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RESUMEN

Los adultos de Toxocara canis se cncuentran cn perros jévencs y sus fascs larvarias
infectan a diversos hospedadores paraténicos incluyendo al hombre. La infeccidn por
larvas de 7. canis en ¢l humano produce la Larva Migrans Visceral y la Larva Migrans
Ocular. Las larvas migrantes dc 7. canis secrctan continuamente en los tcjidos del
hospcdador glicoproteinas conocidas como antigenos de excreciones y secreciones de Tt
canis (AgEST). Sc ha demostrado que las manifestaciones de asma con cuadros de
bronquitis recurrente ocurre en mayor proporcién en grupos de nifios scropositivos a
AgEST. y sc ha propuesto la presencia de larvas de’ 77 canis en los pulmones como un
factor predisponente para las manifestaciones asmdticas. Hasta la fecha no existen reportes
de los antigenos especificos responsables de cste fengmeno alergénico. El objetivo del
presente trabajo fue comparar la seroprevalencia y los patrones de reconocimiento a AgEST
cntre los nifios asmiiticos y sanos. Se obtuvicron AgEST por ¢l método de Savigny, éstos s¢
cmplearon cn prucbas de ELISA y Western blot. A un total dc 285 sucros de¢ nifios
asmiticos y 152 sucros de nifios sanos sc les realizaron prucbas de ELISA para IgG y para
1gE especificas a AgEST, asi como Western blot para las mismas inmunoglogulinas en
presencia de antigenos somaticos de Ascaris suum En la prucba de ELISA-IgG cl 30.8%
dc los niifios sanos fucron positivos y ¢l 19.73% resultaron positivos para ¢l grupo dc nifios
sanos, cstos datos mostraron una diferencia cstadistica significativa. En la ELISA-IgE
7.77% dc los pacicntes asmaticos resultaron positivos 5.3% fucron sospechosos. De cste
grupo todos los sucros positivos a ELISA IgE fucron positivos también a ELISA IgG. Del
grupo dc niilos sanos 6.57% rcsultaron positivas y 5.26% fucron sospechosos. Ninguno de
estos datos mostré diferencia significativa. Los sucros positivos a ELISA-IgG dc ambos
grupos rcconocicron por Western blot (WB) para 1gG un total de 11 bandas de AgEST, los
pesos molcculares fueron de 219, 120, 106, 74, 51, 43, 36, 33, 32, 30 y 26 kD
respectivamente. Las bandas mis frecuentemente reconocidas fucron las de 51, 43, 30y 26
kD. El grupo dc¢ nifios asmaticos presentd significativamente mayor reaccién cruzada a
ASAs que cl grupo de nifios sanos y no hubo diferencias en cuanto a los patrones de
reconocimientos de ambos grupos. Sesenta y tres sucros dc nifios asmdticos positivos a
ELISA-IgG fucron cvaluados por WB para IgE y ¢l 58.73% presentaron un patrén de
reconocimicnto por IgE. La banda que fue reconocida por todos los sucros fuc la de 26 kD.
En cl grupo de niftos sanos positivos a ELISA-IgG ¢l 80% presentaron un reconocimicnto
de bandas por IgE cstando las bandas de 26 y 30 kD presente cn todos los casos. Estos
resultados indican que no hay diferencias en cuanto al reconocimiento de AgEST entre los
grupos dc nifios asmiticos y sanos, ademids sugicren que las diferencias reportadas por otros
autores cn las seroprevalencias determinadas por ELISA-1gG de estos grupos se debe a una
mayor frecucncia de reaccién cruzada en los nifios asmaticos.
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1.- INTRODUCCION

T oxocara canis c¢s cl ascirido mas comiin en los perros, tiene gran

importancia en los cachorros, no sélo por las repercusiones de la

enfermedad en cllos, sino por el peligro que representa para la salud humana (Beaver, 1969;
N MR

Georgi y Georgi, 1991; Quiroz, 1988; Soulsby, 1982). Los adultos de 7. canis sc encuentran en ¢l
. e .

i

intestino declgado de cachorros, jlzis, fases larvarias nfestan a diversos hospedadores

paraténicos” incluyendo al hombre (Beaver. 1969; Glickman y Shofer, 1987). Se han descrito otros

ciase presenta la LMO con problemas de retinitis, uveorctinitis y

aramente s prescentan las dos patologias en forma simultinea (Glickman y

Shofer, 1987
Recientemente se_han propuesto otros dos sindromes clinicos relacionados a la

infeccién con T. canis: La toxocariosis cerebral que tiene como principal caracteristica la



3

prcscntaclén dc mamfcslamoncs ncrviosas como convulsmncs cpllepu[‘ormcs, rctraso en el

aprcndlza_jc y Icsloncs ;,ranulomalosas cn cl te_udo cnccfahco. asi como; la loxocarnos:s

cncubncnn con: prcscncm de cosinofilia con mamfcstacmncs subchmcas dc loxocarwsns,

pcro rclacxonada a olros padccnmxenlos como cczcma o asma (Tuylor cl al.; 1987 AIba-Hurlndo

etal., l999: Manlcllc et al., 1999).
1.1 MORFOLOGIA

Los adultos de 7. canis sec encuentran en cl: mlcstmo dclgado dc perros, Zorros y

|lmdncos pencncclcmcs ‘a ln famllxa A ’arldldae

lobos en todo ¢l mundo, son gusano

una pariiculaf rcsnstcncx condicionecs ambicntales adversas, los hucvos rccién formados
son mmaduros y: posecn una:masa: proloplasm{mca que llena complctamcme el huevo

(Georgi y Gcorgl 1991)



FIGURA 1

Microfotografia por microscopia clectronicade unhuevode . canis




1.2 CICLO BIOLOGICO

El ciclo de vida de 7 canis cs complcjo y varia de acuerdo a la edad a la que el
perro adquicere la infeccién y a las diversas formas en que ¢l parasito puede llcgar a éste

(Fig. 2), las vias dc infeccién pueden scr: Transplacentaria, calostral, por ingestién de
X T

hucvos. larvados ‘o . por ingestién de un hospedador paraténico.con larvas enquistadas

.

(Soulsby, 1987)." -

“Las fases adultas del parasito sc desarrollan por la ingestion de hucvos larvados por

perros menores a 1os tres meses de edad (Quiroz, 1988), la eclosién de los mismos ocurre cn

cl intestino dqlgédo y_las larvas (L2) atravicsan la pared intestinal alcanzando la linfa y la

Snngrc despuéé N fnig‘l"a‘n;al higado, corazén y pulmones en dondc a través de los bronquios

“En los perros adultos tras la ingestién de huevos larvados después de la eclosién cn
cl intestino las larvas migran a’ través de los (cjidos cn donde permanecen como L2

cnquistadas sin alcanzar cl estado adulto.



FIGURA 2
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Estas larvas cnqulstadas pucdcn pcrmzmeccr varios aﬁos en los tejidos © continuar

su desarrollo a fascs adullas cn la pcrra gcslanl

comzén en dondc entran a la circulacién y por ¢l lorrcnlc'sunguineo sc dlslnbuycn a otros

éu’g:mos comeo el rifién, cl ojo, cl tejido muscular csquclétic y cl sistema nervioso cenlral.

cn cstos 'lcjidos' las L2 se enquistan y pucden pcm\anccér viablcs largos pcriodoS dc tiempo.
Al scr depredados cstos hospcdcros paraténicos por pcrros ndultos, la L2 reactiva su
dcsarrollo en cllos y se¢ convierte en adulto directamente en ¢l intestino sin llevar a cabo
migracién somémca. Eventualmente cstos perros pueden eliminar huevos de 7@ canis en un

corto periodo ya que gencralmente hay climinacion espontanca de los adultos.

