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Resimen

La toxocarosis humana es una de las helmintiasis zoonéticas mas reportada en el
mundo. Dependiendo del érgano afectado, pueden distinguirse varias manifestaciones
clinicas: toxocarosis sistémica, que afecta a la mayoria de los 6rganos; toxocarosis ocular;
toxocarosis asintomatica y toxocarosis encubierta. Esto hace muy complicado el diagnostico
de esta enfermedad. El propésito del presente estudio es contribuir al conocimiento de la
toxocarosis humana en Chile, especialmente en el diagnéstico, mediante el reconocimiento de
antigenos especificos para las diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad. Se uso
la técnica de western blot y antigenos, tanto larvales soméaticos (LS) como excretados-
secretados (ES) de larvas de Toxocara canis, enfrentados a anticuerpos IgA e IgG. Los
resultados muestran que existen antigenos definidos por su peso molecular (PM) que estan
presentes en ambos extractos antigénicos y que son reconocidos por las dos clases de
inmunoglobulinas (27 y 20 kDa). El antigeno de 36 kDa presente en ambos extractos
antigénicos y que sélo es reconocido por IgG. Otros antigenos sélo estan presentes en LS (65
y 81 kDa), aunque también estan presentes en otras parasitosis; o0 en ES (48 y 40 kDa).
Algunos antigenos solamente fueron detectados cuando se utilizé un determinado extracto
(LS o ES) con una clase de anticuerpos (101, 52, 45 y 15 kDa). Al seleccionar un antigeno
especifico en base a su PM, para cada una de las manifestaciones de toxocarosis humana,
se observé que el mayor porcentaje de deteccion se obtuvo en la manifestacion asintomatica,
con el antigeno de 40 kDa, en el sistema ES/IgA. También se analizé la presencia de
antigenos especificos mas frecuentes en una o dos manifestaciones de toxocarosis humana,
determinandose paneles de antigenos especificos. Cuando se analizaron las 24 muestras de
sueros de pacientes con otras parasitosis y negativas para toxocarosis humana, se observo
reconocimiento cruzado de antigenos principalmente de PM superior a 50 kDa. Esto
concuerda con lo reportado en literatura por otros autores y avala el uso de la técnica de
western blot que permite diferenciar dichos antigenos. Se determind que la correspondencia
univoca entre un determinado antigeno o panel de antigenos con una o dos manifestaciones
clinicas de toxocarosis humana fluctia entre 65% y 84%. Sin embargo, el hecho de encontrar
antigenos especificos para algunas de las manifestaciones clinicas abre la posibilidad de
optimizar las técnicas y utilizar antigenos purificados para maximizar la deteccion de tales
antigenos.

Palabras clave: Toxocarosis humana, antigenos, western blot, manifestaciones clinicas.



Summary

The human toxocariasis is one of more reported zoonotic helmintiasis in the world.
Depending on the affected organ, several clinical manifestations can be distinguished:
systemic toxocariasis, that affects to most of the organs; ocular toxocariasis; asymptomatic
toxocariasis and covert toxocariasis. This makes the diagnosis very complicated of this
disease. The aim of the present study is to contribute to the knowledge of the human
toxocariasis in Chile, especially in the diagnosis, by means of the recognition of specific
antigens for the different clinical manifestations of the disease. The western-blot technique
was used and larval somatic (LS) and excreted-secreted (ES) antigens of T. canis larvae,
recognized by antibodies IgA and 1gG. The results show that there exist antigens defined by
molecular weight (MW) that are present in both antigenic extracts and that are recognized by
the two classes of immunoglobulin (27 and 20 kDa). The antigen of 36 kDa is present in both
antigenic extracts and only is recognized by IgG. Other antigens only are present in larval
somatic (LS) (81 and 65 kDa), also present in other parasitosis; or in ES (48 and 40 kDa).
Some antigens were only detected when a certain extract (LS or ES) with a class of antibodies
was used (101, 52, 45 and 15 kDa). When selecting a specific antigen on the basis of its MW
for each one of the manifestations of human toxocariasis, was observed that the greater
percentage of detection was obtained for asymptomatic manifestation, with the antigen of 40
kDa, in the ES/IgA system. Also the presence of more frequent specific antigens in one or two
manifestations of human toxocariasis were analysed, determining panels of specific antigens.
When 24 serum samples of patients with other parasitic diseases and refusals for human
toxocariasis were analysed, crossed recognition of antigens superior to 50 kDa was observed
mainly. This agrees with other reports in literature and guarantees the use of western-blot
technique that allows differentiating these antigens. It was determined that univocal
correspondence between antigen or a panel of antigens with one or two clinical manifestations
of human toxocariasis fluctuates between 65% and 84%. Nevertheless, the fact to find specific
antigens for some of the clinical manifestations opens the possibility of optimising the

techniques and of using purified antigens to maximize the detection of such antigens.

KEY WORDS: Toxocariasis, antigens, western-blot, clinical manifestation.



Introduccién

La toxocarosis humana es una de las helmintiasis zoonéticas mas reportada en el
mundo (Magnaval et al., 2001). A menudo la enfermedad se presenta como una infeccién que
puede afectar a todos los drganos, particularmente el higado, denominada toxocarosis
visceral o sistémica. En otros casos puede presentarse como una pérdida de la agudeza
visual, entre otros sintomas, denominandose toxocarosis ocular. La toxocarosis encubierta
presenta una sintomatologia inespecifica asociada a un test seroldgico positivo. La forma més
comun de toxocarosis es probablemente la asintomatica, en la cual los pacientes son
serol6gicamente positivos sin presentar signos clinicos de la enfermedad. Esto hace muy
complicado el diagndstico de la enfermedad (Bowman y Griffiths, 2000; Logar et al., 2004).
Esta zoonosis parasitaria es producida, principalmente, por larvas de Toxocara canis y
Toxocara cati, también se le conoce como sindrome de larva migrante. EI hombre se
comporta como hospedador paraténico accidental, en el cual las larvas migran por los tejidos
y 6rganos provocando dafios mecanicos y toxialérgicos, por la liberacién de alergenos (Diez
et al., 1999; Noemi y Rugiero, 1999). El aumento de los animales de compafiia y su cuidado
deficiente, asi como el aumento de animales callejeros, han facilitado que muchos de ellos se
encuentren infectados con nematodos, principalmente del género Toxocara (Noemi y Rugiero,
1999). Estudios realizados en diversos paises demuestran que mas del 60% de las muestras
de heces procedentes tanto de perros que visitan a su médico veterinario, como de perros
callejeros, contienen huevos de Toxocara canis. La mayor prevalencia de este parasito se
encuentra en perros menores de 6 meses (Noemi et al., 1984; Logar et al., 2004; Magnaval,
2005). Otros estudios demuestran que la tierra de jardines y parques o plazas de zonas
urbanas e incluso patios de jardines infantiles, se encuentran contaminadas con huevos de
ascaridos, en muchos casos ya embrionados (Wiwanitkit et al., 2004; Guimaraes et al., 2005).
Por lo tanto, la poblacién esta en constante peligro de adquirir esta parasitosis y dependiendo
de la localizacion y recorrido de las larvas, sera el dafio causado en el hospedero, llegando
incluso a la muerte. Cabe sefialar que son los nifios, el grupo etario en mayor riesgo de
contraer esta parasitosis, debido a la alta contaminacion ambiental con huevos larvados de
este parasito y por los habitos de juego e higiene (geofagia, onicofagia, etc.), aunque los
adultos no estan libres de contraerla (Castillo et al., 2000; Anaruma et al., 2002). Las heces

de los animales infectados contienen gran cantidad de huevos que requieren de un periodo



cercano a las dos semanas, en condiciones favorables, para hacerse infectantes, pudiendo
permanecer meses, incluso afios, en un estado de latencia en espera de condiciones éptimas
para completar su ciclo. Ademas, existe la transmisién transplacentaria de perras prefiadas a
sus crias, con lo cual estamos frente a un circulo vicioso imposible de romper y soélo
controlable mediante rigurosos calendarios de desparasitacion de nuestras mascotas
(Magnaval et al., 1994; Trivifio et al., 1999; Magnaval, 2005).

