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1. MARCO TEORICO
1.1 Biologia del parasito

Ascaris lumbricoides es el nematodo intestinal de mayor tamafio que parasita al ser
humano. De color blanco o rosado nacarado, sus extremos son aguzados
correspondiendo el anterior a una boca triangular, con tres labios carnosos
finamente dentados. Dos estrias laterales recorren su cuerpo en sentido
longitudinal. En general los nematodos intestinales son helmintos cilindricos; los
adultos se caracterizan por un cuerpo algo aguzado, con musculos orientados en
sentido longitudinal y un esdéfago tri-radiado. La mayoria de estos nematodos
requiere una fase fuera del huésped humano para que los huevos evolucionen a

una forma infecciosa (Koneman, 2006).

La hembra mide 25 a 35cm de largo y 3 a 6 mm de ancho presenta una vulva en la
unién del tercio anterior con el tercio medio, continuada por la vagina, un utero
doble, oviductos y ovarios. (Atias, A., 2006). El macho es de menor tamafo,
habitualmente entre 15 a 30 cm de largo y 2 a4 mm de ancho y presenta su extremo
posterior enroscado ventralmente, a diferencia de la hembra que termina en forma
recta, el sistema reproductor esta muy desarrollado y ocupa los dos tercios
posteriores del parasito. En el macho el aparato genital esta compuesto por un largo
tubulo muy enrollado y tortuoso, con testiculos, conductos deferente y eferente que
se abre en la cloaca sub-terminal, junto a un par de espiculas copulatorias de 2 a 3

mm de longitud.

Adulto femenino de Ascaris

Adulto masculino de Ascaris

Figura No.1 Macho y hembra de A. lumbricoides,
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El huevo es un gameto maduro producido por las hembras adultas que residen en
el intestino y es expulsado en las heces de los hospederos. Los huevos de la
mayoria de las especies de nematodos requieren etapas intermedias de desarrollo
en el ambiente externo para alcanzar su forma larvaria y a menudo infecciosa, de
acuerdo con la temperatura, la humedad y la naturaleza del suelo en el cual se

eliminan (Koneman, 2006).

Los huevos fecundados son de seccion eliptica, miden 45 a75 ym de largo y 35 a
50 uym de ancho; presentan una gruesa cubierta protectora compuesta por tres
capas; la mas interna es la membrana vitelina, de composicion lipidica, inerte y
relativamente impermeable, encargada de impedir el ingreso de substancias toxicas
para el embrion; la capa media gruesa y transparente, y finalmente, una capa
externa albuminoidea, de superficie mamelonada y tefida de color café por los

pigmentos biliares (Atias, A., 2006).

Figura No. 2 Estadios embrionarios de los huevos de A. lumbricoides
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1.2 Ciclo de vida

El ciclo biolégico inicia cuando un ser humano adquiere la infeccion mediante la
ingesta de huevos larvados por via fecal-oral directa o a partir de alimentos o aguas
contaminadas por excretas humanas. En el duodeno eclosionan las larvas (L2),
penetran en la pared intestinal y via hematica o linfatica, pasan al higado, corazon
y entre los 9 y 12 dias después de su ingesta, llegan al pulmon donde las L3 rompen
el capilar pulmonar que las contiene. De ahi pasan a los alveolos, ascienden por los
bronquiolos, la traquea y llegan a la epiglotis como L4 donde son deglutidas. De alli
van al esdfago, estdmago y finalmente al intestino delgado. Después de haber
completado sus mudas larvarias durante esta migracion se desarrolla el adulto
alrededor de los 2 meses después de la deglucion de los huevos. La maduracion y
fecundacion de las hembras permite la oviposicion de entre 20.000 a 240.000
huevos por dia, que al ser expulsados, maduran en el suelo hasta ser ingeridos por
otro hospedero susceptible, cerrando asi el ciclo biolégico del parasito (Contrera,
2006).

Figura No. 3 Ciclo de vida de A. lumbricoides
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1.3 Transmisioén

La transmision de los huevos de A. lumbricoides se asocia con la ingestion
accidental de tierra; sin embargo, su ingestion deliberada sobre todo en poblacion
infantil y la ingestion de verduras, legumbres y frutas contaminadas tiene una

importante contribucion (Solano L., 2008).

Varios estudios sugieren que el riesgo de transmision debido a alimentos
contaminados puede estar incrementandose a medida que las presiones a
agricultores para reducir al minimo el uso de fertilizantes artificiales y conservar el
agua fomenten indirectamente la reutilizacion de aguas residuales como fertilizante
organico y para el riego de cultivos de campo y jardines de invernadero (Guyatt,
H.L., 1990).

El conjunto de factores predictivos ambientales, sociales y conductuales del
aumento de la produccion de huevos de A. lumbricoides no siempre es uniforme en
todos los estudios, sino que se describe frecuentemente hacinamiento, deficiente
educacion de las madres, defecacidon a ras del suelo, suministro inadecuado de
agua, pobreza, estado nutricional carencial, uso de biosdlidos humanos para
fertilizantes, riegos, geofagia, omision del lavado de las manos antes de comer y
coprofagia. (Scott M., 2008).

La escasez de agua para uso urbano y la mayor dependencia del riego para la
produccion agricola en zonas de rapido crecimiento demografico, han contribuido a
que a nivel internacional aumente el interés en el re-uso del agua; tan solo en México
se estima que 15 000 hectareas dependen del riego con agua residual y los riesgos

que esto conlleva.

No obstante de que cada vez se usa mas el agua residual, se carece de informacion
epidemioldgica sobre los riesgos reales para los trabajadores agricolas y los
consumidores de productos regados con ellas. (Cifuentes, Enrique; Blumenthal,
Ursula; Ruiz, Guillermo; Bennett, Stephen; Peasey, Anne.1994).
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El periodo desde la ingestion de los huevos hasta su deteccién en las deposiciones
fluctua entre 10 y 11 semanas. Los gusanos adultos viven entre 1 y 2 afios. Durante
este tiempo, los adultos se aparean y los huevos de A. lumbricoides son arrastrados
por las heces. Las estimaciones de fecundidad varian considerablemente entre
regiones geograficas, fluctuando desde 10 hasta 220 huevos por gusano hembra

por gramo de heces.

Los huevos de A. lumbricoides son mas resistentes a la defecacion que los huevos
de uncinaria o de Trichuris trichiura. Si las condiciones ambientales son favorables
se ha descrito que sobreviven durante periodos de hasta 15 afios. Son también muy
adherentes y se acoplan facilmente a frutas, verduras, particulas de tierra y polvo,

juguetes, billetes, moscas y cucarachas (Scott M., 2008).

1.4 Patogenia

Entre la patologia inducida por los gusanos adultos destacan manifestaciones de
malabsorcién, los gusanos adultos causan irritacion de la mucosa del intestino
delgado debido al movimiento y presion que hacen por su gran tamano; ademas,
ocasionan inflamacion de esta mucosa y pueden producir diarrea u obstruccion
intestinal cuando se entrelazan, invasion del conducto biliar o del apéndice, dando
lugar a pancreatitis aguda y apendicitis; la irritacion mecanica en el intestino delgado
causa dolor abdominal difuso y en ocasiones diarrea, meteorismo, nauseas y
vomito; la ascariosis, ademas, interfiere con la nutricidn ya que produce anorexia y
merma de la utilizacion de carbohidratos, lipidos y proteinas, debido a que el
parasito consume estos elementos, puede disminuir su absorcion aunado a la

diarrea y el vémito (Botero, J., 2001).

Los adultos viven en el yeyuno; cuando migran a través del intestino y existe un
gran numero de ellos (entre 100 y 200 gusanos) pueden entrelazarse al pasar por
el ileon y propiciar obstrucciéon del intestino mediante la formacion de una masa
sélida que causa inflamacién, espasmo, volvulos, invaginacién y obstruccién
mecanica (Scott M., 2008).
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Cuando existe obstruccion los signos son irritacion peritoneal y estado de choque,
se requiere resucitacion y cirugia de urgencia. En los casos de sub-oclusion parcial
la administracion de pamoato de pirantel precipita la obstruccion intestinal, ya que
causa paralisis espastica en los gusanos; en cambio, el citrato de piperazina
produce una paralisis flacida y se puede aplicar por sonda nasogastrica con éxito
de 80% (Rodriguez-Garcia, AJ, 2004).

Si la carga parasitaria es baja en general no hay sintomas, pero si es elevada, entre
los 4-15 dias después de la infeccion, puede aparecer sintomatologia respiratoria
como consecuencia del paso de las larvas a través de los pulmones; esto se
caracteriza por tos, disnea, hemoptisis y puede aparecer fiebre. En esta fase puede
aparecer eosinofilia (sindrome de Loeffler). Estos sintomas agudos suelen
autolimitarse y tienden a desaparecer entre los 5-10 dias. Las personas
sensibilizadas pueden sufrir ataques de asma que pueden mantenerse hasta que
se eliminen los vermes adultos. En la fase de migracion pulmonar pueden hallarse

de forma casual larvas en el esputo o aspirado gastrico (Wei Chern Gan, R., 2014).