Entre —Ios hospcdadores paraténicos mis importantes estin los rocdorcs como

conc_|os, raloncs y rntas, los rumiantces como los ovinos caprinos y bovinos; aves de crianza

Yy otros (Soulsby. 1987). Rccxcnlcmcmc sc ha observado la capacidad de los arirépodos como

la cucamcha BIaleIla germanica para mantcner larvas enquistadas y se han propuesto como

hospedadorcs .pamlénicoé k(Mnninez er al.. 1999). Sc han demostrado mediante estudios en




8

zonas urbanas y ruralcs quc los mamxfcros pcqucﬁos son un’ lmponanlc reservorio de 7.

canis cnlrc Ios mads ﬁ'ccucnlcmcmc cncontrudos csmn cl Mus mu.sculus, (Dublnsky et al.,

1994) muy comun .en. nucslro p‘us.,l:l hombrc es conSldcrado como un  hospedador

accndcnml en cI cual el componnmxcnto mxgratono y palologlco de las larvas es igual al que

sc obscrva en los paralcnu:os (l‘lg. 2)

1.3 EPFIDEMIOLOGIA - : N

Dcbido a las C()lldn:lon(_; dc vivienda prevalccicntes en las zonas urbanas en

Meéxico, es comun que los cnchorros an Ilcvados rutinariamente a los parques pubhcos

para la defecacion, proporcxonando una fucntc constanlc dc con!ammncxén por huc os de 7.

canis; en cstudios hcchos cn Ia Ciudad dc Méxwo 'sc ha obscrvado quc los lugares con mas
carga de huevos larvados de T. canis son los camclloncs. scguldo dc Ios Jardmes comunalcs

(Martinez er al.. 1998). H

8%

Enestudios recicntes hechos en México se ha determinado una’incidencia del




El humano adqulcrc la mfcccn n dc mancra mas frccucntc duranlc la nificz al

ingerir nccldcnlalmcnt

hucvos lnrvados (Bcnvcr. 1969; Qu'roz.l9ss Soulsby, |982). En al&unos

1991: Holland et @

inteligencia (\Vorlcv eral. 1984\. En lo< paiscs en dc:'\rrollo Ia< <cronrcvalcnct'\< ncndcn a ser



CUADRO 1

PRESENCIA DE HUEVOS DE Toxocara spp. EN DIFERENTES SITIOS
DEL SUR DE LA CIUDAD DE MEXICO, DISTRITO FEDERAL

Delegacion Parque Jardin Camellén
politica plblico
Coyoacan 2061%)  07(0.0% - 418 (22.2%) _
Iztapalapa 2026 (7.7%) 0/5 (0.0%) * "7[31” (22.6%) °
Milpa Alta 0/2 (0.0%) 01(0.0%). - 19(1.1%) -
Tiahuac 116 (16.6%) 011(0.0%) ~  1/6(16.6%)
Tlalpan 0/4 (0.0%) 0/3(0.0%) 2/14 (14.3%)
Eﬂ Yochimilco 2114 (14.3%) 0/5 (0.0%) 5/5 (100%)
L‘g
gl o 7082(85%)  022(0.0%)  20/83 (24.1%)

erony

e
U]

ZON0 5a

A

Tomado de Martinez ef al,, (1998)



CUADRO?

FRECUENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA Toxocara
canis EN PERSONAS DE DIFERENTES LUGARES DEL MUNDO

LUGAR ANO No. MUESTRAS EXAMEN  FRECUENCIA (B
Alemania Occidental 1977 2864 MP 86
Inglaterra 1979 922 ELISA 26
Pensilvania E.U.A. 1980 47 ELISA 54.1
Zurich Suiza 1986 665 ELISA 5.1
Canbera Australia 1986 660 ELISA 7.0
Suecia 1989 33 ELISA 70
Barcelona E spaiia 1989 1018 ELISA 36
Francia 19% 1836 ELISA 20
Bogota Colombia 19% 207 ELISA 436
Rusia 19% 4765 HAI 125
Brasil 1991 54 CELSA - 400
Jordania 1992 699 ELISA - 109
Malasia 1993 331 ELISA 196
Nepal 19% 200 ELISA 8.5

MP = Microprecipitacion
ELISA = Inmunocnsayo cnzimatico
HAI = hemaglutinacion indirccta

Tomado de Alba, (1999)



12

mas alias, por chmplo ‘en Vcnczucln se encomré un’ 0% en mﬁos dc s:clc a nucvc uﬁos

en zonas' rura
1.4 PATOLOGIA

1.4.1 .- Lt)r;’a Migrans Visceral (LMV) .

vida del ‘paré

caractcrizado

mcluycn convulsmncs scmc_panlcs a cpnlcpsm ‘dclmo, parahsns y mcnmgms (Tom nura ez al.,

1976).
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En cl hospedador definitivo ¢l. 7. canis adulto lleva a cabo una accioén expoliadora

quiméfaga, irriiativa'y',olisii'uclivzi "quc'cn élgunos casos pucde llevar a la muerté del

cachorro.” Sin: embargo lo’; ma:

omun es . que sdlo’ sc prescmc dlSlcnSlOl’\ abdommal c

alcanzado al'dia '_4'p,.i'. “como’ maximo (Olson, 1963)




14,

AIba-‘H‘u‘nado cl av . (2000) csludlaron la cmcuca dc mlgracu:m Iarvarm en Jcrbos

con varias dosns dc hllc por via mlragaslnca. cl numcro de’ larvas recupcmdas de dxfcrcntcs

Srganos por medio dc dlgcsuén am(‘cual fuc dlrcctamcmc proporclonal al nimcro de hl(c

vacuolizacién con ml'ltmdo dc polimorfonuclcarcs.

dc la toxocariosis, en este periodo las larvas at

viesan masivamente los pulmones cntre ¢l

dia 3 y 10 p.i. decjando asu haso lesiones agudas que pbostcriormcnlc originan granulomas,



FIGURA3

1000

No. DE LARVAS POR GRAMO DE TEJIDO

L]

NUMERO DE LARVAS RECUPERADAS POR GRAMO
DE DIFERENTES TEJIDOS DE JERBOS A DIFERENTES DiAS
POST-INOCULACION CON 5000 HUEVOS LARVADOS DE T. canis.
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poslcnom\cnlc se prcscnla nucvan'lcntc una llcgada maswa dc larvas a través de la

circulacion sangumca aproxxmadamcnlc cl dia’40" p i. ongmando nucvamcnlc lesiones

urlndo et al. 200

aractcriza por una

en Ios mvclcs scrlcos dc lgG lambu.n hay aumcnlo

cral., 1983)."

Tamblén sc han cncomrado otros proccsos rclacnonndos con Ia prescncm dc la lnrva
cn los tc_udos como lmfadcnopauu Yy ancmia hcmolmca (Szcchanskl et al,. l996). smdromc

nefrético (Shclly :.-: al.. 1999) Yy alg,unas mamfcslac:oncs nerviosas dcl tipo, cpllcpufor‘mc :

979)

(Glickman er al.,

1.4.2 ~Larva Aligrans Ocular (LMO)

Este sindrome ocular fue descrito por primera vez por Wilder en 1950 encontrando
larvas cn ojos cnucleados por procesos de endoftalmitis con’ aparcnte proceso tumoral

asociado al retinoblastoma (Wilder, 1950; Glickman er al.. 1979).
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Estc proceso sc obscrva cn la mayoria dc Ios casos en auscncia de signos de LMV,

la razén de csto aparcnlcmcnlc ucnc quc ver con dos faclorcs L'\ mfcccnon con un ba_jo

ntimero dc lurvns y la cdad dcl paclcmc ‘s ha vns!o una’ mayor mmdcncxa dc LMO cn nu’ios o

de12° m‘ios‘o mas

nifos ln presenci :causando prob]cmas gmnulomatosos. este proccso aunque

pucde 'causar tmstomos'dc a:vision lrrcvcrsnblcs noecs causn de cnuclcac:én, que ademads

de ser un proccso traumadtico scvero lamblén cs’ causn de deformidad por desiguadad en el

crcc:mxcmo dc los huesos'de la cara (Gllcknmn y Shofer, 1987).

1.5 ANTIGENOS ‘DE EXCRECION-SECRECION DE LARVAS DE 7. canis
(AZEST) ) :

Las larvas migrantes de 7. canis sccrctan continuamente glicoproteinas in sine a
través dc sus orificios naturales conocidas como antigenos de excreciones y sccreciones de

7. canis (AgEST) (Maizcls er al.. 1984; Savigny, 1975). Algunos de cstos antigenos permanceen
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unidos a la cuticula de la 'larva para después ser liberadas a los tejidos por lo que sc han
propucsto como un mccanismo de inmunoevasion (Maizels er al., 1984).

dclcrminai' antigenos decla larva(cspcciﬁcos de:T . canis y antigenos quc presentan reaccién

cruzada con otros hclmmtos En’los humanos s¢ ha determinado 'un’patrdn de cuatro bandas

dc bajo peso molccular (LMW’) que ticnen’ una alta cspcc1f"c1dad en cl dlagnésuco de la

toxocariosis asi como ‘un patron dc*allo pcso ‘molccular (HM\V)'quc prcscnla cruces
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antigénicos con otros helmintos como: Ascaris {umb}‘icoia'es. Srrongyloides sp, Fasciola

hepatica, - Schi. y:-la” larva’ de . Echinococcus: granulosus

“productora del quj CO (Magnaval ¢t al.; 1991).

