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1. RESUMEN

Actualmente el diagndstico de la toxocariosis husmaa realiza por la técnica
ELISA usando antigenos de excrecion-secrecion (AQS&in embargo, los criterios de
positividad muestran una elevada variabilidad debaml la ausencia de controles
estandarizados. Con objeto de mejorar el diagrystic el presente trabajo se realizé un
estudio comparativo entre dos AgSET: uno obtenitddviéxico (AGSET-MX) y otro en
Espafia (AgSET-ES). Se seleccionaron 25 sueros adenpss humanos mexicanos y 14
sueros de pacientes esparioles en base a su plasiten ELISA frente al AQSET segun las
condiciones de cada laboratorio. Posteriorment@gostdos sueros se procesaron en el
Laboratorio de Parasitologia de la Universidad Bablo-CEU (Espafia). Se determiné su
indice Diagndstico (ID) por ELISA y los antigenosconocidos por WB. El AGSET-MEX
mostré en SDS-PAGE la presencia de 14 bandasiqasté60, 120, 91, 70, 61, 50, 47,
43, 38, 35, 32, 29 y 27 kDa) y el AQSET-ES de Bdaas proteicas (97, 70, 47, 43, 35, 32,
29 y 27). Ninguno de los sueros estudiados mos&irdédgativos independientemente del
antigeno utilizado. Los sueros mexicanos y espafi@eonocieron hasta 11 antigenos
utilizando el AgES-MX (217, 120, 73, 51, 43, 41, 3, 31 y 29 kDa). Los sueros
mexicanos reconocieron hasta 10 antigenos utile@hdgSET-ES (217, 120, 73, 51, 43,
41, 38, 36, 31 y 29 kDa) y los sueros espaiioléigarido el AQSET-ES reconocieron hasta
6 antigenos (217, 73, 38, 36, 31 y 29 kDa). Losasuele los pacientes mexicanos
reconocieron con mayor frecuencia (p<0.05) losgentds del AQSET-MX de 73, 66, 43 y
29 kDa que los sueros espafioles. Las fraccionagaitas procedentes del AGSET-ES de
36, 31 y 29 kDa fueron reconocidas con mayor frecize(p<0.05) por los sueros de
pacientes espafoles. En conclusion los AgSET ahlidenén cada pais fueron diferentes
como lo mostraron los patrones electroforéticosey rdconocimiento antigénico. Sin
embargo, aparentemente estas diferencias no aféatssensibilidad de las pruebas

diagnosticas.



2. INTRODUCCION

La toxocariasis es una parasitosis causada porekemcia y accion del ascarido
Toxocara canis Este parasito utiliza como principal hospedadefinitivo a los perros
aungue también se encuentra en otros animales enmmapaches, hurones y lobos (Acha,
2003 Corderoet al, 1999,

Clasificacion taxonémica deToxocara canis

Reino:Animalia
Phylum:Nemathelminthes
Clase:Secernentea
Orden:Ascaridida

Familia: Toxocaridae
GéneroToxocara

Especiecanis

T. canis se encuentra en su forma adulta en el intesétgado de perros jévenes,
siendo estos sus hospederos definitivos; mientnassgs formas larvarias se encuentran
enquistados en las visceras y musculatura de peaduolos, pollos, roedores, conejos,
cerdos, ovinos, humanos y otros mamiferos; losesualctian como los hospederos
paraténicos (Corderet al, 1999 ; Habluetzekt al, 2003; Minargt al, 2002).

Las larvas se enquistan en diferentes partes @éebouel hospedador paraténico y
forma una entidad conocida como sindrome darlea migrans viscera{LMV). Cuando
estas larvas se enquistan en el globo ocular sendealarva migrans ocular(LMO),
mientras que cuando las larvas se encuentran ecerebro es denominada como

toxocariosis neurolégica. (Cordegbal, 1999 Fenoyet al, 2001;Habluetzelget al,2003).



MORFOLOGIA:;

Adultos

Los adultos deToxocara canisson helmintos cilindricos con cuerpo grueso y
blanquecino con tonos marrén (Figura 1). Las hemadaltas d&oxocara canisniden de
5 a 18 cm, tienen terminal puntiaguda y cuentanwanvulva en el primer tercio de su
cuerpo. Los machos miden de 4 a 10 cm y termindaorema enroscada con aletas caudales
y dos espiculas que emergen de su cloaca. Enteg@erior tanto machos como hembras
cuentan con 3 labios en la boca y 2 aletas ceedaglie le dan la forma caracteristica de
punta de flech@lba, 2006Corderoet al, 1999; Quiroz, 1996).

Figura 1. Fases adultas de canis, en la parte superior se encuentra una hembralg
inferior un macho con el tamafio promedio y la teamion enroscada del parasito.

Larvas

La larva de segundo estadio (L2), que se formamata de la L1 dentro del huevo
(Figura 2), es la forma infectante del parasitesBnta una longitud media de 404 pm
(360-434um), con un didmetro a nivel del eso6fagh&i@1 um (Nichols, 1956).



Por microscopia electronica de transmisién, VegtluTietet al (1986) observaron
que la superficie corporal de la larva se encudnggemente estriada. La cavidad bucal,
en posicion subterminal y dorsalmente inclinad&éd esdeada de tres labios desarrollados,
los cuales estan presumiblemente implicados eeclaleccion del alimento y el anclaje de
los tejidos durante la migracion; ligeramente aotea los labios se sitian una capsula
bucal superficial, cuyo margen ventral esta formado una cuticula fina, espinosa y
afilada y en el extremo anterior de la larva saientran las papilas cefélicas.

Figura 2. Larva eclosionada dBoxocara canis

Tomada de: www.dpd.cdc.gov/dpdx/html/imagelibragitexocariasis/body_toxocariasis_il2.htm

El aparato bucal continda en un eséfago largoapuga un tercio de la longitud
total de la larva. A nivel del primer tercio delééo se sitia un anillo nervioso muy
marcado, mientras que en la posicién subterminahseentran las células excretoras que
desembocan en un poro excretor, situado entre asdiascturas y desplazado hacia la
primera. El es6fago se prolonga en un intestiriadrico que desemboca en un ano situado
en la porcion subterminal. El primordio genitaleseuentra en el ultimo tercio y adosado a
la pared intestinal (Nichols, 1956)

El extremo posterior de la larva es digitiformguzado y ligeramente asimétrico.
Posee también dos alas que aparecen como dosHétigasiles y que se extienden desde la
boca al poro anal (terminan a unos 20 um del extfémal), asi como dos pares de papilas,
un par anterior al poro excretor y otro par detié$a mitad del cuerpo, cerca del ala lateral
(Nichols, 1956).



Por microscopia electrénica de transmisién se guexbservar tres proyecciones
cuniculares que separan la cavidad bucal de laslaiass del vestibulo. Esta estructura
podria funcionar como una valvula que se abre yaieoordinandose con el movimiento
de bombeo del sistema de alimentacion, para prelemegurgitaciéon del contenido del
tracto alimentario. Este mecanismo puede estarrsmmo por unas fibras musculares que
constituyen una gruesa capa al principio del esofBgbido a que la capa cuticular que
cubre esta proyecciones es mas gruesa y apareméemes fuerte que la cuticula
adyacente de la cavidad vestibular, podria seirzadih también como trituradora de

alimento (Vegni Talluret al, 1986).

El es6fago ocupa, aproximadamente, un tercio denigitud total de la larva, y se
puede dividir en cuatro regiones: procorpus (20pemlahgitud de ancho), metacorpus
(35um de longitud y 5 pum de ancho), istmo (equiMae@ procorpus y metacorpus juntos)
y bulbo terminal (20-25 um de longitud y 6-10 pum ateho). Rodeando al eséfago se
encuentra una glandula dorsal bien definida y dds/entrales situadas en la porcion
posterior del eséfago. La abundancia de reticuttogldsmico rugoso y la presencia de
aparato de Golgi en el citoplasma de las célulatadgandula dorsal indica que estas
intervienen en la secrecion de proteinas. Las cecties de estas células, asi como las de
las glandulas esofagicas posteriores, ademas dtcigar en el mecanismo de
alimentacion, pueden estar implicadas en la seorad® enzimas histoliticas en el habitat
del hospedero, para facilitar la penetracion deldasas a través de los tejidos (Bardon,
1992).

El intestino aparentemente carece de lumen y astétituido por siete células
alargadas cuyo citoplasma contiene granulos opdegsasa. El intestino esta comprimido
lateralmente por las columnas excretoras y posteeonte se expande y ocupa todo el
cuerpo de la larva. La dltima célula intestinairigra 20-30 um antes del poro anal, con el
gue se conecta por un fino tubo cuticular. El proimpgenital es una pequefia masa situada
entre el intestino y la pared corporal ventral,déeka porcién anterior al nivel medio del

intestino, lo forman cuatro células que no son ipes individualmente (Bardén, 1992).



Huevos

Los huevos miden de 70 a 90 um (Figura 3), son ilmdrlanquecino de forma
esférica a elipsoidal con un cascarén grueso ceetds, el cual le da la resistencia ante las
condiciones ambientales de tipo quimico, mecéapit&rmico (Alba, 2006; Corderet al,
1999; Quiroz, 1996).

La fertilizacion estimula inmediatamente la forndecide esta cubierta, de cuyas
cuatro capas, tres las forma el propio huevo yaursata es afladida por las secreciones del
Gtero. La primera es la capa vitelina, debajo wua@aauitinosa seguida de una tercera de
naturaleza lipidica formada bajo la segunda polescancia de granulos refringentes que
salen del citoplasma. EIl material secretado ppatad del Gtero se adhiere a la superficie
externa del huevo para formar la cuarta capa, geatras el huevo esta en el Utero,
mantiene un aspecto albuminoso e incoloro; sin egabal entrar en contacto con la bilis

en el flujo de contenido intestinal, se endureeelquiere una coloracién pardo-amarillenta.

