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IV. RESUMEN

Toxocara canis produce una de las helmintiasis mas frecuentes en perros a nivel mundial. En
hospederos paraténicos como bovinos, ovinos, cerdos, aves, roedores y humanos provoca Larva
Migrans. Reportes en humanos, asocian la ingestion de higado crudo de bovinos infectados con
esta enfermedad. El objetivo de este estudio fue determinar la frecuencia de T. canis en bovinos
infectados naturalmente en México. METODOS: Se colectaron sueros de 127 bovinos de un
rastro en Puebla, México. Se realizaron: 1) ELISA indirecto para detectar anticuerpos anti-
antigenos de secrecidén/excrecion de larvas de T. canis (Ag-S/E-Tc) en suero sin adsorber; 2)
ELISA sandwich para captura de antigeno; 3) ELISA indirecto para detectar reacciones cruzadas
con T. cati, Ascaris suum, Trichinella spiralis, Taenia spp., Ancylostoma caninum, Dipylidium
caninum y Toxascaris leonina; 4) ELISA competitivo para detectar anticuerpos anti-T. canis en
suero adsorbido. RESULTADOS: En sueros sin adsorber se detectaron anticuerpos en 20.47%
(26/127) y antigenos en 12.59% (16/127). En 97.29% (36/37) de los sueros positivos se
encontraron reacciones cruzadas. Después de la adsorcién de los sueros positivos 59.45%
(22/37) permanecieron con anticuerpos anti-Ag S/E Tc, por lo que se redujeron 7.09% las
reacciones cruzadas. La frecuencia de T. canis en bovinos, con ELISA sandwich y competitivo fue
de 22.04% (28/127), de éstos en 9.44% (12/127) se detectaron anticuerpos (infeccion crdnica);
en 7.87% (10/127) se encontraron anticuerpos y antigenos (infeccion activa) y en 4.72% (6/127)
se detectaron antigenos (infeccion aguda). CONCLUSIONES: Se encontraron varias reacciones
cruzadas, pero si el suero es pre-adsorbido con otros antigenos y se emplea un ELISA para
detectar antigenos, pueden ser una herramienta eficiente para el diagndstico de larva migrans
por T. canis. Se detectaron anticuerpos anti-Ag S/E Tc y antigenos larvarios de T. canis en sueros

bovinos. Se determino la frecuencia de T. canis en bovinos de un rastro en Puebla, México.

Palabras clave: Toxocara canis, bovinos, ELISA, anticuerpos, antigenos, reacciones cruzadas.



V. ABSTRACT

Toxocara canis produces one of the most frequent helminthiasis in dogs worldwide. In
paratenics hosts as bovines, sheep, pigs, poultry, rodents and humans, provokes Larva Migrans.
Reports in humans associate the ingestion of raw liver from infected bovine with this disease.
The aim of this study was to determine the frequency of T. canis in naturally infected cattle in
Mexico. METHODS: Serum samples were collected from 127 bovines at a slaughterhouse in
Puebla, Mexico. Were carried out: 1) Indirect-ELISA to detect antibodies anti-excretory-
secretory antigens of T. canis larvae (TES) in unabsorbed serum; 2) Sandwich-ELISA for antigen
capture; 3) Indirect-ELISA to detect cross reactions with Toxocara cati, Ascaris suum, Trichinella
spiralis, Taenia spp., Ancylostoma caninum, Dipylidium caninum y Toxascaris leonina; 4)
Competitive-ELISA to detect antibodies anti-TES in absorbed serum. RESULTS: Antibodies were
detected in 20.47% (26/127) of unabsorbed sera and antigens in 12.59% (16/127). Cross-
reactions were found in 97.29% (36/37) of positives sera. After positive sera absorption, 59.45%
(22/37) remain with antibodies anti-TES, therefore cross reactions were reduced in 7.09% T.
canis frequency in bovines with sandwich-ELISA and competitive-ELISA was 22.04% (28/127), of
these in 9.44% (12/127) were detected antibodies (chronic infection); in 7.87% (10/127) were
found antibodies and antigen (active infection) and in 4.72% (6/127) were detected antigen
(acute infection). CONCLUSIONS: Several cross-reactions were found, but if serum is pre-
absorbed with others antigens and antigens are detected, they could be an efficient tool for
diagnosis of T. canis larva migrans. Antibodies and antigens were detected in cattle sera. Was

determined T. canis frequency in bovines from a slaughter house in Puebla, México.

Key words: Toxocara canis, bovines, ELISA, antibodies, antigens, cross reactions.
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1. INTRODUCCION

Toxocara canis (Werner, 1782) es un geohelminto zoonédtico cosmopolita, comuin en
canidos, especialmente perros, en los que se han encontrado frecuencias de 0.9 a mas del 50%
a nivel mundial. Los mas afectados son los cachorros, que se infectan principalmente via
transplacentaria y lactogénica. Los perros adultos adquieren la infeccidn ingiriendo huevos de
T. canis con la larva de segundo estadio (hL2), que se encuentran en el ambiente o por

consumo de tejidos de hospederos paraténicos infectados (Schnieder et al., 2011).

Los hospederos paraténicos como bovinos, ovinos, porcinos, roedores, aves y primates
(incluyendo al humano), se infectan al consumir huevos larvados (hL2) o por depredacién y
canibalismo y causandoles larva migrans (Taira et al., 2003; Strube et al., 2013). En humanos se
han reportado casos de esta enfermedad asociados al consumo de higado o carne crudos de
diferentes hospederos paraténicos incluyendo a los bovinos (Akao et al., 2007; Choi, et al, 2008;
Enko et al., 2009; Hoffmeister, et al., 2007; Yoshikawa, et al., 2008), pero hay poca o como en el
caso de los bovinos, ninguna informacion sobre la prevalencia de la infeccion en ellos (Lloyd
2006). Por lo que es importante la deteccién de la presencia de la de larva de T. canis en

bovinos en México.

El diagndstico de Larva Migrans se ha realizado mediante la deteccién de anticuerpos y/o
antigenos de T. canis en suero, con técnicas como ELISA y Western Blot, que emplean antigenos
de secrecion/excrecion de larvas de segundo estadio (De Savigny 1975; Maizels 2013). Pero la
limitante del diagnédstico inmunoldgico para Larva Migrans por T. canis, es que los anticuerpos
producidos en el hospedero en contra de otros nematodos también pueden reconocer
antigenos de T. canis. Ademas la deteccidon de anticuerpos no revela infecciones agudas, por lo
que el uso combinado de diferentes técnicas para detectar anticuerpos y antigenos y la

adsorcidn de los sueros con otras fuentes de antigenos, puede mejorar el diagndstico.



2. MARCO TEORICO

2.1 Toxocariosis
La toxocariosis es una infeccién parasitaria debida a la presencia y accion del nematodo

Toxocara sp., en el intestino delgado de diversos hospederos definitivos (Cuadro 1).

Toxocara canis (Werner, 1782) es un geohelminto, zoondtico, cosmopolita que infecta
canidos domésticos y silvestres. Afecta principalmente a cachorros menores de 3 meses, debido
a la transmisién prenatal. Su fase infectante es el huevo que contiene la larva de segundo
estadio (L2). La larva es responsable de realizar una migracion intraorganica compleja en

hospederos definitivos y paraténicos (Archielli y Kozubsky 2008; Magnaval et al., 2001).

2.2 Taxonomia
2.2.1 Phylum Nematoda
Los nematodos como Toxocara, son gusanos cilindricos con simetria bilateral y radial, no
segmentados y pseudocelomados. Presentan cuticula, hipodermis y capa muscular, tubo
digestivo completo, sistema nervioso y excretor. Son dioicos, con dimorfismo sexual vy

presentan mudas en su desarrollo (Tay et al., 2010).

2.2.2 Clasificacion taxondmica

Dominio: Eukaryota Orden: Ascaridida (Skrjabin y Schulz, 1938).
Reino: Animalia Suborden: Ascaridina
Subreino: Bilateria Superfamilia: Ascaridoidea
Phylum: Nematoda Familia: Toxocaridae (Werner, 1782).
Clase: Secernentea Subfamilia: Toxocarinae (Hartwich, 1954).
Subclase: Rhabditia Género: Toxocara (Stiles y Hassall, 1905).

Especie: T. canis (Werner, 1982).

(De la Fé et al., 2006; Delgado y Rodriguez-Morales, 2009).



Cuadro 1. Especies de Toxocara y sus hospederos definitivos.

Especie Hospedero Distribucion geografica
definitivo

T. canis (Werner, 1982) Cénidos Cosmopolita

T. cati (Schrank, 1788) Felinos Cosmopolita

T. malaysiensis (Gibbons, Felinos Malasia

Jacobs y Sani, 2001)

T. lyncis (Macchioni, 1999) Linces Somalia

T. vitulorum (Goeze, 1782) Bovinos (vacas,  Regiones tropicales y subtropicales
bufalos, bisontes)

T. tanuki (Yamaguti, 1941) Canidos Kyoto, Japdn

T. apodemi (Olsen, 1957) Roedores Pup’yong-ni, Corea; Changsa, Hunan, China

T. mackerrasae (Sprent, 1957)  Roedores Queensland, Australia

T. paradoxura (Kou, 1958) Vivérridos Kwangtun, China

T. sprenti (Warren, 1972) Vivérridos Bangkok, Tailandia

T. vajrasthirae (Sprent, 1972) Mustélidos Nahkon Nuok, Tailandia

T. pteropodis (Baylis, 1936) Murciélagos Espiritu Santo, Nueva Hebrides; Florida,

E.U.A.; Queensland, Australia

Tomado y modificado de Jia et al., 2012; De la Fé et al., 2006; Delgado y Rodriguez-Morales, 2009 y
Gasser, 2013.

2.3 Morfologia
2.3.1 Huevo

Los huevos de T. canis son semiesféricos y miden de 75-95 um de diametro. Al salir en heces
contienen al protoplasma que es color marrén y ocupa casi todo su interior (Fig. 1A) y cuando
son infectantes contienen a la larva (Fig. 1B) (De la Fé et al., 2006; Despommier, 2003). La
estructura externa del huevo presenta cuatro capas: la interna, que es una membrana
lipoprotéica semipermeable, la capa media quitinosa, que le da resistencia mecdanica y las capas
vitelina y uterina de mucopolisacaridos, que le dan al huevo su apariencia externa caracteristica

con finas fosetas y sus propiedades adhesivas (Fig. 1C) (Brufiaska, 1997; Gortari et al., 2008).



Fig. 1. Fotografias que muestran huevos de T. canis. A. Huevo con el protoplasma. B. Huevo larvado. C.
Cubierta externa. Fotos tomadas en el Laboratorio de Parasitologia Experimental del INP; Ay C por la autora, B cortesia
del Biol. Diego Coria.

2.3.2 Larva

La larva de T. canis en el medio ambiente se observa dentro del huevo (Fig. 1B) y en los

tejidos de hospederos se encuentra libre después de su eclosion (Fig. 2).

Mide de 360-434 um de longitud, con un diametro a nivel del eséfago de 15-21 um. Su
extremo anterior presenta aletas cervicales apenas visibles y el extremo posterior es

puntiagudo y asimétrico (Bowman et al., 1993; De la Fé et al., 2006; Nichols, 1956).

La cuticula tiene estriaciones transversales y esta compuesta por cuatro capas: la interna o
basal, la fibrilar o medial, la cortical y la externa o epicuticula, que es una capa superficial difusa
y labil, de 10-20 nm de espesor, de carga negativa y rica en carbohidratos (Bowman et al., 1993;
Maizels 2013; Page et al., 1992b). El es6fago ocupa un tercio de la longitud de la larva y se
divide en procorpus, metacorpus, istmo y ventriculo terminal (Fig. 2). Este ultimo estd formado
por una glandula dorsal y dos subventrales, que vierten sus secreciones en lumen esofagico. El
anillo nervioso rodea casi toda la regiéon media del eséfago. Al terminar el es6fago esta “la
columna o célula excretora”, que en realidad, son cuatro células ovaladas que rodean al
intestino y vierten su contenido por el poro excretor. El intestino sin lumen, esta formado por
siete células alargadas de nucleo grande, que se contindan con el proctodeo formado por el

recto y poro anal (Bowman et al., 1993; Nichols, 1956).



Fig. 2. Morfologia de la larva (L2) de T. canis. E: estoma; pc: procorpus; mc: metacorpus; is: istmo; vt:
ventriculo 6 bulboterminal; CE: célula excretora; AN: anillo nervioso; I: intestino; ci: célula intestinal; cc: capa
cortical; ec: epicuticula; R: recto; PA: poro anal. Foto tomada por la autora en el Laboratorio de Parasitologia FMVZ,
UNAM.

2.3.3 Adultos
Las fases adultas de T. canis son color marfil y recubiertas con una cuticula con estriaciones
transversales. En la region cefalica se encuentra la boca con tres labios que no sobresalen del
cuerpo y aletas cervicales mas largas que anchas (2-4 mm x 0.2 mm), que se estrechan
posteriormente (Fig. 3A), y lo diferencian de otros ascaridos como Toxocara cati (Fig. 3B) y

Toxascaris leonina (Fig. 3C) (Bojanich y Lopez, 2009; De la Fé et al., 2006, Webster, 1958).

Las hembras de T. canis (Fig. 4A) miden 5-18 cm x 2.5-3 mm y su extremo posterior es romo.
Los machos (Fig. 4B) miden 4-10 cm x 2-2.5 mm vy tienen una terminacién posterior curvada,
con espiculas desiguales (Archielli y Kozubsky, 2008; Bojanich y Lopez, 2009; De la Fé et al.,
2006, Webster, 1958).
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Fig. 3. Extremo cefalico de los tres ascaridos comunes en caninos y felinos. A: T. canis, B: T. cati, C:
Toxascaris leonina. Fotos tomada por la autora en el Laboratorio de Parasitologia Experimental del INP.

Fig. 4. Fotografias que muestran las fases adultas de T. canis. A. hembra. B. macho. Fotos tomada por la
autora en el Laboratorio de Parasitologia FMVZ, UNAM.

2.4 Ciclo biolégico

Toxocara sp. presenta un ciclo bioldgico directo (Fig 5), con una migracion entero-hepato-

cardio-pulmonar-traqueo-esofago-gastrointestinal (Webster 1958).

En el intestino delgado del canido la hembra de T. canis ovipone a las 4-5 semanas p.i. y los
huevos salen en heces (Schantz y Glickman, 1983; Schnieder et al., 2011). El desarrollo de la
larva dentro del huevo depende de la humedad relativa del ambiente que puede ser de 85-
95%, la temperatura de 15-30°C (Azam et al., 2012; Schnieder et al., 2011) y la concentracién
de oxigeno. En condiciones idéneas, el embrién (L1) aparece a los 6 diasy la L2, que es la fase
infectante, al 12° dia aproximadamente (Webster, 1958). Algunos autores mencionan dos
mudas dentro del huevo y consideran a la larva tres (L3) como la fase infectante, pero no hay

un acuerdo generalizado (Brufiaska et al., 1995; Schantz y Glickman, 1983).



2.4.1 Transmisién transplacentaria y lactogénica

En cachorros la transmisidn es principalmente transplacentaria (intrauterina) (Schantz y
Glickman, 1983) y en segundo lugar lactogénica o transmamaria, por calostro y/o leche (Burke y
Robertson, 1985). El mecanismo de activacién propuesto es la inmunosupresién gestacional,
asociado a la disminucidn periparto de eosinofilia en perras infectadas con T. canis (Lloyd et al.,
1983) y la activacion larvaria en ratonas ligada a elevados niveles de prolactina (Jin et al., 2008),
lo que sugiere un mecanismo similar en perras (Schnieder et al., 2011). Las larvas activadas o
las recién ingeridas al final de la gestacion, van por sangre a la placenta, traspasan el sincitio
trofoblasto y por circulacién fetal llegan al higado y pulmones del feto, donde permanecen
hasta que nace, que es cuando migran a intestino, donde se pueden encontrar dos dias
posparto. En la transmisidén lactogénica, las larvas van via sanguinea a la glandula mamaria,
atraviesan el tejido, llegan a calostro y leche (Schnieder et al., 2011; Webster, 1958) y cuando el
cachorro las ingiere van a intestino delgado y se desarrollan a adultos (Burke y Robertson,

1985).

2.4.2 Transmision por ingestion de huevos larvados (L2)

Los perros adultos se infectan principalmente por ingestion de huevos larvados con L2 (hL2),
aunque se han reportado adultos en intestino de perras que ingirieron larvas 4/5 en heces o
vémito de sus cachorros (Schantz y Glickman, 1983). Fenédmeno diferente a la “falsa infeccién”,
en la que la perra ingiere huevos sin larvar que pasan por el tracto gastrointestinal y aparecen

en heces (Overgaauw, 1997; Schnieder et al., 2011).

2.4.3 Transmision por depredacion o ingestion de hospederos paraténicos
Los hospederos no canidos en los que las L2 entran accidentalmente, son los hospederos
paraténicos. Pueden ser vertebrados como ovinos, bovinos, cerdos, monos, aves, roedores,
conejos, gatos, humanos, etc. 6 invertebrados como lombrices de tierra, moscas, cucarachas,
etc. (Overgaauw, 1997; Revajova 2006). Estos no son indispensables para que el ciclo biolégico
se complete, pero facilitan la infeccidon, ya que las larvas pueden pasar a través de los

hospederos por canibalismo o depredacién (Taira et al., 2003).



El canido puede ingerir tejidos de hospederos paraténicos con larvas, que se liberan en el
tracto gastrointestinal y la mayoria se desarrollan a adultos en el intestino delgado, con o sin
migracion traqueal, debido tal vez, a que las larvas tuvieron una migracion en el hospedero

precedente (Overgaauw, 1997).