Son numerosas las patologias asociadas a eosindfilia. Entre ellas se deben destacar
las patologias alérgicas (asma bronquial, fiebre del heno y urticaria), desoérdenes
gastrointestinales (gastroenteritis eosinofilica, colitis ulcerosa, enteropatia
perdedora de proteinas), hematologicas (enfermedad de Hodgkin, linfocitosis
pulmonar, eosinofilia pulmonar, eosinofilias familiares y hereditarias),
postinfecciones bacterianas (estreptococcias), virales (hepatitis y mononucleosis
infecciosa), y las atribuibles al uso de ciertos medicamentos como penicilina,
fenobarbital, post-radiacion y ciertas mesenquimopatias. Evidentemente, al
investigar la causa de una eosinofilia debe considerarse la edad del paciente, la
zona geografica de la cual procede, antecedentes morbidos, saneamiento ambiental
de la regidn donde vive, caracteristicas climaticas de la zona, habitos alimentarios,
costumbres, existencia de animales domeésticos, etc. Asi por ejemplo, en estudios
practicados en adultos en la Clinica Mayo (USA), el 4% de las eosinofilias

estudiadas, fueron atribuibles a agentes parasitarios, en tanto que en Chile en
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poblacién pediatrica, los agentes parasitarios se consideran los responsables de

alrededor del 80% de las eosinofilias investigadas (Isabel Noemi H., 1999).

En la fase invasora o migratoria de las helmintiasis, la eosincfilia es uniformemente
elevada mientras exista una respuesta tisular inflamatoria mantenida. En la fase
cronica de la infeccidn se pueden presentar alzas fluctuantes de los eosinéfilos que,

en ocasiones, persisten por meses (Taylor Francis, 1992).

1.5 Sindrome de Loeffler

Esta enfermedad corresponde al sindrome descrito por Loeffler en 1932
caracterizado por infiltrados pulmonares migratorios, eosinofilia y sintomas escasos
o incluso ausentes. La radiografia de térax muestra opacidades alveolares y/o
intersticiales uni o bilaterales, transitorias y migratorias, de localizacion periférica
(Contrera., 2006).

Existen tres tipos de eosinofilias: la causada por parasitos, la provocada por drogas
y las formas idiopaticas. Los parasitos responsables pueden ser diversos, siendo
los mas frecuentes Toxocara cannis y A. lumbricoides. En este caso, una vez que
los huevos han ingresado al intestino, se desarrolla la forma larvaria que migra por
la circulacion sanguinea vy linfatica, alcanzando los capilares pulmonares. En éstos
se desarrolla la forma adulta que pasa al sector alveolar, pudiendo alcanzar la via
aérea superior y expulsarse o ser deglutida. El transito pulmonar causa los sintomas
que constituyen el sindrome de Loeffler. Se debe tener en cuenta que el diagndstico
por estudio coproparasitoscopico tiene una latencia de semanas con respecto a los
sintomas respiratorios, debido a que la forma adulta alcanza el intestino
posteriormente al pasaje pulmonar (Mufioz-Batet, C., 2009).

En el caso de ascariosis, la fase migratoria es responsable de reacciones
inflamatorias y de hipersensibilidad en los pulmones, incluyendo neumonia y
eosindfilia pulmonar. (Contrera, M., 2006) La migracion de larvas de nematodos por

el organismo desencadena habitualmente eosinofilias muy elevadas. (Guyatt HL .,
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1990). Esta migraciéon puede afectar, sobre todo, al pulmén, constituyendo el
sindrome de Loeffler, originado por las larvas de los parasitos Ascaris lumbricoides,
Ancylostoma duodenale, Necator americanus y Strongyloides stercoralis (Contrera,
M., 2006).

El ser humano puede ser hospedero accidental de las larvas del Ascaris del perro y
del gato, las que provocan granulomas inflamatorios en el higado, pulmén, ojo,
encéfalo, etc., determinando un cuadro de larva migrante visceral. En estos casos,
ademas del sindrome infeccioso y de la hipergamaglobulinemia, puede existir un
recuento mayor o igual a 8 000 eos/mm3. Esta afeccidn se presenta muy
frecuentemente en nifos preescolares, constituyendo una importante causa de

eosincofilia en este periodo de la vida (Isabel Noemi H., 1999).

1.6 Ascariosis y asma.

El asma secundaria a ascariosis, tiende a ser mas generalizada en las zonas donde
es endémica la infeccion por el parasito. En 1970 Tullis describié entre un grupo de
asmaticos canadienses, que éstos invariablemente habian cursado con nematodos
gastrointestinales y este hallazgo en su momento constituyé la evidencia mas
convincente para la hipotesis de que los parasitos causaban asma. (Guyatt HL,
1990). Sin embargo, el estudio de Tullis posteriormente fue duramente criticado
por razones técnicas. Ademas, tan so6lo un aio después, Van Dellen y Thompson
en 1971 (Van Dellen, R. G. y Thompson, J. H., 1971) publicaron hallazgos de
pacientes con ausencia de parasitos intestinales y asma, sin embargo se ha
documentado que los tratamientos antihelminticos se asocian con la resolucion del
estado asmatico (Orr, T. S. y Blair, A. M., 1969).

Joubert's entre 1979 y 1980 (Joubett, JR, De Klerk, HC y Malan C., 1979),
describieron que los sujetos con una reactividad cutanea inmediata a los extractos
de Ascaris tenian una mayor prevalencia de asma, sin embargo Grove (1982)
argumento que los asmaticos tienen mayor capacidad para montar una respuesta

exacerbada frente a antigenos del parasito (Grove, DI, 1982). Lynch en 1987 llegd
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a la conclusiéon de que "en condiciones de helmintiasis intestinal esporadica o leve,
la reactividad alérgica se potencia” (Lynch, NR, 1987). Sin embargo, mas tarde
calificd esta declaracion con la descripcion de una situacion en la que la infeccion
intensa por helmintos puede tener un efecto supresor sobre el desarrollo de la

enfermedad alérgica causada por alérgenos ambientales (Guyatt, HL, 1990).

1.7 Ascariosis pulmonar

Existen dos vias de llegada completamente diferentes a cavidades pleurales: la
primera a través del arbol bronquial como una consecuencia de regurgitacién de
parasitos que pasan de faringe a laringe en el curso de un vomito. La segunda a
través de perforaciones diafragmaticas en el curso de una ascariosis biliar (Duron
M., 2004). La ascariosis pulmonar en el hospedero humano esta relacionada con
la ruptura de los capilares y de las paredes de los tabiques alveolares causada por
las larvas L3 y L4 de A. lumbricoides, ocasionando focos de microhemorragias. Se
observan infliltrados linfoplasmocitarios eosinofilicos en tabiques y alveolos, con
congestion y un exudado que se manifiesta clinicamente como una neumonitis; el
cuadro de neumonitis en el humano pude ser causado también por las larvas de
tercer y cuarto estado (L3-L4) de A. suum, habiéndose demostrado la existencia de
infeccidon cruzada, aunque las larvas de origen porcino no llegan al estado adulto en
el humano (Hermes E, 2005).

Por otra parte, se desarrolla una respuesta inflamatoria toxi-alérgica proporcional al
numero de larvas en migracion y a la existencia de infecciones anteriores que hayan

sensibilizado al paciente (Atias A, 2006).
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Tabla No. 1 Sintomatologia, segun la presentaciéon de ascariosis

Sintomas y Fisiopatologia de la infeccién con A. lumbricoides

Sintomas Fisiopatologia
-Respiratorio -Migracién de la larva dentro del sistema
-Disnea respiratorio-vascular y los alveolos, causa una
-Hemoptisis neumonia reactiva eosinofilica, también
-Fiebre conocida como sindrome de Loeffler
-Tos

-Gastrointestinal

-Paso fecal u oral de los gusanos
-Nausea

-Vomito

-Dolor abdominal

-Carraspeo constante

-Accién mecanica de los gusanos en el intestino

Wei Chern G. R., 20014

Tabla No.2 Parasitos causantes de eosinofilia pulmonar.

Contrera M., 2006
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1.8 Respuesta inmune

En los ultimos afos, se sugiere la existencia de una polarizacion clonal en la
respuesta de las células T CD4+ basado en su perfil de secrecion de citocinas. Las
células T helpers de tipo 1 (Th1) producen INF-gamma, IL-2 y factor de necrosis
tumoral beta (TNF-B) los cuales activan macréfagos y son responsables de la
inmunidad celular mediada por células. En contraste las células T de tipo 2 (Th2)
producen IL-4, IL-5, IL-10, e IL-13, las cuales son responsables de una fuerte
respuesta por anticuerpos e inhiben muchas de las funciones del macréfago
(Romagnani S, 1999).

Las respuestas Th1 preferentemente se desarrollan durante las infecciones por
microorganismos intracelulares, mientras las células Th2 predominan durante las
infestaciones por nematodos gastrointestinales. La polarizaciéon de las células Th1
y Th2 no solamente producen un diferente grupo de citocinas, las que resultan en
distintas propiedades funcionales, sino también muestran una expresion
preferencial de algunos marcadores. Muchos factores pueden influir en la
diferenciacion de las células Th, los que incluyen los perfiles de citocinas de la
"inmunidad natural" que son evocados por diferentes agentes ofensivos, la
naturaleza de los péptidos ligantes, asi como la actividad de algunas moléculas co-
estimulantes y hormonas secretadas en el microambiente, en el contexto general
(Cooper P, 2000).