1.6 INMUNOPATOLOGH

on consndcmdos como un clcmcmo dxslractor de la rcspucsta inmune,

al&,unos mccamsmos generales ‘por los cunlcs cstos anligenos mtcrf'crcn con la rcspuesln

- inmune so ) ncutralizacién de anucucrpos, 2) bloqucokdc cclulas cfcctoms, 3) mduccnon'

de tolcrancia ‘po 1a rcspucsla

(Margni; 199

contra CD4+ cs capaz de

suprnmxr solo cl scgundo plCO dc cosmoﬁlm por lo quc'sc dcducc quc cl prlmcr pico c¢s

producido por células dlfcrcntcs alT CD4+ cn una respuesta umo-mdcpcndlcmc. y qucel
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scgundo plco ‘es producxdo por LT CD4+ en una rcspucsta umo-dcpcndncmc (Tukumolo y

fucron caraclcnzadas por

anucucrpos monoclonalcs como. LT quc cxprcsan CD3 pcro no CD4 ni: CD8 conocidos

y’"» . 1993; Tak et

at.. 1995). -’,‘ o

-lonal: que sc’

La mcxdcncm de mdxvlduos scropusmvos ar7T. cams en ln poblacxén pednatnca cn el

mundo oscila entre cl 7y cl 14% (Kcrr-Mulr cundo por Szczepanski er al., 1996), los niveles de
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anticuerpos cspccx(‘cos rcsultantcs dc una sola csumulnclon anubcmca son allos duran(c

cxposiciéon ‘a los AgLST puede ncclcrar 1a maml‘csmcnén de los problcmas asmaticos en

niiios con prcdxsposxcuon gendética al padm.cumcnlo.
1.7 ASMA Y TOXOCARIOSIS

El aéma cs una enfermedad pulmonar que se caracteriza por un incremento en la
respucsta de las vias adrcas a una variedad dc‘é‘s‘u‘mulos cxlerhos, Iovduc producc
inflamacién y obstruccion de las mismas, csios proccsos son reversibles de ril:;ncra
cspontinca © con tratamicnto (Meneses er al., 1991). Este padcéimicﬁlo cs ft:;:cugntc en los

ifos ocupando una de las principales tasas de morbilidad. Existc una clasificacién hecha
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‘por la "Nallonal Hcarl Lun;, and Blood lnsululc Asthma Educallon and Prcvcnnon

Progr.xm" dc la mtcnsxdad dcl padccnmc uo asmnuc dado con’ base cn ‘los ; sngnos y

specificos - anu-AgL‘ST contra " un 64%

una dlfcrcncxa del 57.8% contra c115.4% cn la scroprcvnlcncm dc mﬁos‘asmaucos y snnos

respect lvdmcntc.
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1.8 JUSTIFICACION

Hasla Ia fccha se hu xnvcsllgado cl comporlamlcnto del proceso nlcrgcmco con ¢l

conJunto dc AgEST a lravc “dc prucbns dc CLISA para IgE cspcclrc.l contra ‘7. canis

otras. Por. lo anteric
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2.- OBJETIVOS

GENERAL:

‘Contribuir . al estudio de los cfectos de la toxocariosis humana cn la respuesta

inmune.
PARTICULARES:

a).- Determinar utilizando la técnica de ELISA los porcentajes de nifios asmiiticos y sanos

de una poblacion mcxic_gha scropovsil‘.i\'os a AgEST,

b).- Determinar ui}ilii:mdo?‘c] g Wcsl‘ém blot las diferencias en  los  patrones AgEST

reconocidos porlgGy por IgE hirc’_lt;;s :gmbbs de nifios asmaticos y sanos.

¢).- Determinar los AgEST que cruzan antigénicamente con diferentes helmintos.
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3.- MATERIAL Y METODOS
3.1.- LUGAR DE REALIZACION

El presente trabajo sc realizé en la Unidad de Investigacion Mullidisciplinhria cn

Salud Animal (UlMSA) dc ia l*acullad de Estudios Supcnorcs Cuaunllﬂn UNAM

Carrclcru MLXICO

)=

Detern

Para d¢ICﬁﬁinnr.:?! .lam:;ﬁq minimo de muestra sc calculé la # mugstral utilizando el
softwarc Primc“’r’c‘)f"lj}i’o‘slatiq©_ 4.0, con lo que la # calculada fuc de 138;4 ‘pacicntes c‘:om'o_‘
minimo pm"a' cada g;t"xi;‘)o (o = 95%. B'= 10%). Lo anterior tomando como réfcrcncfa una
seroprevalencia del 9;9‘% para nifios no asmdticos y dél 19.6% para ﬁiﬁos;nsm:’nicos

(p<0.05) (Buijs et al., 1994).
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b).- Obtencion d(; bacicyigck ¥ criterios de formacion de los grupos:

sma en cualquier modalidad

- ~sin un’cuadro patolégico de vias respiratorias inferiores’
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33.-OBTENCION Y CULTIVO DE HUEVOS DE 7. canis

dtcro se

ino s¢ climinaron los -

restos |y membrana ¢ centrifugaron’ (5000 -

y._el;sobrenadante;sc desecho, la pastilla. fuc r_cs'usﬁcndndn en’iuna solucién de

2%y colocada i cn ‘cajas deiPetri ¢ incubados en cstufa.bacteriolégica a una

transcurridos ‘l‘o"s"»28 dias de incubacién, los huevos-se ';ob:'scrvaron al
1 dés;aﬁollo de la embrionacién. Sc rea Zardp l;na seric (jlc
Iavpc;os po i
bosiéjrié_tfmcnlc un lavado cn pg‘s‘cilucién de hipoclorito de ‘soyd'i;i'n
ado s}cp‘_tii:.oéy »cnycam;r)ahanrd ﬂu_|o la n;

®) ambﬁiguaﬂq [
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Dixon® ) con lncdiovdé,éuliivo‘RPMl-l640 a una coucentracién de 10* larvas/ml (Savigny,

1975; Bowman et al.; 1987).° =+

3.5-OBTENCION DE ANTIGENOS DE EXCRECION-SECRECION DE T. canis

Semanalmente ¢l medio de cultivo cn ¢l que se encontraban suspendidas las larvas
se cambio, filtré y conscrvd a —20 °C;  los antigenos de excreciones y sccreciones en ¢l

sobrenadante produclo del ‘mectabolismo dc las larvas. fue rcunido en un pbol de varias

los anugcno cra c aluados por clcclroforcsxs cn_

SDs (SDS-PAGE) a una conccmracién del 12 % prcvm cbulllmé

Laemmli.. Una vcz hccho ¢l corrimiento las bandas fucron tcﬁldas con azul de Comassnc y

mlrmo dc plam. Parn determinar los pesos moleculares, se cmplcaron rnnrcadorcs dc PM de
rcfcrcncm ¥y los geles fueron analizados en un cquipo Syngene con cl soﬂware Gene-Snap y

Gene-Tools (Millenium Pruducts®) (Muioz, 1997; Alba, 1999).
3.6.- OBTENCION DE ANTIGENOS SOMATICOS DE Ascaris susum (ASAs)

Sc obtuvicron adultos de A. swum a partir de colectas en la matanza de cerdos en cl

rastro Municipal de Naucalpan, los gusanos fueron lavados varias veces en PBS y
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congchdos a-20C hasta su utilizacidn. Los gusanos fucron seccionados ' con bisturi en una

caja Petri csu:nl y poslcnom'lcmc homogcmzados cn un Tcmbrook de vndno cn prcscncua

de NaOH lM.i

dcspucs dc dxcz mmulos 1a solucion .fue nculrahzada con »lCl lM Yy
ccnlrifuvgavi:la

Watmann N

en proporcn ’n dc I a 3 dcl volumcn {final y se conscrvé a =20 "C no mas de 20 dias hasta su

ullllzacmn (Cnmargo et al., 1992).

