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RESUMEN

La Toxocariosis es una zoonosis causada por la ingestion de huevos infectivos de
Toxocara canis. En el intestino delgado de los nifios, estos huevos liberan larvas que
atraviesan la pared intestinal y por via linfatica o venosa, migran hacia los distintos
organos de la economia.

El desplazamiento de las larvas en el interior del organismo da origen a dos grandes
sindromes: Larva Migrans Visceral y Larva Migrans Ocular. En los ultimos afios se agreg6
una forma clinica menor, con muy pocos sintomas llamada Toxocariosis encubierta.

Dado que este nematode no completa su ciclo parasitario en el hombre, no es posible
detectar el estadio de adulto, ni los huevos, en la materia fecal, por lo tanto el diagnéstico
de la enfermedad es indirecto y se basa en la deteccion de anticuerpos en el suero u otros
fluidos biolégicos.

La técnica serologica mas utilizada es un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) que usa
como antigeno los productos de excrecidon — secrecion de larvas de segundo estadio

(ES/Ly), que se obtiene manteniendo a las larvas en un medio de cultivo libre de

proteinas.

Estos productos antigénicos se originan en los érganos secretorios del parasito (glandula
esoféagica y el poro secretorio), en su mayoria son glicoproteinas, por lo tanto no son
especificas de especie y pueden reaccionar con el suero de personas que tienen
Toxocariosis y otras patologias.

Como una aproximacion al conocimiento de la reactividad del antigeno excretor -



secretor (ES/L,) total en las personas , se compararon sueros de casos humanos

sospechosos , con los sueros de cerdo que se infectaron en la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires

El método de Western blot revelo, que el suero hiperinmune anti E/SL, de T.canis
obtenido en conejo y los sueros de pacientes con sospecha clinica de Toxocariosis,
reconocen bandas de 120, 70, 55 y 32 kDa, mientras que los sueros de los animales
infectados experimentalmente, reconocieron las bandas de 70 y 55 kDa.

Para evaluar la especificidad de la técnica de ELISA con el antigeno ES/L, total, se
emplearon sueros de personas con otras Helmintiosis y con patologias no parasitarias, se
observé que estos sueros presentaron titulos iguales o superiores a 1/64.

El Western blot con suero de los mismos pacientes, revelé que la glicoproteina que
corresponde al triplete de 120 kDa fue la mas reactiva.

Con estos resultados y sabiendo que las glicoproteinas del antigeno ES/L, tienen
diferente punto isoelectrico (pl) se realizdé una cromatografia de intercambio iénico con el
fin de purificarlo.

Con este antigeno purificado se detectaron bandas de 70-55 kDa en el suero hiperinmune

anti ES/L, de T.canis y los sueros de personas afectadas de Toxocariosis.

Cuando se realiz6 el test de ELISA con el ES/L, purificado, empleando los sueros con

diferentes patologias, se observo uno con titulo de 1/64,en un paciente con Hidatidosis y
otro con titulo de 1/32 en una persona con Sifilis.
En el Western blot con antigeno purificado, se observdé que estos sueros reconocen

bandas de 70,55 y 45.Kda.



Los sueros de pacientes con sospecha clinica de Toxocariosis analizados por el método

de ELISA presentaron titulos mayores a 1/32 con los dos antigenos: ES/L, total y ES/L,
purificado.

La sensibilidad del test de ELISA para los dos antigenos, a la dilucion 1/32 fue del 100 %,
pero la especificidad para el antigeno ES/L, total fue del 84% y para el ES/L, purificado

del 99%.

Empleando el antigeno ES/L, purificado se puede considerar, que los sueros que
presentan titulos iguales o mayores a 1/32, con una sintomatologia compatible, podrian
ser considerados pacientes que fueron o estan parasitados con T.canis, sin embargo no

se puede diferenciar si se trata de una Toxocariosis reciente o antigua.



INTRODUCCION

La Toxocariosis es una zoonosis causada por la ingestion de huevos embrionados de
Toxocara canis, que es un helminto propio de los perros y también probablemente por los
huevos de Toxocara cati, que es el ascaris que parasita a los gatos.

Esta parasitosis afecta sobre todo a los nifios quienes estan en contacto con los
cachorros y juegan en las plazas donde defecan los animales, por otra parte la
transmision se favorece porque los huevos tienen la caracteristica de ser muy pegajosos y
se adhieren a las manos, juguetes e incluso la comida, lo que permite que los nifios
ingieran los huevos con mayor facilidad

El ciclo de vida del T.canis es mas complejo que el de otros nematodes, el parasito adulto
vive en el intestino de los perros y gatos, los huevos en el medio ambiente y las larvas
tienen un proceso de migracion y enquistamiento histico en las hembras adultas de esos
animales. Durante la gestaciébn se activan las larvas produciendo una migracién
transplacentaria, lo cual da lugar a que los cachorros nazcan infectados, provocandoles
neumonias y trastornos intestinales con disminucion del crecimiento, vémitos, diarreas y
cuando la infeccion es muy alta puede ocurrir la muerte del animal. (1)

Como los cachorros nacen infectados, al cumplir un mes de vida, los parésitos ya adultos
comienzan a eliminar huevos sin embrionar al medio ambiente, eliminando alrededor de
200.000 huevos por dia (1). Los mismos son dispersados por las lluvias, los vientos y
otros factores ambientales, permaneciendo infectivos por meses y en casos
excepcionales durante afios.

La acumulacién de huevos en sitios de tierra y arena donde los perros depositan las

heces produce la contaminacién de plazas vy jardines.