Figura 3. Micrografia de barrido de un huevo dexocara canis Es caracteristica la

presencia de las fosetas formando depresiones . fina@mada de http:
www.snof.org/maladies/toxocarose.html



CICLO BIOLOGICO:;

Los huevos deT. canis son eliminados en la materia fecal de los cackorro
infectados a partir de los 15 dias del establecitoide los gusanos adultos en el intestino
delgado del perro; estos huevos son muy resistaritsscondiciones ambientales y pueden
permanecer viables por varios afios. Si estan pdoteglel sol en condiciones favorables
de humedad, temperatura (aproximadamente 24°@aeién y tiempo (aproximadamente
10 dias), el huevo forma en su interior a la l&2v@L.2) que es la fase infectar(#&lba,
2006; Corderet al, 1999; Quiroz, 2003).

T. canistiene un ciclo de vida muy complejo. Este variadeerdo con la edad a la
que el perro adquiere la infeccion y a las fornmague el parasito llega al mismo. Las vias
de infeccion pueden ser: trasplacentaria, calpsingesta directa de huevos larvados o
ingestién de un hospedero paraténico con larvasigagas. La infeccion también puede
ser adquirida por un hospedero paraténico a trdeék ingesta de huevos con la L2
(Soulshby, 1987).

Ciclo biolégico en cachorros

El desarrollo de las fases adultasi@xocara canisn cachorros comienza cuando
son ingeridos huevos larvados (L2) por perros nmemar3 meses de edad (Quiroz, 2003).
Cuando éstos llegan al intestino delgado, eclosignias L2 atraviesan la pared intestinal,
penetran a vasos linfaticos o sanguineos y migrahigado donde permanecen por varias
semanas. Posteriormente, migran por vasos sanguéneorazon y pulmones en donde a
través de los bronquios llegan a la faringe y segludidas; llegan a intestino delgado y
maduran a las formas adultas y comienzan la repob@iu sexual. Cada hembra puede
producir hasta 200,000 huevos por dia (Coréewd, 1999, Soulsby, 1972, Quiroz, 2003)



Ciclo biolbgico en perros adultos, gestacion y laatcia.

Cuando la ingestién de los huevos larvados eszeskdipor un perro adulto, tras la
eclosion de las larvas en el intestino delgadaségualmente atraviesan la pared intestinal
y se dirigen por via sanguinea o linfatica a rdifees 6rganos, principalmente higado,
musculo, pulmones, ojo y cerebro. En estos 6rgapawanecen como L2 enquistadas sin
alcanzar el estado adulto. En perras gestantésrias pueden seguir su desarrollo, ya que
estas son reactivadas por mecanismos hormonales gad la prolactina, cortisona y la
oxitocina. Algunas larvas llegan al Gtero entreli@l 40 y 42 de la gestacion infectando a
los cachorros antes del nacimiento; otras larvasastivan y migran a la glandula mamaria
y son eliminadas a través del calostro y la leErehido a esto los cachorros pueden nacer
parasitados o adquirir la infeccion durante ladacia, y asi los cachorros pueden eliminar
huevos a partir de los 20 dias de nacidos. Algueatas larvas en las perras gestantes
pueden migrar a intestino y alcanzar su estadidt@dsin embargo, estos gusanos son
eliminados en forma espontanea antes de 60 diago#Q2003; Soulsby, 1972)

Ciclo bioldgico en Hospederos Paraténicos

Los huevos larvados son ingeridos por hospedenagguecos, en los cuales no hay
desarrollo de las fases adultas del parasito. Gukasdarvas atraviesan la pared intestinal y
llegan al higado, pulmones y el corazén, entrafaesirculacion y se distribuyen a otros
organos tales como rifién, ojo, tejido muscular ysistema nervioso central. En estos
tejidos la L2 se enquista y puede permanecer vialdes periodos de tiempo.

Cuando un perro adulto consume algun hospedertépara, la L2 reactiva su desarrollo
en ellos y se convierte en adulto directamentelantestino sin realizar una migracién
somatica. Eventualmente estos perros pueden elirhim@vos deT. canisen un corto
periodo ya que generalmente hay eliminacién espeatde los gusanos adultos. Entre los
diferentes hospederos paraténicos se encuentranodéoores como los ratones, ratas,
conejos; rumiantes como los ovinos, bovinos, cagrin aves, al igual que el hombre el

cual es considerado un hospedero accidental (Sould®72; Quiroz, 2003).



Figura 4. Ciclo Biol6gico deToxocara canis
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Figura 4. 1. Ingestiéon de huevos embrionados por el hospearaténico (humano, ratones) y
definitivo (cachorro) 2. Migracion de la larva diéndose a circulacion general. 3.
Desenquistamiento de las larvas existentes erosefii@ la perra gestante migrando estas a los
cachorros 0 a glandula mamaria y transmision deasadeT.canispor via transplacentaria. 4.
Cachorros infectados excretan en heces los huexdscenis.5. Evolucion de los huevos en el
medio en condiciones apropiadas. 6. Consumo deebesp paratenico (HP) por un canino.

Tomadas de: www.bayer-cz.cz/.../drontal/skrkavig)yww.mascotia.com/fotos/Ascaris.jpg,
www.upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb




EPIDEMIOLOGIA

La Toxocariosis es una de las enfermedades parasitde perros y otros caninos
mas importantes. Su distribucion geografica es malinccon alta incidencia vy
patogenicidad. La costumbre del hombre de vivireemtb de animales domésticos,
particularmente de perros y gatos, ha facilitade lqutoxocariosis sea una de las zoonosis

helminticas mas ampliamente difundidas en todougldn (Despommier, 2003).

La fuente de infestacidn son los perros y otraaigaros que contaminan con sus
heces el suelo. Los huevos eliminados son resestenta mayoria de los desinfectantes de
uso comun y a las condiciones del medio ambiermmse y cuando exista humedad. La
evolucion del huevo para desarrollar la segundealdepende ademas de oxigeno y de una

temperatura adecuada (Quiroz, 2003).

La prevalencia d&oxocara canien los perros es muy alta debido, sobre todo, a la
eficiencia de la transmisién prenatal, por lo quenlayoria de los perros cachorros recién
nacidos estan infestados cboxocara canisNumerosos estudios arrojan positividad desde
el 5 % hasta mas del 80% en los resultados (Cuayrdos cuales dependen de la
procedencia de los animales, condiciones higiésarotarias e incluso de las diferencias en
los procedimientos de diagnéstico (Cordetoal, 1999 y Quiroz, 2003).



Cuadro 1. Frecuencia d&€oxocara cani€n el hospedero definitivo en diferentes paises.

Region Tipo de | Numero de| % de Parasitacion Referencia
muestra casos

Heces 80.6% Khalil, 1977

Heces 18.55% Fashuyi,1981

Heces 332 34% Ghadirianet al, 1976

Heces 182 49.5% Marron & Schroeder, 1978

Heces y 158 44.3% Chieffi & Muller, 1976
necopsia

Heces 15 86.6% Matsumura & Endo, 1982

Heces 150 48.6% Umaret al, 1986

Heces 42.8% Davidyants & Chobanyan, 1981

Necropsia 212 38.9% Vanparijiset al, 1991

Heces 400 31% Simon & Conde Simén, 1987

Heces 100 36.3% Arandas-Rego, 1980

Heces 147 2.8% Dodge, 1980

Heces 470 19.8% Eguia-Aguilar, 1998

Necropsia 100 15% Martinezet al, 1998

Ocasionalmente intervienen hospederos paraténitdeseque se encuentran con
cierta frecuencia larvas tisulares, lo que presemta posibilidad de infestacién para el
perro. Los huevos dd@. canis pueden ser ingeridos por una variedad de hospedero
paraténicos como gusanos de tierra, ratas, ratgpasmas, pollos, borregos, ovejas,
cerdos, tortugas, cucarachas y muy significativdenkrs humanos. La infestacion humana
ha sido clasicamente asociada a la geofagia (ppea) la ingestion de huevos puede
ocurrir mediante manos contaminadas con heces gfoc@mer vegetales y productos

animales crudos contaminados (Cordefral, 1999).

La tendencia de algunos nifios de comer tierra) &sctor principal de riesgo de la
infestacion. La compulsion de comer tierra por esadden conductual puede afectar del 2-
10% de los nifios entre los 1-6 afios de edad. La gsta frecuentemente asociada con
deficiencias de hierro o zinc. Alrededor del 40% lde pacientes con complicaciones
oculares relacionadas con este parasito preseniaeohistoria clinica de pica (Overgaauw,
1997).