2.4.4 Patrones de migracion

2.4.4.1 Hospederos definitivos

Sin importar el modo de transmisidn en el canido, la larva en el intestino delgado y ayudada
por proteasas (Robertson et al., 1989), penetra la mucosa y traspasa la pared intestinal.
Posteriormente, puede invadir los vasos linfaticos y migrar a los linfonodos mesentéricos y/o
viajar por capilares venosos y circulacion porta al higado, llegando a las 24 horas p.i. del
parénquima hepatico, va por vena cava caudal a corazon derecho, arteria pulmonar y por
capilares arteriales llega a alveolos pulmonares en 24-96 horas p.i. (Schnieder et al., 2011;
Webster 1958). En el pulmédn, la larva puede tomar dos caminos: a) establecer una infeccién

patente en intestino o b) realizar una migracién somatica (Webster, 1958):

a) Infeccidn patente: La larva en el alveolo pulmonar, migra por bronquiolos, bronquios,

traquea y faringe, en donde es deglutida al es6fago. Durante esta migracion realiza la muda a
L3 (Webster, 1958). Sin importar si se considera a la L2 o L3 como infectiva (Brufiaska et al.,
1995), la muda a L4 ocurre entre los bronquiolos y el estémago. La ultima muda a preadulto
(L5) y el desarrollo a adulto, ocurren en el intestino delgado, donde vive 4 meses en promedio

(Schantz y Glickman, 1983; Schnieder et al., 2011).

b) Migracién somadtica: La larva atraviesa el epitelio alveolar, llega a circulacién por capilares

venosos y por la vena pulmonar va a corazén izquierdo y aorta. Via sistémica alcanza el bazo,
rifones, musculo esquelético, cerebro, ojo, etc. (Webster, 1958).

Los patrones de migracion en el hospedero definitivo estan determinados por su edad,
género (Delgado y Rodriguez-Morales, 2007; Webster, 1958) y el modo de transmisién. Los

cachorros menores de 3 meses son los mas afectados debido a la transmisidn perinatal y



conforme crecen la infeccion intestinal disminuye y las larvas pueden migrar y encapsularse,
aunque raramente lo hacen en cerebro (Schnieder et al, 2011; Webster, 1958). Se ha observado
que en hembras es mas frecuente la migracion y encapsulamiento somatico que en machos
(Webster, 1958), lo que explica el éxito de la transmision perinatal (Overgaauw, 1997), aunque
por la supresién periparto, parte de las larvas pueden migrar y establecerse como adultos en

intestino (Lloyd et al., 1983).

2.4.4.1 Hospederos paraténicos

En general, el patron de migracién en los hospederos paraténicos (larva migrans), es
comparable a la migracién somatica en el canido (Strube et al., 2013), pero sin desarrollo
larvario, por lo que no se convierte en adulto. En los tejidos del hospedero paraténico o canido
adulto (principalmente hembras en anestro) se puede formar un granuloma eosinofilico
alrededor de la larva que la encapsula por lo que eventualmente entra en dormancia. En los
hospederos paraténicos la larva de T. canis parece exhibir una afinidad al sistema nervioso

central, siendo los mas afectados el cerebro y los ojos (Alba-Hurtado et al., 2000).

2.5 Manifestaciones clinicas
2.5.1 Hospederos definitivos

Las manifestaciones clinicas de la toxocariosis dependen del nimero de fases infectantes
ingeridas y adultos en intestino, la localizacién anatémica de las larvas (érganos que afecta), la
inmunidad, edad, sexo, fase reproductiva y condicién corporal del hospedero y otros factores
poco conocidos.

En los cachorros, debido a la penetracion de las larvas por la pared intestinal, se presenta
enteritis mucohemorragica y por la migracion traqueo-bronco-pulmonar puede haber disnea,
tos y descarga nasal (Overgaauw, 1997; Schnieder et al., 2011). Los gusanos adultos en
intestino causan constipacion, heces blandas, diarrea y vomito (Overgaauw, 1997; Webster,
1958). En general, se puede presentar anorexia, depresion, retraso en el crecimiento, pelo

hirsuto, anemia, eosinofilia, aumento de enzimas hepaticas. En infecciones masivas por la



MIGRACION
TRAQUEO-
INTESTINAL

g
: ./
L NG

leche

Larva
migrans

Ruiz-Manzano, 2015

Fig. 5. Ciclo biolédgico de Toxocara canis. A. El huevo con L2 puede ser ingerido por hospederos definitivos (B) o paraténicos (C). B. En el
hospedero definitivo (perro), la larva atraviesa el intestino delgado (a), va por higado (b), pulmédn (c) puede encapsularse en musculo de la perra
(d) y pasar via intrauterina o por calostro y leche a su cachorro (e). O migrar por traquea (f) a intestino delgado y convertirse en adultos (g). C. En
los hospederos paraténicos (h, i) la larva migra hasta establecerse en diferentes tejidos y encapsularse (j) y el tejido infectado puede ser ingerido
por otros hospederos (k).
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transmisién perinatal, se pueden observar neumonia, anemia, emaciacién, ascitis, diarrea
mucohemorragica, obstruccidn, intususcepcidn, ruptura intestinal, peritonitis, convulsiones y

muerte (Schnieder et al., 2011).

Los signos clinicos en perros adultos son ambiguos y raros, debido a que las infecciones
intestinales son raras (Overgaauw, 1997) y las masivas no son comunes. Se pueden extrapolar
los signos de infecciones leves en cachorros, principalmente la diarrea mucosa. En hembras
gestantes puede haber mortinatos y muertes tempranas de cachorros (Scothorn et al., 1965)
asociados probablemente al dafio de la placenta por la migracion larvaria y a mecanismos

inmunoldgicos como lo reportado en ratonas (Reiterova et al., 2003).

2.5.2 Hospederos paraténicos
El dafio a los drganos de los hospederos paraténicos depende de la especie infectada, la
carga larvaria ingerida, la irrigacién sanguinea del tejido (Strube et al., 2013) y el tiempo p.i.
transcurrido. En general, se pueden encontrar eosinofilia, hipergammaglobulinemia (IgE),
hepatoesplenomegalia. En la necropsia se pueden observar manchas blancas en la superficie

del higado y rifiones (larvas en granulomas) (Alba-Hurtado et al., 2009).

Reportes de infecciones experimentales por T. canis en ratones, ratas, gerbos, cobayos y
conejos, pero no en todos se han documentado las manifestaciones clinicas, a excepcion de
cambios de comportamiento en ratones (Holland y Cox et al., 2001) y gerbos (Alba-Hurtado et
al., 2009). Ademas en éstos ultimos, se observd respiracion abdominal aumentada, pelo
hirsuto, ojos hundidos, pérdida de peso, paraplegia y edema palpebral (Alba-Hurtado et al.,,
2009). En ovinos infectados con 1000 hL2 no se reportaron manifestaciones clinicas (Alvares-

Santarem et al., 2011), ni en cerdos a los que se les administré 50000 hL2 (Taira et al., 2003)

En el humano, se han caracterizado diferentes presentaciones clinicas (Cuadro 2): Larva

Migrans Visceral, Ocular, Encubierta y Neurotoxocariosis.
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Cuadro 2. Cuadros clinicos causados por Larva Migrans por T. canis en humanos.

Edad

Sintomatologia, hallazgos clinicos y de laboratorio

LMV Nifios de

2-7 afios y adultos.

LMO Nifios de 5-10 afios,
adolescentes y
adultos jovenes.

NT Cualquier edad.

LME Cualquier edad

Generales
Gastroentérico

Pulmonar
Hematoldgico
Cardiovascular
Dermatoldgico

Otros

Generales

SNC

SNP

Fiebre, astenia, sudoracidn, inquietud y anorexia.

Nduseas, vomito, dolor abdominal y hepato-
esplenomegalia.

Tos, estornudos, neumonia y asma.

Eosinofilia, leucocitosis y aumento de IgM, IgG e IgE.
Miocarditis, insuficiencia cardiaca.

Eritema, exantema, prurito, urticaria.

Nefritis y artralgias.

Generalmente unilateral. Leucocoria, uveitis, granulomas
retinianos o endoftalmitis crénica, corioretinitis,
estrabismo, disminucién de la visién. Opacidad y depdsito
de complejos inmunes en el humor vitreo, retraccion de la
retina, papilitis retinal y ceguera.

Cefalea, convulsiones, trastornos conductuales.

Epilepsia, vasculitis cerebral, meningitis, mielitis y/o
encefalitis eosinofilicas. Neuritis dptica.

Radiculitis, afecciones musculo-esqueléticas y del 7° par
craneal, vejiga neurdégena espastica, hipoestesias,
paraparesias y hemiplejias.

Escasa o nula sintomatologia, general e inespecifica. En
nifos suefio y trastornos del comportamiento.

LMV: larva migrans visceral; LMO: larva migrans ocular; NT: neurotoxocariosis; LME: larva migrans encubierta;
SNC: sistema nervioso central; SNP: sistema nervioso periférico. Tomado y modificado de Archielli y Kozubsky,
2008; Bortoli y El Achkar, 2003; Despommier, 2003; Enko et al., 2009; Fillaux y Magnaval, 2013; Finsterer y Auer,
2007; Magnaval, 2001; Reyna-Figueroa et al., 2007 y Smith y Beaver 1953.
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2.6 Respuesta inmune a Toxocara canis

Aldn hay mucho que dilucidar en la relacién T. canis-hospedero y la respuesta inmune que
induce, pero se sabe que esta mediada por componentes del metabolismo larvario conocidos como
antigenos de secrecién y excrecion de larvas de T. canis (Ag S/E Tc). Esta respuesta se caracteriza
por eosinofilia, granulomas asociados a la larva y una respuesta adquirida tipo Th2, con

incremento de inmunoglobulinas, principalmente IgG e IgE (Fig. 6).

2.6.1 Antigenos de secrecion y excrecion de larvas de T. canis (Ag S/E Tc)

Las secreciones de la larva de T. canis se sintetizan en las glandulas esofagicas y las células
excretoras y son expelidos por el estoma y el poro excretor (respectivamente) y junto con las
excreciones de las células intestinales eliminadas por el poro anal, constituyen las secreciones 'y
excreciones, que De Savigny (1975) obtuvo, al cultivar larvas en medios nutritivos. Las
secreciones ademas, forman la epicuticula de la larva que actia como una barrera protectora

(Martinez, 2005; Page et al., 19923, b).

Los productos de secrecidn y excrecion de larvas de T. canis son proteinas altamente
glicosiladas, ya que por cada miligramo de proteina se presentan alrededor de 400 pug de
carbohidrato (Holland y Smith, 2006). Desde su descubrimiento estos productos de secrecion y
excrecion se han caracterizado en geles de acrilamida (SDS-PAGE) por sus pesos moleculares,
con bandas evidentes de 26, 32, 45, 55, 70, 120 y 400 kDa (Page et al., 1992b) y se han utilizado
en el inmunodiagndstico, ya que algunos de sus componentes actian como antigenos (Ag S/E
Tc). Recientemente, se han caracterizado tres paquetes de proteinas/glicoproteinas: TES-26,
TES-32/70 y TES-120, ademads de otros componentes no caracterizados totalmente (Maizels,

2013).

Dentro de los TES-26 se ha identificado una proteina de union a fosfatidiletanolamina (Tc-
PEB-1) que es homologa a la de mamiferos y a la de otros parasitos. Los TES-32 estan formados
por lectinas tipo C 1-3 (Tc-CTL-1-3), homdlogas de proteinas mamiferas de unién a manosa y
gue estan presentes en la cuticula de la larva. La lectina 4 tipo C (Tc-CTL-4) pertenece a los TES-

70. En los TES-120 estan presentes mucinas 1-4 (Tc-MUC-1-4) asociadas a glicanos, algunos

13



ricos en galactosa y N-acetilgalactosamina y forman parte de la epicuticula (Page et al., 19923,
b; Maizels 2013). Los TES-45, TES-55 y TES-400, son proteoglicanos con predominio de
carbohidratos (Holland y Smith, 2006). Ademas de estos paquetes, se han caracterizado
proteasas de cisteina como las catepsinas L y Z (Tc-CPL-1 y Tc-CPZ-1), proteinas estructurales
como acuaporina (Tc-AQP-1), miosina de cadena pesada (Tc-MHC-1) y de cadena ligera (Tc-
MLC-1) y enzimas como la lactato deshidrogenasa (Tc-LDH-1) y cinasa de arginina (Tc-ARK-1)
(Maizels 2013).

2.6.2 Respuesta innata y adquirida

La respuesta innata inicia y retroalimenta a la adquirida. En el caso de la larva migrans por
Toxocara sp., comienza con la activacidn inespecifica de eosinéfilos, basofilos y mastocitos. Esta
activacion puede darse mediante selectinas o lectinas parasitarias y/o el entrecruzamiento de
IgE inespecificas acopladas a su receptor en eosinéfilos o basdfilos (Behm y Ovington et al.,,
2000) y la activacion de mastocitos por medio de IL-4 y IL-9 e IL-13 (Shea-Donohue et al., 2010).
La activacion provoca la liberacion de mediadores quimicos toxicos y citocinas (IL-4, IL-5, IL-9,
IL-13), que retroalimentan la eosinofilia, basofilia y mastocitosis. Asi, la IL-9 mantiene e
incrementa la mastocitosis, al inducir el reclutamiento, supervivencia y diferenciaciéon de
mastocitos y estimular a LTh9 (linfocitos Th9) a producir IL-9 (Shea-Donohue et al., 2010).
Mientras que la eosinofilia se induce por la IL-5 que estimula la proliferacion de eosindfilos en
médula dsea y su aumento en sangre (Foster et al., 2002) ayudada de potentes
quimioatrayentes (C-C, CCL5 y eotaxina) producidos por los eosinéfilos (Behm y Ovington et al.,
2000; Martinez 2005). Estas células innatas (eosindfilos, baséfilos y mastocitos) junto con las
células linfoides innatas activadas por alarminas producidas por dafo celular epitelial, producen
IL-4 que estimula la respuesta Th2, la mastocitosis y promueve la diferenciacion de células By

el cambio de isotipo IgE (Maizels 2013; Martinez-Labat 2005; Shea-Donohue et al., 2010).

Por otro lado, las células dendriticas reconocen antigenos glicanos que presentan sin

coestimulacién a LThO (Everts et al., 2010; Maizels 2009). Los LThO en presencia de IL-4 se
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convierten en LTh2, que a su vez inducen la liberacién de citocinas y la diferenciacion y

proliferacion de LB (células plasmaticas y LB de memoria) y el cambio de isotipos de Ig (Fig. 6).

Otras citocinas tipo Th2, ademas de la IL-4, la IL-5 y la IL-9, son la IL-10 y la IL-13. La IL-10 es
liberada por los LT y otras células presentadoras de antigenos, inhibe la proliferacion de LT e
induce la generacion de LT reguladores (iTreg) en presencia de exposicion crénica de antigeno
(Everts et al., 2010; Wraith 2003). La presencia de iTreg asociada posiblemente a anergia
clonal, hace que disminuya la intensidad de la respuesta. La IL-13 (homdloga estructural de la
IL-4), es producida por LTh2, CD, mastocitos, células linfoides innatas y células NK; disminuye la
produccién de citocinas proinflamatorias en los macréfagos (IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12) y en
humanos induce la diferenciacion y proliferacion de LB y el cambio de isotipo a 1gG4 e IgE

(Grencis et al., 2004).

Una vez que se establece la respuesta Th2, no puede cambiar a Thl, ya que se cred una
memoria por infecciéon primaria, que puede ser rapidamente activada en una segunda

exposicion (Foster et al., 2002).

2.6.3 Anticuerpos
Havasiova-Reiterova et al. (1995), detectaron la produccién de anticuerpos a partir de la
administracidon de cinco huevos larvados de T. canis a ratones y observaron que la cantidad de

anticuerpos detectados es proporcional a la cantidad de fases infectantes ingeridas.

El isotipo de anticuerpos generados en la infeccidn por T. canis, no es excluyente y depende
del hospedero y el tiempo transcurrido p.i. Las IgM especificas prevalecen en la respuesta
adquirida contra Toxocara sp., pero no excluye la produccion de otros isotipos (Maizels y
Hewitson, 2011). Por ejemplo en humanos, se ha observado la produccion de IgM e IgG2 en
respuesta a carbohidratos, ademas de otros isotipos como IgE, IgG1 y en Larva Migrans Visceral
a la 1gG4 (Maizels, 2013). El isotipo que persiste durante mds tiempo (hasta 4 afios p.i.) es la
lgG, mientras que los niveles de IgE decrecen al afio de la infeccidon (Elefant et al., 2006; Genchi

etal., 1988).
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Respecto a la produccién de Igk, se ha reportado una respuesta bifasica en ratones: el
primer pico de IgE inespecifica estimulado por la respuesta innata en el dia 10 p.i., mientras que
el segundo de IgE especifica a Ag S/E Tc, establecido por la respuesta adaptativa en el dia 21 p.i.

(Takamoto et al., 1998).

En cachorros con toxocariosis, se han reportado niveles elevados de IgA, pero conforme
crecieron, estos niveles disminuyeron, probablemente por la eliminaciéon de nematodos adultos
del intestino. En perros adultos con infeccién crénica se detecté IgM posiblemente por la

estimulacion de la larva (Matsumara et al., 1983).

En ovinos a los que se les administré 100 hL2 de T. canis diariamente durante 23 dias, se
observé en el dia 14 p.i. el inicio de la produccién de IgG y un incremento en la actividad
proliferativa de LT y LB, que se conservé en los LB, pero disminuyd a los 49 dias p.i. en los LT,

ademas de un aumento de LB-IgM+ en el dia 28 p.i. (Revajova et al., 2006).