En condiciones favorables de temperatura y humedad (25T a 35 € y 85% de humedad)
estos huevos desarrollan a larvas infectivas en 10 dias. (2)

A pesar de ser una parasitosis cosmopolita, los estudios de la prevalencia de huevos en el
suelo depende de los métodos de recoleccion y del area geogréfica estudiada, ya que no
se encontraron huevos en la region de la tundra y es baja la prevalencia en zonas semi
desérticas y aridas, pero si estan presente a los 60 ° de latitud norte, como en Noruega y
Suecia. (1)

En nuestro pais se estudiaron 14 plazas de la Ciudad de Buenos Aires, donde se
encontraron huevos de T.canis en el 78.6 % de los suelos y en el 45.5 % de los areneros,
por otro lado en la ciudad de La Plata se analizaron 21 parques y plazas publicas y se
encontrd que el 71% estaban contaminadas con huevos de Toxocara sp (3)

Cuando el hombre ingiere estos huevos, las larvas que se liberan en el intestino delgado
atraviesan la pared y se dispersan por los drganos, a través de la via linfatica y venosa,
dando origen a dos sindromes, segun lo descripto por Kayes et al (4): Larva Migrans
Visceral (LMV) y Larva Migrans Ocular (LMO). En el afio 1987 Glikman incluy6 una forma
clinica indiferenciada que observé en algunas personas adultas en Francia y que conoci6
con el nombre de Toxocariosis encubierta. (5)

En el caso de LMV los sintomas que se observan pueden confundir la enfermedad con
otras que son frecuentes en la infancia. Estos pacientes presentan dolor abdominal,
hepatomegalia, esplenomegalia, linfoadenopatias, disminucién del crecimiento, anemias,
fiebre y disminucion del apetito. (6)

En algunos casos pueden presentar tos y broncoespasmos producidos por la migracion
de las larvas en los pulmones.

En algunos nifios con asma se observd, que ademas de presentar niveles elevados

de



IgE, tienen titulos elevados de anticuerpos de tipo IgG anti Toxocara. (1)

Las larvas también pueden acumularse en el sistema nervioso central donde producen
convulsiones, paralisis y otros desérdenes neuroldgicos. (7)

Los datos de laboratorio que presentan estos pacientes, muestran aumento de
eosinofilos, leucocitos e hipergamaglobulinemia.

La forma ocular (LMO) es una infeccion unilateral, que presenta disminucién de la vision,
estrabismo, leucocoria, endoftalmitis, granulomatosis, retinocoroiditis, papilitis 6ptica,
uveitis y otras lesiones (8).

En este caso los datos de laboratorio no presentan aumento de eosindfilos, leucocitos y
tampoco se observa aumento de gammaglobulinas. (1)

En el caso de la Toxocariosis encubierta se trata de pacientes con sintomas no
especificos como fiebre, dolor abdominal, dolor de cabeza, anorexia adenitis cervical, y
tos, que se acompafia con niveles elevados de anticuerpos anti T.canis en circulacion. (1)
En el hombre el diagnéstico de la enfermedad es problematico, ya que el estadio larval de
T.canis no puede ser detectado directamente, salvo por estudios histologicos que se
realizan post morten. Por otra parte las larvas no completan su evolucion, lo cual les
impide la postura de huevos, esto hace que el diagnéstico parasitolégico tampoco sea
posible. El inico medio posible es indirecto recurriendo a la deteccién de anticuerpos en

la sangre u otros fluidos bioldgicos.
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CICLO EVOLUTIVO

El perro cuando defeca, elimina al exterior los huevos embrionados del parasito (Fig. 1),
en el medio ambiente se produce el desarrollo a larva L;, posteriormente pasa a larva
infectiva L, que mide 400 pm de largo y 20 pm de ancho (Fig. 2 y 3), el tercer estadio

mide 1000 um se halla en los pulmones, la trAquea y eso6fago del perro. El cuarto estadio
se encuentra en el estdbmago e intestino delgado del huésped definitivo, finalmente el
adulto tiene las caracteristicas de los nematodes y se diferencia en machos que tienen 4 a

8 cm y hembras de 8 a 14 cm (Fig. 4).
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Figura 1: Huevos no larvado de Toxocara canis (Foto Departamento de Parasitologia
Sanitaria. Instituto Nacional de Parasitologia. 1999)
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Figura 2: Huevo de Toxocara canis con larva infectiva
Parasitologia Sanitaria Instituto Nacional de Parasitologia 1999)

(Foto Departamento de

14




Figura 3:Larva infectiva L, de T.canis (Foto Departamento de Parasitologia Sanitaria
Instituto Nacional de Parasitologia 1999)
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Figura 4:Pardasito adulto de T.canis
Instituto Nacional de Parasitologia 1999)

(Foto Departamento de Parasitologia Sanitaria
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CICLO BIOLOGICO

El perro y otros canidos son los huéspedes definitivos de T.canis se infectan por la
ingestion de huevos larvados, por migracion transplacentaria, migracion transmamaria de
larvas o por ingestion de huéspedes paraténicos infectados

Cuando el perro ingiere los huevos infectivos, las larvas se liberan en la mucosa intestinal
y entran en la linfa y vasos sanguineos, llegan al higado, luego se dirigen al corazén y los
pulmones, algunas larvas continlan una migracion traqueal, llegando finalmente al
intestino delgado donde completan su ciclo de parasito adulto y eliminan huevos en la
materia fecal, a las cuatro semanas de producida la infeccién. Otras larvas en cambio
desde los pulmones se distribuyen por el sistema circulatorio a todo el cuerpo,
principalmente higado, pulmones, rifiones y masculos.

En este ciclo pueden intervenir huéspedes paraténicos como ratones, pollos, ovejas,
cerdos, palomas, lombriz de tierra y el hombre. En este ultimo caso, la infeccion comienza
cuando se ingieren huevos infectivos. En el intestino delgado, se liberan las larvas que
atraviesan la pared intestinal y por los vasos sanguineos se distribuyen en todo el cuerpo,

alojandose sobre todo en higado, pulmén, corazén, ojo y cerebro.
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RELACION HUESPED — PARASITO

Si bien no se conoce como es la migracion de las larvas de segundo estadio de T. canis
en los huéspedes paraténicos, se sabe que durante su desplazamiento dejan caminos
hemorragicos y areas de necrosis. EI movimiento de las larvas no es continuo hay
periodos en que se detienen y luego contintan su traslado.