Cuadro 2. Seroprevalencia de anticuerpos hdaaocara canien humanos en diferentes
lugares del mundo. PCI: Paralisis cerebral infantil

Region Muestra de la Seroprevalencia Referencia
I I s S
Adultos sanos 2% Magnavalet al., 2001

Zonas urbanas
Adultos sanos 3.9% Genchiet al, 1990
Zonas urbanas
Adultos sanos 5% Parket al, 2002
Zonas urbanas
Adultos sanos 7% Ljungstrom & Van Knapen,
Zonas urbanas 1989
Adultos sanos 16% Girdwoodet al, 1978
Zonas rurales
Adultos sanos 20.7% Thompsoret al, 1986
Zonas rurales
Adultos sanos 37% Magnavalet al., 1994
Zonas rurales
Nifios 86% Josephet al, 1981
Isla de la Reunién Adultos 92.8% DeSavignyet al.,1979
Colonia Francesa
(Cte. Africano9
Nifios 14.6% Nicholaset al, 1986
Adultos donadores 2.6% Lynchet al, 1988
de sangre
Australia Adultos donadores 7% Hermanret al, 1985
Indios Amazdnicos 34.9% Lamina, 1986
Nifios 4.6-7.3% Thompsoret al, 1986
Nifios 2.5% Tolanet al, 2001
Nifios 83% ldem
Nifios 39% ldem
Nifios 5.8-36% Idem
Nifios 5.2% ldem
Nifios 10.9% ldem
Nifios 47.5% ldem
Nifios 81% ldem
Nifios 13% ldem
Nifios 7.5% Martinezet al., 1997
Nifios (PCI) 1.9% Fernandeet al, 1999
Adolescentes 0.13% Gutiérrezet al, 2000



Las personas que habitan en ambientes contamicaddsuevos d@oxocara spp
también estan expuestos a un gran riesgo de ini@stalLos datos sobre la presencia,
concentracion y estado de embrionamiento de hu@aisncialmente infestantes de
Toxocara canien el ambiente pueden proveer un ensayo util eivel y significancia de
la contaminacion en una localidad dada (Cuadréi8ldndet al, 1997).

Cuadro 3. Contaminacién con huevos @lexocara cani€n areas publicas.

Region Procedencia Numero de % de Referencia
casos contaminacion
43

Parques publicos 32.55% Ghadirianet al,
1976
E.UA Parques publicos 232 22% Dada & Lindsquist,
T Lo7s
Parques publicos 15 60% Chieffi % Muller,
1978
Corea Campos de 7.9% Leeet al., 1982
B
Parques 527 46.43% Gunaseelaet al,
1985
Parques 227 41.9% Ugaet al, 1989
Parques 31 87% Duwell, 1983
infantiles
Zonas de 21 47.6% Anguloet al, 1985
entrenamiento
canino
Parques 503 66% Snowet al, 1987
Parques publicos 23 39.13% Arandas-Rego, 1980
Australia Cajones de aren 41 0% Winkel et al, 1990
I =



PATOGENIA EN PERROS

La migracion larvaria, dentro de los distintos hexfgros tiene un efecto traumatico
sobre los 6rganos y tejidos por los cuales pas@as é&vas. En los pulmones se observa
ruptura de capilares y alvéolos, ademas de unaracda inoculacion de bacterias cuando
atraviesan la luz intestinal. También son hist&daghurante su migracién, en las
infestaciones severas durante el paso por pulne@arl a producir neumonias con edema,
exudado pulmonar y hasta muerte por broncodilatagigangrena pulmondras L2 en el
higado causan una colangitis y una colestasisrbp@r obstruccion, también una
inflamaciéon difusa dando una hepatitis cronica gtadibrosis hepaticé€Corderoet al,
1999; Quiroz, 2003).

Las secreciones y excreciones de las larvas putden varios efectos en el
hospedador. En primer lugar tienen un efecto ert@im&obre los tejidos, lo que provoca
lisis y facilita la migracién de las larvas. Adenpageden tener efectos anafilacticos, debido
a ésto se forman granulomas con infiltrado eodinofgjue ademas contienen neutrdfilos,

linfocitos, histiocitos epiteloides y células gitgs (Bardon ., 1992).

Las formas larvarias y adultas en el intestinccaehorros producen una accion
expoliatriz quiméfaga y de liquidos celulares, tation en la mucosa intestinal que
eventualmente se asocia con cuadros diarreicosnito&) ademas de que en infestaciones
masivas puede haber una posible accibn mecéaniteuctbg en el intestino (Cordert
al., 1999; Quiroz, 2003)

CUADRO CLINICO EN PERROS

En los cachorros y los perros jovenes es donderesemta principalmente la
signologia, la migracion de larvas por pulmoén amaaimente pueden desarrollar signos
clinicos respiratorios como tos con descarga nasalpresencia de gusanos adultos en
intestino produce perdida de peso, pelo hirsutadu digestivo con diarrea mucoide,

abdomen distendido, dolor abdominal, vomitos ym¢tariasis masiva puede llegar a la



muerte por peritonitis causada por ruptura de ledantestinal (Bistneet al, 2002;
Corderoet al, 1999).

CUADRO CLINICO EN HUMANOS

Esta parasitosis puede producir varios cuadrogaoblnlos principales son:

Larva Migrans Visceral (LMV)

Este cuadro fue reportado por primera vez en ladide los 50’s cuando una L2
deT. canisfue encontrada e identificada en los tejidos desanifios, lo cual despertd el
interés por el estudio de la naturaleza de la aibecy el ciclo de vida del parasito (Beaver,
1952). Este sindrome fue caracterizado por eo$imofi hepatomegalia,

hipergamaglobulinemia e infiltracién pulmonar.

Clinicamente, la gravedad de la enfermedad vadgirs el niumero de huevos
larvados ingeridos, la duracion de la infeccionpiesencia de larvas en lugares criticos y
otros factores aun no entendidos (Beaserl, 1986). La mayoria de las infecciones
humanas pofT. caniscursan asintomaticamente o con signos muy levassgB al.,, 1983)

El signo mas notorio es eosinofilia cronica. Enualgs casos se han descrito cuentas de
leucocitos de 30,000 a 100,000 por mm3 y con uexaaeldn de un 50 a 90% del nivel de
eosinofilos con respecto al nivel normal(Limasteal, 1990). En casos mas graves se
reportan historias de pica, fiebre, hepatomeghl@erglobulinemia y dolor abdominal. La

mayoria de los pacientes se recuperan y solo aglegan a morir (Beavet al, 1986).

Las lesiones en los 6rganos pueden ser de tipooagurtéonico. Los principales
organos afectados son el higado, pulmon y rifidtasHesiones pueden verse con o sin la
presencia de la larva y esto sugiere la importadeidos productos antigénicos liberados
por la larva en los tejidos. La lesién crénica ctedstica es el granuloma, en los cuales
puede verse una gran infiltracion por células montwares, fibroblastos y eosindfilos, asi

como la presencia de fibrosis alrededor de latesan trazas de calcificacion en el centro



de las lesiones que en algunos casos pueden sesagt(Parsoret al., 1986; Alba et al,
2000).

Larva Migrans Ocular (LMO)

Este sindrome ocular fue descrito por primerapazWilder en 1950 encontrando
larvas en los ojos enucleados por procesos de tahddfs con aparente proceso tumoral
asociado al retinoblastoma (Wilder, 1950; Glicknedral, 1979). Este proceso se observa
en la mayoria de los casos en ausencia de signosidela razon de esto aparentemente
tiene que ver con dos factores: la infeccién corbajo nimero de larvas y la edad del
paciente, se ha visto mayor incidencia de LMO déoside 12 afios 0 mas. Las lesiones
detectadas en el ojo son de tipo granulomatoseipalmente en la retina, ubicadas cerca
del disco oOptico y asociado a procesos de corioitist panuveitits, papilitis dptica con

desprendimiento de la retina y pérdida de la vigi®ickmanet al, 1987).

Anteriormente la lesion granulomatosa en la refaaconfundia con un proceso
tumoral conocido como retinoblastoma, por lo quéosspacientes se sometian a
enucleacion del globo ocular como medida prevemgara evitar la metastasis tumoral. Sin
embargo, se observo en algunos de estos nifiogdarmmia de larvas causando problemas
granulomatosos. Este proceso, aunque puede caastarnos de la vision irreversibles, no
es causa de enucleacion, que ademas de ser us@tom@matico severo también es causa
de deformidad por desigualdad en el crecimienttoslduesos de la cara (Glickmanal,
1987).

Figura 5. Paciente con fibroma epiretinal traccién de tineecausado por Larva migrans
ocular deToxocara canisTomado de: www.revophth.com/publish/images/1_898_2.gif



Toxocariosis Neuroldgica (TN):

En el cerebro lar larvas dexocara caniio se encapsulan; se producen areas de necrosis
por las zonas de migracion en este 6rgano. Senw@miado algunos signos como déficit
neurologico agudo, transtornos de la conducta yimgeencefalitis eosinofilica. (Ardiles

A; 2001).

Toxocariosis Encubierta (TE):

La toxocariasis encubierta permanece sin diagrasstitecuentemente. Por
definicion, la toxocariosis encubierta es carazéela por sintomas y signos no especificos
y no incluidos dentro de las categorias LMV, LMON. La TE parece depender en menor
grado de la reaccion local a las larvasTd&ocarapero son varios los érganos que pueden
estar afectados. Los érganos afectados puederir diféire los diferentes individuos y
debido a esto la expresion clinica de la TE varigplamente. Se puede presentar
compromiso pulmonar como asma, bronquitis agud&uymonia. Es importante sefalar
que no se ha encontrado asociacion significativeedia infeccion porToxocaray el
padecimiento de asma. No obstante, el asma pued® stnhtoma incluido en la patologia
de la toxocariosis. Los pacientes que padecen gsprasentan anticuerpos IgE e IgG
contraToxocarason considerados como casos de toxocariosis. Tampb#&den presentarse
afecciones dérmicas como urticaria y prurito, ligiaopatia, miositis, sindrome
pseudoreumatico, artritis eosinofilica y linfocéj dolor abdominal, sindrome de irritacién
intestinal, vasculitis sistémica y equimosis. Eri@ates con sindrome nefrético se han
detectado altos niveles de IgM especificaoxocara Esta relacion causal es poco
conocida (Feldman & Parker, 1992; Pinadtial, 2001).

Forma asintomatica:
La infeccidén parasitaria pdf. canisen humanos es asintomética usualmente. La

toxocariosis asintomatica diagnosticada por sefal@psitiva ocurre principalmente en
infecciones viejas y puede 0 no estar acompafnadgsiaofilia. Las larvas d€oxocara



pueden ser reactivadas en cualquier tiempo despeida infeccion para luego migrar
(Bass, 1987).