3.7-DESARROLLO DE LA TECNICA DE ELISA PARA DETERMINACION DE
158G CONTRA AgEST (ELISA-IgG)

Las cantidades optimas de antigeno, sucro y conjugado para la rcalizacion de esta
prucba fucron cstablecidas realizando una estandarizacién mediante la combinacion de
diluciones scriadas cnlrc cllas, lomando como criterio la médxima lectura en D.O. con cl
minimo color mcspcclrco dc fondo‘ Sc uuhzaron placas dc 96. pozos de polxesurcno (Maxl

sorp Nunc®) las cudlcs fucron scnsxblhzadas dc manera’ allcmada con AgEST Yy con
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razén dec 50 ul por pozo por 2h a 37 °C; dcspuc.s se rcnlmaron lavados con PBS-TO 1 y las

placas sc mcubaron con: un pohclonal de cabra’ anu-lgG (Scrolcc@ AHPOOO3P) humana

conJugndo con pcroxldasa auna dxlucmn dc 1:10,000 por 45 mmulos a:37.°C:El dcsarro]lo

de color <c Hevo, a cabo agrcgnndo a cada p o

OPD OOI% en solucxon rcguladom de

.xmblcnlc cn obscurldad Ia rcnccuon se: paré c

. placﬂs se lcycron a una longnud dc on

(Lubsystcms@) Lu dclcmunacnén dc la_absorbancia cépcciﬁc:i '(EAs)-,bdc éadi\'sucro se

rc.ahzo dela S|gu|cmc mancm'

En donde:

EAs = Absorbancia cspcci‘ﬁca o
D.O. AgEST = Densidad éptica del pozo sénsibilizz\_do coni AgEST + ¢l sucro problema
D.0O. RPMI = Densidad 6ptica'dcl pozo sr.:Vnsvibilrirz:Aldo solo con RPMI-1640 + cl sucro
problema 2

a = repeticidn 1

b = rcpcliic‘ic'mylz

Para dclcct.xr cualqulcr color mcspecnfco de fondo por cfecto dc algun reactivo en
todas las placas sc luclcron cuatro u:sugos con ausencia de antigeno, sucro, conjugndo y
cromdgeno respectivamente, todos cllos  en presencia del sucro de rcfcrcncna posmvo. Para

que la placa s¢ dicra como vialida lodos los lcsllgos debian tener vnlorcs marginales de EAs.



Cuando los sueros probados presentaron un valor ncgativo como resultado de la

menor absorbancia del sucro con AgEST que ¢l mismo con RPMI-1640 sc les usign6 cero

EAs.

ndo ‘lecturas’ por cuadruplicado: de ‘nueve

- TV canis

provenicntes de pers

'de Hospital ;1

fuc tomad

scis sucros.

absorbancia es) ‘descritos anteriormente con las siguicntes modificaciones: Los

pozos fucrc;-ri"s'cnsibi zados con 100 pl de una solucién de 10 pg/ml de AgEST por23 ha
4 °C. Dcspués'dc scr lavadas las placas se bloquearon con PBS-ABS al 3% y se guardaron a

—20 °C Los sucros problema fucron utilizados a una diluéién de 1:10 en PBS-ABS1% ¢




32

incubados dos horas cn la placa poslcnormcnlc sc rcaluaron 4 lavados cn PBS-T 0.1 y uno

color’ fuc dcsarrollado [

esta prucba

mucslréxs an das’ (Margn

39 “ELECTROTRANSFERENCIAS

ulpo Tmnﬂblol Scmldry (Blo-Rad®)

clectroforesis 'y la- transferencia fucron monitoreados a trav:

molecular preteilidos (Bio-Rad®). Una vez terminado ¢l proceso . se colocéd la'NC'en Tris-

buffer salino con 3% de ABS toda la noche a 4 C (Muiiéz, 1997; Alb:‘l.'li99r_9)‘

3.10 .-DESARROLLO DEL WESTERN BLOT S T .

La NC con los antigenos transferidos fuc lavada tres veces en agua dcsulada Yy se

cortd en tiras de 0.3 mm. Los sucros fucron diluidos cn PBS-ABS l% l.40 Y 1'200 en un
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volumcn (olal dc 1 ml sc mcubaron cn prcscncm dc S0 pl; dc ASAs dumntc 30 mnnulos.

durantc

poslcnormcntc las tiras con anugcno fucron colocadas y mamcmdas c ag,llam

dos horas a lcmpcralum a b cmc, sc hu:lcron lavados con .PB TO 1 cmc vc por tres -

papel fologal’co (Kodabromc uRC Kodak®) or contacto én un chns‘is' radiogrifico por 45

minutos. El pupcl fuc revelado por el mctodo con\'cncxonal con Ios rcacu\'os dcl fabricante.
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3.11.~ ANALISIS ESTADISTICO

Los dalos ucron analizados cn tablas dc conlmgcncxa ¢n cl programa Excl

Pam cslableccr In significancia

(Mlcrosoﬂ uti lzando las prucbas de )\2 y tde Sludc

CSladlSllCn s¢ lomé en todos los casos un mvcl dc conranza dcl 95% (Danlcl 1974).
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RESULTADOS
4.1 .~ OI!’I‘ENCIC)N DE AgEST

Sc prcpararon ‘un loml dc ocho cajas Falcon con 10 ml cada una de una suspcns:on

dc_lO l.lrv:\s or Scmnndlmcntc ¢l sobrenadante fue rccolcclado. filte

hasta _lqncr, unllolnl dc 1500 mi. De cste volumcn s¢_obtuvo

presentd un promcdno dc cd.:d dc 7. Z‘m‘ios '49.2% fucron nn’ios y 50 7% nifias.
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FIGURA 4
PATRON DE AgEST EN GEL DE SDS-PAGE
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Los AgEST fucron separados cn geles de SDS-PAGE en condiciones reductoras y tefiidos con nitrato de plata,
un total de ocho bandas fucron caracterizadas y sus pesos moleculercs se determinaron con un patedn de proteinas como

marcadores de peso molecular conocido (MPM). Las bandas determinadas fucron de 219, 106,43, 35, 33,32, 30y 26 kD.

ot
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En cl grupo asmatico 63.3% (189/285) tuvicron diagndstico de asma leve

mtcnm(cnlc, 21.4% (61/285) dlagnosuco dc asma lcvc pcrslslcnlc 11 9% { 34/285)

diagndstico dc asma modcmda pch|stcntc y 0. 035% (1/285) dmg,nosuco de asma grave

pcrsm(cnu.. Lus mﬁos 'sanos i‘ucron Oblc o8 dcl scrvxcno “de ur;,cnc:as lmumaloléglcas

- previo llcnado dcl cucsuonnno y dc I‘onna consccunva a su llcg,.xda al servicio los sucros

" obtenidos fucron num

G CONTRA AgEST UTILIZANDO LA TECNICA

"%) I'ucron ncg,auvos. Para

resultaron pés

cl grupo dc pacncntcs snnos sc cvaluaron 15" mucstms dc las cunlcs 30 (19 73%) resultaron

positivos y I22 (80 27%) rcsulmron ncgauvos.



CUADRO 3

DETERMINACION DEL VALOR DE CORTE PARA

LA ELISA-IgG
No. Ref f 2 ¥ £ PROM
T38| 0065 | 0059 | 004 | 0037 | 0083
730 | 00l 0 0 0 0.037
s 0 0 0
| S0 oom
e 0 0.004
132 R A R 0 0
™s | 0059 | 0055 | 004 | 003 | 0047
™| 008 | 0042 | 002 0 0018
X= 0014
$D= o021

X+35D=0.077

Fl valor de corte de la ELISA-IgG fue determinado con un grupo de sucros obtenidos de personas sanas, sin manifestaciones clinicas de
toxocariosis y negativos a una prucba de ELISA comercial, todos ellos referidos por ¢} Laboratorio clinico del Hospital Infantil de México
*Federico Gémez", El promedio de las EAs por cuadruplicado mis tres desviaciones estindar fue tomado como valor de corte de la prucba

fijado en 0.077 EAs. Los valores negativos fueron llevados a cero.

8€



CUADRO 4

SUEROS DE REFERENCIA POSITIVA PARA LA

PRUEBA DE ELISA-IgG
< No. DE ELISA COMERCIAL' ELISA:ig.G: ‘
! REFERENCIA 2
| 7693 1.658 0.170 i 1
| |
{ 7649 1.06 0281 |
| , |
i
7370 0.506° 0.268 ,
! ! W
| | v
! 41 030 0177
i R+ 0916 0229 E
! Valor de corte 0.3 D.O.