Cuando las larvas se desplazan, el huésped responde con una reaccion inflamatoria
inespecifica, posteriormente se desarrolla la respuesta inmune especifica, ambas
reacciones detienen la larva y en algunos casos la destruyen, pero la mayoria logra evadir
la respuesta del huésped

El sistema inmune la neutraliza, debido a que las sustancias derivadas del metabolismo
del parasito son muy antigénicas y producen la estimulacién de los linfocitos del subset
Th2 y sus citoquinas, originando tanto un aumento de eosindfilos como de IgE. (1)
Alrededor de las larvas se forman agregados de eosindfilos, monocitos y neutrofilos,
produciendo una capsula de colageno rudimentaria (9,10,11), que no libera al organismo
del parasito, ya que las sustancias producidas por el metabolismo, lo protegen de la
accion de las citoquinas de los eosindfilos y de la accién de los anticuerpos que se
adhieren a estas glicoproteinas que se desprenden de las larvas. Por otro lado la
produccion constante de antigenos hace que en la infeccién crénica las larvas sean
encapsuladas por granulomas compuestos por células multinucleadas y tejido conectivo
fibroso, granulocitos y leucocitos (12), donde las larvas pueden estar intactas o alteradas
con o sin residuo hialino.

Las alteraciones que se producen en los distintos érganos son consecuencia de la

respuesta inmune y de las proteasas liberadas por las larvas. Algunos de los

19



trastornos derivan de la formacion de abscesos hepaticos vy alteraciones
cardiopulmonares. Una de las sustancias que produce estas anomalias es la peroxidasa
que liberan los eosinodfilos, este componente es citotoxico cuando estd en alta
concentracion. (13)

La respuesta inmune es ineficaz para liberar al huésped de la invasion, pero logra alterar

el comportamiento del parésito.
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DIAGNOSTICO EN HUMANOS

El diagnéstico médico clinico de la Toxocariosis en el hombre es incierto, los signos y
sintomas que presenta son comunes con otras enfermedades infecciosas, ademéas como
ya se ha dicho, en el hombre no alcanza el estadio adulto en el intestino, por lo tanto no
es posible realizar el diagnéstico parasitologico directo, la deteccion se realiza por
métodos indirectos.

Muchas técnicas seroldgicas se utilizaron para el inmunodiagnostico de la Toxocariosis,
como la Fijacibn de Complemento, la Inmunofluorescencia Indirecta y las técnicas
Inmunoenzimaticas

En los dltimos afios estos tests serologicos adquirieron mayor confiabilidad al emplearse
la técnica de ELISA con el antigeno excretor — secretor, el cual se obtiene por cultivo de
larvas de segundo estadio en un medio de cultivo libre de proteinas (14).

Sin embargo la especificidad de este test serologico es discutida, el antigeno excretor —
secretor no es especifico de especie, ya que se observan reactividades cruzadas con
otras patologias. En cuanto a la sensibilidad hay que tener en cuenta la respuesta inmune
del huésped. En los casos de LMO los niveles de anticuerpos son bajos mientras que
para LMV son generalmente elevados. (1)

La sensibilidad y especificidad del test de ELISA, para detectar anticuerpos de tipo 1gG,
en la dilucion 1\32 fue del 73% y 92 % respectivamente (15,16).

Actualmente para mejorar el diagndstico de esta parasitosis, se han desarrollado técnicas
serolégicas que detectan isotipos de IgG, el tipo predominante en pacientes con

sintomatologia clinica de Toxocariosis es IgG1.
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Los tests serologicos para detectar IgE especifica producen titulos mas altos en
pacientes con sospecha clinica de Toxocariosis, pero la deteccion de esta
inmunoglobulina demostré ser mas atil para evaluar el tratamiento de esta afeccién que
para el diagnaostico.

De todas formas, la deteccién conjunta de IgE o de isotipos de I1gG, pueden ser una ayuda
para la confirmacion de la parasitosis. (17,18)

Otra técnica que se utiliza para diagndéstico de la Toxocariasis es el Western blot donde se
observan siete bandas polipeptidicas que se dividen en bandas de elevado peso
molecular (200,147,132 kDa) y de bajo peso molecular (24,28,30,35 kDa). Los autores
consideran a las bandas polipeptidicas de bajo peso molecular especificas para el
diagnéstico de la Toxocariosis y las de elevado peso molecular como responsables de la
reactividad cruzada con otras enfermedades parasitarias (19).

En estudios posteriores realizados en un area rural de Francia y zonas tropicales, se
observo que el 35% de los pacientes con otras Helmintiosis reconocen las bandas de bajo
peso molecular (24,28,30,35 kDa) y pacientes con sospecha clinica de Toxocariosis las
bandas de 200,147,132 70,50,35,30,28,24 kDa (20).

A pesar de todas las técnicas seroldgicas empleadas el diagnostico de esta enfermedad
como ya se dijo es problematico, el mismo se puede mejorar empleando antigenos

purificados que aumenten la sensibilidad y especificidad de las reacciones serologicas.
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ANTIGENO EXCRETOR SECRETOR

Las larvas de T.canis tanto en medio de cultivo como dentro del huevo, estan recubiertas
por una sustancia semejante a la mucina, que esta constituida en su mayor parte por
glicoproteinas y proteasas. Estos productos del metabolismo del parésito se originan en
las glandulas secretorias y esofagicas y también en la cuticula del parasito (21), formando
una capa electro-densa, que les permite a las larvas invadir los tejidos y las ayudan a
evadir la respuesta inmune del huésped.

Estas glicoproteinas constituyen el antigeno excretor - secretor que es un mosaico
antigénico contra el que se dirigen los anticuerpos. Esta compuesto por cinco moléculas
antigénicas mayores de peso molecular 32,55,70,120,400 kDa que son altamente
glicosiladas ya que tienen en su composicion un 40% de carbohidratos.

Cuando los productos del metabolismo de T.canis se analizan por geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE), se ven variaciones en el material obtenido, en cuanto al niamero de
componentes y al peso molecular. Estas diferencias se observaron aun en dos lotes
obtenidos con el mismo protocolo.

Se desconoce la base de tales variaciones, que segun algunos autores se originan en
diferentes cepas, la edad de las larvas en el medio de cultivo y a los medios utilizados,
pero sin embargo a pesar de tantas variantes, el diagndstico no se afecta. (22)

En nuestra experiencia, el analisis del antigeno excretor — secretor (ES/L,) por SDS-
PAGE, empleando geles de poliacrilamida de diferentes concentraciones (20%, 12% y
7,5%) y realizando las corridas electroforéticas en un equipo Phasystem LKB Pharmacia,
revel6 en todos los casos bandas de 32, 70, 55y 120 kDa.