Antigenos de Excrecion-Secrecion de Larvas dexocara canis (AgSET)

Las larvas df. caniscontinuamente se encuentran secretando glicopasieisitu
a través de sus orificios naturales, las cualesceancidas como antigenos de excrecion-
secrecion dg. canis(Maizelset al, 1984; Savigny, 1975). Estos son aproximadanmehte
glicoproteinas que son denominadas antigenos dec&at excrecion (AgSET) los cuales
estdn son compuestos principalmente por dos aAickren-acetilgalactosamina y la
galactosa entremezcladas con algunos otros az(foamesndo epitopes. Estos epitopes son
reconocidos por las células de defensa que mom@mespuesta inmune celular y humoral

contra dichos antigenos decanis(Brown, 1986; Levine,1990; Leviret al,1993).

Algunos de estos antigenos permanecen unidosuaitaula de la larva para después
ser liberadas a los tejidos lo cual es visto comangcanismo de inmunoevasion (Maizels
et al, 1984). En los hospederos paraténicos, al no tndencia directa de la presencia
del parasito se utiliza la deteccién de AgSET pedim de anticuerpos especificos para

realizar el diagnéstico (Margini, 1996).

Se han obtenidm vitro los AgGEST (Bowmaret al, 1987) manteniendo larvas en
medios de cultivo para células (Savigny, 1975; Bpdt al, 1987; Magnavakt al, 1991).
Badleyet al, (1987) detectaron 15 bandas de proteinas pctr&fieresis en geles de SDS-
poliacrilamida a partir de cultivos de larvas.

A través de la inmunoelectrotransferencia o Wesklot (WB) se han podido
determinar antigenos especificos de la larva.dmnisy antigenos que presentan reaccion
cruzada con otros helmintos. En los humanos seetexndinado un patron especifico de
cuatro bandas de bajo peso molecular y un patréaltdepeso molecular (HMW) que

presenta cruces antigénicos con otros helminto®castaris lumbricoides, Strongyloides



sp., Fasciola hepética, Schistosoma sp., Onchocemay la larva deEchinococcus

granulosusproductora del quiste hidatidico (Magnagtahl., 1991).

Respuesta inmune en la toxocariosis

Los AgSET son considerados como un elemento distrde la respuesta inmune.
Algunos mecanismos generales por los cuales estagenos interfieren con la respuesta
inmune son: neutralizacién de anticuerpos, blogdeacélulas efectoras, induccién de
tolerancia por células T 6 B y por activacion decamesmos supresores de la respuesta
(Margni,1996).

Los AgSET son capaces de estimular la respuestan@ por Linfocitos T (LT)
CD4+ principalmente el subtipo Th2 con un perfilal®cinas tales como IL-4 e IL-5. La
IL-5 es responsable de la eosinofilia y se ha dénas que en los ratones infectados con
T.canis se produce una primera elevacion de la cantidadadinoéfilos al dia 11 p.i
pudiéndose observar infiltrados eosinofilicos enlésiones pulmonares. Un segundo pico
es observado aproximadamente en el dia 28 p.igdsspicos son inhibidos totalmente
cuando a los ratones se les administran anticueqguisa IL-5 antes y durante la infeccién
(Takamoto & Sugane, 1993).

Se ha observado que la administracién de antiogecpntra CD4+ es capaz de
permitir solo el segundo pico de eosinofilia, porgue se deduce que el primer pico es
producido por células diferentes a LT CD4+ en wspuesta timo-independiente, y que el
segundo pico es producido por LT CD4+ en una respueno-dependiente (Takamoto &
Sugane,1993). En otros trabajos se ha observademuatones atimicos solo hay un
primer pico de eosinofilia de manera similar al geeve en los ratones normales y que
puede ser bloqueado con anticuerpos contra IL-&yudb afirma la existencia de otros tipos

celulares productores de IL-5.



En modelos in vitro estas células fueron caracterizadas por anticaerpo
monoclonales contra LT que expresan CD3 pero no @2D8 conocidos también como

célulasnaived linfocitos doble negativos (Takamoto & Sugar@93)).

En ratones normales y humanos también hay progludg otras citocinas del panel
de las células Th2 como IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13 IL-13 bloquea la respuesta por Thly
el aumento de IL-4 estimula de manera inespecifices clonas de linfocitos B (LB) y la
produccion de altos niveles de IgG e IgE no esjpasif(Sher, 1995). Por lo anterior se ha
sugerido que se produce una activacion policlonaspecifica aumentando la
susceptibilidad a varios alergenos (Bug$s al, 1994). En algunos trabajos se ha
demostrado la capacidad mitogénica que poseenntigeaos somaticos de los gusanos
adultos para los LB, asi como su estimulacién [@moduccién de grandes cantidades de
IgG. Esta actividad contribuye de manera importanta activacién policlonal que se

observa en la infeccion cdn canis(Wanget al, 1995).

La incidencia de individuos seropositivo$.acans en la poblacién pediatrica en el
mundo oscila entre el 7 y 14% (Szczeparzkial, 1996) aunque encontramos rangos
mucho mas elevados en el cuadro 2. Los nivelesitieuarpos especificos resultantes de
una sola estimulacion antigénica son altos duraat®s afios (Fenogt al, 1992). Las
inmunoglobulinas que se encuentran aumentadaspainente son la IgG subclase 4 que
esta asociada a fendmenos de citotoxicidad megiadaélulas anticuerpo-dependiente y
la IgE (Obwalleret al, 1998).

Recientemente se han observado niveles altos delej@s inmunes anti-lgg por
autoanticuerpos de la clase 1gG (IgG-IgE) en paegnon toxocariosis. Estos niveles son
significativamente mayores en los individuos conxotariosis clinica que los
asintomaticos, lo que sugiere una participacionoi@mte de estos complejos en la
patogenia de la enfermedad, probablemente relation@on fendmenos de
hipersensibilidad tipo Il (Obwallegt al, 1998). Ademas, se producen alteraciones de la
permeabilidad a nivel pulmonar y se ha demostragplgs manifestaciones de asma con

cuadros de bronquitis recurrente ocurre en mayagp@cion y de manera significativa en



grupos de niflos seropositivos a AgSET (Betjsal, 1994), por lo que se especula que la
exposicion a los AgSET puede acelerar la maniféstade los problemas asméticos en

niflos con predisposicion genética al padecimiento.

Respuesta humoral .

La mayoria de los autores en los ultimos afios eanple técnica de ELISA con
distintos preparados antigénicos para el diagrasticla toxocariosis. Un de los primeros
trabajos fue el de Glickmaet al.(1979), quienes investigaron mediante ELISA la
presencia de anticuerpos (IgG) ahti-canis en empleados de clinicas veterinarias.
Utilizaron antigeno preparado a partir de huevosremados dd oxocaray adsorbieron el
suero, previamente al analisis, con extracto deasarde Ascaris para eliminar falsos
positivos debidos a reacciones cruzadas entreemuiggoresentesTaxocaray anticuerpos
anti-Ascaris anticuerpos heterdéfilos y proteina C-reactivaalRaron lectura visual,
considerando el punto final como la inversa deltianéa dilucién que produce cambio de
color. Guillenet al, (1986) utilizaron también la prueba de ELISA dgSET para la
deteccién de anticuerpos especificos de pacientesaspecha clinica de LMV. Emplearon
el antigeno a una concentracién de 1.5 pg/ml guesos a la dilucion 1/150. Como criterio
de valoracion utilizaron el indice diagnéstico (Ednsistente en dividir la Densidad Optica
del suero problema entre la del testigo negativawaz restada su correspondiente fijacion
inespecifica a la BSA utilizada en el postapizafie, consideraron negativos aquellos
sueros con I.D inferior a dos, dudosos entre do®y y positivos los superiores a tres.
Cuellar et al, (1990) al revisar este criterio diagndstico, pamando los resultados
obtenidos en ELISA expresados como ID con los afidsnmediante microprecipitacion
larvaria, al investigar anticuerpos especificoseesuero de pacientes con sospecha de
LMV, concluyeron que el criterio de positividad pleeestablecerse desde tres en adelante,
y los valores hasta ahora considerados como dud@2s®)sse confirmaron como negativos.
No obstante, sugirieron que los pacientes con sbapelinica de LMV y los sueros con

valor diagnéstico de tres, 6 cercanos a tres, dederevisados.



1. JUSTIFICACION:

Los antigenos de secrecién-excrecion de las laded. canis son por su
sensibilidad y especificidad los mas utilizadosapal diagndstico inmunolégico de la
toxocariasis en los hospederos paraténicos a miveldial. Se ha observado que los
patrones de reconocimiento antigénico de los sugeopacientes de diversos paises es
diferente (Maizelst al., 2000). Se ha sugerido que esto se debe a quendsiones de
obtencién y las técnicas de deteccidn tienen akyuiferencias en cada laboratorio en
distintos paises. Por lo anterior en este estudendo las mismas técnicas y bajo las
mismas condiciones metodoldgicas, se compararoanttdgenos de secrecidon-excrecion de
las larvas d€l. canis de gusanos obtenidos en México (AgSET-MX) y lodgemos de
secrecion-excrecion de las larvasTdeanis de gusanos obtenidos en Espafia (AQSET-ES)
reconocidos por suero de pacientes mexicanos yielgsa



2.HIPOTESIS

Los antigenos de secrecién—excreciornTdeocara canis de nematodos obtenidos
en México y los de gusanos obtenidos en Espafientiafiferentes componentes
antigénicos, y estos pueden ser reconocidos ddelemente por sueros de pacientes de

ambos paises.