En nuestro pais la mejor prueba seroldgica para el diagnéstico de esta parasitosis en
humanos es la técnica de ELISA, descrita por varios autores. La extraccion del antigeno de
las larvas en segunda fase, se realiza in vitro para su utilizaciébn en la deteccién de los
anticuerpos. La especificidad y sensibilidad de la prueba son altas y existe una buena
correlacion entre los titulos de antigenos y la existencia de una infeccién por Toxocara canis.
Aungque en algunos pacientes con compromiso en Organos mas aislados como retina y
cerebro, en donde el sistema inmunolégico tarda mas en reconocer los antigenos, se deben
realizar pruebas mas especificas como muestras del humor acuoso o vitreo, scanner, etc.,
para determinar titulos de anticuerpos o presencia del parasito (Herzkovic et al., 1986; Trivifio
et al., 1999; Magnaval et al., 2001; Logar et al., 2004).

AUn es necesario entregar las bases para elaborar métodos diagndsticos mas
precisos, que puedan predecir el curso de la enfermedad hacia una u otra manifestacion, lo
gue podria lograrse mediante técnicas de western blot, las que podrian revelar bandas
electroforéticas especificas. En el presente trabajo, se analizé si existe relacion entre diversas
manifestaciones clinicas de la toxocarosis y el reconocimiento de determinados antigenos
somaticos 0 excretados-secretados por larvas de Toxocara canis, mediante la técnica de
western blot. Con este fin se estudiaron sueros de pacientes con diferentes manifestaciones
clinicas de toxocarosis humana, enfrentandolos a los antigenos ya nombrados, los cuales son
utilizados actualmente en el diagndstico serolégico de esta enfermedad. Ademas se analiz6 el
posible reconocimiento de dichos antigenos por sueros de pacientes con otras parasitdsis,
descritas en la literatura (Bhattacharyya et al., 2001; Romasanta et al., 2003), como

enfermedad de Chagas, toxoplasmasis, hidatidosis y cisticercosis.



Revisioén bibliografica

1. El sindrome de larva migrante o toxocarosis humana: es un sindrome producido en el
hombre, sin importar el sexo o la edad, por la ingestion accidental de huevos infectantes
larvados (L2); principalmente de Toxocara spp, ascéridos de perros y gatos, entre otros
animales, siendo los méas importantes: Toxocara canis, T. cati, Toxascaris leonina,
Baylisascaris procyonis y otros. El de mayor importancia epidemiolégica es T.canis; ascaris
que parasita el intestino delgado, exclusivamente de los canidos. Estos huevos pueden estar
presentes en el ambiente, ya sea en tierra de plazas o jardines, fomites, alimentos o aguas
contaminadas con heces de perro (Eberhard, 1998; Noemi y Rugiero, 1999; Logar et al.,
2004).

2. El parasito: T. canis es un nematodo del orden Ascaridida, superfamilia Ascaridoidea y
familia Ascarididae. El género Toxocara incluye dos especies: T. canis y T. cati, ambos
parasitan exclusivamente a cénidos y félidos, domésticos vy silvestres; respectivamente. Otro
género y menos frecuente es el T. leonina que puede afectar indistintamente a canidos y
félidos (Diez et al., 1999).

Los machos de T. canis miden entre 4 y 10 cm. de largo y las hembras miden de 5 a
18 cm. de largo, ambos de 2 a 3 mm de didmetro. Tienen una boca con tres labios y
lateralmente dos alas cervicales y son de color blanquecino. Sus huevos esféricos miden 75-
90 pm, con una cubierta rugosa y varias capas concéntricas, que lo hacen muy resistente al
medio ambiente, de color marrén oscuro y su contenido ocupa totalmente el interior. Este
parésito es uno de los mas comunes de los carnivoros domésticos (Brunaska et al., 1995;
Diez et al., 1999). Alguna de sus caracteristicas morfologicas se pueden observar en la figura
1.



Figura 1: Caracteristicas morfologicas de Toxocara canis. A: T. canis adultos en heces de perro, B: T.
canis adultos (arriba: hembra y abajo: macho), C: larva de T. canis liberada después de la ingestion, D:
cabeza de T. canis con sus caracteristicas alas cervicales y su boca con tres labios, E: huevo esférico
de T. canis y F: micrografia electronica de barrido de huevo de T. canis. (Magnaval, 2005).

3. Ciclo biolégico: como se observa en la figura 2 en su ciclo bioldgico se diferencian 4
posibilidades de infeccién: directa, mediante la ingestion de huevos embrionados;
transplacentaria o prenatal; galactdgena, por la leche materna; y ocasionalmente a través de
la ingestion de hospedadores paraténicos, como: ratones, perros, gatos, aves, lagartijas,

algunos invertebrados, etc.

En este complejo ciclo ocurre lo siguiente: de acuerdo con la edad del perro, en los
menores de seis semanas el parasito realiza el ciclo de Loos o migracion tragueobronquial, en
el cual las larvas perforan y pasan desde el intestino delgado al higado por via portal, luego a
corazon derecho, pulmones, bronquiolos, bronquios y traguea donde son nuevamente
deglutidas, para colonizar el intestino delgado de su hospedero. Pero durante su viaje han
evolucionado a larvas de 5° estado (L5) y necesitan de 3 a 5 semanas para transformarse en

machos y hembras en condiciones de generar nuevos individuos.

En cambio, en perros mayores de seis semanas, ocurre algo similar, aunque
generalmente no vuelven al intestino, debido a que llegan a corazén izquierdo, donde se
produce una redistribucion de las larvas a todos los Organos, incluso mdusculos,

permaneciendo en estado hipobiotico, englobadas en un granuloma inflamatorio o libres,




durante meses o0 afos y su desarrollo se detiene. Condicién que ocurre en hembras no
prefiadas y machos. Esta migracion somatica es la que ocurre en el hombre y en otros

hospedadores no habituales, cuando ingieren huevos larvados de T. canis.
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Figura 2: Ciclo de vida de Toxocara canis (Magnaval, 2005).

En las hembras prefiadas, a partir del dia 40-42 de gestacion, las larvas hipobiéticas,
se activan movilizandose hacia la placenta y glandulas mamarias, ya sea debido a
manifestaciones hormonales o estados de inmunodepresion y via transplacentaria se
traspasan a los fetos, naciendo los cachorros parasitados. También ocurre infeccion
transmamaria en los cachorros cuando consumen el calostro y una reinfeccion de sus madres
cuando consumen el meconio. Cabe sefialar que estas son las principales vias de infeccion

en los cachorros.




De acuerdo con este ciclo son los cachorros menores de 6 meses los més afectados; y
por lo tanto, los de mayor riesgo para el contagio humano (Maizels et al., 1987; Magnaval et
al., 1994; Corwin, 1998; Diez et al., 1999; Trivifio et al., 1999; Magnaval et al., 2001).

Los ciclos evolutivos de T. cati y T. leonina son muy similares; pero en el primero la
infeccién prenatal de los gatitos no existe y el segundo, puede afectar tanto a gatos como a

perros indistintamente, entre otras diferencias (Diez et al., 1999; Noemi y Rugiero, 1999).

4. Epidemiologia: nuestro pais aun no tiene un programa de control o tenencia de perros y
gatos y debido a la estrategia del parasito para perpetuarse en el tiempo y las condiciones
inadecuadas con respecto a la tenencia de mascotas, la prevalencia de T. canis es muy alta.
Se ha comunicado la infeccién en 23 a 40% de los perros de hasta un afio de edad, otros
estudios demuestran que estos porcentajes pueden variar entre 2 a 93% (Noemi et al., 1984;
Trivifio et al., 1999; Castillo et al., 2000; Anaruma et al., 2002).

Las larvas somaticas que se encuentran en las hembras caninas en edad
reproductiva, son el principal reservorio de la infeccion. Las hembras de T. canis son muy
prolificas y pueden depositar alrededor de 200.000 huevos diarios, los que son eliminados en
las heces y que dependiendo de condiciones ambientales, principalmente la humedad,
temperatura y tension de oxigeno, demoran alrededor de 2-5 semanas en hacerse
infectantes. Estos huevos larvados son muy resistentes a las condiciones del medio ambiente
y a muchos desinfectantes de uso comun, permaneciendo viables desde meses hasta méas de

un afo, en lugares contaminados (Diez et al., 1999; Noemi y Rugiero, 1999).

