigenos, Estos resultados se deben a la relación :filogenética que 

tienen los nemátodos 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 somático 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 di:ficil de analizar ya que no se tiene la certeza 

de que la patologia ocular sea debida a I· canis. 

Realmente lo que determinó la superioridad de un antigeno o de 
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nt.r·o n.1eron los parámetros de sensibilidad, especificidad, 

r'O'acti vi dad cruzada, eficiencia, valor de predicción positivo y 

negativo, los cuales dependieron del nivel al que se estableció el 

valor de corte. 

El valor de corte para cada uno, se determinó con el valor de 

la media más tres desviaciones estandard del grupo control (figuras 

6 a, 6 b, 7 a, 7 b, 8 a y 8 b), fue por este criterio que en los 

seis ant.igenos se obtuvo una especificidad del 100" con lo cual 

r\isminuyó la sensibilidad de los ant.J.genos somático de adultos, 

superficie de larvas y de 

relat.i vamente más favorecidos 

corte se hubiera deternúnado 

adultos, que se 

en este parámetro 

con la media más 

hubieran visto 

si el valor de 

dos desviaciones 

estandar. Se empleó un criterio estricto debido a que México es una 

población muy expuesta a la infección por Toxocara canis. entre 

otros parásitos por lo que es dificil obtener un alto porcentaje en 

la especificidad y a la vez en la sensibilidad. 

Solo en Islandia, fue fácil establecer la especificidad de 

ELISA para I· canis, ya que la legislación prohibe los perros CDe 

Savigny, 1982). 

Mackenzie y cols. (1978), encontraron en nemátodos, antigenos 

de superficie especie y estadio especificos, por otra parte Philipp 

y cols. (1980) y Parlchouse y cols. C198D, reportaron que los 

antigenos de superficie marcados, pueden dar como resultado un 

inmunoensayo más especifico. 

Nuestros resultados no coinciden del todo con estos 

investigadores ya que los antigenos de superficie de larvas y de 

adultos muestran (tablas III y IVJ en la prueba de ELISA igual 
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especificidad y valor de predicción positivo, sin embargo. la 

sensibilidad, valor de predicción negativo y eficiencia, fueron más 

altos para el ant!geno de superficie de adultos que para el 

ant.igeno de superficie de larvas, lo que pudo ser debido a que este 

<ü timo anti geno se obtuvo en poca cantidad, la concentración de 

protel nas fue muy baja C3 µg/mL) e insuficiente para que los sueros 

rr.•accionaran adecuadamente, lo que constituye un desventaja para 

ut.iliz,. :lo en el diagnóstico cl!nico de laboratorio y aún mas en 

encuestas seroepidemiológicas. 

Con el ant!geno de superficie de adultos se apreció una mayor 

sensibilidad (64.Z:IO que con el ant!geno somático de adultos 

C 28. 57") y la reacti vi dad cruzada no fue muy diferente, además el 

primero es más secillo elaborarlo, por lo que se podr!a considerar 

mejor que antigeno somático de adultos. 

Cypess y cols. (1977), trabajaron la doble inmunodifusión de 

Ouchterlony con anti geno sorM.tico de adultos y de huevos larvados, 

observando que el ant!geno somático de huevos larvados presentó 

mayor especificidad. 

Con la técnica de ELISA, en este trabajo se compararon más 

parámetros, como :fueron: sensibilidad C9Z.86" vs ZB.Z7'0, 

especificidad (100" vs 100X'.> y eficiencia (96.55" vs 65.5Z:IO de los 

antlgenos somático de larvas y somático de adultos respectivamente 

C tablas III y IV). A pesar de haber empleado ·diferentes técnicas, 

en ambos casos los resultados demuestran que los ant!genos 

som..\ticos procedentes de larvas son superiores a los de adultos. 