2 Valor de corte 0.077 EAs

Referencias positivas. Se probaron cinco sueros referenciados por ¢l Laboratorio de Andlisis Clinicos del Hospital Infantil de
México "Federico Gomez" todos con diagnostico clinico de toxocariosis y positivos a una ELISA comercial para AgEST, todos los sueros
mostraron valores de EAs en nuestra ELISA-IgG por arriba del valor de corte.
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Las graficas de dispersién dé_las EAs de¢ los dos griupo se presentan en las figuras 5

p?0.0S_) entre_las

El pron'lcdlo dc Icclums dc los ‘sucros posmvos en cada grupos ['uc determinado cn

0.280 EAs para ¢l g,rupo aﬂmauco y en O. 294 EAs p':ra cl Erupo de nifios sanos. No hubo

diferencia estadistica entre los promcdlos dc lecturas de ambos grupos.

4.4 .- DETERMINACION DE LA IgE CONTRA AgEST UTILIZANDO LA
TECNICA DE ELISA (ELISA-IgE)

Para la obtencién del valor de corte de esta prucba sc realizé un anilisis dc
frecuencias poblacional, sc analizaron 433 muestras de ambos grupos cl resultado del

anilisis de frecuencias mostré una curva bimodal de la cudl se partié para la separacion de

dos poblacioncs: poblacién 1 (ncgativos) y poblamon 2 (posmvos) (l‘lgum 7) Dec cada una

de ecstas poblncwncs sc dclcrmmo la mcdm ammcucn Y dcsvmcxon csmndar. Las

poblacnonu fucron dcﬁmdas al 99% dc conranza u cdia m S trcs dcsvuac:oncs

estandar pam cI caso dc Ia poblacuin l y ‘como la'media‘mcnos tre dcswac:oncs cslnndarL o

d raslapc dc ambas




FIGURAS
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SEROPREVALENCIA A AgEST POR ELISA-IgG
EN NINOS ASMATICOS

(600

050

040

K1)

020

010

30.8%

0 .
[ '
' ]
0 . ' . o
[} [} ¢ . *
. N 0
. BN ¢
.
... L ) L]
.
[] L]
D ' L . hot
0 . :
. .
. A N ] , . °
. e m . .
. . . ¢ ' 0
. ' L . !

AR VL v . oa e VALOR
1000 7 ¢ dihes oo s oo 00 10000 00 0 b somm ents s0ne "t s emst ot e s @ e i be's b DE CORTE

L 0.077EAs

% 10 10 Pl 2 kil
No. DE SUEROS

La seroprevalencia a AGEST del grupo de nifios asmaticos fuedeterminada por  ELISA-IgG, se evaluaron
un tola de 285 sueros de nifios asmaticos e los cuales 8 (30.8%) presentaron EAs por arriba del valor de corte el

cual fue fijado en 0.077 EAs.



FIGURA 6

SEROPREVALENCIA A AgEST POR ELISA-IgG

EAs EN NINOS SANOS
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La seroprevalencia a (AgEST) del grupo de niftos sanos fucdeterminada por ELISA-IgG, s evaluaron
un total de 152 sueros de nios sanos de los cuales 30 (19.7%) presentaron EAs por amba del valor de corte el
cual fue fijado en 0.077 EAs.




FIGURA 7

FRECUENCIAS DE LECTURAS DE ABSORBANCIA ESPECIFICA
(EAs) EN LA PRUEBA DE ELISA-IgE
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El valor de corte para la prucba de ELISA IgE fue determinado mediante ¢l anlisis de frecuencias de una poblacion
De 437 sucros de nios asmalicos y sanos, la grafica muestra una curva de distribucién bimodal que separa dos poblacienes:
una de bajas lecturas de EAs {poblacion 1)y otra de altas lecturas de EAs (poblacidn 2). Los intervalos de clase fueron fjados
d¢ 0.2 EAs y ¢l punto de méxima inflexion de Ja curva se aprecia en ¢l intervalo § con 0.9 EAs como marca de clase.

£v
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FIGURA §
DETERMINACION DE LOS VALORES DE CORTE PARA LA
PRUEBA DE ELISA-IgE
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Los valores de corte para la ELISA-IgE fucron determinados a partir de las dos poblaciones determinadasen el anilisis
de frecuncias. Los valores se calcutaron como la media aritmética ms tres desviaciones estandar para la poblacién 1 y
como la media menos tres desviaciones cstindar para la poblacién 2. Las zonas sin traslape en cada una de las curvas
representa fas poblaciones negativas (poblacion 1) y positivas (poblacin 2). La zona de traslape de las dos curvas
Represcnta una zona de incertidumbre por lo que los sucros que quedaron en este rango de lecturas s catalogaron

como sospechosos.

vy
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En csta prucba sc cvaluaron 283 dc Ios 285 sucro; dc pacxcnlcs asmancos dc los

cuales 22 (7. 77%) rcsultaron posmvos l5 (5 3%) fucron sospcchosos y 241 (87 0%)

resultaron  positivas, - ocho  (5.26%) fuérby 2y

El promcdlo dc lcclums dc los suel

grupo asm.xuco y l 15 EAs pnm el grupo s:mo. No sc encontrd dlfcrcncm cslad:sucamcmc

dlo dc lccturas dc los dos

su,m('cauva (p>0 05) cnlrc las scroprcvalcncms m cmrc cl pron

p,rupos.

4.5 .- WESTERN BLOT IgG
Los sucros positivos a ELISA-1gG de amrbos_vgru'pos rcconoéicron un total de 11
bandas de AgEST, los pesos moleculares se determinaron en 219, 120, 106, 74, 51, 43, 36,

33,32, 30 ¥ 26 kD respectivamente (figura 11).



FIGURA 9

SEROPREVALENCIA A AgEST POR ELISA-IgE

EAs EN NINOS ASMATICOS
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Sl'j La seroprevalencia def grupo de nifios asmdticos fue determinada por ELISA-IgE, se evaluaron un total de 283
sucros de los cuales 22 (7.77%) presentaron EAs por arriba del valor de corte y 15 (5.39%) quedaron en el rango de

N

sospechosos. Los valores de corte fucron: positivo: >0.424 EAs; sospechoso: entre 0.17] y 0.424 EAs y negativo
<0.171 EAs.

ot



FIGURA 10

SEROPREVALENCIA A AgEST POR ELISA-IgE
EAs EN NINOS SANOS
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La seroprevalencia del grupo de nifios sanos fuc determinada por ELISA-IgE, scevaluaron un total de 152 sueros

de los cuales nucve (6.57%) presentaron EAs por arriba del valor de corte y ocho (5.26%) quedaron en ¢l rango de sospechosos,
Los valores de corte fucron: positivo: >0.424 EAs; sospechoso: entre 0.171 y 0424 EAs y negativo <0.171 EAs.
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FIGURA 11

PATRON DE RECONOCIMIENTO DE LOS AgEST POR
WESTERN BLOT-IgG

i34

Un total de 11 bandas de AGEST fucron reconocidas por los sueros de nifios asmaticos y sanos positivos a
ELISA-IgG através de laécnica de Western blot para determinacion e IgG. Los pesos moleculares de las mismas

van desde los 26 hasta los 219 kD.
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Las bandas mas frecucntemente reconocidas fucron las de 51, 43,30y 26 kD siendo
reconocidas por mas del 73% dc los pacicntcs sanos y por mas dél 54% dc los 'p'acicnlcs
asmaticos, las band'\s de 120 36 33 y 32 kD fueron rgconocxdas por maﬁ del 50% dec los

pacncnlcs sanos y por mas dcl 30% de los paclcnlcs :\smalu:osv las dc menor frccucncm

fucron las de. 219, 106 y 74 kD rcconocudas por -menos dcl ”0% dc Ios sucros dc ambos

grupos (Figumjlz 13) El p’ mcdlo dc bnndas reconogidas fuc de; 7 71 cn cl grupo de

niflos asmnucos y de 7.2 en'cl 'grup, dc nmos sunom

fucron nc;,auvos y 15°(17.04%) dc cllos prcscmaron tnicamente bandas de rcaccmn

crumda con anu&,cnos somuuc s de Ascaris Squn : los rcsl:mlcs K:) (IO 2"%) no’ fucron - -

probados por no conlur con canudadcs sul'cxcmcs dc sucro.