5. Patogenia: el dafio generado en el animal tiene relacién principalmente con las
migraciones larvarias y de su localizacion en diferentes tejidos y érganos, ademas depende
principalmente de variaciones individuales de cada hospedero, por lo tanto la respuesta
inmune es diferente. En su recorrido las larvas producen acciones traumaticas, obstructivas o
anafilacticas, por la liberacién de sustancias como resultado de la muda de estas larvas.
Cuando las larvas y gusanos adultos se ubican en el intestino delgado del perro, se
desarrollan cuadros digestivos de leves a graves y dependiendo de la carga parasitaria y
compromiso hepdético por el paso de larvas a través de este 6rgano, cuadros sistémicos
como: raquitismo, alteraciones nerviosas, diarreas, mala condicion corporal, anorexia, fiebre y

hasta la muerte. Cuando las larvas realizan el ciclo de Loos puede manifestarse



sintomatologia clinica respiratoria como tos y disnea debido a que la migracion larval induce

respuesta eosinofilica en el hospedador (Corwin, 1998; Diez et al., 1999; Cuéllar et al., 2001).

6. Diagnéstico: se realiza observando la sintomatologia caracteristica en los animales
infectados y a través de exdmenes coproldgicos, para demostrar la presencia de huevos del
parasito. También se pueden aplicar estudios de laboratorio: serolégicos para demostrar la
presencia de anticuerpos contra T. canis, niveles de IgA, entre otros (Matsumura et al., 1983;
Corwin, 1998; Diez et al., 1999).

7. Tratamiento: el tratamiento de esta enfermedad en nuestros animales de compafia se
logra solamente con rigurosos calendarios de desparasitacion, utilizando para este efecto una
amplia gama de antiparasitarios antihelminticos en base a febendazol, praziquantel y

pamoato de pirantelo o ivermectina (Corwin, 1998), muy faciles de adquirir en el mercado.

8. Efecto del parasito en el ser humano: las infecciones del hombre producidas por
ingestion accidental de larvas de nematodos de otros animales, generalmente del perro y del
gato, pueden afectar a los parénquimas de érganos como pulmones, higado, corazén, etc.
(larva migrante visceral, sistémica o toxocarosis humana). También se describe la toxocarosis
humana: ocular, asintomética y encubierta (Noemi y Rugiero, 1999; Magnaval et al., 2001,
Logar et al., 2004).

Esta parasitosis afecta principalmente a nifios, por sus conductas de juegos e
incipientes habitos de higiene (geofagia o pica, onicofagia, etc.) aunque los adultos no estan
libres de contraerla. Es mas frecuente en nifios de poblados rurales o citadinos con malas
conductas higiénicas, lo que es avalado por estudios realizados que indican seroprevalencias
de hasta 22% (Anaruma et al., 2002; Campos et al., 2003).

Generan un dafio mecanico dado por la formacién de granulomas eosinofilicos,
producto de la respuesta inmune del hospedador, que trata de encapsular e inmovilizar a la
larva. Posteriormente se liberan antigenos excretados-secretados (ES) generados por el
parasito, lo que produce la elevacion de inmunoglobulinas (hipergamaglobulinemia) del tipo
IgA, IgM, IgE, 1gG tipo 4 e interleuquinas 4 y 5, completando la reaccion inflamatoria (Noemi y
Rugiero, 1999; Alonso et al., 2000; Machnicka-Rowinska et al., 2002; Lépez et al., 2003).



Cuando el hombre ingiere los huevos larvados de estos nematodos, se transforma en
un hospedador paraténico accidental y ocurre casi lo mismo que en el hospedero habitual: las
larvas eclosionan de los huevos ingeridos y atraviesan la pared intestinal, iniciando su
migracion por circulacion portal hacia el higado, algunas son encapsuladas aqui y otras van
practicamente a todo el organismo, via circulacion sistémica. Pero no alcanzan su madurez
sexual; por lo tanto, en pacientes con toxocarosis humana, la basqueda de huevos en las
heces no es diagnéstica (Diez et al., 1999). Los signos y sintomas varian de leves a severos y

pueden presentarse semanas a meses después de la infeccion.

La eosindfilia en pediatria es un indicador hematoldgico que debiera llevar a estudiar
su etiologia. Entre éstas las mas frecuentes son parasitosis y alergias. Estadisticas indican
que dentro de las causas de eosinofilia se encuentran la toxocarosis humana, el Ascaris
lumbricoides, la leucemia linfatica y la histocitosis de células de Langerhans. Estudios
realizados en diversos paises y también en Chile indican que entre un 30 a 40% de las

eosinofilias en nifos corresponden a toxocarosis (Diez et al., 1999; Trivifio et al., 1999).

La eosinofilia periférica y tisular es un signo biolégico de migracion larval en las
helmintiasis, ya que los eosindfilos son los mayores efectores frente a los helmintos. En la
toxocarosis humana numerosos autores consideran a la eosinofilia de valor predictivo, sin
embargo, otros citan casos de parasitosis asociada a cifras normales de eosindfilos
circulantes. Las helmintiasis tisulares estan asociadas en la mayoria de los casos con una
eosinofilia elevada; en la toxocarosis el hemograma puede ser normal o presentar eosinofilia
marcada con cifras cercanas al 20%, hasta un 90%, pudiendo mantenerse por afos, incluso

posterior al tratamiento (Diez et al., 1999; Guardis et al., 2002).

Dependiendo del lugar donde se localicen finalmente las larvas, sera el dafio causado
al paciente, describiéndose diferentes manifestaciones clinicas debidas al sindrome, tales

como:

A) Toxocarosis humana asintomatica: generalmente no presenta sintomas, pero cuando se
manifiesta clinicamente, los sintomas son inespecificos, como debilidad, prurito, dificultad
respiratoria y dolor abdominal. Puede ademas cursar con eosinofilia elevada (Magnaval et al.,
2001). Es la presentacibn mas comun segun literatura y antecedentes clinicos (Altcheh et al.,
2003; Lopez et al., 2003).



B) Toxocarosis humana sistémica: predominante en nifios de 1 a 7 afios con antecedentes
de geofagia y de ser duefios de mascotas. Pueden presentar signos como: anorexia, astenia
e irritabilidad, fiebre (37,5-39°C), vOmitos, dolor abdominal y manifestaciones cutaneas
(eccemas, urticaria, eritema, edemas, etc.). El compromiso sistémico se manifiesta en
pulmén (tos, asma, disnea, bronquitis obstructivas recidivantes o BOR, neumonias
eosinofilicas severas, neumonitis, alteraciones en pruebas de ejercicio y espirometria, etc.);
en higado (hepatitis, nédulos, abcesos, hepatomegalia, alteracibn en pruebas hepaticas,
etc.); en bazo (esplenomegalia); en sistema nervioso central (SNC) (encefalitis, meningitis,
paresias, parestesias, epilepsia, convulsiones, alteraciones conductuales, hiperactividad, etc.)
y en coraz6n (miocardiopatias, miocarditis e incluso insuficiencia cardiaca) (Noemi et al.,
1984; Minvielle et al., 1999; Magnaval et al., 2001; Guardis et al., 2002).

Estudios de laboratorio indican que el hemograma puede ser normal o presentar
alteraciones como son una eosinofilia marcada y persistente, mayor a 10% (células maduras)
como es el caso de la toxocarosis cerebroespinal o neurolégica; leucocitosis (Magnaval et al.,
2001) e hipergamaglobulinemia con predominio de IgG, IgA, IgM y marcada elevacion de IgE,
con aumento de isohemaglutinas de tipo anti A y/o anti B, mayor a 1:1024, segun el grupo
sanguineo (Magnaval et al., 2001; Guardis et al., 2002; Oktar et al., 2002; Rubinsky-Elephant,
2004; Malbran, 2005).

Estudios realizados por varios autores demuestran que la toxocarosis en SNC, es
poco frecuente, reportdndose a la fecha sélo algunos casos, lo que podria indicar que esta
condicion esta subdiagnosticada, debido a la sintomatologia inespecifica que presenta este
cuadro (Magnaval et al., 1997; Magnaval et al., 2001; Oktar et al., 2002). El cuadro hepatico,
también es poco frecuente debido al rapido pasaje que realizan las larvas por este érgano
(Park et al., 2000), antes de distribuirse al resto del organismo via sistémica. Algunas de las
lesiones caracteristicas encontradas son nédulos y abcesos, producto del paso de las larvas

por el higado (Pereira et al., 1999).