En adicion, los diferentes papeles que juegan en la proteccién, la polarizacion de
las respuestas de tipo Th1 y Th2 pueden también ser responsables para diferentes
tipos de reacciones inmunoldgicas en humanos. Las respuestas dominantes Th1
estan involucradas en la patogénesis de desérdenes autoinmunes organo-
especificos, como la enfermedad de Crohn, la ulcera péptica inducida por
Helicobacter pylori, el rechazo agudo al alotrasplante de rifion y los abortos

recurrentes no explicados (Caraballo L, 2012).

En contraste las respuestas alérgeno-especificas Th2, predominan en el sindrome
de Omenn, la fibrosis pulmonar idiopatica y la esclerosis sistémica progresiva,
ademas juegan un papel en la rapida evolucion de la infeccion por VIH a SIDA. El
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paradigma Th1/Th2 no solamente permite una mejor comprension de los
mecanismos envueltos en la proteccion, sino también en la patogénesis de muchos
desordenes inmunopatologicos y proveen de una base para el desarrollo de nuevos
tipos de vacunas contra agentes infecciosos y de nuevas estrategias para la terapia

de la alergia y las enfermedades autoinmunes (Romagnani S, 1999).

Parece que hay poca diferencia en las respuestas inmunitarias del huésped durante
las diversas etapas del ciclo de vida de Ascaris lumbricoides. Los parasitos en fase
de pulmodn (L3 / L4) causan respuestas significativas y altamente polarizadas a Th2
que persisten a lo largo del ciclo de vida. Las personas con infeccién cronica
muestran reduccion en la respuesta Th1 con actividad dramaticamente menor de
TNF-a e IL-12. Las respuestas inmunitarias Th2 e IgE (inducida por IL-4 e IL-5) son
elevadas.Se ha planteado la hipotesis de que una liberacion sustancial de citocinas
Th2 promueve la inmunidad protectora, lo que sugiere una adaptacion del huésped
para controlar la carga de parasitos mientras mantiene al minimo el dafio causado

por su propia respuesta inmune (Guyatt HL, 1990).

Se han aislado y definido alergenos a partir de nematodos. La importancia de un
alergeno dado en las respuestas de hipersensibilidad se determina por la ocurrencia
de anticuerpo a la misma, como probablemente sera determinado por el tipo MHC
de cada individuo infectado. Esto es particularmente importante para los casos en
los que una especie de antigeno se sintetice en grandes cantidades. Un ejemplo
de esto seria el alergeno ABA-1 de A. lumbricoides que es la proteina mas
abundante del fluido pseudo-celdmico del parasito, se han usado dodecil sulfato de
sodio y hecho electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) obteniendo varios
tamanos entre 9000 y 14 000 Da y se cree que es idéntico a un alergeno de A suum,

que fue descrito hace casi dos décadas (Greenspon, LW, 1986).

El antigeno ABA-1 esta presente en tal abundancia que las personas que producen
anticuerpos IgE serian posiblemente mas propensos a sufrir reacciones de
hipersensibilidad a la infeccion que los que no. La proteina también se encuentra

en el sobrenadante de cultivos larvarios de A. lumbricoides y una molécula de
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tamano y caracteristicas similares es liberada por los parasitos adultos in vitro. La
posibilidad, por lo tanto, es que ABA-1 sea secretado por todas las fases parasitarias
de A. lumbricoides y también es probable que sea secretado durante la muda o
después de la muerte del parasito. ABA-1 podria entonces contribuir a reacciones
alérgicas tales como el sindrome de Loeffler en ascariosis, una respuesta de
hipersensibilidad pulmonar a veces letal. Dentro del grupo ascarido de los
nematodos, hay evidencia de que un homologo de ABA-1 se produce en Toxocara
canis y Anisakis simplex. Los homoélogos de ABA-1 podrian, por lo tanto, ser
producidos por una amplia gama de especies de nematodos y podrian ser

importantes para la inmunobiologia de muchas nematodosis (Guyatt HL, 1990).

Se ha logrado identificar los antigenos de excrecion y secrecion (AgE/S) de la larva
infectiva (L2), asi como de las L3 y L4 de A. lumbricoides encontrando antigenos
que tienen un peso molecular que varia de 14 a 140 KDA; asi mismo, se ha
encontrado homologia en cuanto a niveles moleculares e inmunolégicos entre los
AgE/S de A. lumbricoides y los de A. suum. Se ha verificado que el antigeno

somatico del helminto induce elevada produccién de IgG4 (Hermes E, 2005).

Tabla No.3 Grado de eosinofilia en algunas parasitosis

Parasitosis del Intestino Eosinofilias | Parasitos de los Tejidos | Eosinofilias
Protozoosis: Protozoosis:

Amebasis (-) Tripanosomiosis (-)
Giardiasis (+-) Toxoplasmosis (+)
Balantidiasis (-) Malaria (-)
Isosporosis (++) Leishmaniosis (-)
Sarcocystosis (+) Tricomoniosis (-)
Helmintiasis: Helmintiasis:

Ascariosis (+) Larva migrante visceral (++++)
Oxyuriosis (+) Filariosis Hidatidosis (++++)
Tricocefalosis masiva (+++) Hidatidosis (+)

Noemi, . 1999
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1.9 Diagnéstico

Los nematodos son parasitos que suelen ser comunes de los seres humanos y se
estima que tan solo Ascaris lumbricoides, podria infectar a una cuarta parte de la
poblacion mundial, debido a que las hembras sexualmente maduras producen miles
de huevos, la morfometria caracteristica de éstos permite que las infecciones se
puedan diagnosticar por microscopia directa de las heces de los portadores. Debido
a que el numero de gusanos no se puede determinar hasta que son expulsados del
intestino, los parasitdlogos utilizan la técnica de concentracién de huevos en las
heces como una estimacion indirecta de la carga parasitaria, lo que genera muchas
fuentes de error debido a multiples factores asociados con el ciclo biolégico del
parasito, la dilucion de éstos en la materia fecal, etc. Sin embargo, cuando se tiene
una muestra razonable, la concentracion promedio de huevos en las heces se
considera representativa de la carga parasitaria. (Hall A y Holland C, 2000). Esto
fue reconocido en 1987 por un comité de expertos de la OMS, que definid una
infeccion ligera con A. lumbricoides como < 5.000 h/gh y una infeccién fuerte como
>50 000 h/gh. También se han propuesto umbrales para Trichuris trichiura y las
uncinarias que ahora estan siendo utilizados para guiar los programas para el
control de helmintos transmitidos por el suelo (Brooker S, Alexander N, Geiger S, et
al, 2006).

Sin embargo, los CPS no indican si la persona esta enferma, ya que la morbilidad
se relaciona con el numero de gusanos que viven en el intestino. Generalmente la
técnica de Kato-Katz arroja estimados utiles de la intensidad de la parasitosis ya
que nos da el numero de huevos por gramo de heces (h/gh) mismo que aumenta
cuando aumenta el numero de parasitos intestinales en el caso particular de
ascariosis. Otras técnicas Utiles para el diagnéstico de Ascaris en estadio adulto
son las técnicas de concentracion por sedimentacion (Ritchie) y algunas de
concentracion por flotacion (Faust y Ferreira), sin embargo, si las cargas parasitarias
son de moderadas a elevadas, incluso una microscopica directa permite poner en

evidencia su presencia (Crompton DWT, Nesheim MC, 2002).
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La historia clinica, el estado de higiene y la historia de viajes recientes a areas
endémicas proporciona informacién de utilidad a considerar al hacer el diagndstico,
sin embargo, para la confirmacion del diagnéstico definitivo es precisa la

visualizacion microscoépica de los huevos en las heces.

Las ascariosis extraintestinales constituyen un problema real para su diagndéstico ya
que cursan con una clinica poco clara, debido a que no hay signos ni sintomas
patognomonicos que orienten a su etiologia y por ende son tratadas en una primera
intencion como otra entidad clinica que no cede a los tratamientos convencionales,
es entonces cuando el cuadro presenta una tendencia hacia una evolucion térpida,
hasta que el médico puede sospechar de una etiologia parasitaria. La deteccién de
anticuerpos séricos no tiene relevancia para fases intestinales, lo cual no es
problema ya que éstas pueden diagnosticarse relativamente facil con los CPS, sin
embargo la deteccion de anticuerpos si es relevante cuando se trata de fases
extraintestinales y se asocia con los antecedentes epidemioldgicos, sanitarios y
clinicos del paciente. Es en estos casos cuando el disponer de técnicas
diagndsticas como los inmunoensayos permiten determinar al menos la presencia
de anticuerpos dirigidos hacia antigenos propios del parasito y asi ir integrando el
diagndstico para dar la oportunidad al médico y al paciente de acceder a otro dato

valioso para el manejo adecuado.