La presencia de anticuerpos en los hospederos es importante desde el punto de vista
diagndstico mas que de proteccién al hospedero, ya que se ha observado que larvas de T. canis
en tejidos de ratones, ratas, cobayos y conejos pueden sobrevivir al menos dos afios (Beaver,
1959), que la reinfeccién en ratones no los protege y no impide que las larvas de T. canis
continuen migrando hasta llegar al sistema nervioso (Wnukowska et al.,, 2008) y que la
produccién de anticuerpos especificos en jerbos no impide la migracion larvaria (Alba-Hurtado
et al., 2009). Por lo que, el fallo en la eliminacién de las larvas, se explica no por la falta de
produccién de anticuerpos anti-T. canis, sino por mecanismos de inmunoevasidon, como el
desprendimiento de epicuticula de la larva al contacto con granulocitos y/o anticuerpos
(Martinez-Labat, 2005), el mimetismo con moléculas y receptores similares a las del hospedero
(lectinas), a la distraccidon del sistema inmune y la inmunosupresién por anergia clonal e

induccién de linfocitos Treg y citocinas supresoras (Maizels, 2013).

Los mecanismos inmunoldgicos significan un desgaste y junto con los productos liberados
por las células del sistema inmune del hospedero tienen efectos en detrimento de sus tejidos

(Martinez-Labat, 2005). Al paso del tiempo los procesos inflamatorios crénicos asociados a la
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respuesta Th2 hacia larvas de T. canis, hacen que el dafio a los tejidos se focalice en el
granuloma que las encapsula e inmoviliza, siempre que los mecanismos de inmunosupresion

inespecificos (gestacion, enfermedad, farmacos, etc.) no inactiven la respuesta que mantiene a

la larva dormante en el granuloma.
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Fig. 6. Respuesta inmune a la larva de T. canis. CD: célula dendritica; LB: linfocito B; Bm: linfocito B de
memoria; TGF-B: factor de crecimiento transformante [3; CP: célula plasmatica; iTreg: LT regulador inducido.
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2.7 Epidemiologia

2.7.1 Toxocariosis en el mundo

La toxocariosis en perros esta presente en todo el mundo, sobre todo en climas templados
a tropicales. Esta ubicuidad se explica por: a) la eficacia en la transmisién perinatal ya que los
cachorros nacen con la enfermedad y se convierten en los principales diseminadores; b) la alta
capacidad prolifica de las hembras de Toxocara; c) la capacidad del nematodo para infectar
diferentes hospederos que funcionan como reservorios y d) la presencia de canidos en nuestro
entorno cercano. Dentro de las poblaciones caninas con las que interactuamos estan los perros
con dueno que son desparasitados regularmente y tienen un menor impacto epidemiolégico
gue los perros callejeros, los perros semi-domésticos y los ferales, que junto con los canidos de
poblaciones rurales y los silvestres son los principales diseminadores de la toxocariosis

(Martinez-Labat, 2004).

Algunos estudios de frecuencia de toxocariosis en perros han mostrado un amplio rango en
los indices de infeccidn a nivel mundial en los Ultimos 16 afios, que va de menos del 1 a mas del
50% (Fig. 7, Cuadro 3), dependiendo de la técnica diagndstica y la poblacidn estudiada. Se
observan prevalencias mayores en cachorros y se considera el hallazgo de los nematodos

adultos por necropsia, la técnica mas especifica de diagndstico.

En cachorros diagnosticados por necropsia las frecuencias van de 29.6 a 35% y en adultos
de 3.4 a 45%. Las frecuencias obtenidas con técnicas coproparasitoscopicas, revelan que en los
cachorros en su mayoria son del 34-48%, aunque hay un esudio en Brasil que muestra una
frecuencia de 1.8% (Funada et al., 2007). En los adultos hay mas variacion entre estudios (0.74-
32.6%), asi como en las poblaciones mixtas. A pesar de las variaciones entre estudios, en los
cachorros la mayoria de las frecuencias son mas elevadas que en los adultos, lo que tiene

explicacion por la transmision perinatal (Delgado y Rodriguez-Morales, 2009).
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Cuadro 3. Frecuencias de toxocariosis en perros en el mundo (1998-2014).

Continente/ Frecuencia Edad Método Referencia
Pais %
AMERICA
Argentina, Cd. de la 44.4 C CPS Radman et al., 2006
Plata 32.6 A CPS
Brasil, Sao Paulo 1.8 C CPS Funada et al., 2007
0.74 A CPS
Canada, Saskatchewan 11.8 M CPS Schurer et al., 2012
Chile, Santiago 11 M CPS Lépez et al., 2006
Colombia, Popayan 4.3 M CPS Vasquez et al., 2004
Cuba 29,6 C N Herndndez et al., 2007
113 A N
E.U.A. 5.04 M CPS Mohamed et al., 2009
Venezuela, Cd. Bolivar 16.7 M CPS Devera et al., 2008
EUROPA
Albania, Tirana 0.9 M CPS/N Xhaxhiu et al., 2011
Alemania 6.1 M CPS Barutzki et al., 2011
Alemania 4 M CPS Becker, 2012
Bélgica 26.3 M SD Claerebout et al., 2009
Eslovaquia 16.6 M CPS Antolova, 2004
Espafia, Cérdoba 17.22 M CPS/N Martinez et al., 2007
Estonia, Tarto 14.6 M N Talvik et al., 2006
Grecia 12.8 M CPS Papazahariadou et al. 2007
Holanda 21 A CPS Overgaauw, 1998
48 C CPS
Holanda 4.4 M CPS Overgaauw et al., 1999
Hungria, Budapest 24.3-30.1 M CPS Fok et al., 2001
Inglaterra 1.4 M CPS Batchelor et al., 2008
Irlanda Dublin 39 M N Roddie et al., 2008
Italia 13 M CPS Riggio et al., 2012
Polonia, Pomerania 20.62 M CPS Tylkowska et al., 2010
Portugal, Gran Oporto 51 M CPS Neves et al., 2014



Rep. Checa, Praga 6.2 M CPS Dubna et al., 2006

Suiza 71 M CPS Sager et al., 2006
ASIA
China, Hunan 45.2 A N Dai et al., 2009
Corea, Chuncheon 0.9 M N Kim et al., 2005
India, Uttar Pradesh 24.3 M CPS Sahuetal., 2014
Iran, Moghan Plain 23.7 M CPS Zare-Bidaki et al.,2010
Israel, Palestina 36.4 M CPS Othman, 2011
Japon, Osaka 34.9 C CPS Kimura et al., 2013
8.8 A CPS
Tailandia, Bangkok 37.5 C N Rojekittikhun et al., 1998
3.4 A N
Turquia, Aydin 20 M CPS Unli y Eren, 2007
AFRICA
Egipto, Giza 56 M N Shalaby et al., 2010
Etiopia, Debre Zeit 21 M CPS Yacob et al., 2007
45 C N
Nigeria, llorin 41.7 M CPS Ugbomoiko et al., 2008
Sudéfrica 21 M CPS/N Minnaar et al., 2002
Zambia 7.6 M CPS Nonaka et al., 2011
OCEANIA
Australia 1.2 M CPS Palmer et al., 2008

C: cachorros; A: adultos; M: poblacién mixta; SD: sin dato; CPS: coproparasitoscopicos; N: necropsia.

2.7.2 Toxocariosis en México
En México se han realizado multiples estudios epidemioldgicos con diferentes técnicas
diagnosticas para la toxocariosis en cachorros, adultos y poblaciones caninas mixtas (Cuadro 4).
La mayoria de los estudios se han hecho en el centro del pais, aunque hay reportes de otros
estados (Fig. 8). El diagndstico definitivo por necropsia en cachorros muestra un decremento en
la presentacién de la toxocariosis de 93% en 1967 (Styles et al., 1967) y 75.6% en 1968 (Schantz
y Biagi, 1968) a 23% en 2002 (Fernandez et al., 2002) y un posterior incremento (mas del 60%)
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en 2005 y 2010 (Eguia et al., 2005; Mufioz-Guzman y Alba-Hurtado, 2010). Los estudios

seroldgicos muestran una frecuencia mayor del 80% (Mufoz-Guzman y Alba-Hurtado, 2010). En

general se observa una mayor presentacion en cachorros que en adultos, a excepcion del

diagndstico por hemaglutinacién con antigeno de adulto de T. canis (Martinez-Barbabosa et al.,

2008a), que puede ser por acumulacidn de casos por la edad y/o reacciones cruzadas.

Cuadro 4. Frecuencias de toxocariosis en perros en México (1967-2012).

Lugar Frecuencia % Edad Método Referencia
(+/N)
D.F. 93 (119/128) C N Styles et al., 1967
D.F. 75.6 (69/91) C N Schantz y Biagi, 1968
7.1(3/42) A N
D.F. 17.3 (123/710) M CPS Martinez-Barbabosa et al., 1998
Yucatdn 7.75 (77/993) M CPS Rodriguez-Vivas et al., 2001
Querétaro 23 (26/113) C N Ferndndez et al., 2002
7.9 (7/88) A N
D.F. 12-18 M CPS/ N Ponce-Macotela et al., 2005
D.F. 66.6 (8/12) C N Eguia et al., 2005
7.4 (8/108) A N
D.F. 17.0 (24/141) C HA ATc Martinez-Barbabosa et al., 2008a
50.3 (71/141) A HA ATc
Chiapas 19 (38/200) M CPS Martinez-Barbabosa et al., 2008b
D.F. 67.5(135/200) M CPS Romero et al., 2009
Estado de México  64.4 (20/31) C N Mufioz-Guzman y Alba-Hurtado,
87.0(27/31) C ELISA 2010
80.6(25/31) C WB
Querétaro 15.1 (57/375) M N Canté etal., 2011
Guerrero 11.8 (34/292) M CPS Marquez, et al., 2012

C: cachorros; A: adultos; M: poblacién mixta; CPS: coproparasitoscdpicos; N: necropsia; S: serologia; HA ATc:
hemaglutinacion con antigeno de adulto de T. canis; WB: Western blot.

22



%

O Sin dato

() o0

O 120 ,‘
@ 2130

@ 3140

@ 24150

@ 5160

. 61-70 Ruiz-Manzano 2015

Fig. 8. Frecuencias de la toxocariosis canina en México (2001-2012). (Datos del Cuadro 4).

2.7.2 Larva Migrans por T. canis en humanos
En humanos la infeccidén por T. canis, es una enfermedad prevalente y desatendida, aun en
paises industrializados (Jia et al., 2012). Es de gran importancia en términos de morbilidad por
lo dificil que puede resultar su control y diagnéstico (Delgado y Rodriguez-Morales, 2009). Las
seroprevalencias mundiales en humanos varian del 1.9 al 86.75% (Cuadro 5). Aunque
principalmente afecta a nifios por sus habitos de juego y falta de higiene, se reportan casos
clinicos cada vez con mas frecuencia en adultos (Bachtiar et al., 2012; Finsterer et al., 2010;

Enko et al., 2009).
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Cuadro 5. Frecuencias serolégicas en humanos positivos a Toxocara sp. en diferentes paises (1992-
2015).

CONTINENTE/Pais

Frecuencia % (+/N) Edad

Referencia

AMERICA

Argentina, Cd. de la Plata

Bolivia, Santa Cruz

Brasil

Canada, Saskachewan

Cuba
E.UA
México, D.F.
México, D.F.
México, D.F.

México, Durango

México, Durango

México, Edo. de México

México, Durango

Perq, Lima
Venezuela, Perija
EUROPA

Croacia
Dinamarca
Eslovaquia
Eslovenia
Espaia, Gipuzkoa
Francia

Hungria

Italia, Ancona
Polonia

ASIA

China, Chengdu
India, Chandigarh

Indonesia, Manado

38.88 (46/120)
34 (73/260)
15.5 (39/252)
13 (26/201)
38.8(392/1011)
13.9 (2834/20,395)
7.5 (28/378)

1.9 (4/207)
30.8 (88/285)
19.7 (30/152)
26.2 (33/126)
13 (12/90)
22.22 (24/108)
2.5 (5/204)

0 (0/19)

20.46 (62/303)
21.7 (18/83)

31 (44/142)

2.4 (79/3,247)
13.65 (124/908)
72 (172/239)
17.4 (140/803)
22 (404/1836)
32 (136/425)Tc
4.29 (7/163)
72.59 (249/343)

4.11 (64/1557)
6.4 (6/94)
84.6 (99/117)

N S/As

A*

M DV
MC

Archielli et al., 2014

Cancrini et al., 1998

Cassenote et al., 2014

Schurer et al., 2013

Sariego et al., 2012

Won et al., 2008
Martinez-Barbabosa et al., 1997
Ferndndez et al., 1999
Mufioz-Guzman et al., 2010

Alvarado-Esquivel, 2013a
Alvarado-Esquivel, 2013b
Romero et al., 2013
Alvarado-Esquivel et al., 2015

Espinoza et al., 2010
Diaz-Sudrez et al., 2010

Sviben et al., 2009
Stensvold et al., 2009
Havasiova et al., 1993
Logar et al., 2004
Cillaetal., 1996
Gueglio et al., 1994
Bede et al., 2008
Giacometti et al., 2000
Zarnowska et al., 2008

Luo et al., 1999

Malla et al., 2002
Hayashi et al., 2005
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Irdn 8.8 (48/544) N Fallah et al., 2007
Jordania 10.9 (76/699) M Abo-Sheada et al., 1992
Malasia, Orang Asli 4.8 (9/188) M Romano et al., 2010
Nepal 81 (162/200) M Rai et al., 1996

Sri Lanka 5.1(10/196) N Deepika et al., 2009
Taiwan (Este) 76.6 (252/329) N Fan et al., 2004
Turquia 12.95 (74/571) N Dogan et al., 2007
AFRICA

Egipto 6.2 (9/150) N Antonios et al., 2008
Libano 19 (30/159) M Kanafani et al., 2006
Nigeria, Jos 29.8 (31/104) A Ajayi et al., 2000
Suazilandia 44.6 (41/92) N Liaoetal., 2010
OCEANIA

Republica de las Islas Marshall  86.75 (144/166) N Fuetal, 2014

N: nifios; A: adultos; M: poblacién mixta; As: pacientes con asma; S/As: pacientes sin asma; *: recolectores de
basura; C: pacientes con ceguera; DV: pacientes débiles visuales; *E: pacientes con eosinofilia.

En nifios el principal mecanismo de infeccidn es por la ingestion de hL2 asociado a geofagia,
donde la contaminacion del suelo juega un papel importante en la prevalencia ya que se han
encontrado huevos de Toxocara sp. en la tierra de los espacios de confluencia entre humanos y
hospederos definitivos en los cinco continentes (Archielli y Kozubsky, 2008) (Cuadro 6). La
contaminacién de los espacios comunes no sélo es importante para la transmisién al humano
sino también para otros hospederos incluyendo los canidos, que también pueden ingerir las

fases infectantes por esta via.

En humanos adultos se han tratado de dilucidar los mecanismos de transmisidon. Hay
reportes de la presencia de huevos larvados de Toxocara sp. en vegetales crudos (Traviezo-
Valles et al., 2004), agua (Kozan et al., 2007) y pelo de perro (Keegan y Holland 2010), pero sin
el reporte de casos clinicos relacionados. Por otro lado, un mecanismo de transmisidon con
reporte de casos clinicos en humanos, es el consumo de tejidos de hospederos paraténicos. Hay
reportes de enfermedad con sintomatologia y diagndstico seroldgico positivo a Larva Migrans

por Toxocara sp. relacionados con el consumo de higado de bovino (Choi et al.,, 2008;
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Yoshikawa et al., 2008), pato (Hoffmeister et al., 2007), pollo (Morimatsu et al., 2006), ovino

(Salem et al., 1992) y de carne cruda de venado (Enko et al., 2009).

Cuadro 6. Frecuencias de la presencia de huevos de Toxocara spp. en el ambiente de diferentes paises
(1993-2013).

Pais Frecuencia % Lugarde Referencia
Muestreo

AMERICA
Argentina, Buenos Aires 18.6 R Rubel et al., 2009

8.3 u
Brasil, Sao Paulo 29.7 AP Muradian et al., 2005
Chile, Sgo. de Chile 33.3 PP Castillo et al., 2000

66.7 P
Cuba, Habana 42.2 Al Duménigo et al., 1995
México, D.F. 14.6 P, ) Martinez-Barbabosa et al., 1998
México, D.F. 60.0 P Romero et al., 2009
México, D.F. 12.9 JU Celisetal., 2012
Venezuela, Cd. Bolivar 55 PP, P Devera et al., 2008
EUROPA
Republica Checa, Praga 20.4 P Dubnd et al., 2007
Estonia, Tartu 17.8 P, AR Talvik et al., 2006
Francia, Besancon 86.2 AJ,AR Janin-Noureddine et al., 1997
Italia 50 G Habluetzel et al., 2003
Espafia, Madrid 16.4 P Dado etal., 2012
Polonia, Lodz 30.4 R(J) Borecka et al., 2010

23.3 U (JR)
ASIA
India, Andhra 38.5 AP Kumar et al., 1998
Iran, Khoram Abad 63.3 P Zibaei et al., 2013
Iraq, Basrah 12.2 AP, ) Mahdi et al., 1993
Japédn, Tokio 41 Al Macuhova et al., 2012
Malasia 26.7 U (AP) Azian et al., 2008

4.9 R (AP)
Rusia 1-3, 50-60 U (AP) Uspenskii et al., 2011
Tailandia, Bagkok 5.71 P Wiwanitkit et al., 2004
AFRICA
Egipto, Heliopolis 30.3 P Oteifa et al., 1997
Nigeria, Kadma 50.4 Al Maikai et al., 2008
OCEANIA
Australia, Melobourne 0.55 P Carden et al., 2003

R: zona rural; U: zona urbana; AP: dreas publicas; PP: plazas publicas; P: parques; AJ: dreas de juego; J: jardines; JR:
jardines residenciales; JU: jardines de universidad; AR: areas residenciales; G: granjas.
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Se han identificado diferentes organismos como hospederos paraténicos de T. canis, ya sea

por deteccidon del parasito o por inoculacidon experimental (Cuadro 7). En los bovinos a pesar de

la relacién entre el consumo de higado crudo y signos clinicos, no se han realizado estudios en

los que se detecte de manera directa o indirecta la presencia de Larva Migrans por T. canis, por

medio de la deteccidén de la larva en los tejidos o con técnicas inmunoldgicas que detecten

anticuerpos o antigeno en suero.