C) Toxocarosis humana ocular: compromiso ocular grave, afecta generalmente a nifios
mayores, de 6 a 14 afios. Sus signos son: disminucion de la agudeza visual, estrabismo,
exotropia, leucocoria, inflamacion de segmento anterior, desprendimiento de retina,
granuloma retinal periférico o del polo posterior (signo més frecuente), retinitis exudativa,

endoftalmitis difusa crénica y uveitis anterior, panuveitis difusa crénica y neuritis 6ptica. Las



larvas migran al ojo a través de la circulacion sistémica y se quedan atrapadas en los tejidos.
La muerte del parasito en el ojo origina la liberacion de toxinas y productos antigénicos, que
inducen una respuesta inflamatoria del hospedero. El granuloma ocular de la toxocarosis no
esta asociado con calcificacion a diferencia del retinoblastoma (Botero et al, 2001; Magnaval
et al., 2001; Logar et al., 2004).

La migracién de unas pocas larvas de T. canis en el SNC o en el ojo son suficientes
para generar una lesion local grave, pero resultan insuficientes para provocar una esosinofilia
sanguinea (Herskovic et al., 1986; Magnaval et al., 1992; Ramirez et al., 1994; Guardis et al.,
2002).

Un estudio realizado en Corea (Park et al., 2000), reporté cinco casos de toxocarosis
ocular confirmados por una reaccién positiva a dos métodos diagnédsticos: ELISA con IgE y
western blot. Se describié para el diagndéstico serolégico de toxocarosis ocular, un patrén de
bandas por western blot que detecta IgG para antigeno ES los que serian mas especificos
que el que utiliza IgE. ELISA con IgE, no es suficiente para un diagnéstico seguro de
toxocarosis. Los patrones obtenidos por western blot que incluyen bandas de bajo peso
molecular (PM), parecen ser mas especificos para diagnosticar toxocarosis humana; bandas
de alto PM son detectadas significativamente sélo cuando se utilizan sueros de pacientes con

variadas helmintiasis, que muestran un 33% de resultados positivos (Magnaval et al., 1991).

Los resultados del western blot revelaron que en los 5 casos oculares, estaban
presentes bandas de pesos moleculares entre 35 y 24 kDa, que fueron especificas para
toxocarosis; y ademas que el ELISA con IgE es un método complementario para la deteccién
anticuerpos 1gG especificos, su sensibilidad es de 67,9% y su especificidad es de 76,2% la
mayor utilidad que entrega es en determinaciones para el seguimiento del post tratamiento,

ya que los niveles después del tratamiento disminuyen significativamente.

Menos de un 10% de los nifios afectados recupera en grado aceptable su vision. Es
importante el examen de fondo de ojos para el diagndstico acertado y el diagnostico
diferencial con otras patologias como retinoblastoma, tumores intraoculares, hiperplasia
primaria persistente del humor vitreo, granuloma con retencién de cuerpo extrafio y otras
causas. Frecuentemente, el cuadro cursa sin eosinofilia y a veces con serologia negativa o

positiva a titulos muy bajos, aunque pueden encontrarse anticuerpos en el humor acuoso. Por
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lo tanto, la técnica serologica de ELISA, que para diagnosticar la enfermedad en nuestro pais
es de primera eleccién, en los procesos viscerales; no es confiable en casos oculares
(Herskovic et al., 1986; Magnaval et al., 1992; Ramirez et al., 1994; Guardis et al., 2002).

D) Toxocarosis humana encubierta: se caracteriza por cursar con sintomatologia difusa
como: fiebre, vémitos, debilidad, dolor abdominal y articular, cefalea, urticaria,
linfoadenopatias, entre otros. Estudios realizados han demostrado que aproximadamente un
27% de los pacientes presenta altos titulos de anticuerpos contra T. canis, pero con conteos

de eosindfilos normales (Magnaval et al., 2001).

El curso hacia una u otra manifestacion clinica parece depender de factores del
hospedador, como: peso, calidad de la respuesta inmune inducida, tejido u érgano afectado,
frecuencia de reinfecciones, etc.; y de factores del parasito, tales como su capacidad
inmunogénica, cantidad de huevos infectantes ingeridos y cantidad de larvas migrantes. Por
lo tanto, se debe poner especial atencion en estos factores ya que influyen en la patogenia y
en la clinica de la enfermedad (Noemi et al., 1984; Trivifio et al., 1999; Cuéllar et al., 2001;
Magnaval et al., 2001; Guardis et al., 2002).

9. Epidemiologia: las enfermedades parasitarias constituyen un problema de salud publica
en Chile. No sélo por constituir indicadores de saneamiento ambiental de las comunidades,
sino por la demanda de atencién médica y de laboratorio que generan (Trivifio et al., 1999).
La geofagia es un factor de riesgo muy asociado a la presencia de toxocarosis humana en los
pacientes afectados, lo que indica el grave problema de saneamiento ambiental al que esta
expuesta la poblacion infantil (Trivifio et al., 1999). Diferentes estudios demuestran que la
mayoria de los lugares publicos como plazas y jardines, estdan contaminados con huevos
larvados de Toxocara spp. (Abe et al.,, 1997; Coelho et al., 2001; Anaruma et al., 2002;
Guimaraes et al., 2005). Castillo et al., (2000), en un estudio realizado en Chile, demostraron
que entre el 30 y el 70% de los lugares estudiados, fueron positivos a la presencia de huevos

de T. canis.

10. Diagnéstico: el diagnéstico de la toxocarosis humana requiere de un alto indice de
sospecha, antecedentes y conductas del paciente (geofagia, onicofagia, tenencia de
mascotas, alteraciones respiratorias cronicas, anorexia, diarrea, rash cutaneo, fiebre, palidez

de piel y mucosas, fondo de ojos alterado, edad de riesgo, etc.); recursos de laboratorio,
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ademas de estudios dirigidos y seguimiento de cada caso. Puede que alguno de ellos haya
sido mal diagnosticado como una hipereosinofilia idiopatica. La gravedad de algunas
manifestaciones clinicas hace necesario que los clinicos estén alertas, para hacer el

diagnostico oportuno y el manejo ambiental de los pacientes.

Estudios realizados en Chile destacan que al igual que lo informado en otros paises,
pocos casos con dafio ocular presentan eosinofilia marcada. Otro problema en el diagnéstico
es el punto de vista de corte usado en Chile (1:64), diversos estudios sefialan que, en casos
de sindrome ocular, al bajar el punto de corte de la prueba de ELISA (1:8 6 1:2) se aumenta la
probabilidad de detectar los casos. Mas aln, una prueba negativa no excluye la posibilidad de
toxocarosis ocular (Trivifio et al., 1999; Bowman et al., 2000; Magnaval et al., 2001; Logar et
al., 2004).

La confirmacién en nuestro pais se logra mediante la reaccién de ELISA, cuya
sensibilidad alcanza entre 70 y 91,3% y su especificidad oscila entre 76,9 y 100%. Se
consideran positivos titulos de 1:64. Aunque se han ensayado otros métodos, la técnica de
ELISA utilizando antigeno ES de T. canis, es la que consistentemente entrega mejores
resultados (Herskovic et al., 1986; Jacquier et al., 1991; Ramirez et al., 1994; Trivifio et al.,
1999).

En literatura se describen ademas mediciones de la concentracion de
inmunoglobulinas en suero, como la IgG, IgM, IgE o IgA, debido a la hipergamaglobulinemia
qgue produce la enfermedad. La IgG tiene la caracteristica de mantenerse elevada durante
todo el curso de la enfermedad y seguir asi durante afios; por lo tanto, no sirve para el
seguimiento de los pacientes. La IgM aumenta durante la infeccién aguda y luego disminuye,
aungue no se negativiza, por lo cual su seropositividad no es siempre indicativa de una
infeccién reciente, mas aun cuando se encuentra en titulos bajos. Los niveles de IgE al igual
que los de IgM tendrian utilidad para sefalar casos de infeccién reciente y casos de
reinfeccion, ya que en general las concentraciones disminuyen rapidamente con la
administracion de antiparasitarios (Magnaval et al., 2001; Machnicka et al., 2002; Lopez et al.,
2003). Con respecto a la IgA sus valores también son indicativos de infeccion aguda
(Machnicka-Rowinska et al., 2002; Rubinsky-Elephant, 2004; Malbran, 2005).
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A nivel internacional el diagndstico de toxocarosis humana se realiza a través de la
deteccién de anticuerpos por ELISA y confirmacion mediante andlisis de western blot (1:32),
utilizando antigeno ES de T. canis. Una vez realizada la prueba de western blot se visualizan
7 bandas, separadas en dos grupos: un grupo de alto PM (200; 147 y 132 kDa) y otro de bajo
PM (35; 30; 28 y 24 kDa). Una reaccion positiva implica la aparicion de las 4 bandas de menor
PM. Las bandas de alto PM estan presentes, ademas, en reacciones cruzadas especialmente
con Strongyloides, Oxyuros y Taenia saginata (Magnaval et al., 1992; Malbran, 2005).