3.OBJETIVO GENERAL

Comparar por medio de la prueba de ELISA y la paugd WB los AGSET-MX y
AgSET-ES reconocidos por sueros de pacientes mmogca espafioles positivos a ELISA

segun los protocolos empleados en el laboratortada pais.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Comparar los patrones electroforeticos de los AgSBEXTy AgSET-ES en geles
SDS-PAGE.

e Evaluar el efecto de los AQSET-MX y AgSET-ES sdlarsensibilidad de la prueba

de ELISA en sueros de pacientes mexicanos y egmfiol

» Comparar los patrones de de reconocimiento antigéobtenido por WB de los
AgQSET-MX y AgSET-ES por sueros de pacientes mexisanespanoles.



6. MATERIAL Y METODO

LUGAR DE REALIZACION

El presente trabajo fue realizado en el laboratbrae la Unidad de Investigacion
Multidiciplinaria en Salud Animal de la Facultad Bstudios Superiores Cuautitlan de la
UNAM, que se encuentra ubicada en Cuautitlan lzdadtado de México y en el
laboratorio de Parasitologia Clinica de la Uniwadi de Farmacia de San Pablo CEU

(Centro de educacion universitaria) campus Monejpé en Madrid, Espafia.

& cru
Universidad
San Pabld

Figura 6. Lugares de realizacion del proyecto. Universidadibhal Autbnoma de México
FES-Cuautitlan, Estado de México; Universidad CEld Bablo Madrid, Espafia.



OBTENCION DE HUEVOS DE Toxocara canis:

Se colectaron adultos de canis a partir de necropsias realizadas de cachorros
canidos de 1 a 4 meses de edad sacrificados de faumanitaria en el centro de control
canino de Cuautitlan lIzcalli Estado de México. lgpsanos recuperados fueron lavados
con agua corriente para quitarles el exceso dedadi En Espafia este proceso se habia
realizado con anterioridad en el laboratorio witido el siguiente método: los gusanos se
obtuvieron a partir de una perra Beagle gestantestada experimentalmente en el
laboratorio. Posterior al nacimiento de los caamreéstos fueron desparasitados con el
producto comercial Canex (pirantel, oxantel y praantel) para que liberaran por las heces
los gusanos adultos los cuales igualmente fuen@dtes con agua para quitar el exceso de
suciedad.

Figura 7. Obtencidén de gusanos de canis en México a partir de canidos de centro de
control canino y en Espafa a partir de cachorezgl infectados en laboratorio.

Los adultos df. canis fueron separados de acuerdo al sexo en hembraslyos
Las hembras fueron disecadas al final del printerda@le su cuerpo (a nivel de los ovarios)
y se obtuvieron los huevos. Estos ultimos fuer@psndidos en solucién salina fisiol6gica
y se filtraron a través de una coladera de poro. fRosteriormente se centrifugaron para

concentrar los huevos, se desecho el sobrenadantiepantacion y la pastilla restante se



resuspendio en una solucion de formol al 1.5%. &stacion se coloco en una caja de Petri
y se incub6 a 25 °C por aproximadamente 25 digénséo descrito por De Savigni

(1975). El conteo de huevos viables de cada cu#tevoealizé de la siguiente manera: por
triplicado, se pusieron 20 pl del cultivo en untpobjetos y se conté al microscopio el
namero de huevos con una larva mévil en su intesmisumaron, se dividié entre tres y se

multiplicé por 50 para calcular el nimero de hueviables por ml de cultivo.

OBTENCION Y CULTIVO DE LARVAS

La obtencion de las larvas se hizo utilizando eltoah@ desarrollado por De
Savigny, (1975) y modificado por Bowmahal. (1987); la obtencion y cultivo de larvas
de Espafa ya habia sido realizado por persondhbetatorio de la universidad de San
Pablo CEU usando el mismo método. En los huevagados se verificd el desarrollo de
la larva infectante L2, se procedio a realizar la@ados por centrifugacion y reconstitucion
en SSF estéril; enseguida se hizo un lavado ersainaidén de hipoclorito de sodio al 1%
por 10 minutos. Posteriormente dentro de una caangearilujo laminar se realizaron cuatro
lavados con medio de cultivo para células. En M#xe utilizd6 medio RPMI 1640
amortiguado con HEPES a un pH de 7.2 con fiDde gentamicina y glucosa al 1%
(Maizels et al, 1984) y en Espafa se utiliz6 en un medio minirseneial de Eagle.
Posteriormente se sometieron a una agitacion aritia un agitador magnético por 10
minutos para asi provocar la eclosion de los huebesla suspension que se obtuvo, se
separaron las larvas viables por medio de un métuattificado de migracién larvaria de
Baermann, para lo cual fueron usados microapadetd@aermann estériles elaborados con
pipetas Pasteur, a las cuales se les colocé uddgdentro, y se colocaron éstas en tubos
de ensaye de 30 ml con tapa metalica sin sello éteron Se coloco la suspension en la
parte superior del algodon, dentro de las pipeteeRr, y dentro del tubo se le agrego
medio de cultivo estériil RPMI hasta que este hicieontacto con la parte inferior del
algoddén. Pasadas 24 hrs de incubacién a 37°C erestnfa de Cg se colectaron del
fondo del tubo de ensaye las larvas viables ya&éeotra colecta a las 48 hrs. Las larvas
recolectadas y resuspendidas en medio de cultiéxico con RPMI-1640; mientras que

en Espafia con medio minimo esencial de Eagle,rgriuslocadas en cajas de cultivo tipo



Falcon de 15 ml a una concentraciéon de 1000 lantaE/stas se incubaron a 37 °C, 5% de
CO, con 95% de humedad.
PRODUCCION DE Ag-SET

Se colectd el sobrenadante de las cajas de cuyltivaaspiracion en condiciones
estériles dentro de la campana de flujo laminam p@ cual primero se sedimentaron las
larvas en un extremo de la caja por gravedad, ésslas cajas fueron reconstituidas con
medio estéril RPMI (medio del Roswell Park Memoliadtitute) en México y en Espafia
con medio minimo esencial de Eagle. Dicho procedteso a cabo cada semana. Después
de obtener una cantidad considerable de sobremadasté fue concentrado 100 veces por
medio de tubos concentradores con membranas de 000 D&. Se determind la
concentracion final de proteina mediante la técde®radford (1976). La produccién del
AgSET en Espafia ya habia sido realizada por losnbrizs del laboratorio de la

universidad de San Pablo CEU, bajo la misma metgi®lutilizada en México.

Mx- Centro de control
caninc

Obtencién de los gusanos
adultos deT.canis

ES- Desparasitacion
de cachorros Beagle

Obtencién y cultivo de
huevos dd.canis

Cultivo MX con
Obtencién y cultivos de — medio RPMI

larvas deT. canis )
] \ Cultivo ES con medio
\/ minimo esencial de Eag

Obtencién de los AGSET MX y

los AgGSET-ES

Figura 8. Metologia para la obtencion de los Ag-SET a paté gusanos adultos de
Toxocara canis obtenidos en México y Espafia.



CUANTIFICACION DE PROTEINAS (Método de Bradford)

La determinacion de proteinas tanto del AQSET-MMKacoalel AQSET-ES se realizé
mediante el método de Bradford (1976). Para ellqerepararon soluciones con diferentes
concentraciones de Albumina Sérica Bovina (BSA #B8MA A-3294) a partir de un
estandar de concentracion conocida de 1.40 mgksl.cbncentraciones preparadas fueron
25, 20, 15, 10, 5y fug/ml. A continuacion se afiadi6 el reactivo coloeacdmercial (BIO-
RAD ®) sobre las diferentes concentraciones y saéiamon los valores de Densidades
Opticas (DO) a 595 nm desde el menos al mas caadentincluyendo ademas un blanco
de PBS. Con los valores asi obtenidos se constmagdcurva patrén sobre la que se
extrapol6 la DO obtenida sobre una dilucion aprdgide la muestra problema.

OBTENCION Y ALMACENAMIENTO DE SUEROS

Los sueros de pacientes Mexicanos fueron obtendddsHospital Infantil de
México “Federico Gomez” y fueron almacenados en Uaidad de Investigacion
Multidisciplinaria en Salud Animal de la Facultae Bstudios Superiores Cuautitlan de la
UNAM (México).

Los sueros de pacientes espafoles positivos adomers fueron proporcionados
por el Laboratorio de Parasitologia Clinica dedalfitad de Farmacia de la Universidad de
San Pablo CEU (Espafa), los cuales eran proceddeteblospital la Paz en Madrid
Espana.

CRITERIOS DE SELECCION DE LOS SUEROS EMPLEADOS

Los sueros tanto mexicanos como espafioles qudlizarah para la realizacion de
las pruebas de ELISA y WB fueron seleccionados lpopositividad de estos ante el
AgSET-MX y al AgSET-ES por pruebas de ELISA realias bajo las condiciones
particulares de cada uno de los laboratorios daradtomando como criterio el nivel de

indice Diagnostico (ID) que debia ser superior a 3.



PRUEBA DE ELISA

La prueba de ELISA se realiz6 en su totalidad eédnlizersidad de CEU en Madrid,
Espafia. Esta se hizo para todos los sueros dealisnpes mexicanos y esparioles
utilizando los AQSET-MX y los AgSET-ES.