Cuadro 7. Hospederos paraténicos reportados de T. canis.

Especie Pais Frecuencia (%) Tipo de Referencia

estudio
Gatos (Felis silvestris catus) EUA E Parsons et al., 1989
Tortugas (Testudo graeca) Turquia E Merdivenciy Sezen, 1965
Cerdos (Sus scrofa domestica) Argentina E Sommerfelt et al., 2006
Cerdos (Sus scrofa domestica) Dinamarca E Taira et al., 2003
Cerdos salvajes (Sus scrofa) Rep. Checa 7.2(85/1173) P/F Antolova et al., 2006
Ovinos (Ovis aries) Eslovaquia E Revajova et al., 2006
Ovinos (Ovis aries) Inglaterra  7-47 (S/D) P/F Lloyd et al., 2006
Ovinos (Ovis aries) Brasil 50.1 (183/365) P/F Alvarés-Santarém et al., 2011
Ovinos (Ovis aries) Brasil 29.0 (477/1,642) P/F Lopes et al., 2013
Moscas (Chrysomya Brasil 0.05 (15/28485)  P/F De Oliveira et al., 2002
megacephala)
Moscas (C. putoria) 0.05 (1/1857)
Caballos (Equus ferus caballus) México 13.82 (13/96) P/F Reyes-Climaco et al.,, 2014

P/F: estudio de prevalencia o frecuencia; E: estudio experimental; S/D: sin dato.
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2.8 Diagnéstico
2.8.1 Diagnéstico clinico
En el hospedero definitivo el diagndstico de las infecciones patentes se realiza a partir de la
historia clinica y el examen fisico. La confirmacion se da al observar huevos en heces y/o la
presencia de los adultos en heces o vémito. La técnica microscopica directa no es siempre
efectiva, pero las técnicas coproparasitoscopicas de flotacion (Willis) o de concentracion-

flotacion (Faust) son mas certeras (De la Fé et al., 2006; Overgaauw, 1997).

2.8.2 Inmunodiagndstico

La deteccidn de Larva Migrans se basa en el inmunodiagndstico, principalmente por ELISA
con antigenos obtenidos de cultivos larvarios (Cuadro 8). Esta técnica se usa para detectar
anticuerpos anti-T. canis o bien, Ag S/E Tc con anticuerpos monoclonales o policlonales. Se han
disefiado diferentes ensayos para establecer el estado infectivo del paciente: el ELISA sandwich
con anticuerpos monoclonales o policlonales (Bowman et al., 1987; Guillespie et al., 1993;
Matsumara et al., 1984; Robertson et al., 1988) y el ELISA-avidez-IgG en el que los anticuerpos
de baja afinidad se relacionan con infecciones agudas y los de alta afinidad con infecciones
crénicas (Marino et al.,, 2011). El inconveniente de esta técnica es que los anticuerpos
generados por otras infecciones y que reconocen Ag S/E Tc, no necesariamente presentan la
misma afinidad que los especificos. Asi, la disociacidn del complejo antigeno-anticuerpo, puede
ser no solo por el tiempo de unidn, por lo que la deteccidén de antigeno, posiblemente es mas

confiable para identificar el estado infectivo.

Debido a que en los cuadros clinicos por Larva Migrans Ocular se han asociado con bajas
cargas parasitarias, la deteccion de antigenos o anticuerpos circulantes séricos es poco
probable, por lo que se recomienda obtener una muestra de humor acuoso por medio de una
paracentesis de la cdmara anterior del ojo, para detectar anticuerpos con ELISA indirecto o
Western blot o antigenos larvarios con ELISA sandwich. Aunque se ha reportado la presencia de

eosindfilos en el humor acuoso asociado a Larva Migrans Ocular, el volumen reducido de la
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deteccién de antigenos o anticuerpos (Archielli y Kozubsky, 2008; Fillaux y Magnaval, 2013).

Cuadro 8. ELISA para el diagndstico de Larva Migrans por T. canis en hospederos paraténicos.

muestra que se puede tomar hace que esta prueba sea poco practica, a diferencia de la

Técnica Sustrato Se Es Referencia
ELISA indirecto Ag S/E Tc 78 NA 92 NA Glickman et al., 1978
ELISA indirecto Ag S/E Tc 80 NA 93 NA Speiser y Gottstein 1984
ELISA indirecto Ag S/E Tc 91 NA 86 NA Jacquier et al. 1991
ELISA indirecto Ag Sh 100 NA  57.1NA Camargoetal., 1992
954 A 83.7A
Ag S/E Tc 100 NA  90.5NA Camargoetal., 1992
954 A 90.5A
ELISA indirecto Ag S/E Tc 100 A 90 A Roldan et al., 2006
ELISA indirecto Ag S/E Tc S/D S/D Robertson et al., 1988
ELISA-dot Ag Sh 100 NA 85.7 NA Camargoetal., 1992
100 A 95.3A
Ag S/E Tc 95.4 NA 95.3NA Camargoetal., 1992
954 A 97.6 A
ELISA-dot Ag S/E Tc 100 A 95 A Roldan et al., 2006
ELISA-Ag recombinante TES-26, TES-32, TES120 S/D S/D Mohamad et al., 2009
ELISA-sandwich Ag S/E 57 kDa S/D S/D Iddawela et al., 2007
ELISA-sandwich AcPo S/D S/D Bowman et al.,, 1987
ELISA-sandwich AcPo S/D S/D Matsumura et al., 1984
ELISA-sandwich doble  Tcn-2, Tcn-3 S/D S/D Robertson et al., 1988
ELISA-sandwich Tcn-2 S/D S/D Gillespie et al., 1993

NA: sueros no absorbidos; A: sueros absorbidos con Ag Ascaris sp., Ag Sh: Ag de huevo larvado; S/D: sin dato.
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Para mejorar el diagndstico de Larva Migrans por T. canis, se han desarrollado técnicas como
el Western blot. La deteccion de anticuerpos anti-Ag S/E Tc con Western blot, se menciona
como una prueba especifica cuando se consideran las bandas de bajo peso molecular (24, 30-
35, 55 y 70 kDa) (Archielli y Kozubsky, 2008; Magnaval, et al., 1991; Mufioz-Guzman y Alba-
Hurtado, 2010). Pero, los geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para detectar anticuerpos anti-Ag
S/E Tc han producido diferentes resultados dependiendo del tiempo transcurrido post-infeccion
y la especie de hospedero (Cuadro 9), ya que la inmunodominancia de los antigenos es
particular para cada especie (Mufioz-Guzman y Alba-Hurtado, 2010). En conjunto, la
heterogeneidad en la en la produccion de anticuerpos dependiendo de la especie, el tiempo
post-infeccidon y la gran variedad de bandas reportadas (Alba-Hurtado et al 2009; Mufioz-
Guzman y Alba-Hurtado et al., 2010), dependiendo de la técnica empleada y la calidad del
antigeno, hacen que el Western blot sea una técnica efectiva, pero que necesita de la
caracterizacion de proteinas que se reconocen por especie y el tiempo post-infeccion
transcurrido al tomar la muestra, ademas de estandarizar la produccién y obtencién de

antigenos o el uso de proteinas recombinantes ayudado por el uso de sueros adsorbidos.

Aunque la sensibilidad y especificidad de ELISAs basadas en Ag S/E Tc, varian alrededor del
90% (Cuadro 8), no toman en cuenta reacciones cruzadas con otros nematodos, ni infecciones
agudas en las que no se han producido anticuerpos. Por lo que combinar una técnica que
detecte anticuerpos con otra que detecte antigenos, es probablemente el medio mas eficaz

para diagnosticar la infeccion por Toxocara sp. (Robertson et al., 1988).

Debido a que los productos secretados y excretados por la L2 de T. canis son numerosos,
complejos y semejantes a los de otros nematodos, aunado a la intrincada respuesta inmune
gue presenta variantes entre los diferentes hospederos, el diagndstico etioldgico certero es
dificil de alcanzar y por lo tanto es muy probable que reportes de seroprevalencias en los
hospederos (definitivos y paraténicos) tengan falsos positivos, porque los anticuerpos

generados en contra de otros nematodos reconocen antigenos de larvas de T. canis.
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Cuadro 9. Western blot el diagnéstico de Larva Migrans por T. canis en hospederos paraténicos.

Especie / No. PM bandas (kDa) Bandas Referencia
Tipo infeccién bandas diagnésticas
Perros (cachorros)/ 14 16, 20, 23, 24, 28, 32, 32,38,66,120 Mufioz-Guzman y Alba-
Toxocariosis 38, 47, 66, 74, 86, 120, y 200 Hurtado, 2001
200y 400
Humanos/ 7 24, 28, 30, 35, 132, 24,28,30y35 Magnavaletal., 1991
Larva migrans 147 y 200
Humanos/ 10 24, 28, 30, 35, 48, 56, 24-35 Roldan y Espinoza,
Larva migrans 67,117,136y 152 2009
Humanos/ 11 24, 28, 30, 35, 36, 43, 24, 30-35, 55 Mufioz-Guzman et al.,
Larva migrans 51,74, 106, 120y 219 y 70 2010
Humanos/ 10 25, 28, 30, 35, 40, 46, 28 y 30* Jinetal, 2013
Larva migrans 56, 70, 120 y 150*
Humanos/ 6 250, 150. 75, 50, 35 24y 35 Zibaei et al., 2013
Larva migrans y 24
Gerbos 1 Dia 20 p.i.: 32 S/D Alba-Hurtado et al.,
2009
4 Dia 30 p.i.: 24, 29, 32,120
7 Dias 40-60 p.i.: 24, 29, 32,
55, 66, 70, 120
8 Dia 130 p.i.: 24, 29, 32, 55,
66, 70,120, 200
Conejos / 4 Primer mes p.i.: 35, 35y 92%** Morales et al., 2002
Larva migrans 92,116y 200
6 Posteriormente: 28, 35y 92**

31, 45, 66, 80y 92

*Deteccidn con extracto crudo de larvas; **Recomendacién para futuros estudios; S/D: Sin dato.
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3. JUSTIFICACION

Toxocara canis es uno de los geohelmintos mas frecuente en perros en México,
especialmente en cachorros, que son los principales diseminadores de las fases infectantes. La
ubicuidad de los canidos en el pais hace que una gran variedad de hospederos paraténicos sean
proclives a infectarse, presentar Larva Migrans y en algunos casos, puedan transmitirla al ser
ingeridos por otros hospederos paraténicos o definitivos. Diversos reportes serolégicos
identifican a hospederos paraténicos como ovinos, cerdos salvajes y equinos, pero en bovinos
solo se han presentado casos clinicos asociados al consumo de higado crudo en humanos. Por
lo tanto, es necesario identificar la Larva Migrans por T. canis en bovinos susceptibles a
consumo, no solo del humano, sino también de perros y canidos, que en México son los que

con mas frecuencia se alimentan de carne 6 visceras crudas.
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4. HIPOTESIS

Si se detectan anticuerpos anti-Toxocara canis después de remover antigenos afines a otros
nematodos y/o la presencia de antigenos de secrecidén-excrecidn de larvas de T. canis en sueros
de bovinos de carne, entonces, se demostrara que los bovinos pueden presentar Larva Migrans

por T. canis y ser una fuente de probable de infeccidn para otros hospederos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

e Determinar la frecuencia de Toxocara canis en sueros de bovinos para consumo de carne.

5.2 Objetivos Particulares

e Detectar antigenos de secrecidn-excrecion y anticuerpos anti-Toxocara canis en bovinos
para produccién de carne.

e Detectar reacciones cruzadas con antigenos de otros nematodos.

5.3 Metas

e Estandarizar el ELISA para la deteccidon de anticuerpos anti-T. canis y de antigenos de

secrecion y excrecidn de larvas de T. canis en suero bovino.

e Optimizar el diagndstico de Larva Migrans por T. canis empleando la adsorcion de suero con

diferentes fuentes de antigenos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Diselo experimental

Para el diagnéstico de Larva Migrans por T. canis en los 127 sueros bovinos, se
estandarizaron el ELISA indirecto para detectar anticuerpos anti-Ag S/E Tc y el ELISA sandwich
para la captura de antigenos. Posteriormente, en los sueros positivos por cualquiera de las dos
técnicas se detectaron con ELISA indirecto, anticuerpos afines a 10 antigenos de 8 nematodos.
Por ultimo, con estos antigenos se adsorbieron los sueros positivos a anticuerpos anti- T. canisy

Ag S/E Tcy se realizé un ELISA competitivo (Fig. 9).

El presente estudio fue observacional, descriptivo, prospectivo, transversal y de frecuencia.
Los criterios de inclusién empleados fueron: Sueros de Bos taurus y/o Bos indicus sacrificados
en el rastro, de todas las edades y ambos sexos. Mientras que los criterios de exclusidn fueron:

sueros contaminados, tubos rotos.

6.1.1 Localizacién de los lugares de trabajo
Trabajo experimental: se realizd en el Laboratorio de Parasitologia Experimental del I.N.P.

SSa. (Insurgentes Sur 3700, Col. Insurgentes Cuicuilco, Del. Coyoacan, CP. 04530).

Toma de muestras: Se tomaron muestras de sangre de 127 bovinos sacrificados en el Rastro

Municipal Tecamachalco, situado en la Carretera Tecamachalco-Cafiada km 59, Puebla, México.

Alojamiento del bovino control: El bovino para obtener el control negativo y positivo se
alojo en el Centro de Ensefanza Practica e Investigacidn en Produccién y Salud Animal, CEPIPSA
Topilejo, de la FMVZ, UNAM, emplazado en la Av. Cruz Blanca No. 486, San Miguel Topilejo km
28.5 de la Carretera Federal México-Cuernavaca, Delegacidon Tlalpan, C.P. 14500 México, D.F. El
Centro cuenta con una superficie total de 33,755 m?, ubicado a 19° latitud norte y 99° longitud
Oeste, a una altura de 2760 metros sobre el nivel del mar, el clima de la regidon es semifrio-
semihiumedo con lluvias en verano, con una precipitacion pluvial de 800-1200 mm anuales y

una temperatura promedio de 19°C.
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Fig. 9. Disefio experimental para el diagndstico de Larva Migrans por T. canis en bovinos.

6.1.2 Tamaifio de muestra
Se determind el tamafio minimo de muestra para prevalencias pequenas (menores al 30%)

con un error estimado del 5%, con la siguiente ecuacién obtenida de Jaramillo-Arango vy

Martinez-Maya, 2010:

n=(1-p) / (p d)
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Dénde:

n=tamafo minimo de muestra.
p = probabilidad de que el evento ocurra (20.7%).

d = error estimado (5%).

6.1.3 Variables

Cuadro 10. Variables del estudio.

Variable Escala de medicion  Tipo de variable
Diagnéstico Positivo Cualitativa
Negativo Dicotémica
Género Hembra Cualitativa
Macho Dicotdmica
Edad Becerros Cualitativa
Adultos Dicotdmica
Especie Bos taurus Cualitativa
Bos indicus Policotémica

Bos indicus-taurus

6.2 Material biologico
6.2.1 Recoleccion de muestras sanguineas de bovinos.

Se le entrego al responsable del rastro una carta solicitando el permiso para la toma de
muestras. Posteriormente se tomaron aproximadamente 6.0 ml de sangre en el momento del
sacrificio del bovino. Las muestras se transportaron al laboratorio en refrigeracion, al llegar se
centrifugaron (2500 rpm/5min) y se obtuvo el suero. Se obtuvieron alicuotas y se almacenaron

en tubos Eppendorf a -20°C, hasta su uso. El suero se dividié en dos lotes: 1) para la deteccidn
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de anticuerpos; 2) para la captura de Ag S/E Tc, a este lote se le agregé el 1% de inhibidores de

proteasas (Proteinase Inhibitor Cocktail P2714 Sigma-Aldric®).

6.2.2 Obtencidén de antigenos

6.2.2.1 Coleccion de adultos.

Se obtuvieron aproximadamente: 50 adultos de T. canis, 100 de A. caninum, 12 de Taenia
spp. y 50 de Dipylidium caninum de perros, ademas de 18 T. cati adultos de gatos, 3 hembras
adultas de A. suum de un cerdo y 61 Ts. leonina de felinos salvajes del Zooldgico de Atlixco,
Puebla. Los ejemplares se obtuvieron por eliminacidon espontdnea y recuperacion en heces o
vomito, por obtencion de proglotidos gravidos en la zona perianal o administrando piperacina
(100-200 mg/kg) via oral. Las 500 larvas musculares de T. spiralis fueron donadas por el

Laboratorio de Parasitologia Experimental del I.N.P.

Los parasitos adultos se colocaron en recipientes con solucién amortigiadora de fosfatos
(PBS) estéril pH 7.2 para transportarlos al laboratorio y al llegar, se siguid el siguiente
procedimiento: se sumergieron 2 veces con PBS estéril, formol al 5% (2 segundos), 3 veces con
PBS estéril, formol al 0.05% (2 segundos), 3 veces en PBS. Los parasitos se almacenaron a -20°C
en PBS estéril en 1% con inhibidores de proteasas (Proteinase Inhibitor Cocktail P2714 Sigma-
Aldric®). Las hembras adultas de T. canis (35) se cultivaron para obtener huevos fértiles segln

el método descrito por Rodriguez-Caballero et al. (2007).