Como ya se mencioné existe la posibilidad de reaccion cruzada con otras helmintiasis,
sin embargo aunque el ELISA con IgE o IgG para antigeno ES, sea positivo en alguna de
otras helmintiasis, los hallazgos del western blot no pueden ser negativos para la presencia
de bandas de alto PM. Por lo tanto, la posibilidad de reacciones cruzadas puede ser

facilmente descartada mediante esta técnica (Magnaval et al., 1992).

Otros estudios realizados mediante western blot obtuvieron como resultado la
visualizacién de otras bandas, utilizando el antigeno larval somético del estadio larvario
infectivo (L2). Al realizar la prueba inmunoldgica con los sueros positivos para T. canis se
reveld la presencia de 9 bandas proteicas de 200; 158,5; 141,3; 112,1; 57,5; 52,5; 47,9; 30,9 y
27,5 kDa. Las proteinas de 200 y 47,9 kDa, fueron las que se encontraron con mayor

frecuencia en los pacientes positivos a toxocarosis humana (Martinez et al., 1998).

11. Tratamiento: en toxocarosis sistémica o encubierta se efectia con derivados de
benzimidazoles, como tiabendazol en dosis de 25-50 mg/Kg/dia, por tres a siete dias; el
mebendazol en dosis de 20-25 mg/Kg/dia, por tres semanas, reduce en un mayor porcentaje
los sintomas y tiene menos efectos adversos. También se ha empleado con eficacia el
tiabendazol en crema, la congelacion de la larva, el cloruro de etilo, el albendazol en dosis de
10 mg por cinco dias (es el mas usado) o una dosis Unica de ivermectina de 200 ug/Kg, con
alta efectividad y buena tolerancia, principalmente en toxocarosis ocular (Noemi et al., 1984;

Bowman et al., 2000; Magnaval et al., 2001).

El tratamiento de la toxocarosis ocular es de eficacia limitada, sin embargo se han
conseguido buenos resultados utilizando fotocoagulaciébn cuando las lesiones estan
localizadas y corticoesteroides por via sistémica o local para evitar las reacciones

inflamatorias o alérgicas (Fenoy et al., 2002).
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Como se expuso anteriormente la seropositividad para toxocarosis humana tiene una
limitada significancia patolégica. S6lo pacientes con sintomas consistentes con toxocarosis
humana son candidatos para una terapia, debido a que los test inmunodiagnésticos no son
capaces de distinguir entre una infeccion aguda o una pasada. Una prueba
inmunodiagnéstica; por lo tanto, debe ser acompafiada por un conteo sanguineo de
eosindfilos y si es posible por una determinacién de IgE total en el suero. La deteccion de
ambos, eosindfilia y seropositividad para toxocarosis, es indicativa de una infeccién activa
(Magnaval et al., 2001).

La deteccién anticuerpos IgG especificos anti toxocara por ELISA, no parece ser
utilizado para monitorizar la terapia. Cuando titulos de anticuerpos IgG especificos anti
toxocara por ELISA de pacientes tratados versus pacientes que no recibieron tratamiento,
fueron comparados, la cinética de estos anticuerpos no fue afectada por los tratamientos
antihelminticos administrados (Bass et al., 1987). Por el contrario las concentraciones séricas
de anticuerpos IgE especificos anti toxocara, muestran un significativo descenso post
tratamiento, si hay una marcada elevacion antes de la terapia (Magnaval et al., 1992), sobre
todo en pacientes asintomaticos (Magnaval et al., 2001).

Se debe evaluar muy bien el caso clinico antes de comenzar terapias antihelminticas,
por los efectos adversos que se pueden producir, principalmente en nifios quienes son los
mas afectados por esta parasitosis. Cabe sefialar que esta patologia sobre todo en su
presentacion encubierta, es benigna y autolimitante, por lo tanto, se deben manejar
estrategias de educacion y prevencion para evitar reinfecciones. El alta del paciente se realiza
cuando la eosinofilia ha regresado, ya que los anticuerpos contra Toxocara spp persisten por

mucho tiempo (Magnaval et al., 2001; Logar et al., 2004).

12. Prevencion: se resume en la mantencién responsable de las mascotas, con la
consecuente desparasitacion y eliminacién de heces contaminadas en lugares donde no
puedan tomar contacto las larvas con la piel humana, para evitar la posterior ingestion
accidental de los huevos larvados. Por lo tanto se debe tener precaucion sobre todo con los
niflos cuando estén expuestos a suelos contaminados con heces de estos animales y lo mas
importante, efectuar educacion para la salud al paciente y a la comunidad, con el propésito de

evitar adquirir esta infeccion parasitaria (Noemi y Rugiero, 1999).
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El presente estudio pretende contribuir al conocimiento de la toxocarosis humana en
Chile, con especial referencia a aspectos diagnosticos que dicen relacibn con el
reconocimiento de bandas antigénicas especificas que puedan ser detectadas mediante
western blot, utilizando para ello antigenos somaticos y excretados-secretados de larvas de T.

canis.
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Hipotesis y objetivos

Hipotesis

Sueros de pacientes con diversas manifestaciones clinicas de toxocarosis humana
reconocen diferentes antigenos somaticos y excretados-secretados de larvas de Toxocara

canis.

Objetivo general

Estudio del reconocimiento de antigenos somaticos larvales y antigenos excretados-
secretados de larvas de T. canis por sueros de pacientes con diferentes manifestaciones

clinicas de toxocarosis humana, mediante la técnica de western blot.

Objetivos especificos

1. Analizar mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, en condiciones
denaturantes, las proteinas presentes en antigenos somaticos larvales y antigenos

excretados-secretados de larvas de T. canis.

2. Comparar el reconocimiento de antigenos somaticos larvales y antigenos excretados-
secretados de larvas de T. canis por sueros de pacientes con diferentes manifestaciones

clinicas de toxocarosis humana, mediante western blot.
3. Determinar si existen reacciones cruzadas de reconocimiento de antigenos soméaticos

larvales y antigenos excretados-secretados de larvas de T. canis, en sueros de pacientes con

enfermedad de Chagas, toxoplasmaosis, hidatidosis y cisticercosis; mediante western blot.
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Material y método

1. Antigeno larval somatico (LS) y antigeno excretado-secretado (ES) de Toxocara
canis: los gusanos se recolectaron de muestras de heces de perros infectados, provenientes
de diferentes regiones del pais y de ellos se obtuvieron antigenos somaticos y excretados-
secretados de larvas de T. canis, mediante el siguiente proceso: los Uteros de las hembras y
sus contenidos fueron incubados en una solucion salina que contenia formalina, a 37,5°C,
durante 21 dias. Los huevos y larvas recolectados fueron lavados con una solucion salina
estéril y centrifugados a 270 g, en frio durante 2 minutos; se espero6 hasta que todas las larvas
eclosionaran, se lavaron y se incubaron en medio de cultivo; de donde cada dos semanas
fueron retirados sus productos de excrecion y secrecién, que corresponden a glicoproteinas
que conforman el antigeno ES, habitualmente usado en las reacciones de diagndstico
mediante ELISA; se mantuvo congelado, luego de ser liofilizado.

El material sobrante como huevos no eclosionados, larvas muertas y otras sustancias,
componen el extracto crudo larval, el que luego de ser congelado a -80°C y descongelado a
temperatura ambiente, sucesivamente por 10 veces, fue homogenizado en buffer fosfato
salino; se le adicioné inhibidor de proteasas PMSF cuya concentracion final fue de 1 mM y fue
centrifugado a 6780 g, en frio y durante 35 minutos. Se recuperd el sobrenadante que fue
liofilizado para ser utilizado como antigeno LS (Bowman et al., 1987; Maizels et al., 1987;
Villanueva y Kozek, 1994).

Posteriormente, se mezclé el antigeno (LS o ES), en proporcién 1:1 con una soluciéon
de sample buffer, siendo finalmente sometido a ebullicibn durante 5 minutos. Las soluciones
antigénicas se distribuyeron en alicuotas de 300 pl en tubos eppendorf y se conservaron a -

20°C hasta su uso.