Estas bandas fueron reconocidas por sueros de pacientes con sospecha clinica de

Toxocariosis y con suero hiperinmune anti antigeno excretor - secretor de T.canis

23



obtenido en conejo.
Se observo que no hay diferencia en el nimero de componentes del antigeno ES/L,,

cuando las larvas permanecen en el medio de cultivo de uno a siete dias, en cambio si
permanecen mas de diez dias, desaparecen las bandas de bajo peso molecular,
posiblemente sean degradadas por accion de las proteasas. (23)

Por otro lado la concentracion de proteinas medidas por el método de Bradford (24) fue
mayor en el medio de cultivo de 7 dias. (23)

Otros autores estudiaron el comportamiento de estas glicoproteinas empleando
anticuerpos monoclonales y demostraron que la glicoproteina de 32 kDa se origina en la
cuticula, se trata de proteinas de anclaje que en algunas preparaciones fueron positivas,
para la coloracién de hidratos de carbono, mientras que en otras no fueron reactivas.
(25,26).

Las glicoproteinas de 120,70 y 55 kDa se originan en las glandulas secretoras y
esofagicas y salen al exterior por el conducto esofagico o por el poro secretorio, este
ultimo, esta ubicado en la cuticula del parasito. Estas sustancias cubren a la larva y la
protegen de la accién de los anticuerpos.

Estos productos de excrecion — secrecion no son especificos de especie, por lo tanto el
suero de pacientes con otras enfermedades parasitarias como Fascioliosis,

Strongilodiosis y Triquinosis o enfermedades no parasitarias como Sifilis y Hepatitis,

reaccionan con ellas y originan reactividad cruzada (27, 28). Hay autores que describen
reactividad cruzada con Ascaris suum incriminando para ello a las bandas de 55 y 66 kDa
(29).

Por estudios realizados previamente en el Departamento de Parasitologia Sanitaria del

Instituto Nacional de Parasitologia, los componentes antigenicos del metabolismo
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de la larva de T.canis presentan diferentes puntos isoeléctricos(pl): un triplete de
aproximadamente 6.85 y bandas de 5.20, 5y 4.55. Tal como se observa en la Fig. N° 7.

Por otro lado en una electroforesis bidimencional se observo que la glicoproteina de 120
kDa tiene un pl de 5.20, las de 55 y 70 kDa un pl de 6.85, la de 32 kDa es de 5 y la de 30

kDa tiene un pl de 4.55.

pl E-S pl E-S
9.3- §

8.63-
8.45-

8.15-
7.35-

6.85- -

6.55-

5.25-
5.20--
4.55-

Fig.7: Determinacion del pI del antigeno excretor - secretor de T.canis.
Linea :1y 3 antigeno excretor - secretor de T.canis(ES/L;), linea 2:patrones de PI
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OBJETIVOS

% Evaluar glicoproteinas especificas de los productos de excrecion - secrecion de larvas

L, de Toxocara canis para el diagnéstico serolégico de la Toxocariosis humana.

% Evaluar el antigeno rico en glicoproteinas especificas para el diagnostico de personas

con sospecha clinica de Toxocariosis , comparando su eficacia con suero de cerdos

experimentalmente infectados con larvas de Toxocara canis *

* Se agradece a la Dra. Irma Sommerfelt la cesion de los sueros de cerdos infectados

experimentalmente para utilizar los como suero de control
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de larvas Ly

Se realizo de acuerdo al procedimiento descripto por De Savigny (14).

Los parasitos adultos fueron obtenidos del intestino de perros naturalmente infectados.
Se extrajeron los Uteros de 50 hembras.

Se colocaron en solucion de cloruro de sodio0.15 M.

Luego se digirio la pared uterina con hidréxido de sodio 0.15 M.

Finalmente los huevos se colocaron en frascos de cultivo con 1 % de formol a 25 °C

hasta que los embriones desarrollaron a larvas L.

Obtencién de antigeno total excretor secretor (ESAL

Los huevos larvados se lavaron 3 veces con agua destilada para remover el formol.

Al sedimento se le se agregaron 20 ml del liquido de digestion (20ml de agua
destilada, 0.15 mg de pepsina 1:2500, 0.2 ml de acido clorhidrico), granallas de metal,
una barra magnética y 2 mg de bicarbonato de sodio, se agité a 37 T durante 7
minutos.

Luego se efectuaron dos lavados con cloruro de sodio 0.15 M, para eliminar el liquido
de digestion.

Por otro lado se preparo un recipiente conteniendo agua / acido clorhidrico y 2 mg de
bicarbonato de sodio, el recipiente se colocé dentro de un desecador junto con el
sedimento que contiene los huevos lavados y se agité a 37 C durante 15 minutos.

Las larvas se transfirieron al medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 100

unidades de penicilina / ml y 250 pg / mi de estreptomicina.
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La suspencién larval se colocé en tubos Oaks y Kayes y se incubaron a 37 °C durante
24 horas.

Se chequed en el microscopio la viabilidad de las larvas y se transfirio el liquido a
tubos de cultivo ajustando el sistema a una concentracion de 500 larvas/10 ml de
medio.

Este conjunto se mantuvo en estufa de cultivo a 37°C.

El antigeno ES/L, se recolecté semanalmente, conservandolo a -20°C.

Para usarlo se dializ6 contra agua destilada y se concentr6 10 veces por liofilizacion.

La concentracién de proteinas se determiné por el método de Bradford (24).

Obtencién de la fraccion purificada del antigeno E&

Se empleo un equipo FPLC LKB Pharmacia con una columna de intercambio i6nico
mono Q.

Como buffer de comienzo se empleo buffer Tris 20 mM, pH: 8.4 y para el gradiente
buffer Tris 20 mM con cloruro de sodio pH: 6.4, el mismo se efectu6 entre los 10 y 25
ml,

Se mantuvo un flujo constante de 0.5 ml/min. y se recolectaran fracciones de 0.7 ml

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGH]Jel antigeno ES/L,

Los productos del antigeno ES/L, total y purificado se analizaron por SDS/PAGE en una

Mini Protean Il (Biorad) usando un gel de empaquetamiento de 4 % y un gel de corrida de

10%, las muestras se diluyeron en buffer disociante, la electroforesis se realiz6 a 60 mA

durante aproximadamente 1 hora. El peso molecular se calcul6é usando patrones
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pretefiidos Biorad(161-0309), las bandas proteicas se revelaron por coloracién de

plata(30).