FIGURA 12

DETERMINACION POR WB-IgG DE LA FRECUENCIA DE
RECONOCIMIENTO DE LOS AgEST POR SUEROS POSITIVOS

A ELISA-IgG
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Frecuencia de reconocimiento para los AEST determinada por la técnica de WB-1gG en 88 sueros de nifios sanos y 30 de nifios asmiticos, todos
cllos positivosa la ELISA-IgG. Los AgEST mds frecucntes en ambos grupos son los de 51,43, 30 y 26 kD.




FIGURA 13

PORCENTAJE DE RECONOCIMIENTO DE LOS AgEST
POR SUEROS POSITIVOS A ELISA-IgG
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Porcentaje de reconocimiento para los AZEST de los sucvos positivos a 1pG determminado por Westemblot, en el grupo
asmitico ls bandas mis frecucntes (51, 43, 30 y 26kD) fueron reconaidas por mis del 50% de los sucros positivos al
ELISA IgG y enel grupo sano cstas mismas bandas fucron reconocidas por ¢l §0% de los sucros positivos a ELISA-IgGa excepcida
de ¢l AgEST de 30 KD reconocido por el 73.3%.
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FIGURA 14

AgEST DE REACCION CRUZADA CON ASAs
%6 9 106 133 171 a0 21 20 24
|
|

T '
n ‘» | wfeTh
CEN IR

)

i
. ; ! '
|

Al

Sueros con reaccion cruzada a ASAs, Todos los sueros que no mostraron reaccion en el WB-1yG fueron probados nuevamente
auna dilucion 1:40 en presencia y en ausencia de ASAs. Las tiras de la izquierda fueron realizadas con suero sin ASAs y losde la
derecha en presencia de 50 pl de ASAs. Notese la desaparician de las bandas de 74 y 43 kD.
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FIGURA 15

FRECUENCIA DE RECONOCIMIENTO DE LOS AgEST
QUE PRESENTAN REACCION CRUZADA CON ASAs
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De los 30 sucros de pacxcnlcs sanos posnxvos a ELISA lgG 25 (83. 33%) mostraron

‘s dc cllos (7/30 23 33%) adcm pn.scnlaron bandas de rcncctén

un patrén posmvo, al!,

presentaron

mostraron patrén positivo cn ¢l :\WB:IgG

Los treinta’ sucros > os'a ELISA, 182G’ del: grupo  de pncncntcs sanos fucron

probados, ¢l 80%,(24/30) prcscnlaron un ‘I"cCOl'lOClmlcl'llO dc bandas por lgE estando las

bandas dc 26 y 30 kD prcscntc cn todos los casos, dcspucs las b:mdas mas frecuentes
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fucron: la de 43 kD (22 sucros). 32 kD (18 sucros) y las mcnos frccucnlcs Ias dc 74 106y, .




FIGURA 16

PATRON DE RECONOCIMIENTO DE LOS AgEST POR
WESTERN BLOT-IgE
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Un total de siete bandas de AgEST fucron reconocidas por los sucros de nifios asmticos y sanios positivos a
ELISA-1gG a través de la téenica de Westem blot para determinacicn de IgE. Los pesos moleculares de las mismas
van desde los 26 hasta los 219 kD.
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FIGURA 17

DETERMINACION POR WB-IgE DE LA FRECUENCIA DE
RECONOCIMIENTO DE LOS AgEST POR SUEROS POSITIVOS
A ELISA-IgG
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Frecuencia de reconocimiento para Jus AGEST determinada por Ia técnica de WB-IgE cn 63 sueros de nifios asméticos y 30 sueros
de nios sanos, todos ellos posilivosa 12 ELISA-IgG. Los AREST mis frecuentes en ambas grupos son los de 43, 30 y 26 kD.
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DISCUSION

.- La toxocariosis humana es considerada como una parasitosis accidental y tienc una

“amplia dislribixcién' m’undial con mayor incidencia en zonas rnarginnlcs y cn'climas;

calldos, lamblcn se’ lmn rcponado diferencias cn cuanto, a’ Ia xmpor(nncm Y- dlslnbuclén .

gcogmﬁcn deila’ cnfcm\ednd cn’ paises i :duslrlnllzados dc

fueron hechos con antigcnos de cxcrccnén-scc;ccxé de a;larvn po lo quc cl grado de

reaccién cruzada con otros hclmintos es muy - alta (Lynch et al.; ‘1988; 'Clj‘ellnr‘cl al.. 1995;
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Magnaval cr al., 1991) Sc ha dcmoslmdo quc cuando s¢ utlhzan AgEST se rcducc la recaccion

cruzada por lo que cl re: cntc trabajo consmuyc cl prlmcr rcponc Scl’OIOgICO cn cl pais

cn\pl’ando AgEST Y Iajs‘técnicas de ELISA y WD, Por otro lado sc h

cponado 1a prcscncia

de hucvos'de. 7% canis 'en’

8.3% al 16.8% (Ma

cstados deél pai S

82; Martincz ¢ al.; 1998).

Esto “en ‘con

favorecen la i

El din : . persistencia’ de
roblema sc

onirq AgEST

una bucn.a vmblhdad aunquc después de este llcmpo comcnzo a’ser notoria la monnhdad o

la baJa acuv:dad de las larvas por.lo quc vumos convenicntc una segunda migracion | larvana

en un nparmo.dc Bncrmzmn ¥ la rcconccn\mcxon 'y conlco dc las larvas, asi en el

cxpcnmcnto se lrabaJo con 'dos Iotcs de antigeno. Lote 1 y lolc 2 los cualcs pn.scnlaron

cxuclamcn!c cl mismo palron de proteinas por clectroforesis asi como sc reconocicron las
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mismas bandas de dnliscno por los sucros dc referencias posnxvos. Malzcls et al.. (I984)

rcporlaron un mcrcmcnlo en'la cnnudad de algunas proteinas como Ia de 400 kD a lravcs

dcl ucmpo dc uluvo, esta protcmn cn cl mismo lrnbaJo sc rcporto estar; prescnlc en. Ia )

supcrﬁcnc deila‘lar cn este cstudlo no sc detectd este mcrcmcnlo, asi que’

lo amcrlormcnlc las:larvas

n\ucnus.

por clcclroforcsns cn SDS [’AGE dlvcrsas protcmas

1983; ", i y G in, 1984; Maizels e al., 1983 Bndlcy et

Asi mismo cn este lmba_]o la cantidad obtenida de AgEST c¢n ¢l conccnlmdo varia

con respecto & otros autores, aun habiendo  trabajado con la misma carga larvaria en los
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cultivos. (10* Iarvas/ml) sc obluvncron 200 pglml dc pro(eina dctcrmmado por Bradford

mundo .y csto pucdc ser |mponantc ya’ quc dc haber d:f €

para cl dxagnésuco dc ia toxocar10515 (Lynch et al.. 1988- Mngnavnl ct al.. 1992- Nuncs et al.. 1999).
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En la ELISA lg,G los problcmas de rcaccnén cruznda quc se prcscnl:m se han rcsuclto

mcdmnlc cl cmplco dc la absorcnon dc los sucro: con nnugcnos dc A\-can.\' Stum o Ascarzs .