2. Sueros: entre Agosto de 2001 y Agosto de 2003 fueron obtenidas muestras de sueros de
pacientes con toxocarosis humana diagnosticados en la unidad de parasitologia del Hospital
Luis Calvo Mackenna. Se analizaron 101 muestras de pacientes con un promedio de edad de
7 afios, cuyo diagnostico de toxocarosis habia sido realizado por diagnostico clinico y

confirmado por ELISA, con antigeno ES de T. canis y con inmunoglobulinas tipo IgG (Jacquier
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et al.,, 1991). La clasificacion de los sueros en estudio correspondié al siguiente: a) con
serologia positiva para antigenos ES de T. canis, b) con serologia negativa para antigenos ES
de T. canis, como controles y c) con serologia positiva para otras parasitosis, que se
detallaran mas adelante.

a) Los 101 sueros con toxocarosis humana fueron divididos segun diagndstico clinico en:
e 32 sueros de pacientes con toxocarosis encubierta o asintomatica, es decir, sin
sintomatologia especifica, pero con serologia positiva al ELISA con antigenos ES para T.

canis.

e 42 sueros de pacientes con cuadro clinico sistémico, con sintomatologia divididas segun

cuadro clinico:

o 23 sueros de pacientes con cuadro clinico a nivel pulmonar.
. 5 sueros de pacientes con cuadro clinico a nivel cutaneo.
o 1 suero de paciente con cuadro clinico a nivel hepatico.

° 11 sueros de pacientes con cuadro a nivel del SNC.

° 2 sueros de pacientes con cuadro clinico a nivel cardiaco.

e 27 sueros de pacientes con toxocarosis ocular.

Las muestras de sueros de pacientes con toxocarosis clasificados segun

manifestacion clinica de la enfermedad, se grafica en la figura 3.
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DISTRIBUCION DE
SUEROS ANALIZADOS

ASINTOMATICA 32 \\SISTEMICA

HEPATICA 1
SISTEMICA

CARDIACA 2

Figura 3: Distribucion de sueros de pacientes positivos al ELISA para Toxocara canis, con diferentes
manifestaciones clinicas de toxocarosis humana (101 muestras): sistémica (pulmonar, cutanea, SNC,
hepatica y cardiaca), ocular y asintomética.

Como se observa, el mayor nimero de casos correspondio a la manifestacion clinica
asintomatica con un n=32 y el menor nimero de casos a la manifestacion clinica hepética y
cardiaca con un n=1 y n=2, respectivamente. Esta casuistica estd en concordancia con la
literatura puesto que se describe que la presentacién asintomatica como una forma frecuente
y que estaria en aumento (Altcheh et al., 2003), por el contrario el cuadro hepatico es de dificil
deteccion debido al rapido pasaje de las larvas por este 6rgano (Pereira et al., 1999, Park et
al., 2000) y la presentacion cardiaca es rarisima. Ademas de la asintomatica las
presentaciones mas comunes son la sistémica pulmonar y la sistémica cutanea. Las
presentaciones ocular y en SNC son poco frecuentes (Magnaval et al., 2001, Oktar et al.,
2002; Cerva y Noemi, 2004%). Sin embargo, en el Laboratorio de Parasitologia del Hospital
Luis Calvo Mackenna, se logré recopilar un importante nimero de casos lo que nos permitié
contar con muestras de la mayoria de las manifestaciones clinicas de la enfermedad para

nuestro estudio.

b) Como controles se analizaron 10 sueros de pacientes aparentemente sanos con serologia

negativa por ELISA y 10 sueros de pacientes con toxocarosis, que recibieron tratamiento

! Comunicacion personal (Agosto, 2004) Hospital Luis Calvo Mackenna, Laboratorio de Parasitologia.
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especifico, cuyas muestras se tomaron durante el tratamiento o posterior a éste y que

presentaban reaccion negativa por ELISA.

c) Con el fin de detectar reacciones cruzadas con otras parasitosis, descritas en la literatura,
se analizaron 24 sueros de pacientes con otras parasitdsis, con un promedio de edad de 13
afios provenientes del Hospital Luis Calvo Mackenna, cuyo diagndéstico habia sido realizado
por diagnéstico clinico y confirmado por ELISA. Todas ellas negativas a toxocarosis humana
por prueba de ELISA, con antigeno ES e IgG. En cada suero se determiné el reconocimiento
de antigenos LS y de antigenos ES por parte de anticuerpos especificos IgG e IgA, mediante

la técnica de western blot. La distribucion de estas muestras se detalla a continuacion:

e 6 sueros de pacientes con enfermedad de Chagas.
e 6 sueros de pacientes con toxoplasmosis.
e 7 sueros de pacientes con hidatidosis.

e 5 sueros de pacientes con cisticercosis.

Todos los sueros fueron utlizados en dilucién 1:40 en tampdén TBS 1% leche
descremada.

3. Método de Bradford para la determinacion de proteinas: esta técnica corresponde a un
micrométodo fotométrico, ya que la cantidad de muestra necesaria para cuantificar proteinas
es pequefia (Bradford, 1976). Se determiné la concentracion de proteinas en el extracto LS

(15 pg/ul) y en el extracto ES (10 ug/ul).

4. Técnica de Western blot.

4.1. Electroforesis discontinua en geles de poliacrilamida 7,5%: el proceso electroforético
se realiz6 en minigeles al 7,5% de poliacrilamida inmersos en buffer de corrida, en presencia

de SDS (Laemmli, 1970). Para realizar la electroforesis se utilizé la cAmara que se observa en

la figura 4.
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Figura 4: Camara de electroforésis MINI PROTEAN Il Bio-Rad modelo 1000/500. (Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, 2002).

Se llevé a cabo en minigeles en condiciones denaturantes, con un gel concentrador de
3,5% de acrilamida y un gel de corrida 7,5% acrilamida, segun técnica de Zingales et al.
(1982). La muestra correspondié a 280 ul por carril, para cada antigeno en estudio (LS o ES).
La electroforésis se realiz6 a 100 volts por una hora. En cada minigel fue incluido un estandar
de PM (EPM): Chemichrome western control (C 4236 SIGMA), como marcador de PM, de los
cuales se cargaron 2,5 pl.

Tincién con azul de Coomassie: una vez terminada la electroforésis, se fijaron las
proteinas al gel por 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion, en una soluciéon que
contenia 50% V/V de metanol y 10% V/V de acido acético. Posteriormente se tifiieron las
proteinas incubando el gel por 30 minutos en una solucon de 0,2% P/V azul de Coomasie (R-
250) en solucion de fijacion. Finalmente se procedi6 a destefiir el gel incubando varias veces

con la solucién de destefido que contenia 10% V/V de metanol y 7% V/V de acido acético.

4.2. Inmunoelectrotransferencia: se utilizé la técnica descrita por Godin y Handman (1984).
Una vez terminada la separacion electroforética, se procedi6 a realizar la electrotransferencia
de los geles sin tefir a la membrana de nitrocelulosa de 0,45 ym de poro, usando Sartoblot
segun manual (Sartoblot, 1987) (Trans blot BIO-RAD modelo 200/2.0). El procedimiento
general se realizd del siguiente modo: se lavaron suavemente las placas de grafito del

Sartoblot, con agua bidestilada. Luego, evitando la formacién de burbujas se colocaron dos
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papeles filtros empapados en tampdn catodo. Sobre los papeles filtro se colocé
cuidadosamente el gel y sobre éste se depositd la nitrocelulosa, previamente lavada en agua
bidestilada. Sobre la nitrocelulosa se puso un papel filtro empapado en tampén anodo 2.
Finalmente se colocaron dos papeles filtro empapados en tampdén anodo 1. Se realiz6 la
transferencia a temperatura ambiente por 20 minutos a 50 mA/gel.

Posterior a la electrotransferencia se realizé el bloqueo de la membrana de
nitrocelulosa con tampén TBS 4% leche descremada en bafio de agitacion por dos horas.
Luego se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno, con tampdn TBS para eliminar el
exceso de solucion bloqueadora. A continuacion se agregd una dilucién 1/40 del suero en
estudio en TBS con 1% leche descremada y se incubd a temperatura ambiente durante toda
la noche con agitacién suave y constante. Posteriormente se realizaron 3 lavados también de
10 minutos cada uno, con tampon TBS para luego incubar con anti IgG o anti IgA humana
(SIGMA), conjugada a fosfatasa alcalina en diluciéon 1/1000 en tampén TBS con 1% leche
descremada. Se realizaron tres lavados con tampdn TBS por 10 minutos cada uno y un
lavado con tampén AP pH 9,5. El revelado se realizo incubando las tiras de nitrocelulosa
transferidas, en total oscuridad y a temperatura ambiente por 5 a 20 minutos, con los
sustratos de la enzima: BCIP y NBT; en tampdn AP pH 9,5. Finalmente se procedio a lavar la
nitrocelulosa con agua bidestilada para detener la reaccion y se secO sobre papel filtro
(Moriearty, 1984).