La cantidad O6ptima de antigeno, suero y conjugaata pealizar esta prueba fue
establecida realizando la estandarizacion mediant®mbinacion de diluciones seriadas
entre ellas, tomando como criterio la méxima lectan DO con el minimo de color
inespecifico de fondo. Se usaron placas de 96 pdeogoliestireno, las cuales se
sensibilizaron alternadamente con AgSET y con medie® se emple6 para el
mantenimiento de las larvas. Se emplearopl58or pozo de una solucion de 1.2§/ml
de AgSET en buffer de bicarbonatos (pH 9.6) y lama cantidad de medio de cultivo.
Posteriormente, las placas fueron lavadas con isalue PBS-tween 20 al 0.1% (PBS-
T0.1) y los sitios libres de la placa se saturazon una solucion de BSA al 3% en PBS
(PBS-BSA 3%). Los sueros problema se diluyeronlvB2 en PBS-T0.1 y se incubaron
por duplicado en los pozos con AgSET y con medieutvo solo a razén de 5@ por
pozo por 2 h a 37 °C; después se realizaron lavadosPBS-T 0.1 y las placas se
incubaron con un policlonal de cabra anti-lgG huaaonjugado con peroxidasa
(BIOSOURCE) a una dilucion de 1:10,000 por 45 nosw 37°C. El desarrollo de color se
llevd a cabo agregando a cada pozopl@@ la solucion reveladora (0.05% OPD, 0.01 %
H.O, en solucion reguladora de citratos) por 15 minwosemperatura ambiente en
obscuridad, la reaccién se par6 conB0de acido ortofosférico al 6%. Las placas se
leyeron a una longitud de onda de 492 nm, en uorlete ELISA (Marca: Labsystems;
Modelo: Mutyskan Ascent).

Para detectar color inespecifico de fondo de algaativo en todas las placas se
hicieron cuatro testigos con ausencia de antiges@ro, conjugado y cromoégeno

respectivamente, todos ellos en presencia del sieereferencia positivo.



Para determinar la positividad o negatividad deswero a la toxocariasis se utilizo
el ID, el cual consiste en dividir la media de |1® Dna vez restada el valor de la BSA del
suero problema entre la media de la DO una veadasiu BSA del suero control negativo;
el criterio utilizado es de valores iguales o sigres a 3 se consideran positivos, entre 2 y

3 dudosos y negativos los inferiores a 2.

ELECTROFORESIS EN GELES SDS-PAGE

Para separar las proteinas de los AQSET-MX y AgEETse utilizaron geles de
poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio (SDSJE), siguiendo con algunas
modificaciones el método descrito por Laemmli ()9H) equipo utilizado fue una camara
de elctroforesis Mini-PROTEAN Il (Bio-Rad ®).

La separacion de los geles de poliacrilamida dezéede la siguiente manera: El gel
de resolucion fue preparado a una concentraci@cdiamida del 12% en trizma 0.375 M
y pH 8.8. Se utilizé el gel espaciador preparado4¥% de acrilamida en trizma 0.125 M y
un pH de 6.8. Los geles se prepararon en el equiipdPROTEAN lll. La solucion
amortiguadora de corrimiento usada contenia trizasg 25 mM, glicina 192 mM y SDS al
0.1% (p/vol), a un pH de 8.3.

Las muestras de AgSET se diluyeron 1:1 en unaigol@mortiguadora de muestra
a un pH de 6.8 (trizma base 62.5 mM, SDS 2 %, glice0%, Azul de bromogenol 0.002%
y 2- mercaptoetanol 5 %). Las muestras se calenemdafio Maria en ebullicibn durante
5 minutos. En cada corrimiento se incluyeron mavoesl de peso molecular (MPM)
pretefiidos (Bio-Rad®) y una vez que transcurrié éisinpo las muestras se colocaron en
el gel y se corrieron iniciando a 100 V con 250 snferminando a 350 mA hasta que el
frente del colorante migré al borde inferior del. déna vez terminado el corrimiento, las
proteinas separadas en los geles se transfirigpapel PVDF o fueron tefiidos con nitrato
de plata. EI PM de las proteinas obtenidas fueutzalo comparado las bandas problema
con un patrén de marcadores de un peso conocigb mismo gel, se utilizo el software
GENETOOLS®. Los marcadores de peso molecular (MRMjon: 200 kDa (miosina);



116 kDa (beta galactosidasa); 86 kDa (albuminzadrovina); 66 kDa (ovoalbumina); 45
kDa (anhidrasa carboénica); 31 kDa (inhibidor dpsina); 21.5 kDa (lisozima) y 14.4 kDa
(aprotinina). Los marcadores se trataron seguimthsaciones del fabricante. En el caso de
los geles destinados a transferencia se utilizomancador pretefiido. Los geles se

mantuvieron en metanol al 30% a 4 °C.

TINCION DE PLATA PARA GELES DE POLIACRILAMIDA

Los geles SDS-PAGE se sumergieron en 250 ml desaioaion de metanol al 45%
y acido acético al 12% durante 30 minutos. Postaegate los geles se lavaron 3 veces por
10 minutos, con etanol al 10% y acido acético al, 3f6se fijaron los geles con
glutaraldehido al 10% durante 30 minutos. Paraareél glutaraldehido, se realizaron seis
lavados con agua desionizada. Los tres primerasriuge 30 segundos y los restantes de
10 minutos.

A continuacion los geles se sumergieron en unagolwe DTT (DL-dithiothreitol,
SIGMA D-0632), a una concentracion ded@ml, durante 30 minutos. Posteriormente se
retird y directamente se trataron con nitrato degoD.012 M (Stock 1.2 M) durante 30

minutos. El exceso de nitrato de plata se eliminé,dos lavados de agua desionizada.

El revelado de las bandas se realizé6 mediante dsvadcesivos de los geles con
Carbonato sédico y formaldehido (0.28 M carbonatdice®/ 0.0147 M HCOH) recién
preparado, en agitacion continua. Una vez desadadl las bandas, se aclar6 el fondo del
gel con el reductor de Farmer (1 ml deFE(CN) y 4 ml de NaS;03). Por ultimo, los
geles se lavaron con agua y se dejaron a 4 °C @aanoial 30%, para que recuperaran su

tamafio original.

INMUNOTRANSFERENCIA Y WESTERN BLOT

Después de realizar el SDS-PAGE de los AgQSET, lasdd&s proteicas se
transfirieron a PVDF de 0.22 un de poro en una cama electroforesis MINI Trans-Blot

(Electrophoretic Transfer Cell BIO-RAD®) con un amiguador de transferencia que



contenia Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol a#20/v a un pH 8.3. La transferencia se
realiz6 a voltaje constante de 100 V durante 2hdras membranas fueron previamente
tratadas con metanol y equilibradas en amortigudedransferencia.

Las membranas de PVDF se colocaron en una soldei®@SA en PBS-Tween 20
al 1 % durante 30 minutos a temperatura ambiente laquear las uniones inespecificas
de los anticuerpos. Las membranas bloqueadas amiaen PBS-Tween 20 al 0.3%, se
secaron y se cortaron en tiras de aproximadamemi@ Sle ancho. Las tiras de membranas
se incubaron durante dos horas con el suero prakédela dilucion 1:500 en PBS-Tween 20
al 0.3%. Posteriormente, cada membrana se lav®B& Tween 20 (3 X 10 minutos) y un
lavado con PBS y se incubaron con policlonal deeacanti-lgG humana conjugado con
peroxidasa (BIOSOURCE®), a una dilucion 1:1000P&5-Tween 20 al 0.3%. Para la
visualizacion de las bandas, la nitrocelulosa gé tie nuevo con PBS-Tween20 al 0.3% y
se hizo reaccionar con el sustrato (0.035 g de D@benzidina (DAB) y 4l de HO, en
70 ml de PBS 1X) en oscuridad y sin agitacion. éaccion se frend con lavados en agua

desionizada y se dejan secar las membranas endagtaobre un cristal.

DISENO EXPERIMENTAL

La secuencia de actividades para la realizaciompmsiente trabajo se presentan en
el diagrama de la figura 9 . Se obtuvieron los AGSEX y los AQSET-ES, ademas de los
sueros de pacientes positivos en cada uno de Ieespparticipantes. Se obtuvieron los
patrones electroforéticos en geles SDS-PAGE deAQSET-MX y AgSET-ES. Se
midieron por ELISA los titulos de anticuerpos y IDsde los sueros mexicanos y espafioles
utilizando los AgSET-MX y los AgSET-ES. Se deterarion por WB los patrones de
reconocimiento antigénico de los AgSET estudiados Ips sueros de los pacientes
mexicanos y espafioles, ademas se determiné elnpajeeele sueros que reconocieron los

antigenos especificos.



Obtencién de sueros de
pacientes humanos
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Figura 9. Metologia para la obtencion del patrén antigémiedoxocara canis a partir de
AQSET-MX y AQSET-ES utilizando sueros de pacientegxicanos y
espafioles mediante pruebas de electroforesis y WB.




/. RESULTADOS

En la figura 10 se presentan las bandas proteietectadas en geles SDS-PAGE
tefidos con nitrato de plata de los AGSET-MX y AGSES. En los AQSET-MX se
detectaron 14 bandas con PM de 260, 120, 97, 91617/(®0, 47, 43, 38, 35 32, 29y 27
kDay en los E/S-SP se detectaron 8 bandas d€)947743, 35, 32, 29 y 27 kDa.

En la figura 11 se presentan los ID medidos porSBLtle los sueros mexicanos y
espafioles con los AGSET-MX y AgSET-ES. En éstabsema que ninguno de los sueros
de pacientes mexicanos o espafioles mostro ID megathn la ELISA independientemente
del tipo de antigeno utilizado (Figura 11). Tresres mexicanos resultaron sospechosos
utilizando Ag-TES-ES y 5 usando AQSET-MX. Cuatroems espafioles fueron
sospechosos usando AgSET-MX, mientras que con & EAeES todos resultaron

positivos.