6.2.2.2 Obtencidn de huevos larvados de T. canis.
Los huevos de T. canis se obtuvieron a partir de hembras adultas mediante el método
reportado por Rodriguez-Caballero et al. (2007) y se incubaron en PBS estéril pH 7.2 a

temperatura ambiente hasta que las larvas se desarrollaron dentro de los huevos.

6.2.2.3 Eclosién de huevos de T. canis
La eclosion de huevos larvados se realizé con el método descrito por Ponce-Macotela et al.

(2011).
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6.2.2.4 Cultivo de larvas
Para eliminar las larvas muertas y restos de huevos, se utilizé un método por diferencia
de gradientes. En un tubo de ensayo de 10 mL se colocaron 3 mL de solucién Lymphoprep™
(1114544 Axis-Shield®) y 4 mL de suspensidn de larvas recién eclosionadas y se centrifugaron a
1400 rpm/30 minutos. Las larvas vivas se recuperaron del sedimento y se incubaron en medio

de cultivo RPMI 1640 (GIBCO®) a 37°C en ambiente de CO, (Rodriguez-Caballero, 2012).

6.2.2.4 Recoleccidn y concentracion de Ag S/E Tc.

El sobrenadante del cultivo larvario se recolecté semanalmente. Se almacené a -70°C con 1%
de inhibidores de proteasas (Proteinase Inhibitor Cocktail P2714 Sigma-Aldric®) hasta su uso.
Para concentrar las proteinas del sobrenadante del cultivo de larvas de T. canis, se utilizaron
columnas (AMICONZ®). Posteriormente, el concentrado se precipitd con acetona a -20°C (1:1)
durante 30-60 minutos y se centrifugd a 12,000 rpm/4°C/10 minutos. El sobrenadante se
decantd y el sedimento se dejo secar. Se agregaron 200 uL de PBS estéril pH 7.2 y 1% de
inhibidores de proteasas (Proteinase Inhibitor Cocktail P2714 Sigma-Aldric®) y se almacenaron a

-70°C hasta su uso.

6.2.2.5 Recoleccidon y concentracidon de antigenos de otros parasitos.

Los progldtidos gravidos de Taenia spp., D. caninum, los adultos de A. caninum, T. cati, A.
suum y T. leonina se cultivaron individualmente en condiciones de esterilidad en cajas para
cultivo celular (Corning®) con medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO®). El medio en el que se
encontraban los proglétidos de Taenia spp. se colecté el diariamente, durante 3-5 dias. El
medio de cultivo de cada nematodo se centrifugd 2500 rpm/5 min. y el sobrenadante se
precipitdé con acetona a -20°C (1:1) durante 30-60 minutos y se centrifugd a 12,000 rpm/4°C/10
minutos, se agregaron 200 uL de PBS estéril pH 7.2 y 1% de inhibidores de proteasas
(Proteinase Inhibitor Cocktail P2714 Sigma-Aldric®) y se almacend a -70°C hasta su uso. Del
sedimento se obtuvieron huevos de Taenia spp. se lavaron 3 veces con PBS estéril y se
conservaron a -20°C en PBS estéril con 1% de inhibidores de proteasas (Proteinase Inhibitor

Cocktail P2714 Sigma-Aldric®).
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Los parasitos adultos y los progldétidos gravidos en PBS estéril fueron cortados finamente con
tijeras y se trituraron mientras se encontraban parcialmente congelados, durante 3 ciclos de
congelacidn-descongelacidn. Los huevos de A. suum y T. leonina se obtuvieron después de la
diseccion del utero de la hembra adulta, se eliminaron los restos de tejido, se lavaron 2 veces
con PBS estéril y se conservaron a temperatura ambiente en PBS estéril. A los extractos crudos
de adultos y a los huevos, se les agregd acetona a -20°C (1:1) durante 30-60 min y se
centrifugaron a 12,000 rpm/4°C/10 minutos. Se decantd el sobrenadante y se agregaron 200-
400 ul de PBS y 1% de inhibidores de proteasas (Proteinase Inhibitor Cocktail P2714 Sigma-
Aldric®) en tubos Eppendorf. Se homogeneizé y se colocaron verticalmente para colectar el

sobrenadante que se almacend a -70°C hasta su uso.

Las larvas musculares de T. spiralis, se lisaron mediante 3 ciclos de congelacién-
descongelacidn y se trituraron con un homogeneizador. Se siguio el mismo procedimiento que
con el extracto crudo de adulto para precipitar las proteinas con acetona y se conservé a -70°C

hasta su uso.

6.2.2.5 Cuantificacion de proteinas
Los antigenos larvarios, somaticos de adultos y larvas, asi como de huevos, se
cuantificaron por el método de Bradford, (1976) con modificaciones. Se utilizd la tincién

concentrada Bradford Protein Assay (500-0006 Bio Rad) ©®.

6.2.3 Anticuerpo monoclonal.

Se empleo un anticuerpo monoclonal anti-Ag S/E Tc caracterizado como 1gG1, que mediante
ELISA indirecto no demostrd afinidad con Ag somatico (AgS) de T. canis adulto, ni con AgS de
adultos de T. cati, Ancylostoma caninum, Ascaris suum, Dipylidium caninum, Fasciola hepatica,
AgS de larva muscular de Trichinella spiralis, ni contra AgS de Leishmania spp., Trypanosoma
cruzi, Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis y Acanthamoeba spp. (Rodriguez-Caballero,

2012).
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6.3 ELISA indirecto para deteccion de anticuerpos anti-Toxocara canis.
Para realizar el ELISA indirecto para detectar Ac anti-T. canis se obtuvo la dilucion de proteina
A acoplada a peroxidasa (ELISA directo), la concentracion de Ag S/E vy la dilucion de suero a

emplear (ELISA indirecto) para la deteccion de anticuerpos en sueros bovinos (ELISA indirecto).

6.3.1 ELISA indirecto
6.3.1.1 Obtencion del control positivo a T. canis.
El bovino empleado para obtener el suero control, se alojéo en el CEPIPSA Topilejo (UNAM)
alimentada con concentrado y paja de avena y se mantuvo bajo condiciones libres de
nematodos gastroentéricos, monitoreando su ausencia en heces mediante la técnica de Faust,

durante todo el experimento.

Se lisaron 15,000 larvas 2 de T. canis en PBS estéril (2 mL) con el método de congelacion-
descongelacidn y se les agregd adyuvante completo de Freund (F5851 Sigma®) (0.5 mL). En el
dia 0 del experimento, se obtuvieron 5 mL de sangre del bovino (control negativo) de la vena
coccigea, posteriormente se le inoculd el preparado de larvas via intramuscular. El dia 14 se
aplicé por la misma via la mezcla de 15,000 larvas y adyuvante completo de Freund (Sigma®). El
dia 28 se administré 0.5 mL de Ag S/E Tc (21 pg/mL) en PBS estéril pH 7.2 con inhibidores de
proteasas (Sigma®) (1:100), mezclados con 0.5 mL de adyuvante completo de Freund, por via

intramuscular.

Se tomaron muestras de sangre y heces los dias 7, 14, 21, 28, 35 y 42 y se obtuvieron los

sueros, que se almacenaron a -20°C hasta su uso.

6.3.1.2 ELISA directo para la obtencién de la dilucién de proteina A acoplada a peroxidasa
(HRP)

Los pozos en las microplacas de poliestireno (3370 Corning®) se sensibilizaron con suero
negativo del bovino control (dia 0) diluido en solucion de carbonatos pH 9.0 (1:1000) y se
mantuvieron a 4°C durante toda la noche. Se lavaron tres veces con la solucion PBS-Tween 20.

Se agrego la solucion de bloqueo |, durante 30 min a 37°C. Se lavd tres veces. Se anadieron 100
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uL/pozo de diferentes diluciones de proteina A acoplada a peroxidasa (170-6522 Bio Rad®)
(1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16000 y 1:32000) y se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente. Se lavé tres veces y se agregaron 100 plL de solucion de cromdégeno a
cada pozo y la placa se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos. La reaccidn se
par6 con 100 pL de solucidn de acido sulfurico 2N. La placa se leyd en un espectrofotometro
(Modulus Microplate Multimode Reader 9300-010 Turner Biosystems) a 490 nm. Se realizd la

curva de titulacién y se obtuvo la dilucidon a emplear. Se realizaron tres ensayos por triplicado.

6.3.1.3 ELISA indirecto para la obtencion de la dilucion de suero y concentracion de Ag S/E
de T. canis

Los pozos en las microplacas de poliestireno (3370 Corning®) se sensibilizaron con Ag S/E Tc
(0.5, 1, 2 pg/mL) diluidos en solucién de carbonatos pH 9.0, se mantuvieron a 4°C durante toda
la noche. Se lavaron tres veces con solucién PBS-Tween 20. Cada pozo se bloqued con 200 uL
de solucidn de bloqueo | a 37°C/30 minutos y se lavaron tres veces. A cada pozo se le afiadieron
100 pL diferentes diluciones de suero bovino (1:16, 1:32, 1:64) y se incubaron durante 1 hora a
37°C. Se lavaron tres veces. Se adicionaron 100 plL de proteina A acoplada a peroxidasa (170-
6522 Bio Rad®) diluida en PBS-Tween 20 (1:500) y se mantuvieron 2 horas a temperatura
ambiente. Se lavaron tres veces y se agregd la solucién de cromdgeno que permanecié a
temperatura ambiente durante 15 minutos. La reaccion se paré con 100 uL de acido sulfurico
2N. La placa se leyd en un espectofotémetro (Modulus Microplate Multimode Reader 9300-010
Turner Biosystems) a 490 nm. Se realizo la curva de titulacion y se obtuvieron la concentracion
de Ag S/E Tc y de dilucion de suero a emplear. Se realizaron 3 ensayos por duplicado. El punto
de corte se obtuvo con el promedio de las absorbancias del suero negativo (dia 0) de los 3

ensayos por duplicado mas tres desviaciones estandar.

6.3.2 ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos en sueros de bovinos.
Los pozos de las microplacas de poliestireno (3370 Corning®) se sensibilizaron con antigenos

de S/E de larvas de T. canis (1 ug/mL) diluido en solucién de carbonatos pH 9.0, a 4°C durante
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toda la noche. Se lavo tres veces con PBS-Tween 20 y se bloqued con 200 plL de solucién de
bloqueo | a 37°C por 30 min. Se lavo tres veces. A cada pozo se le afiadieron 100 plL de suero de
los bovinos del rastro de Puebla, México (1:16 con PBS estéril) y se incubaron durante 1 hora a
37° C. Se lavaron tres veces. Se adicionaron 100 uL de proteina A acoplada a peroxidasa (170-
6522 Bio Rad®) diluida en PBS-Tween 20 (1:500) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se
lavé 3 veces y se agregd la solucion de cromdgeno. Se mantuvo a temperatura ambiente
durante 15 minutos, sin luz. La reaccion se detuvo con 100 plL solucién de acido sulfurico 2N. La
placa se leyéd en un espectrofotémetro (Modulus Microplate Multimode Reader 9300-010
Turner Biosystems) a 490 nm. El ensayo se realizd por duplicado y se incluyeron los controles

negativo y positivo.

6.4 ELISA sandwich para la deteccion de Ag S/E Tc

6.4.1 ELISA sandwich para la obtencion de la concentracion de anticuerpo monoclonal a
emplear y curva de titulacion de Ag S/E Tc
Para realizar la prueba de ELISA sandwich se utilizé el anticuerpo monoclonal G4C12
(Rodriguez-Caballero, 2012). Los pozos de la placa de poliestireno (3370 Corning®) se
sensibilizaron con diferentes concentraciones de anticuerpo monoclonal (256, 128, 64, 32
ug/mL) en solucidn de carbonatos pH 9.0, durante 48 horas a 4°C. Se lavaron tres veces con 200
uL de solucién de NaCl 0.9%-Tween 20. Se bloquearon con 200 pL de solucién de bloqueo I,
incubandolo a 37°C por 30 min. Se lavaron cuatro veces. Se afadieron 100 plL/pozo de
diferentes concentraciones de Ag S/E de Tc (10, 1, 0.1, 0.01 pug/mL) y se incubaron a 37°C por 1
hora. Se lavaron tres veces. Se agregaron los anticuerpos policlonales de conejo anti-Ag S/E Tc
acoplados a biotina (1 pug/mL con solucién para dilucién) y se incub6 37°C durante 1.5 h. Se lavd
tres veces. Se agregd avidina-peroxidasa (170-6528 Bio Rad®) en solucién para dilucién (1:2000)
y se incubd a 37°C/1 hora. Se lavd tres veces. Se agregaron 100 uL de la solucién de cromégeno

y se dejd a 37°C durante 15 minutos. La reaccion se paré con 100 plL de acido sulfurico 2 N. La
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placa se leyéd en un espectrofotémetro (Modulus Microplate Multimode Reader 9300-010

Turner Biosystems) a 490 nm. El ensayo se realizé por duplicado.

6.4.2 ELISA sandwich para la deteccion de Ag S/E Tc

Los pozos de poliestireno (3370 Corning®) se sensibilizaron con el anticuerpo monoclonal a
una concentracién de 256 ug/mL en solucién de carbonatos pH 9.0, durante 48 horas a 4°C. La
placa se lavo tres veces con 200 pL de soluciéon de NaCl 0.9%-Tween 20. Se bloque6 con 200 pL
de solucién de bloqueo Il, incubdndolo a 37°C por 30 min. Se lavd cuatro veces. Los sueros
bovinos se trataron EDTA 0.1 M, pH 7.5 (1:1), se colocaron en bafio Maria durante 10 minutos y
se centrifugaron a 5000 rpm/15 min. Se afadieron 100 uL del sobrenadante de cada suero
preparado. Se incubd a 37°C por 1 hora y se lavd tres veces. Se agregaron los anticuerpos
policlonales de conejo anti-Ag S/E Tc acoplados a biotina (1 pug/mL con sol. para dilucion) y se
incubd 37°C durante 1.5 h. Se lavd tres veces. Se agregd avidina-peroxidasa (170-6528 Bio
Rad®) en solucion para dilucion (1:2000) y se incubd a 37°C por 1 h. Se lavd tres veces. Se
agregd la solucidon de cromdgeno y se dejé a 37°C durante 15 minutos. La reaccién se detuvo
con 100 uL de 4cido sulfurico 2N. La placa se leyé en un espectrofotdmetro (Modulus
Microplate Multimode Reader 9300-010 Turner Biosystems)a 490 nm. El ensayo se realizé por

duplicado, con los controles negativo y positivo.

6.5 ELISA indirecto para la deteccion de Ac contra antigenos de diferentes nematodos

Se utilizaron los extractos crudos de adultos de T.canis, T. cati, A. suum, A. caninum y D.
caninum; extractos de huevos de Ts. leonina, A. suum y Teania spp., extracto de larvas de T.
spiralis y de secreciones y excreciones de ploglétidos gravidos de Taenia spp. Los pozos de las
microplacas de poliestireno (3370 Corning®) se sensibilizaron con 100 pL de cada antigeno a
una concentracion de 1 pg/mL, diluidos en solucién de carbonatos pH 9.0 y se mantuvieron a
4°C durante toda la noche. Se lavaron tres veces con solucién PBS-Tween 20 y se bloquearon
con 200 pL de solucién de bloqueo | a 37°C por 30 min. Se lavaron tres veces. A cada pozo se le

afadieron 100 pL (1:16 con PBS estéril) de cada suero positivo, en el que se encontraron
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anticuerpos anti-T. canis o Ag S/E Tc con ELISA indirecto y ELISA sandwich. Se incubaron
durante 1 hora a 37°C y se lavaron tres veces. Se adicionaron 100 ul/pozo, de proteina A
acoplada a peroxidasa (170-6522 Bio Rad®) diluida en PBS-Tween 20 (1:500) durante 2 horas a
temperatura ambiente. Se lavaron 3 veces y se agrego la solucion de cromédgeno. La placa se
mantuvo sin luz, a temperatura ambiente, durante 15 minutos. La reaccién se detuvo con 100
uL de acido sulfurico 2N. Se leyé en el espectofotometro (Modulus Microplate Multimode
Reader 9300-010 Turner Biosystems) a 490 nm. El ensayo se realizd por duplicado con los
sueros negativo y positivo a T. canis del bovino control. Los puntos de corte para cada antigeno,
se obtuvieron con el promedio de las absorbancias de un lote de 14 sueros negativos (por
duplicado) mas tres desviaciones estandar, ya que no se contaba con suero control para cada

antigeno.

6.6 ELISA competitivo para la deteccion de Ac contra diferentes antigenos con suero
adsorbido (reacciones cruzadas)

Se utilizaron los extractos crudos de: antigenos somatico de adultos de T.canis, T. cati, A.
suum, A. caninum y D. caninum; antigenos de huevos de T. leonina, A. suum y Teania spp.,
antigeno somatico de larvas de T. spiralis y antigenos de secreciones y excreciones de
proglétidos de Taenia spp., a una concentracidon de 1 pg/mL cada uno y se aforo al volumen
final con PBS estéril. Se utilizé esta mezcla para adsorber cada suero positivo a anticuerpos anti-
T. canis y/o a Ag S/E Tc (dilucién 1:16, con la mezcla de antigenos), en tubos Eppendorf,
durante 2 horas a 37°C, para que los anticuerpos afines a estos antigenos se les unieran y dejar
disponibles los especificos a antigenos de secreciones y excreciones de larvas de T. canis. Por
otro lado, los pozos de las microplacas (3370 Corning®) se sensibilizaron con Ag E/S Tc (1
ug/mL) en solucién de carbonatos pH 9.0 y se mantuvieron a 4°C durante toda la noche. Las
placas se lavaron tres veces con solucion PBS-Tween 20 y se bloquearon con 200 plL de solucién
de bloqueo | a 37°C durante 30 minutos. Se lavaron tres veces y a cada pozo se le afadieron
100 pL de los sueros de bovinos positivos y adsorbidos y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Se

lavaron tres veces. Se adicionaron 100 pL de proteina A acoplada a peroxidasa (170-6522 Bio
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Rad®) diluida con PBS-Tween 20 (1:500) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se lavaron 3
veces y se agrego la solucion de cromoégeno. Se mantuvo a temperatura ambiente durante 15
minutos, sin luz. La reaccién se detuvo con 100 pL de acido sulfurico 2N. La placa se leyd en un
espectrofotémetro (Modulus Microplate Multimode Reader 9300-010 Turner Biosystems) a 490
nm. El ensayo se realizé por duplicado y con el control positivo y negativo. El punto de corte se
obtuvo con el promedio de las absorbancias del suero control negativo (por cuadruplicado) mas

tres desviaciones estandar.