Desafortunadamente cada vez es menos frecuente que se cuente con paneles para
el diagnostico seroldgico de helmintos, sobre todo en paises como el nuestro donde
los programas de desparasitacion masiva ya han cumplido mas de una década
operando, pues se considera poco probable que estos parasitos circulen y tengan

contacto con la poblacion.
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1.10 Epidemiologia

El patron epidemiolégico de la infeccion por A. lumbricoides en una comunidad esta
bien documentado y sigue un patron similar en todas las regiones donde es
endémica. En gran parte, la pauta resulta de la ingestion continua de huevos, dando
lugar a la superposicion de gusanos existentes y nuevos gusanos entrantes y a la
rapida reinfeccion consecutiva al tratamiento farmacoldgico (Anderson RM, y May
RM, 1991). De este modo, en regiones donde A. lumbricoides es endémico, es
probable que las personas permanezcan infectadas durante una gran parte de su
vida. Se han descrito infecciones en nifios de soélo cinco meses de edad y tanto la
prevalencia como la carga parasitaria aumentan rapidamente con la edad. (Olsen
A., 2007).

Un estudio en Zanzibar (Tanzania) en lactantes describié que la prevalencia de A.
lumbricoides se elevd desde aproximadamente el 7% en nifios de 5 a 9 meses y
hasta alrededor del 20% en lactantes de 10 a 11 meses de edad. (Goodman D, Haji
HJ, Bickle QD, et al, 2007).

La prevalencia y la intensidad alcanzan normalmente su maximo en el grupo de
edad entre 6 y 10 afios. Aunque la prevalencia suele mantenerse elevada incluso
en la poblacion adulta, la intensidad declina normalmente en esta poblacion
(Anderson RM y May RM., 1991).

En Sri Lanka, Gunawardena y cols., describieron que el numero total de dias por
mes con lluvia (dias humedos) proporcionaba una mejor correlacion con la
intensidad y las tasas de reinfeccion por A. lumbricoides. La prevalencia no excede
normalmente del 10%, a menos que las precipitaciones anuales superen el intervalo

de 1.000 a 1.400 mm en funcién de las condiciones locales del suelo.

Ademas de las curvas caracteristicas de edad-prevalencia y edad-intensidad, la
infeccion por A. lumbricoides esta agregada en el seno de la poblacion, de manera
que la mayoria de los gusanos se hallan en una pequefa proporciéon de la poblacion
hospedera. Se cree que esta agregacion es el resultado de la heterogeneidad entre
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los hospederos en una variedad de factores que influyen sobre las tasas de
exposicion a los huevos en el entorno y el establecimiento y la supervivencia de los

parasitos.

Los factores de riesgo para la infeccién intensa de A. lumbricoides se han asociado
con su prevalencia en la familia, la vivienda, el hacinamiento y el area urbana o rural
(Scott M, 2008).

Durante el periodo 2006-2010, el 72% de las enfermedades infecciosas y
parasitarias del aparato digestivo son debidas principalmente a virus y las mal
definidas (etiologia no especificada); estos casos son reportados en 72514513
habitantes, derechohabientes de las diferentes instituciones que proveen servicios
de salud en México como lo son IMSS, ISSSTE, PEMEX, Marina, Defensa, Seguro

Popular e instituciones privadas.

Del 12% de las parasitosis causadas, 5656776 de casos reportados, son los

protozoos y los helmintos (59% y 41% respectivamente).

Figura No.4 Porcentaje de Infecciones del aparato digestivo producidas por helmintos y

protozoos en el periodo 2006-2010.

Rodriguez Madrigal

En México como en la mayoria de los casos en el mundo, la enfermedad se
manifiesta mayoritariamente en poblacién infantil, los datos de prevalencia e

incidencia de ascariosis (en el Distrito Federal) se encuentran en las tablas 4 — 7.
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Tabla No. 4. Veinte principales causas de enfermedad en el grupo de 1-4 ainos.
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Tabla No. 5 Incidencia de casos nuevos de enfermedad por grupo de edad
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Tabla No. 6 Incidencia de ascariosis por grupos de edad.
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Tabla No. 7 Veinte principales causas de enfermedad en el D.F. por grupos de edad.
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Cabe mencionar que las posiciones 2,10 y 11 (Infecciones intestinales por otros
organismos y las mal definidas, Asma y estado asmatico y Otras helmintiasis
respectivamente) pueden llegar a ser relacionadas directamente con A.

lumbricoides.

1.11 Prevencién y control

La reciente estrategia de los programas de control de helmintos ha sido enfocada a
prevenir la enfermedad en lugar de la infeccion, con el objetivo de reducir las cargas
del gusano debajo de un nivel asociado con morbilidad, y luego mantener ese nivel
bajo (Scott M, 2008).

El desarrollo de antihelminticos seguros, eficaces y de bajo costo, tales como el
albendazol y mebendazol, ha propiciado las recomendaciones para el tratamiento
masivo y peridédico en poblacion abierta cuando la prevalencia de nematodos
intestinales en escolares se estime por arriba del 50%. Sin embargo, la prevalencia
puede regresar en un periodo aproximado de seis meses posteriores a la

intervencion e incluso a los niveles pretratamiento (Olsen A., 2007).

Con base en lo anterior, la OMS recomendd que el tratamiento masivo se administre
dos o tres veces al afo, cuando la poblaciéon de escolares muestre infecciones de
alta intensidad. Desde que este umbral fue publicado en 1987, se han realizado
varias investigaciones que han medido la carga de gusanos de A. lumbricoides
después del tratamiento antihelmintico. Estos datos se han usado para examinar
la relacién entre la carga parasitaria y los recuentos de huevos en materia fecal.
Ademas, se han comparado estos estudios para examinar la relacion entre la carga
de helmintos y la fecundidad de gusanos hembras. (Hall A. y Holland C, 2000). Sin
embargo, esta bien demostrado que los tratamientos antiparasitarios masivos
disminuyen las poblaciones parasitarias pero los parasitos que logran sobrevivir
conservan su fecundidad y con ello la endemicidad de dicha parasitosis, por lo que

en la actualidad los mecanismos de prevencion y control se circunscriben a la
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vigilancia epidemioldégica y busqueda intencionada de casos en algunas zonas
endémicas (Hong S-T, Chai J-Y, Choi M-H, et al, 2006).

1.12 Tratamiento

Existen varios farmacos eficaces contra esta parasitosis, los mas adecuados son

piperazina, pirantel, mebendazol, albendazol y nitazoxanida.

Albendazol: Inhibe la polimerizacion de la tubulina, lo que provoca una
alteracion del metabolismo del parasito y la disminucidn en la produccion de
ATP. Esto ocasiona la inmovilizacion y muerte del parasito, la ruptura de las
células y la pérdida de funcionalidad secretora y absortiva. En consecuencia,
disminuye la captacion de glucosa y se consumen los depodsitos de
glucogeno del parasito. Estos cambios generan la acumulacion de enzimas
proteoliticas que son liberadas intracelularmente, lo cual provoca la lisis de
la célula intestinal y la muerte del parasito. (Elba. R. P., 2013) Se administra
en dosis de 400 mg/dia, unica dosis. Si no hay cura se recomienda repetir la
dosis a la tercera semana. En embarazadas no es recomendable, aunque
hasta ahora no hay literatura que mencione experiencias y efectos
indeseables (Becerril MA, 2008).

Mebendazol: Su mecanismo de accion implica el dafio de forma selectiva de
los microtubulos citoplasmaticos en las células intestinales de los parasitos,
lo cual causa alteraciones en las funciones de absorcidn y secrecién en las
células del parasito. La rotura de los microtubulos causa acumulacion de
sustancias secretadas en el aparato de Golgi, al igual que su similar
Albandazol (Elba. R. P., 2013). Puede emplearse en dosis de 100 mg/dia por
tres dias consecutivos. Si no hay cura se puede volver a administrar en 3 a
4 semanas; tampoco se recomienda en mujeres embarazadas (Becerril MA,
2008).
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Piperazina es otro antiparasitario que puede emplearse, el principal efecto de
la piperazina sobre los nematodos es una paralisis flacida resultante de la
hiperpolarizacion de las membranas de los parasitos. Estos no son
destruidos por el farmaco, sino que son eliminados del hospedero con la
motilidad intestinal normal. Es significativo que los parasitos eliminados
todavia estén vivos y puedan recuperarse si se incuban en un medio de
cultivo (Mercedes B. G., 1996). Se recomienda en casos de obstruccion biliar

o gastrintestinal, pues ocasiona paralisis flacida del gusano.

Pamoato de pirantel: Actua como un agente bloqueante neuromuscular
despolarizante y causa una activacion nicotinica persistente, la cual da como
resultado la paralisis espastica de los nematodos susceptibles (Mercedes B.
G., 1996) No es recomendable en casos de ascariosis masivas, ya que puede

ocasionar asfixia (Becerril MA, 2008).

Piperazina y Pirantel son antagonistas, por lo que no deben usarse juntos.

Ivermectina: Provoca un incremento de la entrada de iones cargados
negativamente, sobre todo CI-, que producen hiperpolarizacion y paralisis
muscular. Contra lo que se pensaba, la facilitacion de la entrada de Cl-es a
través de canales independientes del receptor GABA. Es eficaz frente a la
larva migratoria cutanea, en A. lumbricoides y, en menor grado, en T. trichiura
y E. vermicularis. (Flérez J, 1997) ademas de dafar las células musculares y

nerviosas del parasito (Becerril M.A., 2008).