4.3. Estimacién de los pesos moleculares (PM) (Hames y Rickwood, 1990): los PM de las
bandas de interés, reveladas en las membranas de nitrocelulosa por western blot, fueron
estimados en base a su migracion relativa en la electroforesis, utilizando marcadores
coloreados de PM (Chemichrome western control SIGMA C 4236), como estandares para

construir una curva de calibracion, cuyos PM fueron de: 220, 100, 60, 45, 30, 20, 12 y 8 kDa.
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Resultados

1. Analisis de las proteinas presentes en el extracto larval-somético y excretadas-
secretadas espontaneamente “in vitro” por larvas de T. canis: en la figura 5 se muestra el
perfil de bandas de proteina obtenidas por electroforesis en geles de poliacrilamida 7,5% en
condiciones desnaturantes (PAGE-SDS). La mayor parte de ellas se encontraban en el rango

de PM entre 100 y 8 kDa.

kDa
---100

- 60
45
- 30
- 20
~12
-8

A B
Figura 5: Electroforesis en geles 7,5 % de poliacrilamida, en condiciones desnhaturantes (SDS), teflidos

con azul de Coomasie, de las proteinas presentes en extractos de larvas (carril A: antigenos
excretados-secretados y carril B antigenos larvales somaticos) de Toxocara canis.
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2. Reconocimiento de proteinas larvales-somaticas y excretadas-secretadas de larvas
de T. canis, por sueros de pacientes con diferentes manifestaciones clinicas de
toxocarosis humana (n=101): para el andlisis mediante la técnica de western blot, se
utilizaron como antigenos, proteinas LS y ES por larvas de T. canis, las cuales fueron
reconocidas por 2 clases de inmunoglobulinas: 1gG e IgA. Es decir, con el objetivo de
visualizar si existen diferencias en el reconocimiento de dichos antigenos por anticuerpos
presentes en los sueros de pacientes con diversas manifestaciones clinicas de la

enfermedad, para cada suero se hicieron cuatro determinaciones en las siguientes

condiciones:

e Sistema LS/IgA: Antigeno Larval Somatico reconocido por la clase de
inmunoglobulina IgA.

e Sistema LS/IgG: Antigeno Larval Somatico reconocido por la clase de
inmunoglobulina IgG.

e Sistema ES/IgA: Antigeno Excretado-Secretado reconocido por clase de
inmunoglobulina IgA.

e Sistema ES/IgG: Antigeno Excretado-Secretado reconocido por clase de

inmunoglobulina IgG.

Por lo tanto, los resultados que se presentan a continuacion corresponden a 404
determinaciones, todas ellas realizadas por lo menos dos veces. El analisis posterior se
realiz6 determinando los PM de los antigenos reconocidos por las dos clases de
inmunoglobulinas. Ademas se analizaron 10 muestras de sueros de pacientes aparentemente
sanos y 10 muestras de pacientes que habian recibido tratamiento contra la toxocarosis (80
determinaciones) y 24 muestras de sueros de pacientes con otras parasitosis (96
determinaciones). Estos 3 grupos negativos por ELISA para toxocarosis. El total de

determinaciones fue de 580 como minimo.
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En las siguientes figuras se muestran algunas de las tiras de nitrocelulosa transferida,
obtenidas mediante western blot. En la figura 6 se observa antigenos de T. canis, que son
reconocidos cuando se utiliza sélo un sistema de deteccion (LS/IgG) por sueros de pacientes
con toxocarosis humana sistémica, pulmonar y ocular. Los PM fueron estimados en cada
banda antigénica, manteniéndose constantes en las diferentes manifestaciones clinicas, las
bandas de 27 y 20 kDa.

PANEL A PANEL C
81 kDa ---- A ]
65 kDa - gy o o B
36kDa - iy Nl N |
27 kDa ---- ! =
20kDa - 1 B P
15 kDa - . 36kDa - |
n ’ o 27 kDa ---- 4
: 20 kDa ----
15 kDa -
Boes !::-:-
tid 57
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Figura 6: Antigenos (larval somatico) de Toxocara canis, reconocidos por anticuerpos IgG en
muestras de sueros de pacientes con diferentes manifestaciones de toxocarosis humana, mediante
técnica de western blot: A) 1, 2 y 3 sueros de pacientes con toxocarosis sistémica; B) 1, 2 y 3 sueros
de pacientes con toxocarosis pulmonar y C) 1, 2 y 3 sueros de pacientes con toxocarosis ocular. En
cada panel, 4 corresponde a un control negativo.
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En la figura 7 se muestran los antigenos detectados en los cuatro sistemas de
deteccion utilizados, por sueros de pacientes con toxocarosis humana en SNC, cutédnea y
ocular. Los PM fueron estimados en cada banda antigénica, observandose antigenos de 81,
65, 36, 27 y 20 kDa.
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Figura 7: Antigenos detectados por anticuerpos contra Toxocara canis en muestras de sueros de
pacientes con diferentes manifestaciones de toxocarosis humana (Panel A: toxocarosis en sistema
nervioso central, panel B: toxocarosis cutanea y panel C: toxocarosis ocular), mediante técnica de
western blot. La deteccion se realizd en 4 sistemas: sistema a) LS/IgA, sistema b) LS/IgG, sistema c)
ES/IgA y sistema d) ES/IgG.

Cuando se analizd el total de muestras sin ser clasificadas segin manifestacion
clinica, se observdé que bajo los 4 sistemas en que fueron analizados los sueros, no fue
posible detectar el total de ellos como positivos (Cuadro 1). El maximo de sueros detectados
(81%), se obtuvo cuando se usoé el antigeno LS reconocido por anticuerpos IgG y el minimo

(19%) con antigeno ES por anticuerpos IgA.

Como se observa en el cuadro 1, hay antigeno definidos por su PM presentes en
ambos extractos antigénicos que son reconocidos por las dos clases de inmunoglobulinas (27
y 20 kDa), otros antigenos que son reconocidos por anticuerpos IgA e IgG en LS (81 y 65
kDa) o en ES (48 y 40 kDa). El antigeno de 36 kDa se detecta solo con IgG, pero en ambos
extractos antigénicos. Algunos antigenos solamente fueron reconocidos cuando se utilizé un

determinado extracto antigénico con una clase de inmunoglobulina (101, 52, 45y 15 kDa).
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El panel de antigenos caracterizados por su PM fue seleccionado para cada sistema y

corresponde al grupo de antigenos que fueron detectados con mayor frecuencia y que

permitiera detectar sobre el 90% de los sueros positivos por western blot. Estos paneles se

observan en la segunda columna, en la primera columna se observa el sistema de deteccion

utilizado. En el sistema LS/IgA con el panel de antigenos de 27, 20, 65, 81 y 15 kDa, se

detectan 40 de las 43 muestras positivas por western blot, lo que representa un 93% de

deteccién. En la Ultima columna se expresa el valor de las 43 muestras positivas por western

blot, para este sistema, sobre el total de muestras positivas por ELISA, lo que representa un

43%. Cada panel de antigenos esta ordenado de acuerdo al nUmero de detecciones dentro

del total de muestras estudiadas, por lo tanto, el primero de la lista es el mas frecuente y asi

sucesivamente.

Cuadro 1: Antigenos de Toxocara canis mas frecuentes, detectados mediante western blot en
muestras de sueros de pacientes con toxocarosis humana.
Sistema Panel de antigenos més Muestras +/ Total + Muestras +/n (E)
Ag-Ac frecuentes (WB) (%)
(kDa) (%) n =101

LS/IgA 27 20 65 81 15 40/43 (93) 43 /101 (43)
LS/IgG 27 20 65 3681 52 101 82/82 (100) 82/101 (81)
ES/IgA 40 27 20 48 18/19 (95) 19/101 (19)
ES/lgG 45 40 27 20 48 36 52 /52 (100) 52/101 (51)
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Andlisis de sueros clasificados segun manifestacion clinica:

1. Muestras de sueros de pacientes con toxocarosis humana sistémica.

1.1. Muestras de sueros de pacientes con toxocarosis pulmonar (n=23): el maximo de

sueros positivos (74%) se logro al utilizar el sistema LS/IgG y el minimo con el sistema ES/IgA

(17%). El panel de antigenos que se requiere para detectar el mayor porcentaje de los sueros

gue resultaron positivos para cada una de las cuatro condiciones ensayadas, se muestra en el

cuadro 2. Se destacan antigenos que son reconocidos por anticuerpos IgA e 1gG en LS (27
kDa) y en ES (48 y 20 kDa).