Iumbrtco:des, (l.ynch et al.. 1988; Camargo et al.; 1992; Nuncs er nl., 1999). Lns técnicas de ELISA

'cmplcadas para cslc trabajo no‘se cstandarizaron como pruebas dmgnosucas sino’ como

hcrrnmlcnlns quc dclcclamn cualquier. lpO de rcconocxmlcmo a lcs ALEST sea cspccll‘co o

IHC§pCcerO. por ese motivo no ‘se rcalizd la absorcton dc Ios sucros;con anugcno: dc

Ascaris cn csta cmpa dc . la"deteccion y sobrc(odo la ELISA IgG fuc cstandarizadacon la

mayor scnsﬂallldad posnblc Tal como otros autores lo han rcfcndo pnra establecer el valor

de corte cmplcamos ueros” de pcrson.n chmcamcnlc sanas y nc;,auvos n: kit comcrcml

) dc T. carus El promcdlo dc lns EAs dec:las’ cfcrcncnas

ncg,auvae mas tres veces 1a dcsvmcmn csmndnr (‘uc tomado como valor dc corte’ (Obwullcr et

al., 1998; Lynch et'a 1988. Nunts et al. |999)' No cs’ pos:blc determinar:la cspccﬂ'cldad y

Scnhlbllldad dc | para cllo sc “deben irealizar, nccropsms o

sms. prucba: do..bldo a. qu

infecciones cxpcnmcmalcs en humanos lo cual resulta muy.dificil:y éticamente no vnavblc,

sin embargo fue posil‘al‘c:lya‘obl‘cnci n: d

toxocnriosis clinica quc rcsulmron positivo

mostraron sin cxccpc:én vulorcs de: EAs por arr ba’ dcl valor de corte csv.ablcmdo ‘en nucslm

prucba de ELISA (vcr cuadro 4 asi-mismo las: lcclums dec todos los sucros fueron hechas

por duphcado. los rcsultndos mpslmron ‘dircrcncins menores al 20% entre cllas. También
se realizd el ensayo de cada suero sin AgEST cn la misma placa de ELISA para eliminar
matemiticamente la reaccién inespecifica con lo cual se obtuvo una prucba de ELISA-1gG

muy conﬁaﬁlc (figura I 8).



DISTRIBUCION DE LA PLACA PARA LAS

FIGURA 18

PRUEBAS DE ELISA-IgG Y ELISA-IgE
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Las placas de 96 pozos fucron sensibilizadas de mancra alternada con AgEST (lineas punteadas) y con RPMI
{sinfinca) respectivamente. Los sucros se probaron por duplicado con una seric de lestigos de placa (lado izquierdo).

Alinicio de la placa en todas las placas se probé un suero control positivo y al final de la misma un sucro control negativo,
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Aunquc en. nucslro muestreo los grupos no fucron oblemdos a parur dc una

lros compummoq la- scroprcvalcnc por EL[SA lgG d'l lolal de

poblacion ablcr\a. no

mportancia

p'lcu.mcs S.anS, cSlOS dﬂ‘OS mu raror

Lokman et al.. (1997) cn Malasia compararon la scroprevalencia a"AgEST: por ELISA'1gG

a un grupo de niflos ixsma icos contra un'grupo de nifios sanos 'y cncontraron una‘dlfcrcncxa T

del 57.8% contra cl 15 4% rcspccuvumcmc sm cmbnrgo cllos utilizaron solc 18 sucros dc

nifios asmaticos y. 27 sucros c mﬁos snnos por lo- quc csta: dxt‘crcncla podrm no ser

representativa de la poblacién, pcro un dato’ intercsante cn cslc lrabajo s la diferencia
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encontrada entre cl pronxcdlo de absorbancms por ILG pdra ALEST de an]bos grupos siendo

mas alta para cl grupo asmallco‘ lampoco e]los rcahzaron csluleS con I5E cspccxﬁca a

AgEST.

abs;arb:;ncias ‘
significativas
promédio dec s
posxblgmt.ntc

dlfcrcncms cn

sin absorcidn’ pam dclcrmmar los A&,EST que dan rca Ci

adclante) pud:mos apreciar que dec los 88 sucros dc mﬁos asmaucos posmvos a ELISA

128G 49 presentaron un patrén de por lo menos cuatro bandas (Sl. 43, 32 y 26 kD) mas
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fn.cucntcmcmc rcconocndas por lodos Ios sucros, las cualcs no fucron afccladas por:. la

absorcnén (bandas cspccircas) De los 30 mﬁos sarios pOSIllVOS a ELISA lgG 25 mmblan

quc igualmente son espccificas’de 7. cani:

‘de kits comcrcnalcs de rcl‘ercncm pam lgE espccnt'ca a T. canis

Antc la incx stenc

no cs posnblc oblcncr rcfcrcncnas posmvas confablcs para cstn prucba asi quc ¢l valor de

corte fue dclcrminado mediante cl‘anz‘:lisis dc frccucnciasdc EAs del total de ‘sucros
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evaluados; -esto nos dié Ia pOSlblhddd dc obtcncr sospcchosos los cuales “no’ son

dclcrmmados por Magnaval et a

(1995) aunquc o cstnclo quc ncccsarlamcnlc luvo quc

los resultados obtenidos en ¢l presente estudio suponcmos quc cste numcnlo no cs debldo a

la IgE especifica a AgEST sino a IgE mespccnﬁca
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De los 15 nu"ios asnmucos sospcchosos a ELISA-lgE 13 fucron posmvos a ELISA

lgG Y. dc cslos 10 prcscnlaron bandas cspcc:ﬁcas enel WB y lrcs no las prcscnmron asi

mismo_ de bl

prescntaron.

ut. ‘el WB l;,G no mucslmn d|fcrcncxas en’ la‘scro rcvalcn‘ a cnlrc ambos

IgE.al,igual‘

molccular (200 147 y132 kD) y quela .lpnncnén de un’patrén de por lo menos lres dc las

cualro bnndns dc baJo peso (35,32,30y 28 kD) cs sum..m ntc cspccxﬁco para toxocanosns.

Tomando cslos criterios y debido a la dificultad dc cncomrar casos chmcos con _cstos otros

tipos de hclmmnasxs, se tomé como modclo de crucc 'anugcmco '\1 Avcartv u:um cl cunl ha

sido utilizado también por otros autores por scr orfologlca anugcmca y gcncucnmcntc

similar al A, lumbricoides, (Zhu et al.. 1998a; Lhu ct al.. 1999). pcro dc n1ucho mas fac:l ncccso.

219,120, 106 74“5]"4‘3 7136, 33; 32 30 ‘y- 26 kD: >sxcndo las  mds frccucmcmcmc

rcconocndas las de 5I 43, 30 y 26 kD (vcr fig “""‘) Los pcsos molccularcs dc las dos
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gltimas son sumlarcs a los pcsos de’ Ias b'mdm Lspccﬂ'cas dcscrltas por Magnav.xl et al.,

(1991), por lo quc cs pos:blc quc se tralcn dc las ‘mismas bandns. 1a bandas dc 32 y 35 kD

lcrcs anlc ‘la posnblhdad

diferencias ¢n el rccondtimiento por la IgG o por ln lgE ‘Los resultados obtenidos en ¢l

WB-IgG mostraron que las frecuencias de reconocimiento del conjunto de AgEST no
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presentan dlf‘crcnctas en. los dos 5rupos - <|cndo adcmas por cl contrano claramcnlc

homogcncns (vcr Fguras I2 Yy 13)' l:slo resullados mdlcan quc para los os’ asmaucos y

sanos no hay dlf

En csta prucba para podcr dclcrrnmar Ia lgl: sc uullzaron dlluc10ncs umcas dcl 10

cn presencia dc 50 ul de- ASAs y la |nmunodclccc10n fuc rcahzada por mcdlo de un kit
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comercial de aulolummlsccncm (Aurora Kit Labs. lCN), vnnos ‘sueros no pudlcron ser

cvalu.xdos en csm prucba por no habcr suero suficicnte para su dc\cmunnclon. . -

prolcinvasv'puri»ﬁ_ d

Las bandds dc 74, 106 y 120 kD ‘son bandas dc nllo pcso molccular al igual que las

anteriormentc rcponadns de 90 y 200 kD, y como anteriormente sc ha mcnc:onado cn este
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rcporlc cstas bandns sobrc lodo Ia dc 74 kD son susccpublcs ala absormon con ASAS. l:n

cste cstud:o cslas bandas fucron solo rcconocldas por un grupo margmal dc sucros micntras

WB-1gG  nos mdlcan que si cvclslcn faclorcs que provoca unn ay T sc oprcvnlcm:la en

los nifios asmiticos -y cnlre las pOSlbllldach pucdcn csmr factorcs gcncucos o la
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,combnmmén dc m(‘cccxoncs con hclmmtoc. Lo cicrto es quc hasta ¢! momento cstos

factores pcmuncccn dcsconocxdos.

Scna mlcrcsanlc omo ‘complemento’a qs\oe rcsullados cl oblencr los valorcs de la

lg[: scrlca xolnl en:los gruposipara determinar:si:existen |l‘crcncms cn' cs(os niveles asi

mismo . la uuhzac on de fracciones purificadas de algunos’antigenos como cl dc 26 kD para

intradermorcaccién / las “reaccionescn :los grupos

cvalu:\r por mcdlo de s prucbas™ de

cvaluados, esto con:clifin:de conoce intensidad  de’la-respucsta ‘de hipersensibilidad

retardada cn cada uno de.los grupo:

En otros pmscs como. Francia (Mabnnvnl etal, 1991). Eslado% Unndos (Bcnvcr et ul.. 1952;

de mvcsugadorcs quc se han prcocupado por -la toxocariosis dcsdc hacc varios afios.: En
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‘!