Levamisol inhibe la copula entre machos y hembras (Becerril MA, 2008). El
levamisol causa la paralisis del parasito por contraccion muscular
permanente y su eliminacion pasiva. Estimula la estructura ganglionar
nerviosa, provocando asi inhibicion por despolarizacion. A dosis elevadas
inhibe la enzima fumarato reductasa al unirse a sus grupos sulfhidrilos y

formar puentes disulfuro. Esta enzima forma parte del ciclo de Krebs y es de
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vital importancia en la transferencia de los equivalentes de reduccion
provenientes del FADHz, por lo cual su inhibicidon afecta la sintesis de ATP
en el parasito (Elba. R. P., 2013).

La oclusion y perforacion intestinales, asi como la penetraciéon al apéndice vy

obstruccion de conductos biliares, se tratan quirurgicamente.

Tabla No. 8 Farmacos para el tratamiento de ascariosis.

Antiparasitario Dosis Pediatrica Dosis en Adulto

Albendazol (1a. eleccion) | 400mg/dia, unica ddésis y 200 mg/ dia en | 400mg/dia, unica dosis
menores de 2 afos

Mebendazol (2a. | 100 mg/dia, 3 dias 0 500 mg/dia un solodia | 100mg/dia, 3 dias o 500

eleccion) mg/dia un solo dia

Piperazina 3.5¢/dia, 2 dias 3.5 g/dia, 2 dias

Pamoato de pirantel 11 mg /Kg en una simple dosis 11mg/Kg en una simple dosis

Ivermectina (3a. | 150-200 mg/Kg una dosis 150-200mg/Kg, una dosis

eleccion)

Levamisol 2.5 mg/Kg una dosis 2.5 mg/Kg una désis

Flérez, J., 1997.
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2. Objetivos y Justificacion

2.1 Objetivo General

+ Estandarizar un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para determinacion de

anticuerpos séricos en contra del nematodo Ascaris lumbricoides.

2.2 Objetivos Particulares

+ Obtener el antigeno somatico a partir de gusanos adultos de A. lumbricoides
y purificarlo con la finalidad de utilizarlo para la posterior sensibilizacion de
placas de ELISA.

+ Cuantificar la concentracion proteica del antigeno y establecer la
concentracion para la sensibilizacién de la placa.

+ Establecer las condiciones para el ensayo ELISA en sueros de poblacion
pediatrica.

+ Establecer el punto de corte para el ELISA de captura de anticuerpos con
sueros procedentes de individuos en edad pediatrica aparentemente sanos.

+ Probar el sistema de ELISA frente a anticuerpos de otros patégenos

intestinales para conocer la posible presencia de reacciones inespecificas.
2.3 Justificacion

En México la desparasitacidn masiva ha reducido la incidencia de ascariosis en
poblaciones urbanas, no asi en las comunidades rurales donde permanece segun
estudios epidemiolégicos recientes, lo cual garantiza el abasto suficiente de las
formas de transmision (huevos larvados L2) para que esta parasitosis permanezca

endémica.

Al laboratorio clinico del Hospital Infantii de México Federico Gémez, llegan

pacientes provenientes de todo el territorio nacional con etiologias cada vez mas
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frecuentemente de origen oncoldgico, hematoldgico, inmunodeficiente o genético y

a pesar de ello, se ven acompafnadas por parasitosis intestinales como la ascariosis.

El objetivo del presente trabajo fue implementar un diagndstico serolégico para la
deteccion de anticuerpos especificos contra el nematodo Ascaris lumbricoides; con
énfasis en las fases extraintestinales pues como es bien conocido, para las fases
intestinales el diagnostico esta bien resuelto mediante técnicas
coproparasitoscopicas; sin embargo existen estadios larvarios durante el ciclo
biolégico que pueden provocar manifestaciones respiratorias inespecificas y de
caracter eosinofilico que en la practica médica pueden ser confundidas con
bronquitis, manifestaciones alérgicas, asmaticas 6 pneumonias entre otras, con el
riesgo para el paciente de no ser tratado adecuadamente; los reportes sobre
morbilidad por complicaciones respiratorias y pulmonares en los ultimos afos,
ponen en evidencia la necesidad de deteccién de las fases migratorias del parasito

ya sea como diagndstico definitivo 6 diferencial.

3. Materiales y Métodos

3.1. Parasitos: Gusanos adultos de A. lumbricoides obtenidos de seres humanos
naturalmente infectados, expulsados espontaneamente via fecal u oral en episodios

de vomito.

3.2 Preparacion del Antigeno: Los gusanos adultos se homogeneizaron utilizando
desoxicolato de sodio. Se colocaron 50 mL de PBS pH 7,2 para ser homogenizados
en un potter de vidrio y posteriormente sonicados a 60 Hertz con por 2 minutos y
reposando 5 minutos, entre ciclo y ciclo hasta completar tres, el procedimiento fue
realizado en bafio de hielo; luego, el material sonicado que constituye los antigenos
somaticos fue centrifuagado a 15,000 rpm durante 1 hora y conservado a -20° C
hasta el momento de su uso. La concentracion de proteinas se determiné por el

método colorimétrico de Bradford.
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Una vez establecida la concentracion, el antigeno se sometié a electroforesis en
geles de poliacrilamida para verificar su integridad y se tifié con azul de Coomasie

para evidenciar los péptidos, la imagen se muestra en la figura 5.

3.3 Conjugado enzimatico: Se uso el conjugado anti Ig-G humano marcado con
peroxidasa marca SIGMA, lote 033K4824.

3.4 Lectura de Placas: Las placas se leyeron en un lector para placas de ELISA
BioTek modelo: ELX800 con longitud de onda dual de 450 nm y referencia de 620

nm.

3.5 Muestras: 40 muestras de suero de poblacion infantil aparentemente sana y
libre de infecciones parasitarias recolectados y donados por el centro de salud de la
delegacion Tlalpan en México DF, zona urbanizada, de estrato socioeconomico
medio-alto y aparentemente libre de infecciones por geohelmintos, fueron probados

para determinar el punto de corte del ensayo.

5 sueros hiperinmunes de conejo obtenidos mediante protocolos convencionales de
inmunizacion se probaron para asegurar la captura de anticuerpos en un sistema

homodlogo al antigeno de interés.

5 sueros de pacientes con ascariosis diagnosticada por expulsién espontanea y

coproparasitoscépicos positivos a huevos del parasito.
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3.6 Ensayo inmunoenzimatico (ELISA):

Se estandarizé utilizando como fase soélida microplacas de poliestireno de alta
afinidad de unién (Maxisorp, NUNC 80040LE).

La concentracion optima de antigeno para sensibilizar el ensayo se determiné
probando concentraciones en un rango desde los 3.75 ug/ml, hasta 50 pg/ml. El
antigeno se colocd en una solucidon amortiguadora de carbonato-bicarbonato de
sodio 0,1M, pH=9,6. Se incubd 24 horas a 4°C o bien 2 horas a 37°C agregando
100uL por pozo. Después de lavar tres veces con solucion de fosfatos (PBS) pH 7,4
con Tween 20 al 0.5%, se agregdé solucién de bloqueo PBS 1X con leche

descremada al 1 %, 200uL por pozo y se incubé durante 30 minutos a 37°C.

Posterior a eso se realizaron nuevamente 3 lavados como antes se indicé y se
agregaron 100uL del suero a probar y se incubd una hora a 37°C. Pasada esta
incubacion se lavaron 3 veces mas con PBS tween al 0.5% y se agregaron 100uL
de conjugado anti-humano peroxidasa en cabra marca Sigma lote no. HWO07, el cual
se habia titulado previamente para establecer la dilucidon 6ptima, que se establecio
en 1:8,000.

Este se incubd 1 hora a 37°C. Se repitié el proceso de lavado como se describié
anteriormente y luego se agregaron 50 pyL por pozo de TMB durante 15 minutos,
posteriormente se agregaron 50 uL/pozo de acido férmico(0.2 mol/l) para detener la

reaccion enzimatica y se ley6 a 450/620 nm.
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4. Resultados.

4.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida 12%

Figura 5. Corrimiento electroforético de las inmunoglobulinas purificadas
mediante cromatografia de afinidad anti-Ascaris lumbricoides y del antigeno
de A. lumbricoides

En el primer carril se puede observar el marcador de peso molecular que va de 10-
100 KDa, en el segundo carril IgG de conejo en condiciones reductoras (3-mercapto-
etanol) que permite apreciar las cadenas pesadas (50KDa) y las cadenas ligeras
(25KDa) y en el tercer carril se observan las bandas correspondientes al Ag
somatico de A. lumbricoides.
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4.2 Titulacién del Antigeno de Ascaris lumbricoides
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Figura 6. Concentracién 6ptima del antigeno de Ascaris lumbricoides.