Varios investigadores, entre ellos CVoller, 1981), han 

mencionado que la desventaja de los extractos crudos es que 
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cont.ienen una 

ant.igenos no 

inhibir la 

mezcla importante de ant.igenos que incluyen a los 

reactivos, poco reactivos y de cruce, que pueden 

función de cualquier antigeno presente. En los 

resultados con los dos antigenos somáticos, se apreció que est.e 

inconveniente fue más evidente para el ant!geno somático de 

adultos, ya que los valores de sensibilidad, especificidad, valor 

de predicción positivo y eficiencia en la prueba de ELISA, fueron 

en general más bajos que para los otros cinco antigenos. 

Con los antigenos de excreciones y secreciones de adultos y de 

larvas, se establece una notable diferencia en la respuesta 

serológica en los grupos de pacientes infectados con Toxocara canis 

y sospecha clinica de toxocariasis. 

En el histograma (figura 14), donde se comparan los antigenos 

de excreciones y secreciones, veroos que ambos tienen una aceptable 

sensibilidad C92.86'C), especificidad C100.00~), valor de predicción 

positivo C100.00~) y eficiencia (96.55"->, sin embargo, el antigeno 

de excreciones y secreciones de adultos presentó mayor reactividad 

cruzada C 45. 45"-> 

larvas C15.91'°· 

que el antigeno de excreciones y secreciones de 

Biglan (1979), Glickman C1978) y Schantz C1979), 

reportan para el antigenos de excreciones y secreciones de larva, 

en la prueba de ELISA sensibilidad del 78~ y especificidad del 92~. 

aunque ellos no refieren que porcentaje de reactividad cruzada 

obtuvieron. 

Llama la atención el hecho de que los antigenos de excreciones 

y secreciones de larvas y adulto tuvieron los mejores parámetros 

~erológicos de su grupo, ésto se debe según Fife C1971>, De Savigny 

C1975) y Cypess y cols. (1977), a que son la mezcla de pocos 
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ant1genos :runcionales y biológicament .. 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 aún persiste en mayor o menor 

grado. La pregtmta seria, si en estos pacientes multiparasitados 

todo el porcentaje corresponde a una reactividad cruzada originada 

por otros nemátodos di:ferentes a Toxocara canis, o si ademAs 

albergan a este último, lo cual es muy probable, debido a la 

estrecha convivencia que se tiene con cachorros de perro ya que 

según Styles (1967), los perros de la ciudad de México presentan 

paras! tación por I· cani s en un 93", y en estudios realizados por 

Schantz y Biagi C1968), en esta misma ciudad, se reporta una 

incidencia del 75.6" de I· canis en cachorros de perro, La 

frecuencia de este nemAtodo hasta hoy en dia es elevada de acuerdo 

a lo observado al eviscerar los cachorros para obtener el material 

biológico. 

Para resolver ésta y otras interrogantes, es necesario 

continuar con los estudios sobre el serodiagnóstico de larva 

migratoria visceral y ocular. ya que se requiere realizar trabajos 

de inmunoelectrotrans:rerencia para determinar las entidades 

moleculares que detectan anticuerpos especi:ricos contra la larva de 

I· canis, y las que cruzan con los anticuerpos producidos para 

otros nemá.todos. 



9. CONCLUSIONES. 

La cubiert.a de los huevos larvados de Toxocara canis, se 

erosiona adecuadament.e sin danar a las larvas, a los 30 minut.os de 

incubación con agit.ación const.ant.e en solución de hipoclorit.o de 

sodio CNaClO) al 4~. Por ot.ra part.e, después de eliminar el exceso 

de hipoclorit.o de sodio, la incubación a temperat.ura ambient.e 

durant.e 45 a 60 minutos con HBSS result.ó ser eficaz para la tot.al 

eclosión de los huevos. 

En cuanto a la disponibilidad del mater.ial biológico, en 

general los ant.1genos de adult.os son más sencillo de obtener que 

los de larvas. y comparando los t.res ant.1genos larvarios, fue 

relat.ivanmte ~s fácil de obt.ener el ant.1geno de excreciones y 

secreciones de larvas y el más dificil de t.odos fue el ant.1geno de 

superficie de larvas. 