Western blot con antigeno total y purificado

La transferencia a membranas de nitrocelulosa del ES/L, total y purificado se realiz6 de

acuerdo a la técnica de Towbin (31), empleando un equipo Mini Trans Blot Cell (Bio Rad),

durante 1 hora a 250 mA.

/7
0'0

Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con buffer PBS/ leche (PBS pH 7.4
/0.5 % de Tween 20, leche descremada 5 %) durante 1 hora,

Luego se lavaron 3 veces durante 5 minutos con buffer P/T/L (PBS pH 72 / 0.5%
Tween 20)

Se guardaron en el freezer a —20 °C hasta el momento de usar.

Para continuar la técnica, las tiras de nitrocelulosa se incubaron con suero de

personas que tenian sospecha clinica de Toxocariosis, ¢ con sueros controles de
personas, con suero hiperinmune anti E/S L, de T. canis obtenido en conejo, ¢ ¢ ¢

con el suero de cerdos experimentalmente infectados, como sueros controles.

Los sueros se diluyeron 1/100 en el buffer P/T/L y se incubaron 1 hora con agitacion a
temperatura ambiente.

Las membranas se lavaron como antes

Se incubaron con anti IgG humana (Sigma A: 8667) o anti IgG de cerdo (Sigma A:
9417) o anti IgG de conejo (Sigma A: 6154) marcadas con peroxidasa y diluidas en el
buffer P/T/L 1/1000, 1500 y 1/600 respectivamente,1 hora a temperatura ambiente ,

con agitacion permanente, La reaccion se reveld con diaminobencidina.
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¢ Los sueros humanos controles fueron enviados poPidf. J-F. Magnaval, MD, DSC Service
de Parasitologie, CHU Rangué€lloulouse, France

¢ ¢ Para emplear los sueros de los cerdos infectadne controles , se adopto en el Departamento

de Parasitologia del Instituto Nacional de Micrddgda "Carlos G. Malbran" la técnica de Towbin
a las condiciones que presenta el suero de los<erd

Obtencién de suero hiperinmune de conejo anti anténo excretor-secretor de

T.canis

% Se mezcléo 1ml (200ug/ml) de antigeno excretor — secretor de T.canis, con el mismo

volumen de adjuvante completo de Freund’s.

% Se inocularon intradermicamente dos conejos de 1.8 kg., se realizaron refuerzos
durante 4 semanas, preparando las suspenciones con adjuvante incompleto de

Freund's .

% Se realizaron sangrias de prueba, titulando el suero por ELISA indirecto empleando

antigeno ES/L, total.

% Finalmente se sangraron los conejos por puncién cardiaca, y se obtuvo un suero de

titulo 1/512.

Estudio con sueros de pacientes

Para evaluar la reactividad del antigeno ES/L, total y purificado se utilizaron 54 sueros de
pacientes con datos de laboratorio y sintomas indicativos de Toxocariosis (eosinofilia,
leucocitosis, problemas respiratorios, hepatomegalia, fiebre).

Como controles negativos se emplearon 10 sueros de pacientes con examen
parasitoldgico negativo y eosinofilia normal

Para determinar la inmunoreactividad cruzada se utilizaron sueros de personas
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gue tenian otras enfermedades incluyendo patologias parasitarias.

Se analizaran sueros de pacientes con Triguinosis (10), con Strongilodiosis (4), con

Neurocisticercosis (10), con Hidatidosis (10), de personas que eliminaron ascaris (10),

Sifilis(5), Hepatitis A (10) y sueros de personas con eosinofilia elevada de causa

indeterminada (9).

ELISA con antigeno total y antigeno purificado ES/k

Se realizo de acuerdo a la técnica descripta por Coltorti et al (32), con modificaciones
efectuadas en el Departamento de Parasitologia Sanitaria del Instituto Nacional de
Parasitologia:

Se coloco en policubetas de fondo plano Inmunolon 1l, 50 ul del antigeno ES/L, total a
una concentracion de 7 ug /ml, durante 18 horas en la heladera.

Se lavo 3 veces con buffer P/T (PBS pH:7.2 / 0.1 % Tween 20) durante 5 minutos.

Se bloqued con buffer PBS pH: 7.2 / leche descremada 1.5 % durante 1 hora a 37 .
Se incub6 con 50 ul de las diluciones seriadas de los sueros de los pacientes, desde
#1/8 a 1/1024 y con los sueros controles , durante 30 minutos a 37<C, en cadmara
himeda ,

Se lavaron las policubetas nuevamente y se incubaron con 50 ul de anti IgG humana
(Sigma A 8667) marcada con peroxidasa a una concentracion de 1/5000 , diluidas con
PIT.

Se repitieron los lavados y la reaccion se revel6 por el agregado de 100 ul de
sustrato(¢ ABTS + 12 ul de acido citrico pH:3.5 0.1M + 50 ul de agua oxigenada diluida

1/16).
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% Se incubaron las placas 10 minutos, la reacciéon se detuvo con 100 ul de &cido
fluorhidrico 0.1 N, pH 3.2 y se ley6 a 410 nm en un equipo Dynatech MR 4100.

La técnica de ELISA con ES/L, purificado se realizé como se describié anteriormente ain

cuando se vario la concentracion del antigeno para sensibilizar las policubetas a 5 ug/ml.

# A diluciones menores de 1/8 no se pudo diferenciar entre resultados positivos y

negativos empleando los sueros controles.

*La concentracion Optima de trabajo de cada conjugado se determind previamente
realizando diluciones de los mismos desde 1/200 hasta 1/10000 y empleando sueros
controles positivos y negativos. Las diluciones de los conjugados seleccionadas fueron las

gue permitieron diferenciar a los sueros negativos de los positivos.

¢+ ABTS:2,2' azinodi (3ethylbencilthiazoline sulfonic acid)
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RESULTADOS

Deteccion de glicoproteinas inmunogénicas para élagnostico deT.canis

La Figura 8 muestra que las bandas reconocidas por el suero hiperinmune anti ES/L, total
obtenido en conejo, son similares a las bandas que reconocen los sueros de pacientes
con sospecha clinica de Toxocariosis.