La figura 12 muestra los sueros de pacientes gae@s y espafoles que
reconocieron un mayor numero de bandas antigémioasnedio de WB . Los sueros
mexicanos y espafioles reconocieron hasta 11 antigesando AgSET-MX (217, 120, 73,
66, 51, 43, 41, 38, 36, 31 y 29 kDa). Los suerosicaeos reconocieron hasta 10 antigenos
usando AgSET-ES (217, 120, 73, 51, 43, 41, 38336y 29 kDa) y los sueros espafoles
usando AgSET-ES reconocieron hasta 6 antigenos 73138, 36, 31y 29 kDa).

El nimero y tipo de los AQSET-ES y AgSET-MX recoidos por los sueros

espafioles (n=14) y mexicanos (n=25) se presentahceradro 4 y 5.

Los pacientes mexicanos reconocieron con mayoudreta (p<0.05) los AgSET-
MX de 73, 66, 43 y 29 kDa que los pacientes esgaii@uadro 6). Los AgSET-ES de 36,
31 y 29 fueron reconocidos con mayor frecuenci® (&) por los pacientes espafioles que
por los pacientes mexicanos (Cuadro7 y Figura U&3. AQSET-ES de 120, 51, 43y 41
kDa solo fueron reconocidos por sueros mexicanogjd suero reconocio la presencia de
antigenos de 66 kDa en el AQSET-ES.
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Figura 10. SDS-PAGE de antigenos de excrecion-secreciéhogacara canis obtenidos
en México (AgSET-MX) y obtenidos en Espafia (AgSES}EPM, marcadores de peso
molecular
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Figura 11. indice diagnostico de ELISA de sueros mexicanospg@oles usanc
antigenos de excreciones y excreciones obtenidiééaico (AGSETMX) y en Espafi
(AgSETES). La linea continua muestra el valor de corta pauestras positivas, line
disoontinuas muestran valores de corte para sospect
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Figura 12. Patrones de antigenos de excrecion-secrecidoxeara canis obtenidos en
México (AgSET-MX) y obtenidos en Espafia (AgSET-E&nocidos por sueros de
pacientes espafioles y pacientes mexicanos medlisggtern Blot. Las lineas muestran los
marcadores de peso molecular (MP) correspondi@ntadga corrimiento.



Cuadro 4. Bandas reconocidas por sueros de pacientes megide los antigenos se
excreciones y secreciones de larva3aacara canis obtenidas en México (AgSET-MX)

y Espaia (AgSET-ES), mediante Western Blot.

PACIENTES Ag SET-MX No. AgSET-ES No.
MEXICANOS Bandas Bandas
1 217,120,73,66,51,43,41,38,36,31,29 11 217,120,41,38 4
2 217,120,73,66,51,43,41,38,36,31,29 11 217,120,7351 5
3 217,73,66,51,43,41,38,36,31,29 9 217,120,73,38,36 5
4 217,73,66,51,43,41,38,36,31,29 9 120,73,38
5 217,73,66,51,43,41,38,36,31,29 9 217,120,73,51,43,38,31,29 8
6 217,73,66,51,43,38,31,29 8 217,120,73
7 217,73,66,51,43,31,29 7 217,120,73,38,29 5
8 217,73,66,51,43,38,36,31,29 9 217,120,73,51,3813%03 8
9 217,73,66,51,43,41,38,31,29 9 73,51,38,29 4
10 217,73,66,43,38,36,31 7 120,73,38,29
11 120,73,66,51,43,29 6 217,120,73,38,29 5
12 217,120,73,66,51,43,29 7 217,120,73,38,29
13 217,120,73,66,51,43,36,29 8 217,120,73,51,43,38,29 7
14 217,120,73,66,51,43,41,38,36,29 10 217,120,73,4341 6
15 217,120,73,66,51,43,29 7 217,120,73,66,38,29 6
16 217,120,73,66,51,43,41,38,36,31,29 11 217,120,743538,31,29 8
17 217,120,73,66,51,43,41,38,36,31,29 11 217,120,73,51,38,29 6
18 217,120,73,66,51,43,31,29 8 38,36,31,29
19 217,120,73,66,51,43,41,38,36,31,29 11 217,120,73,51,43,41,38,36,31,29 10
20 217,120,43,29 4 120 1
21 217,120,73,66,51,43,36,31,29 9 217,120,73,51,43,41,38,36,31,29 10
22 217,120,73,66,51,43,36,31,29 9 217,120,73,51,433436,31,29 10
23 217,120,73,66,51,43,36,31,29 9 217,120,73,41,38,36,31,29 8
24 217,120,73,66,51,43,31,29 8 120,73,41,38,36,31,29
25 217,120,73,66,51,43,41,38,36 9 217,120,73,51,43,41,38,36,31,29 10




Cuadro 5. Bandas reconocidas por sueros de pacientes dspal@oos antigenos se
excreciones y secreciones de larva3aecara canis obtenidas en México (AQSET-MX)
y Espafia (AgSET-ES), mediante Western Blot.

PACIENES AgSET-MX No. AgSET-ES No.
ESPANOLES Bandas Bandas
17 217,120,51,41,38,36,31 7 217,73,38,36,31,29 6
24 217,120,66,51,41,36,31 7 217,73,38,36,31,29
40 217,120,51,43,41,38,36,29 8 217,31,29 3
76 217,120,66,51,38,36 6 217,73,38,36,31,29
78 217,120 2 217,73,38,36,31,29 6
80 217,120,73,66,51,41,38,36,31 9 217,73,38,36,31,29
102 217,120,66,51,43,41,38,36,31,. 10 217,73,38,36,31,29 6
103 120 1 217,73,38,36,31,29 6
111 217,120 2 217,73,38,36,31,29 6
152 217,120 2 217,73,38,36,31,29 6
159 217,120,51,41,38,36 6 217,73,38,36,31,29 6
169 217,66,51,41,38,36,31 7 217,73,38,36,31,29
175 120 1 217,73,38,36,31,29 6

189 217,120,51,41,38,36,31 7 217,73,38,36,31,29
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Cuadro 6. Comparacion por la prueba exacta de Fisher deleptaje de sueros de pacientes mexicanos y
esparfoles que reconocen los de antigenos de secee@recion de larvas dexocara canis obtenido a partir de
gusanos mexicanos.

217 0.96 0.8571 0.288

120 0.68 0.9286 0.1189
73 0.96 0.0714 0.00001
66 0.96 0.3571 0.00001
51 0.92 0.6429 0.0754
43 1 0.1429 0.00001
41 0.44 0.5714 0.5145
38 0.56 0.5714 1

36 0.52 0.6429 0.5178
31 0.72 0.4286 0.0953
29 0.92 0.1429 0.00001




Cuadro 7. Comparacion por la prueba exacta de Fisher deleptaje de sueros de pacientes mexicanos y
espafioles que reconocen los de antigenos de $eces@recion de larvas d@xocara canis obtenido a partir de
gusanos obtenidos en Espafia.

217 0.76 1 0.07
120 0.92 0 1E-05
73 0.88 0.928 1
66 0 0 1
51 0.48 0 0.003
43 0.32 0 0.034
41 0.32 0 0.034
38 0.88 0.928 1
36 0.32 0.928 0.0003
31 0.36 1 0.0001
29 0.52 1 0.003




8. DISCUSION:

La toxocariasis es una parasitosis muy comun endogleos y en los humanos es
considerada como una parasitosis accidental. Tueaedistribucidn mundial con mayor
incidencia en zonas marginales y en lugares caomaatidlido. Sin embargo, al igual se han
encontrado diferencias en cuanto a la distribucgmografica de esta enfermedad,
observando una mayor incidencia en paises erdeia@gsarrollo que en paises del primer
mundo (Hollandet al.,1995; Lynchet al., 1993). En los humanos se han reportado varias
presentaciones, entre ellas: los sindromes de LMMID, ademas de la toxocariosis
neuroldgica y la encubierta (Bagtsal., 1987). Se han desarrollado distintas herramsenta
para el diagnostico de esta enfermedad, entrauase encuentra el diagndstico seroldgico
el cual se basa en la caracterizacion de los AgBEique se han observado diferencias en
cuanto al reconocimiento antigénico de los AQSET d#erentes paises no se ha
demostrado si éstas se deben en parte a la forma se desarrollan las técnicas o a
caracteristicas propias de los parasitos en diesgpaises. Lo anterior nos llevo a buscar
diferencias entre los antigenos obtenidos por pasade dos diferentes paises y cuales
antigenos fueron reconocidos por los sueros demas procedentes de estos paises.

Los patrones de bandas producidas por los dos Agifalizados en geles SDS-
PAGE tefidos con nitrato de plata fueron diferenteés detectaron 15 bandas en los
AgSET-MX (260,120,97,91,88,70,61,50,47,43,38,32827 kDa), mientras que en el
AQSET-ES se detectaron 8 bandas (97,70,47,43,29,22). Debido a que la metodologia
electroforética se realiz6 bajo las mismas cond&so, se puede concluir que los
componentes de los AgSET fueron diferentes entreasfazon de esta diferencia no es
clara, pero probablemente sea debida a dos posihtdsres: a) a la presencia de
diferencias genotipicas entre los gusanos mexicaegparioles dados por la diferencia del
origen y b) a que las larvas se cultivaron en need@cultivo diferentes, esto es las L2 en
el laboratorio mexicano se incubaron en RPMI supleado con glucosa y las L2
obtenidas en el laboratorio espafiol en medio mimisemcial de Eagle.