Eje X: concentracién de Antigeno pug/mL
Eje Y: Unidades de Densidad Optica (U.D.O)

La concentracion de proteinas del antigeno se determind por el método
colorimétrico de Bradford (92.8mg/mL), posteriormente se tituld para determinar el
limite de deteccion para el reconocimiento antigeno-anticuerpo a diferentes
concentraciones: 120, 60, 30, 15, 7,5y 3,75 pyg/mL. Resultando la concentracién
Optima para la sensibilizacion del ensayo en 7,5 ug/mL. El ensayo fue un ELISA
indirecto utilizando el antigeno somatico de A. lumbricoides y IgG anti-Ascaris
marcada con peroxidasa a una dilucion de 1:1000.
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4.3 Titulacion del Suero Hiperinmune de conejo (SHC).

Se realizd una titulacion del SHC utilizando diluciones seriadas: 1:1000, 1:2000,
1:4000 y 1:8000, asi como un control negativo (suero de conejos no inmunizados).
Resultando ser la dilucion 1:8000 la elegida para trabajar; el ensayo fue un ELISA

indirecto y se utilizé como sustrato IgG anti-conejo marcada con peroxidasa
(previamente titulada) a una dilucién 1:2000.

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000

Muestra Positiva Muestra negativa

Figura 7. Diluciéon Optima de Suero Hiperinmune de Conejo

Eje X: Diluciones de suero
Eje Y: Unidades de Densidad Optica (U.D.O)
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4.4 Punto de corte (PC).

El punto de corte para el ELISA del estudio se calculé probando en el ELISA los
sueros de 24 nifas y 16 nifios (n=40) aparentemente sanos referidos por el centro
de salud de la delegacion Tlalpan Ciudad de México; con las absorbancias de los
mismos, se calculd la media a la que se sumaron 3 desviaciones estandar, dado
que mostraron una distribucion normal, éste valor (0.3 unidades de absorbancia)
se considero como el punto de corte, por lo tanto todos los valores por encima del
mismo se consideraran positivos, y por debajo negativos.

En la figura No. 8 se muestra la curva de absorbancias para las muestras de los
sueros aparentemente sanos con simetria positiva y leptocurtica.

Distribucion de Frecuencias

25

20

15

10

Figura 8. Distribucion de Frecuencias.

Eje X: Ancho de clase

Eje Y: NUmero de nifios del centro de salud
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Tabla No. 9 Medidas de tendencia central y sus valores para las muestras séricas del centro

de salud.
Medidas de Tendencia Central Valores
Media 0.17
Mediana 0.16
Moda 0.16
Curtosis 0.73
Coeficiente de Asimetria 0.9968
Coeficiente de Dispersion 0.04021949

4.4.1 Calculo del Punto de Corte.

PC = Media + 3 Desviaciones Estandar
PC =0.17 + (3).04021949

PC = 0.290658 =~ 0.3
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4.5 Reacciones cruzadas.

Se sometieron anti-sueros de A. lumbricoides, T. canis, Fasciola hepatica,
Macracanthorhynchus hirudinaceus, Taenia sp, A. suum, Escherichia coli, Shigella
y Salmonella al sistema de ELISA para A. lumbricoides a distintas concentraciones
descendentes de 100-0.85mg/pL.
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Figura 11. Reacciones Cruzadas para Ascaris lumbricoides.

Eje X: organismos analizados (enterobacterias y enteroparasitos)
Eje Y: densidad 6ptica (450nm)
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5. Discusion.

La electroforesis es una técnica para la separacion de moléculas segun la movilidad
de estas en un campo eléctrico a través de una matriz porosa, la cual finalmente las
separa por tamafos moleculares y carga eléctrica, dependiendo de la técnica que
se use. La electroforesis en gel es una técnica muy utilizada con las proteinas y los
acidos nucleicos. Se coloca un gel que contenga una solucién amortiguadora
adecuada a modo de lamina entre dos placas de cristal. Los materiales mas
comunes son la poliacrilamida, un polimero entrecruzado soluble en agua, y la

agarosa, un polisacarido (Van Holde, M. 2010).

Se corrieron en un gel de poliacrilamida, con el fin de observar la integridad de la
IgG anti Ascaris producida en conejo y el Antigeno somatico de A. lumbricoides
junto con un marcador de peso molecular (10-100 KDa). En presencia de algunos
compuestos quimicos, las proteinas pierden su estructura nativa; tales compuestos,
llamados agentes desnaturalizantes, producen el desplegamiento de la proteina que
queda, asi, sin la organizacion tridimensional caracteristica de su funcionalidad
bioldgica (Cultek. 2006).

En el gel se observan dos grandes bandas para las inmunoglobulinas de conejo,
esto debido a que la electroforesis se realiz6 en condiciones desnaturalizantes
(usando B-mercaptoetanol) por lo que se observan las bandas de 25 y 50 KDa a
diferencia del antigeno somatico de A. lumbricoides que no fue llevada a cabo en
condiciones desnaturalizantes y que como se observa en la figura 5 se separ6 en

distintas bandas que van desde los 40-100 KDa.

Ademas de la electroforesis se cuantificd el antigeno utilizando el método de
Bradford, éste emplea un colorante hidrofébico cuyas disoluciones acuosas en

presencia de acido fosférico tienen un color pardo y que, al encontrarse en el
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entorno hidrofébico del interior de una proteina, origina un color azul intenso que se

puede medir facilmente.

Se utilizé Bradford debido a que a pesar que existen varios métodos para determinar
la concentracion de proteinas de una muestra, tales como la determinacién de la
absorbancia a 280 nm, o mediante la formacién de derivados coloreados de las
proteinas, base de los métodos de BIURET o de LOWRY, éste método depende de
la interaccion relativamente inespecifica entre un colorante hidrofébico y las
proteinas, el método se basa en la unidén especifica del colorante Azul de
Coomassie brillante G250 a los residuos de Arg, Trp, Tyr, His y Phe de las
proteinas. Su principal ventaja es que resulta mas rapido y facil de emplear que

otros métodos alternativos, y mas sensible que la medida de absorbancia a 280 nm.

Al sensibilizar la placa (fase solida) con el antigeno somatico de A. lumbricoides
utilizando diluciones seriadas desde 120mg/uL hasta 3.75mg/uL se probd que las
diluciones son proporcionales a la concentracién de antigeno en el sistema, siendo
3.75mg/uL la concentracion minima que muestra union antigeno-anticuerpo, se
decidi6 como concentracion para el sistema 7.5 mg/puL dado que la reaccién es

facilmente observable y se puede optimizar asi la cantidad de antigeno somatico.

Posteriormente se probaron sueros hiperinmunes de conejo SHC con diluciones
seriadas desde 1:1000 hasta 1:8000 y como se observa en la figura 7 aun en la
mayor dilucién (1:800) es apreciable la reaccion; por lo tanto se eligié esa diluciéon

para los ensayos posteriores.

Para el calculo del punto de corte, se probaron en el sistema ELISA para A.
lumbricoides 40 muestras de suero de poblacion infantil aparentemente sana en
funcién de que se sabia era un grupo de niflos que acudieron al centro de salud por
certificados de la misma para practicar deportes y actividades ludicas, con poca
probabilidad de exposicion a parasitos dada la ubicacién de sus viviendas en una
zona urbanizada y de estrato econdémico medio alto en la Ciudad de México. Como
se puede observar en la figura 8 la curva presenta un comportamiento asimétrico
positivo (el valor de asimetria es mayor a 0, por lo que los valores se tienden a reunir

mas en la parte izquierda que en la derecha de la media) y leptocurtico (la



47

concentracion de los valores tiende a ser mayor que la media). Una manera simple

de describir una distribucion es en términos de su media y su desviacion estandar.

La media p mas una desviacion ¢ estandar abarcan el 66% de la distribucion. De
manera que una desviacion estandar mas grande sugiere que la distribucién es mas
amplia que aquella con una desviacion estandar menor. Ademas el 95% de toda la
distribucidon se encuentra entre dos desviaciones estandar a partir de la media y el
99% de la distribucion se encuentra entre 3 desviaciones estandar, por lo que se
decidioé considerar como punto de corte a la media mas tres desviaciones estandar

pues asi se incluyé al 99.9% de los sanos.

Una vez comprobada la normalidad se suele estimar como punto de corte el valor

de la media mas dos desviaciones estandar en una muestra de controles.

Un procedimiento muy empleado para fijar intervalos de referencia de pruebas
analiticas, a partir de una muestra representativa de la poblacion, se basa en
seleccionar los valores de dos percentiles centrados en torno a la media de la
distribucion, que definen un intervalo de confianza del 95%, tomando como puntos
de corte los valores extremos del intervalo respectivamente (Fuentes Smith, L.
2013). Tomando en cuenta lo anteriormente dicho para el calculo del punto de corte
se decidié tomar tres desviaciones estandar, con el fin de ampliar el intervalo de

confianza al 99% y asi aumentar la probabilidad de que los valores cayeran dentro
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de la media de la curva; de ésta manera, y como se indica en el punto 4.4.1, la
media p fue de 0.17 y la desviacidén estandar ¢ de 0.04021949 por lo que el calculo
del punto de corte fue 0.3, valor a partil del cual toda muestra que tenga un valor
mayor a €l se considerara positiva para el sistema ELISA para A. lumbricoides, y

toda aquella que tenga un valor por debajo, negativa.