Es posible ut.ilizar la técnica de ELISA para el diagn6st.ico 

serológico de la t.oxocariasis humana. 

Para los t.res ant.1genos de adult.os probados en la t.écnica de 

ELISA, con el ant.1geno de excreciones y secrec.iones, se obt.uvieron 

los mejores valores de react.i vi dad, sens.iblilidad y mayor 

eficienc.ia que para los ant.1genos somát.ico de adulto y superficie 

de larv:as. 

Ref'erent.e a los ant.1genos de larvas. el ant.1 geno de 
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•?Xcreciones y secreciones en ELISA, mostró mayor reacti vi dad que 

los otros dos antigenos y al igual que con el somático, se 

obtuvieron valores superiores de sensiblilidad y eficiencia en 

relación al antigeno de superficie de larvas. 

No obstante, que los anticuerpos de 

producidos por otros nemátodos intestinales 

reacción cruzada 

o tisulares son 

detectadt:ls en ELISA con los seis antigenos, esto sucede en menor 

proporción cuando se emplean antigenos de superficie, y de 

excreciones y secreciones de larvas. 

La evaluación de los antigenos con la prueba de ELISA indica 

que los mejores valores de cada parámetro se obtienen en primer 

lugar con el ant.igeno de excreciones y secreciones de larvas, luego 

con el antigeno somático de larvas y finalmente con el antigeno de 

excreciones y secreciones de adultos. 

Los resultados confirman que en el 90~ de los casos es posible 

dirPrenciar serológicament.e con los seis antigenos, a los pacientes 

con r.tJadro clinico ocular causado por la larva de Toxocara ~ 

de los infectados por Toxoplama gondii. 
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1 O. RESUMEN. 

Se evisceraron cachorros de perro en Centros AntirrAbicos y de 

Control Canino. Se separaron los adultos de Toxocara canis y con 

ellos se prepararon 3 diferentes antigenos: de superficie, somá.tico 

y de excreciones y secreciones. 

Por otra parte se aislaron hembras de I· canis sexualmente 

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

que se incubaron hasta su estadio de huevo larvado. 

Las larvas de I· canis. se liberaron de los huevos ~diant.e 

una técnica de eclosión con hipoclorito de sodio, solución salina 

balanceada de Hanlcs y agitación mecAnica. Con las larvas se 

elaboraron 3 antigenos: de superficie, somá.tico y de excreciones y 

secreciones. 

Se estimó la concentración total de proteinas de cada uno de 

los antigenos y después se titularon, tanto antigenos como sueros 

mediante diluciones de acuerdo al método de Voller y cols. C1979). 

C::on cada uno de los antigenos se probaron en la técnica de 

ELISA, 15 sueros de individuos normales, 14 con diagnóstico de LMV 

y LMO, 19 con sospecha clinica de toxocariasis, 23 con infecciones 

intestinales o tisulares causada por otros nemá.todos, 11 con 

platelmintos tisulares o intestinales y 10 con protozoos 

CToxoplasma condii), Con los sueros normales se determinó el valor 
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de corte para cada ant1geno y posteriormente se obtuvieron los 

parámetros de sensibilidad, especificidad, reactividad cruzada, 

eficiencia, valor de predicción positivo y negativo. 

Los datos estad!sticos fundamentales como son media dos 

veces el error estandar y los valores má.xirnos y m1nimos de cada 

grupo de sueros con cada antigeno, se presentan en forma gráfica 

con el modelo de Dice y Leraas (1936). 

Se graficaron los cocientes de densidad óptica obtenidos con 

los sueros de pacientes con larva migratoria visceral y ocular y se 

comparó la reactividad serológica con cada ant1geno. 

En la evaluación serológica de cada antigeno con la prueba de 

ELISA, los valores má.s adecuados de los diferentes parámetros se 

obtuvieron cuando se usó en primer término el antigeno de 

excreciones y secreciones de larvas, 

de larvas, y finalmente con el 

secreciones de adultos. 
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