Ay

\Y

. la_prucba de’

seroprevalencias de los nifios asmiiticos y sanos.’,

74

CONCLUSIONES

En la prueba de ELISA-I1gG cl grupo de nifios asmdticos mostrd una seroprevalencia

mayor estadisticamente significativa al la mostrada por ¢l grupo de niiios sanos. En

‘sc_: cncontrd difcrcnciﬁ estadistica en las

Los patrones de reconocimicnto en el WB-IgE cn los grupos de nifios asmaticos y

sanos fueron homogéncos. -
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HEPES
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ABREVIATURAS

Solucion uno molar

Antigenos de excrecién-secrecion de Toxocara canis
Antigenos somaticos de Ascaris suunt
Cluster de diferenciacién 3 positivo
Cluster de diferenciacion 4 positivo
Cluster de diferenciacién 8 positivo
Células por milimetro cubico
Centimetro

Densidad optica

Absorbancia especifica

Ensayo inmunoenzinuitico
Decterminacion de la IgE por ELISA
Declerminacion de la IgG por ELISA
Acido clorhidrico

Solucién amortiguadora

Higth molccular weigth
Inmunoglobulina E
Inmunoglobulina G

Complcjos inmunes entre 1g8G ¢ IgE
Interleucina 10

Interlcucina 13

Interleucina 4

Interleucina 5

Interleucina 6

Kilodaltones

Larva dos dc Toxocara canis
Linfocito B

Larva migrans ocular

Larva migrans visceral

Low moleccular weigth

Linfocito T

Miliampers

Mectanol

Hidroxido de sodio

Nitrocelulosa

Namometros

Ortofenilendiamina

Post-infeccion

Acido peryodico de Shift

Fosfato buffer salino



PBS-ABS
PBS-T .
PM

- SDS- I’AGE :

Thi:

Th2 =/
UIMSA
v .

WwB
X2
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PBS con albimina sérica bovina

PBS con Tween 20

Peso molccular

Rcvoluciones por minuto

Medio de cultivo

Dodecil sulfato de sodio”

Gel'de electroforesis de pohacnlanuda con SDS
Linfocito T subtipo 1 .
Linfocito T subtipo 2
Unidad de investigacion multldlsmplm.lrm cn salud animal
Volts .

Western blot ;

Prucba de ji cuadrada
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APENDICE 1
A)-~REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS

t.-Acrilamida-bisacrilamida (30:0.8): Se prepara disolviendo 30 g dd aci-ilamidu y 0.8 g de

bisacrilamida en un volumen total de 100 ml dc agua dcsmmz.lda. Sc filtra la solucién a

través de p.\pcl ('llro \Vl\nlman No 1 y sc almaccna a4 °C cn | bo\cllu umba

de Tris
r gola a go!a una
olun n ﬁnal de 100
ml. Una vcz disuclta Wh lma’n‘ No: 1 y. se

almaccnaa 4

4.- Buffer dcl bcl conc mrador 0 5 M Tns HCI1 (pll 6 S) Dlsolvcr 6. 0 g d‘. Tns cn 40 ml

de agua dcsxomzadn. se agrcga l 0 M dc HCl gola a 50!:\ (hasta alcanzar un pH dec 6.8) se
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ajusta a un volumcn l'nal de 100 ml Una vez dlSuClld la solucidn sec fllm a lmvcs dc papel

filtro Whalman No. 1 y sc almdccna d 4 *C.

1 0.002 % azul

amomo cn 10 mi

de agbunl‘ desionizada.’ Esta substancia es mcelablc y debe ser. prcparada _|usto anlcs de ser

usada.: 5k

8.- TEMED (NN N N-lclmmclhylcnc mmmc) Sc usa ml como sc compra. cs estable

cuando 1o se dnluyc, sc dcbc .xlmaccnnr a 4 “C y cn botclia nmb.xr.

Prcparac:it'm del gel de Poliacrilamida:

a).- Gel Separador:
Agua desionizada 4.5 ml

Tris-HCI pH 8.8 3.0 M 1.25 ml
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10 % SDS stok ] 100 nl
Acrilamida (30:0.8) . 4.0 ml
., l’crsul‘fzx‘lo'dé‘all‘l»onio lO% ) : 50
CTEMEDT T si

b) Gel Conccmrador'

Agun dc%lomzadn : : ‘ -~ 6.0ml
Tns-HCl pH 6. 8 0 5 M 2.5 ml
10 % SDS stok 100 pl
Acrilamida L 2 13ml
l’crsul‘fulc; (ic amorﬁo . 1’0% 50 ul
TEMED s

B).- TINCION DE PROTEINAS

1).- “Fincion de Azul de¢ Comassie v‘ ) )

'Sol. ’fcﬂidom

Azul de Com.xssu: G 250 :_ ;>50 kmvg‘
Etanol absolulo T 25 ml
Ac. onofosférico : . .50 ml

Agua dcionizada ' c.b.p.-500 ml

Sol. Deslcﬁ'idom
25 ml
50 ml

‘c.b.p. 500 ml.
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1.- Sumergir ¢l gel en sol. colorante por 30 min. en agitacién.
2.- Sumergir cn sol. destefiidora'y cambiar cada 15 min. hasta que solo queden visibles las

bandas de¢ prolciri;x.

3.- Conscrvar en acido acético al 1 %."

Acético al 0.5% por media hora.”

2.- Sumergir et el enuna s 1 Vnyll > ) at l:(‘).() ™M cn'agué:ciéri y‘oscuridad

3.- Realizar tres I:ivadp d

precipitado sobfc' el gol

5.- esperar hasta la aparicién clara dc las bandas, cuando cl gel comicnza a oscurcecerse

sacar de la solucién de revelado y fijar cn metanol'10% ac.’Acetico 0.5%:
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APENDICE 2
REACTIVOS PARA LA ELECTROTRANSFERENCIA
1.- Buffer de transferencia pH 8.3

Tris . 25 mM

glicina 192’ mM
SDs 0.0 5% (P/V)

metanol W 20%
2.- Tris buffer salino (TBS)
30 ml de uﬁa Sol. de NaCl 5 M~

20 ml de una Sol. TrissHCl 1 M pH 7.5

lievar a un litro con agua destilada.
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APENDICE 3

REACTIVOS PARA ELISA

PBS 10x

Clururo de sodio 80 g

Cloruro de potasio 2g

Fosfato dibiasico de sodio 29¢ *
Fosfato monobdsico de potasio 2g :
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

SOLUCION DE CARBONATO BICAREONATO 0.05M (BCB)

Carbonato dec sodio
Bicarbinato dc sodio
Apgua destilada

SOLUCION REGULADO

Acido citrico 0.1M ;
Fosfato dibasico de ' sodio 0.2M
Agua destilada g 5

SOLUCION 'DES'ARR' LES DO

Solucién rcguladora de cnmtos
oPD ’ v e
Peréxido de hldrogcno

SOLUCION DEPARO

Acido on.oqu'f‘éri.co L 0.6ml:
Agua destilada 10 ml
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APENDICE 4

PRUEBA DE X . PARA DETERMINAR LA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
ENTRE LAS SEROPREVALENCIAS DE LOS GRUPOS ASMATICOS Y SANOS
EN LA PRUEBA DE ELISA-12G

X bR
Donde: -
O frccuencia observada o = No existe diferencia significativa
E' freccuencia esperada Hi = Existe diferencia significativa
Frecuencia
observada esperada i ’
(O) (E) _(0-E) (O-E) (O - E)/E
asmaticos
positivos 88 76.95 10.54 111.16 1.44
negativos 197 208.04 -11.54 133.25 0.64 -
sanos ER
positivos 30 41.04 -11.54 133.25 ) 3.24
negativos 122 110.95 10.54 111.16 1.001
z = 6.321
Z (0.05/1g.1) = 3.84

El valor resultante de X2 cs 6.32
El valor de Z con 95% de confianza y 1 gmdo de libertad cs de 3.84

6.32> 3.84 = Accpta Hi
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