El ELISA para conocer las potenciales reacciones cruzadas con anti-sueros de
distintos organismos patégenos endémicos del tracto entérico o que por su cuadro
clinico produjeran eosinofilia y esto por ende pudiera llevar a dar falsos positivos en
el sistema ELISA para A. lumbricoides. Los enteropatéogenos elegidos fueron:
Toxocara canis, es un nematodo que se ubica en el intestino delgado de perros,
reportandose con mayor frecuencia en zonas urbano-marginales, es el mas grande
de los ascarideos encontrado en caninos, siendo considerado como el principal
agente causal de la toxocarosis humana, cuando el hombre ingiere sus huevos, sus
larvas liberadas se localizan en sus tejidos, 6rganos y visceras produciéndole un
cuadro clinico que en algunas oportunidades puede ser grave y que se denomina

sindrome de Larva Migrante Visceral (Castillo, Y. 2001).

Fasciola hepéatica, responsable de la fasciolosis humana, zoonosis que, durante la
fase aguda o migratoria, que dura aproximadamente de 8 a 12 semanas, produce
sintomatologia clinica principalmente fiebre, hepatomegalia e hipereosinofilia. En
ocasiones la fasciolosis puede adoptar formas extrahepaticas, aunque esto ultimo

no es comun (Flores, M. 2002).

Macracanthorhynchus hirudinaceus, helminto acantocéfalo, el adulto habita el
yeyuno y duodeno de animales, como cerdo, pecari y jabali produce desde una
reaccion inflamatoria hasta una necrosis, excepcionalmente se ha sefialado la
infeccion humana pudiendo provocar enteritis simple sin invasion bacteriana,

caracteristica de eosinofilia por cimulos alrededor de la proboscis (Beltran F. 1997).

Taenia sp, la teniosis es una infeccion producida por los helmintos de la familia
Taenidae en su fase adulta, se ha demostrado que el hospedero desarrolla una

respuesta inmune humoral sistémica contra la taenia, y en el intestino, los
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anticuerpos de clase IgG aumentan al momento en que la taenia es expulsada
(Sarti, E. 1997).

Ascaris suum, se encuentra en el intestino delgado de cerdos y ocacionalmente en
humanos, al igual que A. lumbricoides se le puede asociar a problemas pulmonares
y eosinofilia, por la migracién larvaria, se ha encontrado homologia en cuanto a
niveles moleculares e inmunoldgicos entre la Ag E/S de A. lumbricoides y los de A.
suum (Escalante, H. 2005).

Entamoeba histolytica, puede vivir en el intestino grueso o invadir la mucosa
intestinal causando lesiones intestinales, produciendo sintomas como: dolor
abdominal, fiebre y signos como: diarrea muco-sanguinolenta, ademas, puede

llegar a colonizar otros érganos: higado, cerebro, piel, y pulmén (Mora, L. 2005).

Entamoeba coli, puede vivir en el intestino del ser humano, se presenta mayormente
como comensal, pero en pacientes inmunocomprometidos puede llegar a presentar

sintomatologia diarrea o dolor abdominal (Mora, L. 2005).

Shigella spp y Salmonella spp, son bacterias entero patégenas de transmision
exclusiva entre seres humanos, que invade la mucosa intestinal, caracterizado por
causar disenteria, siendo también frecuente la enfermedad diarreica aguda (EDA),

principalmente infecciosa, sobre todo en lactantes (Perales, D. 2002).

Todos estos organismos, se probaron en el sistema a diferentes concentraciones,
utilizando diluciones seriadas (desde 100mg/uL hasta 0.85mg/uL), los resultados
pueden observarse en la figura 11 donde claramente de todos los organismos
probados son francamente negativos con excepcion de las dos enterobacterias,
Salmonella spp y Shiegella spp, que presentaron lecturas de U.D.O por encima del
punto de corte (0.3); sin embargo cabe considerar que éstas solo se presentaron
para las mayores concentraciones (100mg/uL), lo que difiere muchisimo de una
concentracion probable dada en una infeccién natural en seres humanos, razén por

la cual se espera un numero bajo de falsos positivos.
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6. Conclusiones y Perspectivas.

+ Con base en la integridad antigénica comprobada en la electroforesis y la
cuantificacion proteica, el analisis estadistico para el calculo del punto de
corte en la poblacion control y los resultados obtenidos en los ensayos para
reacciones inespecificas, se puede concluir que la prueba inmunoenzimatica
para la deteccion del parasito Ascaris lumbricoides se encuentra ya
disponible para su realizacion en el laboratorio de parasitologia del
laboratorio clinico central del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

+ La prueba puede emplearse tanto en muestras sospechosas para el
diagnodstico de ascariosis o como diagnostico diferencial de otras
enfermedades con historial eosinofilico, autoinmune o de complicaciones

pulmonares.

+ El contar con esta prueba apoya el diagndstico futuro de cuadros
sospechosos, asi como los casos de complicaciones respiratorias por
geohelmintos y brinda oportunidad diagnostica y de tratamiento a los

pacientes.
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8. Apéndice 1

Parasito: Del griego parasito = el que vive o come a expensas de otro. Organismo
que habita y se alimenta de su hospedador durante toda o parte de su vida (parasito

heteroxeno o0 monoxeno). (Cruz-Reyes, 2001)

Nematodo: Del griego vijua nema, "hilo", €16n¢ eidés u o1dog oidos, "con aspecto
de"), también conocidos como nematodos, nematodes y nematelmintos, agentes
causales de Enfermedades de transmision alimentaria. Se conocen vulgarmente
como gusanos redondos debido a la forma de su cuerpo en un corte transversal.
(Brusca, R. C. & Brusca, G. J., 2005)

Helmintos: Del griego elmins o helmins = gusano, en sentido estricto. Nombre
genérico que se aplica a organismos invertebrados de vida libre y parasitos. Los
gusanos presentan un cuerpo plano sin apéndices, segmentados 0 no, con simetria
bilateral. Son de diversos phyla: Platyhelminthes (gusanos aplanados), Nematoda
(verdaderos gusanos redondos) y Acantocephala (gusanos con proboscis provista

de espinas y ganchos). (Cruz-Reyes, 2001)

Eosinofilia: Eosinofilia significa la presencia en sangre periférica de mas de 500
eosindfilos por L. Se tiende a contar en numeros absolutos y no en porcentaje y se
clasifican en leve (< 1.000/pL), moderada (1.000-3.000/pL) y grave (> 3.000/pL)
(Hueso Ibafiez, R., 2011).

Incidencia: Se define como el volumen de casos nuevos que aparecen en un
periodo determinado, asi como la velocidad con la que lo hacen. (Altamirano, A. M.,
2000)

Prevalencia: Se refiere al numero de individuos que, en relacién con la poblacion
total, padecen una enfermedad determinada en un momento especifico (Altamirano,
A. M., 2000).
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Morbilidad: Morbilidad es la proporcién de personas que se enferman en un sitio y

tiempo determinado (Altamirano, A. M., 2000).

Uncinarias: Las uncinarias pertenecen a la familia Ancylostomatidae que se
caracteriza por la presencia de 6rganos cortantes. las dos especies que parasitan
el intestino delgado del hombre son: Ancylostoma duodenale y Necator americanus,
cuyos huevos excretados en la materia fecal son morfolégicamente indistinguibles

(Antioqua University, 2011).

Verme: Gusano, especialmente lombriz intestinal (Pascual Foronda E. 2007).
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9. Apéndice 2

Electroforesis

1.

Se prepara un gel de agarosa 1.2% en amortiguador TBE al 1%.

2. La mezcla de corrimiento se prepara con 7L del Antigeno somatico de A.

lumbricoides; 3uL de azul de bromofenol y 5pL de agua con DEPC.

En el primer carril se coloca la mezcla del marcador de peso molecular con
el colorante de corrimiento, en el carril intermedio la mezcla de las IgG de
conejo con el colorante de corrimiento y en el carril final la mezcla con el
antigeno somatico y el colorante de corrimiento. La electroforesis se efectua
a 80V durante 90 minutos. Luego se tifie en un recipiente con bromuro de
etidio. En el transluminador se observa la posicion de las bandas con

respecto a los marcadores de tamario (De la Rosa Arana, J. L., 2000).

Inmunoelectrotransferencia o Western Blot

1.

El gel separador (acrilamida12%) se prepara mezclando, en este orden,
5.5mL de una solucion de acrilamida al 29.2% que contiene n,n’-metileny-
bis-acrilamida al 0.8%, 3mL de una solucion de tris hidroximetil aminometano
(TRIS-base) 2M pH8.8, 0.13mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% vy
5.25mL de agua destilada.

El gel concentrador (acrilamida 5%) se prepara mezclando, en este orden,
1.17mL de una solucion de acrilamida al 30% que contiene n,n’-metileny-bis-
acrilamida al 0.8%, 0.22mL de una solucion de tris hidroximetil aminometano
hidroclérido 2M pH6.8 (TRIS-HCI), 0.03mL de SDS al 10% y 3.83mL de agua
destilada.