Las diferencias en el nimero de bandas no solsié@ntre los AQSET utilizados

en este trabajo, ya que estas han sido tambiémvaldss por otros autores; Badlgyal.,



(1987) encontrd un total de 15 bandas (94, 8888278, 76, 71, 66, 57, 53, 45, 42, 34, 32
y 29); por su parte Mufioz (2002) encontré 7 bari@a8,106,74,51,35,32,30), Magnaetl
al., (1991) encontraron siete bandas (200,147,13028,24) y Maizelst al., (1987)
encontraron 5 bandas glicoproteicas (400,120,782%5Como se menciono, algunas de
estas diferencias podrian deberse a diferencigsmsatas de las larvas de las cuales se
obtuvieron los AgSET. Otras posiblemente son alltado de las metodologias utilizadas
para su deteccién. Por ejemplo, varios autoresdg@ortado una banda de 400 kDa (en este
trabajo no se detecto) que es una banda formadangopequefia cadena peptidica y una
gran cantidad de carbohidratos (Maizetlgl., 1984). Esta banda no se tifie con nitrato de
plata, la forma en la que se ha detectado la alcralale esta banda es marcando con
lodo™° las proteinas de superficie de larvas en cultidespués buscando estas proteinas
en los AgSET (Maizelst al., 1984) o tifiendo los geles con una tincién dd@pieriddico
de Schiiff (PAS) que es especifica para carbolodrétleghji & Maizels, 1986).

Para el diagnéstico de la toxocariosis tanto enealesdexperimentales como en
humanos se ha utilizado varias técnicas inmunadégoomo doble difusiéon radiéCypes
et al., 1977), intradermoreacciones (Collins & Ivey, 397precipitaciéon en tubo capilar
(Dafalla, 1975), inmunofluorescencia (Smiéh al., 1982), contrainmunoelectroforesis
(Enayat & Pezeshki, 1977) y hemaglutinacion (Krupp75). En la actualidad las dos
técnicas inmunolégicas que se han demostrado @umentiuna mayor sensibilidad y
espeficidad son ELISA y WB (DeSavigeyal., 1979; Magnavadt al., 1991: Fenoyt al.,
1992). Por lo anterior, estas son las técnicassguetilizaron en este trabajo. Para dar la
positividad o negatividad en pruebas de ELISA dezditel 1.D en vez de la absorbancia
especifica ya que este indice es mucho mas egpepdi que nos da una relacion entre la
D.O del suero problema y la del suero control negatEste I.D ha sido utilizado
exitosamente por otros autores tales como Fenaly(1992).

Las pruebas de ELISA para detectar anticuerpo#gms antiToxocara canis en
los sueros de pacientes mexicanos y espafiolesakedren el mismo lugar y bajo las
mismas variables metodoldgicas. Los sueros anteeiote se habian analizado por ELISA
en cada pais y todos eran positivos con la téauueaen cada pais se realiza. Ninguno de
los sueros mexicanos o0 espafioles tuvieron ID negai ninguno de los antigenos

utilizados en este trabajo. Sin embargo, 3 sueregicanos resultaron sospechosos



utilizando AgSET-ES y 5 utilizando el AgSET-MX, dua sueros espafioles fueron
sospechosos usando el AgSET-MX y ninguno con elEAgES. Lo anterior lleva a
considerar que aunque los antigenos obtenidos etictl§ en Espafa tiene diferentes
patrones electroforeticos, estos tuvieron un efadierso limitado para el diagndstico por
pruebas de ELISA.

Los patrones de reconocimiento antigénico de |IoSENgpor los sueros utilizados
vario de acuerdo al origen del suero y al tipo ddgano. Los sueros mexicanos y
espafioles reconocieron un mayor numero de antigemdss AgSET-MX que en los
AQSET-ES. Con esto se demuestra que los AgSET-MX wta mezcla mucho mas
compleja de proteinas que los AGSET-ES lo cuakyhabia observado previamente en los
geles SDS-PAGE tefidos con nitrato de plata. Lasmas probablemente son las mismas,
ya que el medio RPMI-1640 utilizado para cultivolae larvas mexicanas es mas rico en
nutrientes que el medio minimo esencial de Eagidaign el cultivo de larvas en Espafia.
Asi mismo las L2 mexicanas provenian de gusanasnmts de diversos cachorros con
infeccion natural, lo cual puede originar una gdimersidad genética en las larvas
obtenidas. En contraste, las larvas de origen espadvinieron de una cepa dexocara
canis mantenida por varios afios en condiciones derdtair®m donde se infectaba una sola
perra Beagle, lo cual provoca que la diversidacttiem de las larvas sea muy reducida, y
por lo tanto, los antigenos producidos sean meadantes y/o abundantes. Otra factor
gue puede participar en el numero de antigenosioeains es el tiempo transcurrido de la
infeccidn inicial. En este sentido no existen rég®rde la secuencia de reconocimiento
antigénico en humanos en estudios longitudinalesinégccion por T.canis, pero en
modelos experimentales como gerbos se ha demostradoel nimero de antigenos
reconocidos por WB varia de acuerdo al tiempaéercion. Asi, los sueros de los gerbos
20 dias después de la infeccién reconocen un stigeao de 32 kDa a los 130 dias p.i.
reconocen otros 8 antigenos diferentes (Alba-Horgael., 2009).

El porcentaje de reconocimiento de algunos antgeoopresentod diferencias entre
sueros de pacientes mexicanos y espafioles. End® s&s encuentran los AQSET-MX de
217,120, 51 41, 38, 36 y 31 kDa de peso molecatias de los AQSET-ES de 217, 73y
38 kDa. Lo anterior muestran un grado de similqué hay entre los dos AQSET y que fue

la razon por la que se podian usar indistintameata las pruebas de ELISA. Sin embargo,



el reconocimiento de otros antigenos fue diferesegin el tipo de suero. Patrones de
reconocimiento antigénico similares a los obsergaoeste trabajo han sido reportados en
México (Mufioz, 2002 ) y Espafa (Fenetyal., 2001). Lo anterior parece confirmar que

hay patrones caracteristicos de reconocimientgiocglados a los pacientes de cada pais.

El antigeno de 66 kDa de los AQSET-MX fue recono@adr el 96% de los sueros
mexicanos y por el 35% de los sueros espafioles, peguno reconocié un antigeno de
este peso molecular en los AGSET-ES. Lo anterioestna que dicho antigeno no esta
presente en los AgSET-ES, pero que algunos pasiesdpainoles ya han entrado en
contacto con éste, ya sea por reaccion cruzadatronparasito o porque las cepas de
campo en Espafia si secretan dicho antigeno cuatélo @éentro de un hospedador. Otros
autores como Mufioz (1997) han detectado un antigliomismo peso molecular
utilizando sueros y AQSET mexicanos.

El antigeno de 120 kDa de los AgSET-MX fue recodogbor el 100% de los
sueros espafioles y 68% de los sueros mexicanogndrargo solamente los sueros
mexicanos (92%) reconocieron un antigeno de 120 é&Ddos AgSET-ES. Un efecto
parecido se presentd en los antigenos de 51, 43k{p4d, que no fueron reconocidos por
los sueros espafioles en los AgSET-ES pero si gpmeé sueros mexicanos. Una
explicacion posible a este hecho seria la presemeiaeacciones cruzadas con otros
parasitos (Chia-kwungfaet al., 2004).

Este trabajo demostré que los AGSET de México yaRapresentan diferencias en
sus componentes. Futuros trabajos donde las lapas cultivadas en los mismos medios
de cultivo y estudios de secuenciacion del DNA ae dusanos mexicanos y espafioles,
permitiran determinar si las diferencias encontsagtm producto de diferencia del genoma
de los paréasitos o simplemente el resultado derlsathe cultivadas en diferentes medios y
con ello de una alimentacion diferente. En estdesta hay que considerar que las L2
obtenidas en el laboratorio espafiol provenian da cepa mantenida en el laboratorio por
varios afios sin intercambio genético con otrosviddbs y pudiera ser que los AQSET
producidos no fuesen asi representativos de ladiilael fenotipica de las larvas de T.

canis presentes en canidos de Espafia.



10. CONCLUSIONES

El patrén electroforético en geles SDS-PAGE fuereifite para los AQSET estudiados. Los
AgSET-MX mostraron 15 bandas (260, 120, 97, 91,783,61, 50, 47, 43, 38, 35, 32, 29 y
27 kDa) y en los AgSET-ES 8 bandas (97, 70, 4738332, 29 y 27 kDa).

Todos los sueros de pacientes mexicanos y espdiieles positivos a la prueba de ELISA
independientemente del antigeno utilizado, conxlzegcion de 3 sueros mexicanos que
fueron sospechosos usando el AGQSET-ES y 5 usandgSET-MX, ademas de 4 sueros
espafioles usando AQSET-MX.

Los sueros mexicanos reconocieron por WB hastatigemos en el AQSET-MX (217, 120,
73, 66, 51, 41, 43, 38, 36, 31 y 29 kDa) y en AgESThasta 10 antigenos (217, 120, 73,
66, 51, 41, 43, 38, 36, 31y 29 kDa).

Los sueros espafioles reconocieron por WB hastatidenos en el AQSET-MX (217, 120,
73, 66, 51, 41, 43, 38, 36, 31y 29 kDa) y en Ag$SThasta 6 antigenos (217, 73, 38, 36,
31y 29 kDa).

Los sueros de los pacientes mexicanos reconocgmormayor frecuencia los AGSET-MX

de 73, 66, 43 y 29 kDa que los pacientes espafioles.

Los sueros de los pacientes espafioles recono@eromayor frecuencia los AQSET-ES de

36, 31y 29 kDa que los pacientes mexicanos.

Unicamente sueros de pacientes mexicanos recoonclySET-ES de 120, 51, 43 y 41
kDa., pero el antigeno de 66 kDa solo esta presgsnfggSET-MX y no en el AQSET-ES.

Las diferencias en los patrones en electroforétiabes WB entre los Ag-SET estudiados no
afectaron la sensibilidad de la prueba diagnosticBLISA y el propio WB.
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