6.7 Criterios para considerar un suero positivo/negativo a T. canis.
Los sueros en los que se detectd Ac anti-Ag S/E Tc y/o Ag S/E Tc debian de cumplir con

cualquiera de los siguientes criterios para considerarlos positivos:

a) Al suero se le detectaran Ac anti-T. canis (absorbancia igual o superior al valor de corte) y
su presencia se conservara, después de la adsorcién, aunque presentara reacciones
cruzadas con otros nematodos.

b) El suero presentara Ac anti-T. canis post-adsorcion y Ag S/E Tc, sin importar la presencia
de Ac en contra de otros nematodos.

c) En el suero se capturara Ag S/E Tc, aunque no se detectaran anticuerpos.

Los sueros considerados negativos fueron en los que:

a) No se detectaron Ac anti-S/E Tc (absorbancia por abajo del valor de corte).

b) Se hayan detectado Ac anti-S/E Tc por ELISA indirecto y después de la adsorcion fueran
negativos y que tampoco se les detectara antigeno.

c) No presentaron Ag S/E Tc.
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6.8 Evaluacion de las pruebas diagnosticas

6.8.1 Evaluacion del ELISA indirecto con el ELISA sandwich/competitivo

Se realizd el cuadro 2x2:

ELISA sandwich/competitivo

+ - Total
+ a b a+b
- C d c+d
ELISA indirecto
Total a+c b+d a+b+c+d

Donde:

a = Verdaderos positivos.

b = Falsos positivos.

a+b= Positivos a ELISA indirecto

a+c= Positivos a ELISA sandwich/competitivo.
¢ = Falsos negativos.

d = Verdaderos negativos.

b+d= Negativos por todas las pruebas.
a+b+c+d=n.

Se determinaron la sensibilidad, |la especificidad, la frecuencia aparente y la frecuencia real,
los valores de exactitud, asi como los valores predictivos positivo y negativo:
Sensibilidad = a/a+c
Especificidad = d/b+d
Frecuencia aparente: Positivos/N

Frecuenciareal = FA + Es -1
Se + Fs -1

Enfermos totales (a+c) = (FR) (N)
Verdaderos positivos (a) = (a+c) (Se)
Verdaderos negativos (d) = (b+d) (Es)

Exactitud: a+d/N
Valor predictivo positivo= a/a+b
Valor predictivo negativo= d/c+d
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6.8.2 Medicion de concordancia
6.8.2.1 Coeficiente o indice Kappa (k)

Para evaluar la concordancia entre el ELISA indirecta (prueba estandar) y las ELISA sandwich y
competitiva (empleadas en conjunto como pruebas de oro) se utilizd el coeficiente o indice
Kappa (k).

Kk=Co-Ce

1-Ce
Donde:

Co = Concordancia observada = (a+d)
n

Ce = Concordancia esperada=(a+b) (a+c)+(c+d) (b +d)
2 2
n n

6.8.2.2 Valores de Kappa (k)
El valor de concordancia o Kappa (k), puede interpretar la concordancia entre dos pruebas
con diferentes valores que clasifican como una concordancia casi perfecta y la ausencia de

concordancia como se observa en el Cuadro 11 (Landis y Koch, 1977).

Cuadro 11. Valores de Kappa para la interpretacion de concordancia entre dos pruebas (Landis y Koch

1977).
Rango Concordancia
<0 Pobre
0a0.20 Leve
0.21a0.40 Mediana
0.41a0.60 Moderada
0.61a0.80 Sustancial
0.8a1.00 Casi perfecta
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6.9 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con los programas IBM® SPSS® Statistics v.20 y Microsoft
Office Excel® 2007. Se realizé la prueba de intervalo de confianza para diferencia de
proporciones, para saber si hay diferencia entre las proporciones de las variables: macho-
hembra, adulto-becerro, Bos taurus-indicus-taurus/indicus. Y para una prueba t para la
diferencia entre las absorbancias del control negativo/positivos con diferentes diluciones.

Ambas pruebas con una significancia de 0.05 y nivel de confianza de 95%.
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7. RESULTADOS

7.1 Tamano de muestra

Se realizd el calculo del tamafio de muestra mediante la ecuacién para la determinacién de

tamafio minimo de muestra para prevalencias pequefias (menores al 30%):

Se busco la referencia de un trabajo previo para obtener una frecuencia esperada, no se

encontrd ningun reporte en bovinos, pero si en muestras obtenidas de sueros de ovinos (Ovis

orientalis) de diferentes edades, en un rastro en Brasil, con una frecuencia del 20.7% (Alvares et

al., 2011).

Calculo con 5% de error estimado:

n=(1-p) / (p d) = (1-0.207) / (0.207) (0.05)= 76.61

= 77 + 7.7 sueros bovinos.

7.2 Muestras de suero de bovinos.

Se obtuvieron 127 muestras de sangre de bovinos de las que se extrajo el suero (Cuadro 12).

Cuadro 12. Caracteristicas de los bovinos del rastro de Tecamachalco Puebla, de los que se extrajo

suero.

Caracteristica Clasificacion

No. sueros
obtenidos

. Bos taurus
Especie
Bos indicus

Bos taurus-indicus

Género Machos

Hembras

Edad Becerros

Adultos

78

43

6

109

18

53

74
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7.3 ELISA indirecto para deteccién de anticuerpos anti-Toxocara canis.

7.3.1 ELISA directo para la obtencidn de la dilucion de proteina A-HRP
Se realizé el ELISA directo para estimar la dilucidn de proteina A acoplada a peroxidasa (170-
6522 Bio Rad®) a emplear, basada en la afinidad de los anticuerpos de bovino a la proteina. Se

utilizdé la concentracién de 1:500 para continuar la estandarizacion (Fig. 10).
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Fig. 10. Titulacion de proteina A-HRP. Suero 1:1000. PBS: Control negativo. * Dilucién de proteina A-HRP
elegida.

7.3.2 ELISA indirecto para la obtencién de la dilucién de suero y concentracion de Ag E/S

Con la dilucién 1:500 de proteina A, diferentes concentraciones de antigeno y diferentes
diluciones de los sueros positivo y negativo del bovino inoculado se llevd a cabo el ELISA y se

obtuvieron las absorbancias (Fig. 11).

El valor de corte fue 0.25, se obtuvo con el promedio de las absorbancias del suero negativo

mas tres veces su desviacion estandar.
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Fig. 11. Titulacion de la concentracion de Ag S/E Tc y dilucién de suero. *Dilucién de suero y
concentracién de antigeno elegidos. PBS (control negativo).

7.3.3 Deteccion de anticuerpos anti-T. canis en el bovino inoculado

Con los resultados que se obtuvieron en la estandarizacion, se realizaron dos ensayos con el

suero negativo y los positivos del bovino control.

Como se puede observar en la Fig. 12 las absorbancias con ambas diluciones se

incrementaron en funcion del tiempo y fueron mayores al valor de corte de 0.25, a partir del

dia 7 p.i. Ademas, las absorbancias con la dilucién 1:16 los son mayores (p=0.05) a los obtenidos

con la dilucion 1:32, a partir del dia 14 p.i.
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Fig. 12. Cinética de la respuesta inmune humoral en el bovino control (ELISA indirecto). PBS: Control
negativo. Dia 0: Suero control negativo (flecha). *Diferencias significativas entre diluciones.

7.3.4 ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos en sueros de bovinos
Se realizd el ELISA por duplicado, de los 127 sueros y los controles positivo y negativo, para

la deteccidn de anticuerpos anti-T. canis.

De los 127 sueros bovinos, en 26 se detectaron anticuerpos anti-T. canis, determinandose

una frecuencia del 20.47% (Fig. 13).
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Fig. 13. Distribucion de los valores de absorbancias promedio con ELISA indirecto en sueros bovinos. Ag S/E Tc 1 ug/mL, proteina A
acoplada a peroxidasa 1:500 y dilucion de suero 1:16. Control negativo: verde; control positivo: rojo; sueros bovinos del rastro de Puebla, México
(127): azul. El punto de corte (linea punteada): 0.2524 (promedio negativo +3 desviaciones estandar).
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7.4 ELISA sandwich para la deteccion de Ag S/E Tc

7.4.1 ELISA sandwich para la obtencién de la concentraciéon de anticuerpo monoclonal a
emplear y curva de titulacion de Ag S/E Tc

Con 256 pg/mL se detectd la menor concentracion de Ag E/S (0.01 pg/mL) (Fig. 14), por lo

que esta fue la concentracién que se empled en la deteccidn de antigeno.
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256 pg/ml 128 pg/ml 64 pg/ml 32 pg/ml AcMo

Fig. 14. Titulacion de anticuerpo monoclonal a utilizar para la captura de Ag S/E Tc. * Concentracién de
anticuerpo monoclonal elegida para realizar la deteccion de Ag S/E Tc. AcMo: anticuerpo monoclonal.

7.4.2 ELISA sandwich para la deteccién de Ag S/E Tc
Se realizé el ELISA por duplicado, de los 127 sueros y los controles positivo y negativo
tratados con EDTA, para la deteccion de Ag S/E Tc con 256 pg/mL de anticuerpo monoclonal,

anticuerpo policlonal de conejo acoplado a biotina (1.0 ug/mL) y avidina-peroxidasa (Bio Rad®)

(1:2000).
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Se encontré una frecuencia del 12.59%, es decir, de los 127 sueros en 16 se capturaron
antigenos larvarios de T. canis (Fig. 15). De los 16 sueros en 5 se encontraron también
anticuerpos anti-T. canis con ELISA indirecta. En la mayoria de los sueros en los que se capturd

antigeno (11) no se detectaron anticuerpos.

En siete sueros se encontraron mas de 1.0 ug/mL, en siete se detect6 de 0.1 a 1.0 ug/mL;

uno de los sueros present6 de 0.01 a 0.1 ug/mL y en otro se capturd aproximadamente 0.01

ug/mL.

Con estas dos técnicas diagndsticas (ELISA indirecto y sdndwich), se encontrd una frecuencia
aparente del 29.13% (37/127) de sueros bovinos positivos a T. canis. Del total de positivos en el
20.47% (26/127) de los sueros se detectaron anticuerpos anti-T. canis, con ELISA indirecto,
mientras que en el 12.59% (16/127) se detectaron al menos 0.01 pug/mL de Ag S/E Tc con ELISA
sandwich y en el 3.93% (5/127) de los sueros se detectaron, anticuerpos anti-T. canis y Ag S/E

Tc, con estas dos técnicas.
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Fig. 15. Distribucién de los valores de absorbancias por ELISA sandwich en sueros bovinos. Control negativo (verde) y control positivo
(rojo) y 127 sueros bovinos del rastro de Puebla México (azul). El “valor de corte” (0.199), se sefiala con una linea punteada y es el valor con la
que el anticuerpo monoclonal reconocié la menor cantidad de antigeno (0.01 ug/mL).
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7.5 ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos contra diferentes antigenos
(reacciones cruzadas)

Debido a los reportes que indican reacciones cruzadas con diferentes parasitos mediante
ELISA indirecta para la deteccién de anticuerpos anti-T.canis, se llevé a cabo la deteccién de
anticuerpos contra antigenos de 8 diferentes parasitos (Cuéllar et al., 1992; Iglesias et al., 1996;

Speiser y Weiss, 1979).

Se encontraron en total 172 reacciones cruzadas, en 36 de los 37 sueros (Fig. 16). Las mas
frecuentes fueron contra el antigeno de adulto de A. caninum (27/37) y de huevos de T. leonina
(25/37), mientras que en menor proporcion contra antigenos de adultos de D. caninum (9/37) y

A. suum (10/37).

De dos sueros en los que se detectaron Ag S/E Tc, pero no anticuerpos anti-T. canis, uno

reaccidnd con todos los antigenos y el otro no tuvo reaccidn positiva a alguno.
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Fig. 16. Distribucion de los valores de absorbancias por ELISA indirecto en sueros bovinos con 10
diferentes antigenos. CnA: antigenos somaticos de adultos (AgS) T. canis; CtA: AgS T. cati; AgH: antigenos de
huevos de A. suum; AsA: AgS A. suum; AnA: AgS A. caninum; Tr: antigenos somdticos de larvas de T. spiralis; DiA:
AgS D. caninum; TnH: AgH Teania spp.; antigenos de secrecion-excrecion de proglétidos: Ag S/EA de Taenia spp.;
Ts: antigenos de de huevos de T. leonina. Valor de corte de cada ELISA: promedio de 14 negativos +3 desviaciones
estandar (linea punteada). Control positivo T. canis: linea roja desalineada; Control negativo T. canis: linea verde
desalineada.
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7.6 ELISA competitivo para la deteccion de anticuerpos anti-T. canis en sueros
adsorbidos con diferentes antigenos

Se realizd el ELISA de competicidn por duplicado de los 37 sueros positivos, los controles
positivo y negativo adsorbidos con antigeno somatico de adultos de T. canis, T. cati, A. suum, A.
caninum y D. caninum, antigeno de huevos de T. leonina, A. suum y Teania spp., antigeno
somatico de larvas de T. spiralis y antigenos de secreciones y excreciones de proglétidos de
Taenia spp., para la deteccion de anticuerpos anti-T. canis en ellos. Se llevé a cabo con Ag S/E Tc

1.0 ug/mL, dilucién de suero 1:16 y proteina A acoplada a peroxidasa (Bio Rad®) 1:500.

De los 37 sueros en los que se detectaron anticuerpos anti-T. canis y/o a Ag S/E Tc y que
fueron adsorbidos con los diferentes antigenos, en 22 se detectaron anticuerpos anti-T. canis

(Fig. 17).
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Fig. 17. Distribucion de los valores de absorbancias por ELISA indirecto con suero adsorbido.
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7.7 Sueros positivos o negativos a Larva Migrans por T. canis.

De los 127 sueros de bovino, en 37 se detectaron anticuerpos anti- S/E T. canis y/o Ag S/E Tc.
De estos 37 “positivos”, después de adsorberlos en 12 se encontraron anticuerpos, en 10
anticuerpos y antigenos, en 6 solamente antigenos y en 9 no se detectaron ninguno de los dos,

por lo que, en total el 24.32% (9/37) de los sueros fueron falsos positivos (Cuadro 12).

Se encontraron diferentes estados de infeccion: 1) aguda, si solo se detect6é antigeno como
en el 4.72% de los sueros (6/127); 2) crdnica, si solo se encontraban anticuerpos, como en el
7.87% (10/127) de los sueros; 3) activa si se detectaban antigenos y anticuerpos, como en 12 de

127 sueros (9.44%) (Cuadro 13).

La mayoria de los animales a los que se les tomd muestra fueron Bos taurus (78/127), de
éstos, el 25.64% (20/78) fueron positivos a T. canis, con infeccién aguda (6/78), activa (6/78) o
cronica (8/78) (Cuadro 13, Fig. 18). De los 43 Bos indicus, cinco (11.62%) fueron positivos, 3 por
infeccion activa y 2 por infeccién crénica. De los seis Bos taurus/indicus, tres (50%) se

consideraron positivos, uno con infeccion activa y dos con infeccién crénica (Cuadro 13, Fig.18).

El 22.01% (24/109) de los sueros de bovinos machos (109/127), fueron positivos, en éstos
cinco por infecciéon aguda, nueve por activa y diez por crénica. De las 18 hembras, en una se
detectd infeccidn aguda, dos presentaron infecciéon crénica y una infeccién activa (Cuadro 13,

Fig. 18).

De los 74 adultos a los que se les tomo muestra, el 18.91 (14/74) fueron positivos a T. canis,
con infeccién aguda (3), activa (4) y crénica (7). Catorce de los 53 becerros (26.41%) fueron
positivos a T. canis, siendo la mas frecuente la infeccidn activa con seis animales, seguida de la

cronica con cinco y de la aguda con tres (Cuadro 13, Fig. 18).
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Fig. 18. Bovinos positivos a T. canis, con infeccién aguda, activa o crénica.
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Cuadro 13. Resultados de ELISAs para la deteccion de anticuerpos anti-T. canis y/o Ag S/E Tc y
anticuerpos afines a 10 antigenos de otros nematodos en sueros bovinos positivos a T. canis.
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CtTES: Ac a-Ag S/E Tc; TESTc: Ag S/E Tc; CtTES2: Ac a-Ag S/E Tc en sueros absorbidos con los 10 diferentes Ag;
CnA: Ac a-AgS T. canis; CtA: Ac a-AgS de T. cati; AsH: Ac a-AgH de A. suum;AsA: Ac a-AgS A. suum; AnA: Ac a-AgS
A. caninum; Tr: Ac a-AglLde T. spiralis; DiA: Ac a-AgS D. caninum; TnH: Ac a-AgH Teania spp.; TnTES Ts: Ac a-Ag S/E
de adultos de Taenia spp.; TsH: Ac a-AgH T. leonina. *Los sueros fueron negativos en su valor promedio, pero uno

de los dos pozos tuvo un valor mayor al punto de corte. (Ac: anticuerpos; a: anti).
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Cuadro 14. Frecuencias de sueros positivos y negativos a Larva Migrans por T. canis y los estados de la infeccidn.