El sistema de geles se prepara con una camara para elctroforesis empleando

cristales de 7.3 x 10.2cm y separadores de 1.5mm de espesor.
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. Se agregan al gel separador 0.50mL de perdulfato de amonio (10mg/mL) y
0.030mL de n,n,n’n’-tetrametiletilendiamina (TEMED); después de mezclar
vigorosamente, se colocan 10mL de la solucion entre los dos cristales de la
camara y se deja polimerizar.

. La solucion no polimerizada se elimina con papel filtro. Se coloca el peine
con 2 carriles, uno de 0.4 cm de largo que se usa para colocar el marcador
de pesos moleculares y el otro de 14.4cm de largo para colocar la solucién
de antigeno.

. Se agregan al gel concentrador 0.20mL de persulfato de amonio (10mg/mL)
y 0.010mL de TEMED; después de homogeneizar, la mezcla se coloca sobre
el gel separador, evitando burbujas. Despues de la polimerizacion se quita el
peine y se elimina el exceso de solucion no polimerizada con agua. Antes de
poner las muestras se secan los carriles con papel filtro grueso

. Se emplean 100pg de antigeno diluido 1:2 en solucidén para desnaturalizar
proteinas (1 mL de SDS 10% 7.4 mg de acido etilendinitrilotetracético(EDTA),
1 mL de dlicerina, 250 pL de TRIS-HCI 2M, pH 6.8, 1 mg de azul de
bromofenol y agua destilada para completar 10mL). Antes de usarse, a cada
mililitro de solucion para desnaturalizar proteinas se le adicionan 100 pL de
2-mercaptoetanol.

. La mezcla de antigeno-solucion para desnaturalizar proteinas, se hierve en
bafio maria durante 10 minutos. EI marcador de pesos moleculares se
prepara de acuerdo a su instructivo.

. La electroforesis se efectua en presencia de una solucién de TRIS-base
20mM, pH 8.8; glicina 150 mM; SDS 10%, 8 mL, aplicando 200 volts durante
2 horas en refrigeracion o cuando el color de la solucién para desnaturalizar

proteinas alcanza el borde de los cristales.

10.Despues de la electroforesis se llenan dos recipientes grandes con

amortiguador de transferencia (3.08 g de TRIS-base, 25 mM, 14.48 g de
glicina, 193mM, 200 mL de metanol y 800 mL de agua destilada), en uno se

coloca el gel y en otro, la membrana ne nitrocelulosa de 0.45 mm de poro
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con los aditamentos de la camara de transferencia. Se deja remojar durante
15 min.

11. El cassette de transferencia se arma de acuerdo a su instructivo de
operacion y la transferencia se lleva a cabo con una corriente de 400 mA
durante 70 minutos a 4°C.

12.La membrana se tifie con rojo de Ponceau al 0.2% en acido tricloroacético
0.3% para observar si la transferencia de las proteinas fue la adecuada. Se
retira el exceso de colorante con agua destilada y luego de identificar el carril
con los marcadores de peso molecular, se corta.

13.La membrana de nitrocelulosa, colocada en un recipiente, se bloquea con
leche semidescremada al 5% en PBS-Tween 20 al 5% (PBS-T) toda la noche
a4°C.

14.Al dia siguiente, la membrana se lava 3 veces con PBS-T y 2 veces con PBS
durante 5 minutos en cada ocasion. Luego se cortan tiras en sentido vertical
de 4 mm de ancho y se colocan en una incubadora de tiras de 500uL de
capacidad por canal.

15.Cada tira se incuba con un suero diluido 1:50 en PBS-T y durante 2 horas a
temperatura ambiente con agitacion suave.

16. Después de lavar 3 veces con PBS-T, 5 minutos cada una, las tiras se
incuban con un conjugado diluido en PBS-T, durante 2 horas a temperatura
ambiente con agitacion suave; se repiten los lavados. El conjugado son
anticuerpos de cabra contra IgG humana acoplados a peroxidasa (comercial)
y la dilucion optima se determina previamente.

17.La reaccion se revela empleando 50 mg de 4-cloro-1-naftol diluido en 10 mL
de metanol, 50 mL de PBS y 5uL de H202 al 30% y se deja incubar durante
5 minutos. Luego se retira la solucion de substrato y la reaccion se detiene
con agua destilada.

18.Las tiras se secan sobre papel filtro y se calcula el peso molecular de cada
banda, de acuerdo a las instrucciones de los marcadores de peso molecular
(De la Rosa Arana, J. L., 2000).
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Técnica colorimétrica de Bradford

1. Reactivo de Bradford (“Muy importante”. No confundir el coomasie G-250 con
el coomasie R-250). Mezclar en, el siguiente orden, 5mg de Azul de coomsie
G-250, 2.5mL de Etanol, 5SmL de acido fosférico y agua destilada hasta llegar
a un volumen de 50mL.

2. Disolver 10 mg de albumina bovina en 10 ml de agua destilada, con lo que
tenemos una disolucion madre con una concentracion de 1 mg/ml.

3. -Preparar la curva patron de albumina bovina en un rango desde 0 hasta 60
Mg; de tal manera que el volumen final en cada tubo sea de 300 ul. Mezclar
para ello el volumen adecuado de la disolucién madre de albumina bovina de
un 1 mg/mly el correspondiente volumen necesario de agua, de acuerdo con

la siguiente tabla:

4. Hacer una dilucidon 1:20 de la leche comercial; a continuacion, realizar las

diferentes diluciones de acuerdo con la siguiente tabla:

5. afadir 3 ml del reactivo de Bradford a todos los tubos; tanto a las diluciones
que contienen la albumina como a las que contienen la leche diluida. Agitar
los tubos y a continuacion proceder a la lectura de la absorbancia a 595 nm
en el colorimetro. (Fernandez Reyes, E., 2005)
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Técnica de Faust (concentracion por flotacion)

1. Con un abatelenguas se toma aproximadamente 1 g de heces (del tamafo
de un cacahuate) y se deposita en un vaso que contenga de 10 a 15 mL de
agua y se mezcla con un agitador.

2. La suspension se filtra a través de una coladera o malla y se recibe el filtrado
en un tubo de centrifuga de 14 mL. Se le adicionaran 1-2 mL de éter. Se tapa
con un corcho y agita vigorosamente. Se adiciona agua hasta que la muestra
quede 1 cm por debajo del borde superior del tubo.

3. Se centrifuga por 45 segundos a 2 500 rpm. Debe romperse cualquier
acumulo que pudiera haberse formado en la parte superior y se decanta el
sobrenadante.

4. Se anaden de 2-3 mL de agua y se agita para resuspender el sedimento
hasta que quede la muestra a1cm del borde superior del tubo. Se centrifuga
nuevamente.

5. Se decanta el sobrenadante y se agrega al sedimento 2-3 mL de sulfato de
zinc (densidad 1.180) moviendo con un aplicador para resuspender. Se
agrega mas sulfato de zinc hasta que llegue a unos 0.5 cm del borde superior
del tubo.

6. Se centrifuga a 2300 rpm durante 2 min y no se saca el tubo.

7. Sin sacar el tubo de la centrifuga se recogen algunas gotas del material que
flota en a la superficie con un asa de platino (se debe cuidar que el asa no
penetre demasiado a la superficie).

8. Se deposita la gota en un portaobjetos y se monta una gota de lugol entre
porta y cubre.

9. Se observa al microscopio 10X y 40X.
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Técnica de Kato-katz

Con un aplicador (abatelengua) transferir la muestra fecal (0,5-1g) sobre el
papel absorbente.

Colocar una malla o nylon de 2 x 3 cm. sobre la muestra.

Con el aplicador del kit comprimir la malla para tamizar la muestra.

Colocar el molde de plastico sobre la lamina portaobjeto y rellenar la
perforacion con la muestra tamizada.

Levantar el molde dejando el “cilindro” de la muestra en la lamina portaobjeto.
Colocar la laminilla glicerinada con verde de malaquita sobre la muestra y
con ayuda de un tapon de jebe presionar sobre la laminilla, buscando
extender la muestra.

Dejar para la diafanizacién (aclaramiento) a temperatura ambiente de 30 a

45 minutos.

Examen Directo Microscépico

1.

Colocar en un extremo de la lamina portaobjeto una gota de suero fisioldgico
y, con ayuda de un aplicador, agregar 1 a 2 mg de materia fecal, emulsionarla
y cubrirla con una laminilla cubreobijeto.

Colocar en el otro extremo de la lamina portaobjeto, una gota de lugol y
proceder a la aplicacion de la muestra fecal como en el parrafo anterior.
Con el suero fisiologico, los trofozoitos y quistes de los protozoarios se
observan en forma natural, y con lugol, las estructuras internas, nucleos y
vacuolas.

En algunos casos, se recomienda el uso de colorantes vitales, debido a que
no alteran la actividad del trofozoito. Los méas usados son verde brillante 0,2%

y rojo neutro 0,01%.
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. Observar al microscopio a 10X 6 40X. No es aconsejable usar objetivo de
inmersion (100X), pues se puede ensuciar el microscopio.
. Recorrer la lamina siguiendo un sentido direccional, ejemplo: de derecha a

izquierda, o de arriba a abajo.
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