Se detectaron cuatro componentes antigénicos: un triplete de aproximadamente 120 kDa
y bandas de 70,55 y 32 kDa. ¢ El suero control negativo no revel6 bandas.

Los sueros de los animales control infectados experimentalmente con huevos de T.canis

reconocieron bandas de 70 y 55 kDa.
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Fig.8:A:Western blot con suero hiperinmune anti antigeno ES total obtenido en conejo. Fila 1
y 2 antigeno ES/L, total. B Western blot con suero de pacientes Fila 1 con sinfomatologia
compatible con Toxocariosis, Fila 2 Suero control positivo, Fila 3 suero control Negativo. C
Western blot con suero de animal de control . Fila 1 Control negativo, Fila 2 y 3 sueros de
animales infectados con huevos de T.canis
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Determinacion de la especificidad y la sensibilidad

ELISA con antigeno ES/L; total

Los resultados obtenidos empleando el antigeno ES/L, total de T.canis con los sueros de
pacientes con otras patologias parasitarias y no parasitarias se observa en las Tablas 1 y

2:

Tabla N®1 ELISA con antigeno ES/L; con suero de distintas enfermedades parasitarias

ELISA (TITULOS) ANTIGENO TOTAL
ENFERMEDADES NEG |1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64] >1/12§ TOTAL
PARASITARIAS
HIDATIDOSIS 3 | 1| 1 1 2 2 10
TRIQUINOSIS 7 | 1| 1 1 10
ASCARIDIOSIS Z 2 1 3 10
STRONGILOIDIOASIS 2 | 1 1 4
NEUROCISTICERCOSIS | 5 | 5 10
TOTAL 9 | 9| 3 5 3 5 o

Tabla 2 ELISA con antigeno ES/L; con suero de distintas enfermedades no parasitarias

ELISA (TITULOS) ANTIGENO TOTAL
ENFERMEDADES NEG (1/8 |1/16 | 1/32 | 1/64| >1/128 TOTAL
NO PARASITARIAS
HEPATITIS 4 3 3 10
SIFILIS 1 2 1 1 5
EOSINOFILIA DE ORIGEN 7 1 1 9
DESCONOCIDO
TOTAL 8 7 3 5 1 24

Se observaron titulos superiores a 1/64 en los sueros de dos pacientes con

Hidatidosis, los sueros de algunas personas que consultaron por Triquinosis y
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Strongiloidiosis presentaron titulos de hasta 1/32, mientras que los sueros de tres
personas que portaban Ascaris lumbricoides tuvieron titulos superiores a 1/64, los sueros
de pacientes con Neurocisticercosis fueron positivos hasta la dilucién 1/8.

En el caso de las enfermedades no parasitarias, las eosinofilias de origen desconocido y
los sueros de Hepatitis A, presentaron titulos hasta 1/32, mientras que los sueros de

pacientes con Sifilis alcanzaron a 1/64.

Western Blot con antigeno ES/k total

La glicoproteina mas reactiva con los sueros de las diferentes patologias parasitarias y

no parasitarias fue el triplete de 120 kDa como se observa el Gréfico 1

Reactividad cruzada
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6rafico N°1:Western blot con antigeno ES/L, de T.canis con sueros de enfermedades
parasitarias y no parasitarias
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De los 10 sueros evaluados, para conocer la especificidad ocho eran de pacientes con
Hidatidosis y Ascaridiosis, y 4 de personas que tenian diagnostico de Triquinosis,
Cisticercosis y Strongiloidiasis. Estos sueros reconocieron el triplete de 120 Kda. En
patologias no parasitarias, el triplete fue reconocido por 6 sueros de pacientes con
eosinofilia de origen desconocido y 5 con Sifilis.

De los sueros controles negativos, 4 reconocieron el triplete de 120 kDa.

Otras bandas polipeptidicas que presentaron reactividad y que se encontraron junto con la
de 120 kDa fueron la de 30 kDa que se reconocié en pacientes con nematodes (Ascaris) o
con cestodes (Hidatidosis) y la de 70 kDa que fue reactiva con sueros de patologia no

parasitaria como el caso de Hepatitis y eosinofilia de origen desconocido.

La sensibilidad de la técnica de ELISA a diferentes diluciones con el antigeno ES/L, total
se obtuvo con los resultados de los sueros de pacientes con sospecha clinica de
Toxocariosis Yy la especificidad con los resultados que se observan en las tablas 1y 2

(Tabla 3).

Tabla 3 Sensibilidad y especificidad del ELISA con antigeno ES/ L, de T.canis

ELISA CON ANTIGENO ES/L ,TOTAL

DILUCION SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD
1/8 100% 70%
1/16 100% 7%
1/32 100% 84%
1/64 75% 91%

La sensibilidad para la dilucion 1/32 es del 100% pero la especificidad es del 84 %
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Purificacion del antigeno ES/L; de T.canis

Como las glicoproteinas del Antigeno ES/L, tienen diferentes pl y el triplete de 120 kDa
fue el responsable de la mayoria de las reacciones cruzadas, se realizo una cromatografia

de intercambio idnico cuyos resultados se observan en la Figura 9

ENTN TR PRRUNUNERREENRANAN

15.0 20.0 25.9

Fig. 9: Cromatograma correspondiente a la purificacién del antigeno Es/L. de T.canis
obtenido de un equipo FPLC Pharmacia.

En el mismo se observan 11 picos diferentes cada uno de los cuales fueron recolectados

en fracciones de 0,7 ml.
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Cuando los picos tenian mas de un tubo se unificaron formando la fraccion “A” con los
tubos 28 y 29 y la fraccion “B” con los tubos 30,31y 32.

Con los tubos correspondientes a cada pico, se realizo un SDS-PAGE y coloracion de
plata. Los resultados se observan en la Figura 10.
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Fig. 10:SDS-PAGE y coloracién de plata de los tubos 14,15,16,18,19,21,24,26,27 ,A:28-
29,B:30-31-32, obtenidos del Cromatograma.