Positivos Negativos Infeccion Infeccion Infeccion

% (+/n) % (-/n) aguda activa crénica

% (+/N) % (-/N) % (+/n) % (+/n) % (+/n)
Variables (n/N) % (+/N) % (+/N) % (+/N)
Bos taurus 78/127  25.64 (20/78) 74.35 (58/78) 7.69 (6/78)  7.69 (6/78) 10.25 (8/78)

15.74 (20/127) 84.25 (107/127) 4.72(6/127) 4.72(6/127)  6.29 (8/127)
Bos indicus 43/127 11.62 (5/43) 88.37(38/43) 0 (0/43) 6.97 (3/43) 4.65 (2/43)

3.93(5/127) 96.06 (122/127) 0(0/127) 2.36 (3/127) 1.57 (2/127)
Bos taurus— 6/127 50 (3/6) 50 (3/6) 0 (0/6) 16.66 (1/6) 33.33 (2/6)
Indicus 2.36 (3/127) 97.63 (124/127) 0 (0/127) 0.78(1/127) 1.57 (2/127)
Machos 109/127 22.01 (24/109) 77.89 (85/109) 4.58 (5/109) 8.25(9/109)  9.17 (10/109)

18.89 (24/127) 81.10 (103/127) 3.93(5/127) 7.08 (9/127) 7.87 (10/127)
Hembras 18/127 22.22 (4/18) 77.77 (14/18) 5.55(1/18) 5.55(1/18) 11.11 (2/18)

3.14 (4/127) 96.85 (123/127) 0.78 (1/127) 0.78 (1/127) 1.57 (2/127)
Becerros 53/127 26.41 (14/53) 73.58 (39/53) 5.66 (3/53) 11.32 (6/53) 9.43 (5/53)

11.02 (14/127) 88.97 (113/127) 2.36(3/127) 4.72(6/127)  3.93(5/127)
Adultos 74/127  18.91 (14/74) 81.08 (60/74) 4.05(3/74)  5.40(4/74) 9.54 (7/74)

11.02 (14/127) 88.97 (113/127) 2.36(3/127) 3.14(4/127)  5.51(7/127)
Total 22.04 (28/127) 77.95 (99/127) 4.72 (6/127) 7.87(10/127) 9.44 (12/127)
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7.8 Evaluacion de las pruebas diagnosticas

7.8.1 Cuadro 2x2. Con los resultados del ELISA indirecto, comparados con el ELISA
sandwich/competitivo se realizd el cuadro 2x2.

ELISA sandwich/competitivo

+ - Total
+ 22 (a) 4 (b) 26 (a+b)
- 6 (c) 95 (d) 101 (c+d)
ELISA indirecto
Total 28 (a+c) 99 (b+d) | 127 (a+b+c+d)

Donde:

a = Positivos a ELISA indirecto/ELISA sandwich/competitivo (verdaderos positivos).

b = Positivos a ELISA indirecto/ negativos a ELISA sandwich/competitivo (falsos positivos).
a+b= Positivos a ELISA indirecto

a+c= Positivos a ELISA sandwich/competitivo.

¢ = Positivos por ELISA sandwich y negativos por ELISA indirecto (falsos negativos).

d = Negativos a ELISA sandwich/competitivo (verdaderos negativos).

b+d= Negativos por todas las pruebas.

a+b+c+d=n.

Se determinaron la sensibilidad, la especificidad, la frecuencia aparente y la frecuencia
real, los valores de exactitud, asi como los valores predictivos positivo y negativo a partir

de los datos del cuadro 2x2. Los resultados se resumen en el Cuadro 14:

Sensibilidad = 22/28 = 0.7857 = 78.57%
Especificidad = 95/99 = 0.9595 = 95.95%

Frecuencia aparente = 26/127 = 0.2047= 20.47%

Frecuencia real = 0.2047 + 0.9595 -1 =0.1642 = 0.2203= 22.03%
0.7857 +0.9595-1 0.7452

Enfermos totales (a+c) = (0.2203) (127) = 27.97 = 28 animales
Verdaderos positivos (a) = (28) (0.7857) = 21.99 = 22 animales
Verdaderos negativos (d) = (99) (0.9595) = 94.99 = 95 animales

Exactitud = 22+95/127=0.9212 = 92.12%

Valor predictivo positivo = 22/26 = 0.8461 = 84.61%
Valor predictivo negativo = 95/101 = 0.9405 = 94.05%
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Cuadro 15. Valores obtenidos en la evaluacion de ELISA indirecto con el ELISA
sandwich/competitivo como “prueba de oro”.

ELISA indirecta

Vs
ELISA sandwich/competitiva
(%)

Frecuencia aparente 20.47

Frecuencia real 22.03

Verdaderos positivos (a) 22*

Falsos positivos (b) 4%

Falsos negativos (c) 6*

Verdaderos negativos (d) 95 *

Sensibilidad 78.57

Especificidad 95.95

Exactitud 92.12

Valor predictivo positivo 84.61

Valor predictivo negativo 94.05

* Numero de bovinos.

7.8.2 Medicidén de concordancia
7.8.2.1 Coeficiente o indice Kappa (k)
Con los valores del cuadro 2x2 se obtuvo el valor de k para evaluar la concordancia entre

el ELISA indirecta y el ELISA sandwich y competitiva.

Co = Concordancia observada = (22 + 95) = 0.9212
127

Ce = Concordancia esperada= (26) (28) + (101) (99) = 0.6650
127 127

K =Co-Ce =0.9212 - 0.6650 =0.256 =0.7647
1-Ce 1-0.6650 0.335

Tomando en cuenta los criterios de Landis y Koch, la fuerza de concordancia entre las
pruebas fue sustancial, lo que significa que los resultados de ambas pruebas coinciden de

manera importante (Jaramillo-Arango y Martinez Maya, 2010; Landis y Koch, 1977).
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8. DISCUSION

Varios hospederos paraténicos de T. canis pueden ser una fuente de infeccion para
otros hospederos (Schnieder et al., 2011), incluyendo al humano (Choi et al., 2008; Enko
et al., 2009; Hoffmeister et al., 2007; Morimatsu et al., 2006; Salem et al., 1992;
Yoshikawa et al., 2008). El diagnéstico de Larva Migrans se ha realizado exitosamente
empleando Ag S/E Tc, para detectar anticuerpos anti-T. canis, con kits comerciales o con
técnicas desarrolladas en los laboratorios, utilizando técnicas como ELISA y Western blot.
Pero, las frecuencias registradas pueden estar sobrevaloradas por la presencia de
reacciones cruzadas con otras helmintiasis (Cuéllar et al., 1992; Speiser y Weiss, 1979) y
por el fallo en la deteccion de positivos dependiendo del tiempo transcurrido post-

infeccion al colectar el suero.

Los Ag S/E Tc al ser heterogéneos, complejos, diversos y comunes entre nematodos,
hacen que la purificacidn e identificacion de alguno especifico a T. canis sea complicada.
Asi, la busqueda de técnicas complementarias que sean sensibles y especificas, faciles de
realizar, baratas, que se puedan emplear a gran escala y ayuden a determinar el estado
infectivo, se hace imperativa para la demostracidon de Larva Migrans por T. canis, en

diferentes hospederos.

En este trabajo se realizd el ELISA indirecto que previamente habia sido empleado en el
laboratorio de Parasitologia Experimental del INP y se estandarizdé. Ademas, ésto se
complementard con ELISA sandwich y el ELISA indirecto se optimizd con una metodologia
no reportada que empleo varias fuentes de antigeno. Con lo anterior se demostré la
presencia de anticuerpos anti-T. canis y antigenos de S/E Tc en sueros de bovinos

destinados para el consumo de carne.

Primero, para realizar el ELISA indirecto y competitivo, se determind la dilucién de
proteina A-HRP a emplear. Se utilizé la dilucién 1:500 debido a que: 1) la diferencia entre
absorbancias de fue menor entre las diluciones 1:500 y 1:1000; 2) con un suero positivo la

curva estandar tuvo una caida a partir de la dilucién 1:500 (datos no mostrados) debido a
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la saturacion del sistema; 3) la proteina A de Staphylococcus aureus tiene una
especificidad restringida a la fraccion Fc de la I1gG bovina, que tiene dos subclases 1gG1 e
IgG2 (subtipos 1gG2a e 1gG2b), pero se une solo a la 1gG2 (Lindmark et al., 1983).
Diferentes ensayos para la deteccidén de Ac anti-Ag S/E Tc usan comunmente anticuerpos
anti-lgG acoplados a peroxidasa (Glickman 1985, Rolddan 2006) o fosfatasa alcalina
(Camargo et al., 1992; De Savigny et al., 1979), pero ninguno reporta el uso de proteina A
acoplada a peroxidasa. La desventaja del uso de esta proteina radica en la especificidad a
IgG2, lo que hace necesario el uso de una mayor concentraciéon de suero para obtener
reacciones positivas, por lo que a pesar de haber utilizado varias diluciones (1:16, 1:32 y
1:64) en la estandarizacién del ELISA indirecto, se optd por la mas alta, ya que se observé
gue ensayos similares en el laboratorio con suero humano presentaban absorbancias

mayores.

Para la deteccion de anticuerpos se han montado diferentes ensayos que emplean
diversas concentraciones de Ag S/E Tc, por ejemplo en las primeras pruebas para
diagndstico en humanos se utilizaron 0.15 pg/mL (De Savigny et al., 1979), 1 ug/mL
(Camargo et al, 1992), 12 pug/mL (Glickman et al., 1985), 12.5 ug/mL e incluso
concentraciones empiricas (van Knapen et al., 1983). En ensayos para determinar Larva
Migrans en otros hospederos utilizaron en ovinos 10 ug/mL (Lloyd, 2006), 25 pug/mL
(Alvares-Santarém et al.,, 2011) y 1 pug/mL (Lopes et al., 2013) y en cerdos 1 pg/mL

(Antolova et al., 2006), todos con diversos resultados.

Aunque la concentracién de 1 pug/m L, es la mas usada, ninguno de los ensayos
menciona la estandarizacién o la razén por la cual se usd. Aunado a lo anterior, se debe
tomar en cuenta la calidad y los métodos de extraccidn, concentracion y cuantificacion del
antigeno. Todos estos ensayos usaron del método de De Savigny (1975), excepto Antolova
et al. (2006) y todos utilizaron diferentes técnicas de concentracidén (desde didlisis hasta
ultrafiltracion) con filtros con poros de 6000 hasta 20,000 Da. La mayoria menciona

recolectar el medio de cultivo de las larvas semanalmente, almacenarlo a -70°C. Ninguno
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menciona el tiempo transcurrido desde la primera colecta hasta su uso y solo Lopes et al.,
(2013) utilizé inhibidores de proteasas. Es importante considerar que parte de los
productos de excrecion y secrecion de la larva de T. canis son proteasas (Robertson et al.,
1989; Maizels 2013), que les permiten digerir tejidos para migrar a través de ellos y
probablemente degradar proteinas secretadas o excretadas por la larva en el medio de
cultivo y cambiar su conformaciéon antigénica, siendo mayor el dafio a temperaturas
elevadas, por lo que los inhibidores de proteasas y el almacenamiento a bajas
temperaturas (-70°C) de los Ag S/E Tc, puede ayudar a disminuir su deterioro. Como se
puede apreciar, a pesar de las diferentes cantidades de Ag S/E Tc empleadas, los métodos
de obtencidn, concentracién y cuantificacion son bastante similares, lo que nos lleva a
pensar que probablemente sean la calidad del antigeno, el método de conservacién y los
reactivos empleados, las principales variables que determinan el empleo de las diferentes

concentraciones de antigeno.

Se utiliz6 1.0 ug/mL, porque con diferentes concentraciones de antigeno la absorbancia
de uno de los valores positivos con la concentracidon 0.5 ug/mL se encontré debajo del
valor de corte y debido a que es la concentraciéon de antigeno mas empleada en los
diferentes reportes (Antolova et al., 2006; Camargo et al., 1992; Lopes et al 2013). Debido
a la moderada afinidad de la proteina A a la 1gG bovina, se utilizdé una mayor
concentracién de suero (1:16) comparada con otros ensayos que usaron anticuerpos anti-
IlgG de la especie a diagnosticar: 1:1000 (De Savigny et al., 1979), 1:40 (Camargo et al.,
1992), 1:20 (van Knapen et al., 1983); 1:50 (Lloyd, 2006), 1:100 (Alvares et al., 2011),
1:200 (Lopes et al., 2013) 1:100 (Antolova et al., 2006), a excepcién de Glickman et al.

(1985) que empleo una dilucién 1:8.

En relacion al punto de corte, Antolova et al. y Camargo et al., (1992) emplearon el
promedio mas cuatro desviaciones estandar, Glickman et al. (1985) no define el valor ni
como lo obtuvo, solo menciond a la media de las absorbancias negativas y positivas y De

Savigny et al. (1979) emplearon un método diferente, considerando positivos los valores
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por encima de la suma de 5 veces el promedio de todos los sueros obteniendo un punto
de corte de 0.5, que por ser tan elevado favorece la presencia de falsos negativos. El
método mas empleado y menos arbitrario es sumar al promedio de los negativos mas tres
desviaciones estandar, como en el presente trabajo. Con este método los valores
obtenidos para puntos de corte van de 0.26 a 0.407 (Alvares-Santarém et al., 2011; Lloyd,
2006; Lopes et al., 2013; van Knapen et al., 1983).

Con respecto a la cinética en la produccion y detecciéon de anticuerpos especificos,
Alvares-Santarém et al., en 2011, infectaron experimentalmente con 1,000 hL2 ovinos y
reportaron la seroconversion el dia 21 p.i., pero solo ese dia se realizd la deteccién de
anticuerpos, aunque como en el presente trabajo el dia 21 p.i. los valores fueron positivos.
En cerdos inoculados artificialmente con 50,000 hL2 se tomaron muestras de sangre los
dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 y se observo que la primera absorbancia por encima del valor
de corte fue el dia 14 p.i. y los valores disminuyeron el dia 28, por lo que a otro grupo de
cerdos les administraron otra dosis de hL2 el dia 28 y encontraron un aumento en la
absorbancia el dia 35 y una disminucién en el dia 42 (Taira et al., 2003). En el presente
trabajo, en el bovino que se utilizé como control, la produccién de anticuerpos aumentd
constantemente en el tiempo (Fig. 12), con la aplicacién de larvas y Ag S/E cada 15 dias,
como en cerdos al administrar mas hL2, pero en el bovino se detectaron anticuerpos el dia
7 p.i. a diferencia del dia 14 p.i. en cerdos, probablemente porque al bovino se le

inocularon las larvas por via intramuscular.

Es relevante destacar, no hay reportes de alglin ensayo realizado para la deteccion de
Larva Migrans por T. canis en bovinos, pero se ha efectuado la deteccién en humanos
(Tabla 5) y otras especies, como en cerdos silvestres (Republica Checa) con una frecuencia
de 7.2% (Antolova et al., 2006), en ovinos en Inglaterra con frecuencias de 7 hasta 47%
(Lloyd, 2006) y en Brasil con prevalencias de 50.1% en 2011 y 29.0% en 2013 (Alvares-
Santarém et al., 2011; Lopes et al., 2013 respectivamente), ademas de el diagndstico en

caballos (México) con frecuencia del 13.82%. (Reyes-Climaco et al., 2014). En los bovinos
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se obtuvo una frecuencia con ELISA indirecto de 20.47% (26/127), pero al adsorber el
suero el porcentaje bajo a 13.38% (17/127), lo que hace manifiesto que a pesar de que en
algunos de los trabajos mencionados adsorbieron el suero con antigeno de A. suum
(Alvares-Santarém et al., en 2011; Lloyd., 2006; Lopes et al., 2013), en ninguno de estos
reportes se realizd la deteccidn con antigenos de otros pardsitos y no podemos saber si

esas frecuencias fueron por una infeccion real o por reacciones cruzadas.

Es ampliamente reportado que las reacciones cruzadas cuando se emplean extractos
crudos son mas frecuentes que con antigenos de secreciones y excreciones de larvas
(Cuéllar et al., 1992), lo que los hace una buena fuente de antigeno para emplearlos como
adsorbentes para el suero y disminuir asi, la incertidumbre de las reacciones cruzadas. En
el presente trabajo se habia considerado el uso de antigeno de Toxocara vitulorum, pero
recientes reportes en diferentes estados de la Republica Mexicana muestran la ausencia
de este parasito en ganado (Acevedo-Ramirez et al.,, 2014) y bufalos de agua (Bubalus
bubalis) (Escobar-Olan et al., 2014), y aunque no lo podemos considerar erradicado, si
muy poco frecuente. Por lo anterior y tomando en cuenta que es del género Toxocara sp.
y que el que bovino porta la fase adulta, se utilizé el antigeno de adulto de T. canis para
eliminar anticuerpos compartidos entre ambas especies, aunque en el proceso se

descartaron antigenos compartidos con la larva.

El resultado obtenido post-adsorcién es importante, porque al eliminar las reacciones
cruzadas se da mas certeza de la frecuencia de la parasitosis. Al seguir un esquema de
adsorcion de suero existen tres fuentes de antigeno, que no son excluyentes una de la
otra y se pueden usar juntas para futuros trabajos: 1) emplear antigenos de parasitos que
aunque no sean del mismo Phylum sean comunes en la especie a diagnosticar; 2) emplear
parasitos que son transmitidos por la misma via (fecal-oral) y que estan presentes en el
hospedero definitivo y 3) emplear antigenos de un mismo parasito en diferentes formas
(antigenos de secrecidén-excrecion, huevos, larvas y adultos), sobre todo considerando

cual es la fase en el hospedero paraténico en que se encuentra naturalmente el parasito.
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Los sueros reactivos al extracto crudo de adulto de A. suum fueron de los menos
frecuentes (10/37), junto con D. caninum (9/37) y los mas frecuentes fueron contra el
antigeno de adulto de A. caninum (27/37), lo que se explica porque las nematodiasis
gastrointestinales en rumiantes regularmente son mixtas y producidas por estrongilidos,
que comparten el orden Strongylida con A. caninum, por lo que probablemente estan mas

relacionados antigénicamente, que con otros ordenes como Ascaridida o platelmintos.