Al contenido de los tubos 24,26, 27, Ay B, que no presentaron el triplete de 120 kDa vy el
contenido del 18 que si lo tenia, se les realizo un Western blot, que se revelo con suero
hiperinmune anti excretor — secretor obtenido en conejo, los resultados se observan en la

Figura 11.
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FIG N°11:Western -blot de los tubos seleccionados, revelado con suero hiperinmune. Linea 1
Antigeno ES/L2 total de T.canis, linea 2 tubo 24, linea 3 tubo 26, linea 4 tubo 18, linea 5 tubo
27, linea 5 tubos 28-29(A), linea 6 tubos 30-31-32(B)

Evaluacion de glicoproteinas especificas para elagjnostico de Toxocariosis

Se unificaron los tubos 24, 26,27 y las fracciones A y B, obteniéndose el antigeno ES/L,
purificado, con el que se realizo la técnica de ELISA y Western blot.
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Los sueros de cerdos revelaron en el Western blot empleando el antigeno ES/L;

purificado bandas de 70 y 55 kDa( Fig. 12)
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Fig.12:Western blot con sueros de cerdos. Fila 1 grupo control, fila 2 y fila 3 grupo infectado

Western blot con suero de Humanos
Los sueros de pacientes con sospecha clinica de Toxocariosis reconocen las bandas de
70 y 55 kDa del antigeno ES/L, purificado de T.canis (Fig. N°L3)
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Fig.13:Western blot de suero de pacientes. Linea 3 suero sin sospecha clinica de
Toxocariosis. linea 4 suero de pacientes con sospecha clinica de Toxocariosis. Linea 1 suero
control negativo, Linea 2 suero control positivo
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Deteccion de la especificidad y sensibilidad del aigeno ES/L, purificado

ELISA con suero de humanos

Cuando se analizaron con el

antigeno ES/L, purificado los sueros de las diferentes

enfermedades parasitarias y no parasitarias se obtuvieron los resultados de las Tablas 5

y 6

parasitarias

Tabla N%5 ELISA con antigeno ES/L.

purificado con suero de distintas enfermedades

ELISA (TITULOS

ENFERMEDADES NEG 1/8 1/16 1/32 1/64 >1/64| TOTAL
PARASITARIA

HIDATIDOSIS 5 3 1 1 10
TRIQUIOSIS 7 3 10
ASCARIDIOSIS 5 3 2 10
STRONGILOIDIOSIS 3 1 4
NEUROCISTICERCOSIS 9 1 10
TOTAL 29 10 4 1 44

parasitarias

Tabla N*6 ELISA con antigeno ES/L, purificado con suero de distintas enfermedades no

ELISA (TITULOS

ENFERMEDADES NO NEG | 1/8 | 1/16| 1/32| 1/64 >1/64 TOTAL
PARASITARIA

HEPATITIS 5 4 1 10
SIFILIS REACTIVA 4 1 5
EOSINOFILIA DE ORIGEN DESCONOCIDO 8 1 9
TOTAL 17 4 2 1 24
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Utilizando antigeno purificado, el suero de un paciente con Hidatidosis presento un titulo
de 1/64, pacientes con Triquinosis tuvieron titulos de 1/8, con Ascaridiosis dos sueros
dieron titulos de 1/16 y con Strongilodiosis un suero tuvo titulo de 1/16, con
Neurocisticercosis alcanzo a 1/8.

En patologias no parasitarias el ensayo inmunoenzimatico con antigeno purificado mostro
que de los 24 sueros analizados 17 fueron negativos, un suero con Sifilis resulto positivo
a la dilucién 1/32, un suero con hepatitis y otro con eosinofilia positivo 1/16.

La sensibilidad de la técnica del ELISA con el ES/L, purificado utilizando los resultados de

la tabla 8 se observa en la Tabla 7.

Tabla N°7. Sensibilidad y Especificidad del ELISA con antigeno ES/L; purificado de
T.canis

ELISA CON ANTIGENO ES/L , PURIFICAD O
DILUCION SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
1/8 100% 82%
1/16 100% 94%
1/32 100% 99%
1/64 58% 99%

La sensibilidad para la dilucién 1/32, es del 100%, igual que con el antigeno total, pero la

especificidad para la misma dilucién es del 99%.

42




ELISA con suero de personas con sospecha clinica Dexocariasis

La técnica de ELISA con antigeno ES/L, total y purificado, mostré6 que los sueros de

pacientes con sospecha clinica de Toxocariasis reaccionaron con titulos iguales o

superiores a 1/32. (Tabla 8).

Tabla N° 8 ELISA realizado con antigeno ES/L; purificado en 54 sueros de pacientes con
sospecha clinica

TITULOS [ELISA antigeno ES/L,total [ELISA antigeno ES/L, purificado
Neg 0/54 0/54

1/32 12/54 20/54

1/64 7/54 10/54

1/128 6/54 10/54

1/256 20/54 14/54

>1/256 9/54 0/54

TOTAL 54 54
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DISCUSION

Los primeros antigenos utilizados para el diagnostico de la Toxocariosis fueron
homogeneizados del parasito adulto que entre otros componentes son ricos en
fosforilcolina, hapteno comun de los Helmintos y responsable de numerosas reacciones
cruzadas. En los ultimos afios las técnicas serolégicas adquirieron mayor confiabilidad
dado que mejoro la especificidad al emplear antigenos de excrecion secrecion, que tienen
la ventaja de no poseer fosforilcolina, Sin embargo como son glicoproteinas, por SDS-
PAGE y Western blot revelan que se trata de una mezcla compleja ,donde la fraccion
reconocida por los sueros de los pacientes no siempre corresponda al T.canis .Por lo
tanto es comun observar que se producen reacciones cruzadas con otras patologias.

En este trabajo se observo que en el Western blot con los sueros de personas con
sospecha clinica de Toxocariosis, se observaron bandas de 120, 70, 55 32, 30 kDa,
cuando se utiliza el antigeno ES/L, total y, que el triplete de aproximadamente 120 kDa
es responsable de la reactividad cruzada con las distintas patologias. Esto ya fue
observado por otros autores, quienes encontraron que el triplete de 120 kDa, era
reconocido por el suero de pacientes con otras Helmintiosis. (19)

Por esta razén para purificar el antigeno ES/L, y separar esta glicoproteina, se realizo
una cromatografia de intercambio i6nico

La reactividad del antigeno ES/L, purificado, se comparo con suero de personas con
sospecha clinica de Toxocariosis y con el suero de cerdos,. infectados con huevos
larvados de T.canis, observando en ambos casos en el Western blot bandas de 70-55
kDa .

Con respecto al respecto al Western blot , en animales de experimentacion se
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encuentran pocos datos , Se ha descripto que en el suero de conejos infectados con
huevos de T.canis se observaron bandas de 66,48,32 y 28 kDa, con antigeno E/S /Ltotal,

mientras que en el suero de cerdos se detectan bandas de 70-55 kDa con el mismo
antigeno , por otro lado en el caso del huésped definitivo; en perros infectados
naturalmente; se observaron bandas de 200, 120, 86, 74, 66, 47, 38, 32, 23, 24, 25,20y
16 kDa utilizando el antigeno ES/L, total (33,34,35).

Con respecto al Western blot cuando se emplean suero de personas con Toxocariosis se
observan algunas discrepancias. En estudios realizados en Francia, se consideran
especificas las bandas de 30,32, y 23 kDa. Sin embargo en investigaciones posteriores
encontraron que en la poblacion rural de Francia y el tropico, el 30 % de los sueros con
otras Helmintiosis reconoce estas bandas y un 35 % de los sueros de pacientes con
Toxocariosis reconocen las bandas de 150, 120, 70, 50, 37, 30, 26, 25, 24 kDa. Estos
autores consideran que, cuando solo se reconocen bandas de elevado peso molecular
(50, 70, 120, 150 kDa) puede ser debido a una Toxocariosis reciente o también a causa
de reactividad cruzada con otras Helmintiosis.(19,20)

Es posible que los anticuerpos contra las otras glicoproteinas se formen después, dado
que las glicoproteinas de 32 kDa son proteinas de anclaje en la membrana del parasito,
mientras que las de 120 kDa son secretadas por las glandulas secretorias y las
glicoproteinas de 70 y 55 kDa son producidas por el poro secretor y cubren la superficie
del parasito. (1)

Por lo tanto es posible que los primeros polipéptidos en estimular el sistema inmune sean
de 70 y 55 kDa dado que por su distribucién espacial estan en contacto primero con el
sistema inmune del huésped antes que los de 32 kDa, por consiguiente las bandas de
menor peso molecular no se observan en todos los estadios de la enfermedad o

también es posible que no sean visibles por el sistema inmune de los cerdos infectados
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experimentalmente.

Otra causa como ya se dijo seria que hay diferentes cepas, dado que en estudios
realizados por otros autores la glicoproteina de 32 kDa en algunos casos es positivo a la
coloracion para hidratos de carbono y en otros no.(25,26)

Otra razdn para justificar las diferencias en el peso molecular de las bandas es que en
este trabajo se realiz6 la experiencia con el suero de nifios menores de 15 afios mientras
que los estudios realizados en zonas rurales de Francia y el trépico fueron realizados en
Su mayoria en personas adultas.

Por otro lado cuando se realiz6 la técnica de ELISA empleando los sueros de personas
con otras patologias parasitarias y algunas no parasitarias, se observo que empleando el
antigeno ES/L, purificado hay reactividad a titulos bajos (Tabla 5 y 6) lo cual indica una
ventaja con respecto al antigeno ES/L, total donde se observan titulos mayores a 1/64
(Tablaly 2)

Sin embargo este antigeno al tratarse de una glicoproteina no es especifico de especie y
es posible observar reacciones cruzadas, por esa razén se realizd el Western blot,
empleando el antigeno ES/L, purificado, se observé que los sueros de otras
enfermedades parasitarias y no parasitarias, que presentaron titulos bajos con ELISA

pueden reconocer bandas de 70, 55, y 45 kDa,. (Fig. 15).
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Fig. N°15:Western blot con suero de distintas enfermedades parasitarias y no parasitarias
que presentaron en el ELISA con el antigeno ES/L; purificado titulo superior a 1/16. Linea 1y
2 suero de paciente con Hidatidosis, linea 3y 4 pacientes que eliminaron Ascaris, linea 5
suero de pacientes con eosinofilia de origen desconocido, linea 6 pacientes con
Strongilodiosis linea 7 suero de pacientes con Sifilis reactiva linea 8 sueros con Hepatitis

Sin embargo en el gréfico 2 se observa que al comparar la reactividad de los sueros con
las distintas enfermedades parasitarias y no parasitarias ,el antigeno ES/L, purificado
presenta menor reactivada cruzada ya que ,son muy pocos los sueros que

reconocen las bandas de 70, 55, 45 kDa , mientras que con el antigeno ES/L, total la

mayoria de los sueros reconocen mayor numero de bandas polipeptidicas.
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Bandas polipeptidicas reconocidas por los distintos sueros
con el antigeno total y purificado
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6rafico N°2:Sueros de distintas enfermedades parasitarias y no parasitarias que reaccionan
con antigeno ES/L2 de T.canis total y purificado

El antigeno ES/L, también mostr6 que pude discriminar a pacientes sin Toxocariosis ya
gue en el grupo control negativo los sueros analizados en el ELISA / antigeno purificado,
fueron no reactivos o de titulo 1/8, mientras que con ELISA /antigeno total presentaron
titulos de hasta 1/128 (Tabla 1, 2,4y, 5).

Finalmente Cuando se analizaron por ELISA los sueros de pacientes con sospecha
clinica de Toxocariosis se observo que presentaban titulos mayores a 1/32 con los dos
antigenos ES/L; total y purificado y la sensibilidad del test de ELISA, para la dilucién 1/32
no mostré diferencias en el comportamiento de los dos antigenos, pero la especificidad
para el ELISA /antigeno purificado fue del 99%.

De acuerdo a estas observaciones empleando el antigeno ES/L, purificado se puede

considerar que los sueros que presentan titulos iguales o mayores a 1/32 podrian
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ser considerados reaccionantes e indicarian que las personas fueron o estan parasitados
con T.canis.

Sin embargo no es facil saber si se trata de una Toxocariasis reciente 0 es una
enfermedad antigua, ya que es muy dificil saber si las personas estuvieron en contacto
con huevos de T.canis o existe otra parasitosis al mismo tiempo.

Con el empleo del antigeno ES/L2 purificado en la técnica de ELISA se aumenta la
especificidad de la misma, al disminuir las reacciones cruzadas sobre todo con otras

Helmintiosis , por lo tanto se puede tener un mejor diagnostico de Toxocariosis
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