Se ha descrito que la frecuencia de Larva Migrans en ovinos es directamente
proporcional a la edad de los animales (Alvares-Santarém et al., 2011; Lloyd., 2006; Lopes
et al., 2013). En bovinos se encontré una frecuencia en adultos de 11.02%, que fue igual a
la de los becerros (11.02%) (p=0.05), aunque la mayoria de los animales eran adultos
(74/127). Alvares-Santarém et al., 2011 detecté mayor prevalencia en ovinos hembras,
pero en los bovinos de este estudio fue mas frecuente en machos (18.89%) que en
hembras (3.14%), probablemente fue porque eran mas machos que hembras.
Considerando la variable especie ninguno de los trabajos reporta este dato. En bovinos se
observaron diferencias entre los grupos (p=0.05): Bos taurus (78/127) que presentaron
mavyor frecuencia (20/78), comparados con los Bos indicus (43/127) y positivos en un

3.93% y la cruza Bos taurus-indicus (6/127) con 2.36% de positivos.

Este es el primer trabajo que reporta la captura de antigeno de T. canis en bovinos. Se
utiliz6 un anticuerpo monoclonal que no reconocidé antigenos de otros helmintos
(Rodriguez-Caballero, 2012). En la estandarizacion de la técnica se encontré que los
valores de las concentraciones de 32-128 ug/mL de anticuerpo monoclonal (Fig. 15)
estuvieron por debajo de la absorbancia que detecté 0.01 ug/mL de antigeno con 256
ug/mL de anticuerpo monoclonal, por lo que ésta fue la cantidad empleada para la
captura de Ag E/S Tc en suero. Se sabe que el ideal de esta prueba es detectar la menor
cantidad de antigeno posible con la menor concentracién de anticuerpo monoclonal,
debido a que no sabemos la cantidad de larvas que fueron ingeridas y tomando en cuenta

gue por su ciclo bioldgico, después de migrar en los hospederos paraténicos, se encuentra
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en hipobiosis en granulomas rodeados de células fagociticas, la cantidad de Ag S/E, que
puedan llegar al torrente sanguineo para ser detectados es minima y variable, ya que una
larva puede producir 200 pg (0.0002 ng) de proteina por dia, lo que forma parte de los
antigenos de secrecidn y excrecion (Meghji y Maizels et al., 1986). Pero en el sistema que
se probd se necesitaron grandes cantidades de anticuerpo monoclonal 1E4G4C2,
probablemente debido a que el anticuerpo monoclonal fijado en su region Fc a la placa, se
puede unir al “mismo epitopo en diferentes antigenos”, ya que el anticuerpo monoclonal
1E4G4C2 reconoce bandas de diferentes pesos moleculares (153.7, 146, 111.7, 94.9, 80.7,
68.7, 55.3 y 38.1 kDa) (Rodriguez-Caballero et al., 2012) y se puede deducir que la parte
discreta compartida que probablemente detecta, son los carbohidratos de las
glicoproteinas, ya que con mas frecuencia son cadenas repetidas, similares, que “cubren”
el nucleo proteico y son los componentes con los que probablemente la respuesta inmune
tiene un contacto continuo, por lo que posiblemente solo algunos de los anticuerpos

policlonales detectaron las partes menos expuestas del antigeno.

En cuatro sueros con mas de 1.0 ug/mL de antigeno, no se encontraron anticuerpos,
pero en tres si. En seis sueros con 0.1 ug/mL no se encontraron anticuerpos pero en uno
la absorbancia promedio para la deteccion de anticuerpos fue muy cercano (0.24) al valor
de corte (0.25), por lo que en este suero puede ser de un animal en el que apenas se
comenzaban a producir anticuerpos. En el suero con 0.01 ug/mL, si se encontraron
anticuerpos anti-T. canis. El otro suero que fue positivo en ELISA indirecto, con valores por
arriba y debajo del valor de corte, fue negativo a la presencia de antigeno y después de la
adsorcidn ya no se detectaron anticuerpos anti-T. canis, por lo que evaluar los sueros

“sospechosos” con técnicas confirmatorias ayuda a ratificar o descartar el diagnéstico.

Existen pocos reportes que demuestren la deteccion de antigenos de T. canis en
diferentes hospederos, en éstos se utilizaron anticuerpos policlonales para la captura de
antigeno en perros (Matsumara et al., 1984) y ratones (Bowman et al.,, 1987) y los

anticuerpos monoclonales Tcn2 (IgM) y Ten3 (IgG1), afines a epitopos carbohidratos y Tc-
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CTL-1 (lectinas-1 tipo C), respectivamente, para el diagndstico en humanos (Guillespie et
al.,, 1993; Robertson et al.,, 1988). El inconveniente del empleo de anticuerpos
policlonales, es que detectan una gran variedad de antigenos, incluidos los de otros
parasitos, como lo reportd Rodriguez-Caballero (2012), al generar anticuerpos policlonales
de conejo que reconocieron antigenos somaticos de T. cati, A. suum, F. hepatica, A.
caninum, D. caninum y T. spirialis. Robertson et al. (1988), emplearon ambos anticuerpos
monoclonales (Tcn2 y Tcn3) y detectaron 20 ng/ml de Ag S/E, y menciond que el Tcn2, no
es reactivo a T. cati. Guillespie et al., (1993) capturd antigeno en suero humano, pero no
reportd la cantidad minima detectada y demostrd reacciones del anticuerpo monoclonal
con sueros de pacientes con fasciolosis, triquinosis, esquitosomiasis y filariasis. Por lo
anterior, el anticuerpo monoclonal empleado en este estudio con el que se capturaron
hasta 10 ng de antigeno y que no presentd reaccion a T. cati, Fasciola hepatica ni
Tichinella spiralis y que es una IgG1 (como el Tcn3), puede ser una buena opcién para la

deteccién de antigenos de T. canis.

En los sueros bovinos se detectaron: a) anticuerpos anti-S/E Tc en suero adsorbido b)
Ag S/E Tc en suero tratado; c) anticuerpos anti-S/E Tc en suero adsorbido y Ag S/E Tc en
suero. Con lo que se planted la asociacidn entre la presencia de anticuerpos y/o antigenos
con diferentes fases de la infeccion debidos a la Larva Migrans, como lo sugiere Guillespie
et al. (1993), quienes detectaron que 19 de 28 pacientes diagnosticados con toxocariosis
aguda clinica y uno de 10 de los casos inactivos presentaron antigenos. Asi, se propuso: a)
gue el suero en el que se detectaron solo antigenos sea clasificado con una “infeccion
aguda”, ya que al principio de la infeccion la larva migra por via sanguinea y drganos,
liberando Ag S/E Tc y la produccion de anticuerpos especificos no se ha desarrollado; b)
que cuando un suero presente antigenos y anticuerpos anti-S/E Tc, se catalogue con
“infeccion activa”, debido a que la larva sigue produciendo secreciones y excreciones
detectables en suero y los anticuerpos nos dicen que ya se ha montado una respuesta
especifica; y c) que el suero en el que solo se detecten anticuerpos anti-S/E Tc se clasifique

con “infeccion crénica”, debido a que la larva se encuentra dormante o muerta.
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Con base en esta clasificacidn, en los bovinos a los que se les extrajo suero, se encontré
que la infeccion crénica fue la mas frecuente (12/127), seguida de la infeccion activa
(10/127) vy la infeccidén aguda (3/127), lo que tiene logica desde el punto de vista del
desarrollo natural de la enfermedad. El encontrar solamente antigeno en un becerro

(infeccidn aguda), puede sugerir que fue por la reciente ingestion de la larva.

En la presentacion “activa” detectada en este trabajo, probablemente influyé el
tratamiento del suero con EDTA, que hizo que el complejo antigeno-anticuerpo se disocie,
por lo el antigeno detectado no es solo el “libre” si no el que fue opsonizado por
anticuerpos especificos y liberado con el tratamiento, ademas con el tratamiento de calor
la estructura del anticuerpo que es termolabil hace que su unién posterior con su

anticuerpo sérico sea menos probable.

En la evaluacion del ELISA indirecto se empled la “prueba de oro” con una combinacién
de métodos (Jaramillo-Arango y Martinez-Maya, 2010) con el ELISA sandwich y el ELISA

competitivo.

La sensibilidad del ELISA indirecto con la “prueba de oro” en este trabajo fue de
78.57%, y es igual a la obtenida por Glickman et al. (1992) de 78%, difiere a la reportada
por Speiser y Gottstein (1984) de 80%, Jacquier et al. (1991) de 91% y Camargo et al.
(1992) de 100%. Camargo et al. (1992) adsorbieron suero humano con antigeno somatico
de A. suum y reportaron una disminucién de la sensibilidad de 100 a 95.4%, debido a que
ya no se reconocieron anticuerpos anti-Ascaris suum. Los valores de especificidad de 92%
(Glickman et al., 1978), 93% (Speiser y Gottstein 1984), 86% (Jacquier et al. 1991) y 90.5%

(Camargo et al., 1992), son menores al que obtuvimos (95.95%).

La frecuencia aparente de 20.47% de los 127 sueros con el ELISA indirecto fue menor
que la frecuencia real de 22.03%, lo que concuerda con la exactitud de 92.12% que dice
gue =92 de cada/100 sueros son clasificados correctamente con ELISA indirecto. El valor

predicitivo positivo moderadamente alto (84.61%), indica que la probabilidad de un
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individuo positivo con ELISA indirecto tenga Larva Migrans por T. canis es de 0.8461 y el
valor predictivo negativo mas elevado de 94.05, muestra que la probabilidad de que un
individuo resulte negativo con ELISA indirecto y esté libre de Toxocara es de 0.9405. El
valor predictivo negativo de 94.05% v la especificidad de 95.95%, se explican porque se

presentaron 6 sueros falsos negativos, detectados con el ELISA sandwich.

Por lo anterior, la sensibilidad de 78% y especificidad de 95% para el ELISA indirecto en
bovinos, son consideradas admisibles debido a que: 1) de 100 sueros positivos 78 seran
detectados, por lo que como prueba de tamiz es aceptable, siempre y cuando se
acompafie con la deteccidon de antigeno; 2) de 100 animales negativos se clasifican como

verdaderos negativos a 95, porgque no detecta infecciones agudas.

En el presente trabajo se realizd por primera ocasion la deteccion de anticuerpos anti-
T. canis y antigenos de secrecion y excrecion de larvas de T. canis en bovinos, la adsorcién
de suero con mas de un antigeno, la caracterizacion de diferentes fases de la infeccién
usando la deteccién de antigenos y anticuerpos, y la deteccidén simultdnea de anticuerpos
en contra de once antigenos diferentes. Se demostrd que el ELISA indirecto, a pesar de ser
una buena técnica para la deteccion de anticuerpos, no detecta infecciones agudas, ni
discrimina infecciones cruzadas. Lo anterior contribuye a la desarrollo del diagndstico y

epidemiologia de las infecciones por T. canis en hospederos paraténicos.

En México, las reacciones inespecificas entre anticuerpos anti-S/E Tc y antigenos de
otros nematodos justifica la investigacion, especialmente por la presencia de parasitosis
multiples, ya que la deteccion acertada de hospederos paraténicos y el entendimiento de
su funcién en el ciclo biolégico de T. canis ayudard a la implementacidon de medidas de

control y prevencién.
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. CONCLUSIONES

La frecuencia de T. canis en sueros de bovinos del rastro de Tecamachalco Puebla, fue

de 22.04% (28/127).

Se detectaron anticuerpos anti-T. canis y antigenos de secrecidn-excrecion de larvas de

T. canis, en sueros bovinos, mediante diferentes ELISAs.
Se demostraron reacciones cruzadas entre antigenos de T. canis y T. cati, A. caninum,
Taenia spp., D. caninum, A. suum, T. leonina y T. spiralis en los sueros de bovinos

positivos a T. canis.

La adsorcién de los sueros con antigenos de extractos crudos redujo un 7.09% las

reacciones cruzadas en bovinos positivos a T. canis.

Los sueros de bovinos se clasificaron por su estado de infeccion como aguda 2.36%

(3/127), activa 7.87% (10/127) y crénica 9.44% (12/127).
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10. PERSPECTIVAS

e Mejorar el diagndstico en bovinos con anticuerpos anti-IgG bovina y/o con proteina G

y/o conjugados de proteina A/proteina G.

e Realizar la deteccidon de anticuerpos anti-T. canis adsorbiendo los sueros con antigenos
de parasitos comunes y frecuentes al bovino (o especie en la que se quiere
diagnosticar), ademas de los comunes en perros y que tengan un modo de transmision

similar a T. canis.

e Caracterizar la respuesta del bovino a T. canis en un modelo con animales control y que

puedan ser inoculados con huevos larvados.

e |dentificar antigenos cuyos epitopos no presenten reacciones cruzadas con otros

nematodos.

e Combinar el uso de suero tratado y no tratado, para detectar antigeno libre, ademas

del unido a anticuerpos.

e Emplear secreciones y excreciones de los diferentes parasitos ademas de extractos
crudos de adultos, larvas y huevos y verificar cual es el que presenta mayor avidez, para

ser empleado para adsorber suero.

e Caracterizar los isotipos presentes por especie de hospedero.

e Realizar conteos celulares o citometria de flujo para detectar las diferentes poblaciones

reactivas en el momento de la infeccion.
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12. APENDICES

12.1 Reactivos
12.2.1 Reactivos para ELISA

Solucién de carbonatos (0.1 M, pH 9.6):
. 3.18 g de Na,CO; (carbonato de sodio).
. 5.68 g de NaHCO; (bicarbonato de sodio).
I) Los reactivos se mezclaron en 800 mL de agua destilada grado Il.

I1) La solucién se ajustd a pH 9.6y se aford a 1.0 L. Se almacend a 4°C hasta su uso.

Solucidn salina de fosfatos (PBS 10x).
. 80.06 g de NaCl (cloruro de sodio).
. 2.0 g de KCl (cloruro de potasio).
. 6.12 g de Na,HPO, (fosfato disddico anhidro).
. 1.9 g de KH,PO, (fosfato de potasio monobasico).
I) Los reactivos se mezclaron en 800 mL de agua destilada grado Il.
II) La solucién se ajustdo a pH 7.2 y se afor6a 1.0 L.
[11) Se almacend a temperatura ambiente hasta su uso.
IV) La solucién PBS empleada en este trabajo fue 1x, por lo que se agregaron100 mL
de PBS 10x y se aford con agua destilada grado Il a 1 L. la solucion se ajusto a a pH
7.2 y se esterilizd, se conservaron en frascos de vidrio a temperatura ambiente

hasta su uso

Solucién de lavado (PBS-Tween 20 al 0.05%).
« 500 pL de Tween 20.
. 100 mL de PBS 10x pH 7.2.
I) Los reactivos se aforaron a 1 L de agua destilada grado Il.

II) Se almacend a 4° C hasta su uso.
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Solucién de lavado (NaCl 0.9%-Tween 20 al 0.05%).
« 500 pL de Tween 20.
. 1.0 L de solucidn salina estéril al 0.9% (Solucion CS-PISA®).
I) Los reactivos se mezclaron y se almacenaron la a temperatura ambiente hasta su

uso.

Solucion de bloqueo | (para una placa de ELISA).
. 0.2 g de gelatina de piel porcina (Sigma ®).
« 20 ml de solucion PBS-Tween 20 al 0.05%.
I) Se calentd la solucién PBS-Tween 20 al 0.05% en bafio Maria.
II) Se agrego la gelatina y se agitd hasta disolverla.
[l1) Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se realizé en el momento que se realizé

el ensayo.

Solucion de bloqueo Il (para una placa de ELISA).
. 1.0 g de gelatina de piel porcina (Sigma®).
« 20 mL de solucién PBS-Tween 20 al 0.05%.
I) Se calentd la solucién PBS-Tween 20 al 0.05% en bafio Maria.
II) Se agregé la gelatina y se agitd hasta disolver.
[Il) Se dejé enfriar a temperatura ambiente y se usé en el momento que se realizo el

ensayo.

Solucion para dilucion (para una placa de ELISA).
. 0.1 g de gelatina de piel porcina (Sigma®).
+ 20 mL de solucion PBS Tween 20 al 0.05%.
[) Se calentd la solucién PBS-Tween 20 al 0.05% en bafio Maria.
Il) Se agregé la gelatina y se agité hasta disolver.
[I1) Se dejé enfriar a temperatura ambiente y se usé en el momento que se realizé el

ensayo.
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Solucion de cromégeno (para una placa de ELISA).
« 5 mL de citrato de sodio 0.1 M.
« 5 mL de acido citrico 0.1 M.
. 4 ug de ortofenildiamina (OPD).
« 4 pL de H,0, 30%.
I) Se preparé la solucion agregando el H,0, 30% al final y se usé inmediatamente

después de su preparacion.

12.2.2 Medio de cultivo

RPMI 1640 (GIBCO ©).

I) Sevacié el medio en polvo con 2 g de NaHCOs en un vaso de precipitado de 1 L.

II) Se agregaron 800 mL de agua destilada grado Il y se disolvid.

1) Se ajustd el pH a 7.2-7.4 con HCI 1N (gota a gota).

IV) Una vez que se alcanzé el pH requerido, se aforé a 1L con agua destilada grado Il.

V) Sefiltré al vacio con una membrana de 0.22 um.

VI) Se agregaron los antibidticos (penicilina/estreptomicina), se homogeneizd y se
hicieron alicuotas de 250 mL.

VIl) Se dejé a prueba de esterilidad a 37°C por una noche.

VIIl) Se guardd a 4°C hasta su uso.
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