Cuadro 2: Antigenos de Toxocara canis mas frecuentes, detectados mediante western blot en
muestras de sueros de pacientes con toxocarosis humana pulmonar.
Sistema Panel de antigenos mas Muestras + / Total + Muestras +/n (E)
Ag-Ac frecuentes (kDa) (WB) (%)
(%) n =23
LS/IgA 20 27 65 8/8 (100) 8/23 (35)
LS/IgG 27 87 52 17 /17 (100) 17123 (74)
ES/IgA 20 48 44 (100) 4123 (17)
ES/IgG 20 48 45 13/13 (100) 13/23 (57)

1.2. Muestras de sueros de pacientes con toxocarosis cutadnea (n=5): el maximo de

sueros positivos (100%) se logré al utilizar dos sistemas, LS/IgG y ES/IgG. Por otra parte el

minimo se logré con los sistemas LS/IgA y ES/IgA (80%). En el cuadro 3 puede observarse

gue el antigeno de 27 kDa esta presente en ambos extractos antigénicos y que es reconocido

por las dos clases de anticuerpos.

Cuadro 3: Antigenos de Toxocara canis mas frecuentes, detectados mediante western blot en
muestras de sueros de pacientes con toxocarosis humana cutanea.

Sistema Panel de antigenos mas Muestras +/ Total + Muestras +/n (E)
Ag-Ac frecuentes (kDa) (WB) (%)

(%) N=5
LS/IgA 27 4/4 (100) 4/5 (80)
LS/IgG 27 5/5 (100) 5/5 (100)
ES/IgA 27 4/4 (100) 4/5 (80)
ES/IgG 27 75 5/5 (100) 5/5 (100)
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1.3. Muestras de sueros de pacientes con toxocarosis en SNC (h=11): el maximo de
sueros positivos (73%) se logro al utilizar el sistema LS/IgG y el minimo con ES/IgA (9%). El
panel de antigenos que se requiere para detectar el 100% de los sueros que resultaron
positivos para cada una de las cuatro condiciones ensayadas, se muestra en el cuadro 4. El
antigeno de 27 kDa esta presente en ambos extractos antigénicos, pero no es reconocido por
inmunoglobulinas de clase IgA, en ES.

Cuadro 4: Antigenos de Toxocara canis mas frecuentes, detectados mediante western blot en
muestras de sueros de pacientes con toxocarosis en SNC.

Sistema Panel de antigenos méas | Muestras +/ Total + Muestras +/n (E)
Ag-Ac frecuentes (kDa) (WB) (%)

(%) N=11
LS/IgA 27 3/3 (100) 3/11 (27)
LS/IgG 27 81 8/8 (100) 8/11 (73)
ES/IgA 20 1/1 (100) 1/11 (9)
ES/IgG 27 48 3/3 (100) 3/11 (27)

1.4. Muestras de sueros de pacientes con toxocarosis hepatica (n=1): En la Unica
muestra de suero que nos fue proporcionada, se detectdé un antigeno de 20 kDa, presente en

ambos extractos antigénicos y fue reconocido por las dos clases de inmunoglobulinas.

1.5. Muestras de sueros de pacientes con toxocarosis cardiaca (n=2): Correspondieron a
2 sueros con toxocarosis cardiaca, siendo detectado el antigeno de 27 kDa en los cuatro
sistemas de andlisis aplicados. Ademas, los sistemas LS/IgA y LS/IgG reconocen un antigeno
de 59 kDa y el sistema ES/IgG un antigeno de 20 kDa.

2. Muestras de sueros de pacientes con toxocarosis humana ocular (n=27): el maximo
de sueros positivos (85%) se logro al utilizar el sistema LS/IgG y el minimo con ES/IgA (7%).
El panel de antigenos que se requiere para detectar el 100% de los sueros que resultaron
positivos para cada una de las cuatro condiciones ensayadas, se muestra en el cuadro 5. El
antigeno de 27 kDa esta presente en ambos extractos antigénicos, pero no es reconocido por
inmunoglobulinas de clase IgA en ES. Por otra parte el antigeno de 20 kDa esté presente en
ambos extractos antigénicos, pero no es reconocido por anticuerpos IgG; en cambio el
antigeno de 36 kDa esta presente en ambos extractos antigénicos, pero no es reconocido por

anticuerpos IgA, soélo por anticuerpos IgG.
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Cuadro 5:

Antigenos de Toxocara canis mas frecuentes, detectados mediante western blot en
muestras de sueros de pacientes con toxocarosis ocular.

Sistema Panel de antigenos mas Muestras +/ Total + Muestras +/n (E)
Ag-Ac frecuentes (kDa) (WB) (%)

(%) n =27
LS/IgA 27 20 81 65 11/12 (92) 12727 (44)
LS/IgG 27 36 65 52 101 22/23 (96) 23/27 (85)
ES/IgA 20 40 2/2 (100) 2127 (1)
ES/IgG 45 36 27 12/12 (100) 12/27 (44)

3. Muestras de sueros de pacientes con toxocarosis humana asintomatica (n=32): el

maximo de sueros positivos (81%) se logré al utilizar el sistema LS/IgG y el minimo con

ES/IgA (28%). El panel de antigenos que se requiere para detectar el 100% de los sueros que

resultaron positivos para cada una de las cuatro condiciones ensayadas, se muestra en el

cuadro 6. El antigeno de 27 kDa estd presente en ambos extractos antigénicos y es

reconocido por las dos clases inmunoglobulinas, en cambio el de 65 kDa s6lo esta presente

en el extracto antigénico de tipo LS y es reconocido por las dos clases de inmunoglobulinas.

Algo similar ocurre con el antigeno de 40 kDa presente sélo en el extracto antigénico de tipo

ES y es reconocido también por las 2 clases de inmunoglobulinas.

Cuadro 6: Antigenos de Toxocara canis mas frecuentes, detectados mediante western blot en
muestras de sueros de pacientes con toxocarosis asintoméatica.
Sistema Panel de antigenos més Muestras +/ Total + Muestras +/n (E)
Ag-Ac frecuentes (kDa) (WB) (%)
(%) n=32
LS/IgA 27 65 15 75 16/16 (100) 16/32 (50)
LS/IgG 27 65 36 26 /26 (100) 26/32 (81)
ES/IgA 40 27 93 9/9 (100) 9/32 (28)
ES/IgG 40 27 52 17/17 (100) 17/32 (53)
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Al seleccionar aquel antigeno con mayor porcentaje de deteccién en base a su PM,
presente sélo en una manifestaciébn de toxocarosis, el mayor porcentaje de deteccidén se
obtuvo en la manifestacion asintomatica, donde el antigeno de 40 kDa, fue detectado en 7 de
9 muestras de sueros positivos, en el sistema ES/IgA, lo que representa un 78% del total
positivo, detectado por western blot.

En el cuadro 7 se presenta otro analisis de los resultados obtenidos, donde se observa
la presencia de antigenos mas frecuentes, presentes en una o dos manifestaciones clinicas
de toxocarosis humana, determinados por su PM. Se eliminaron los antigenos de 20 y 27
kDa, comunes a todas las manifestaciones de toxocarosis humana y se determinaron paneles
de antigenos con mayor deteccién por los sueros en estudio. La manifestacion en la que se
obtuvo el mayor porcentaje de deteccién, nuevamente fue la asintomatica, con un 84%, en el
panel de antigenos de 40 y 36 kDa, el antigeno de 40 kDa esta presente en 13 de las 32
muestras analizadas y el de 36 kDa en 27 de las 32 muestras. Los 13 casos en los cuales se
detecté el antigeno de 40 kDa estan incluidos en los 27 que reconocen el de 36 kDa. Si bien
el antigeno de 36 kDa, fue detectado ademas en otras parasitosis, esto ocurrié en 2 de los 24
sueros analizados, la misma situacién se produjo con el antigeno de 65 kDa.

Cuadro 7: Paneles de antigenos presentes con mayor frecuencia en 1 6 2 manifestaciones
clinicas de toxocarosis humana determinados mediante western blot.

Antigenos mas frecuentes

TOXOCAROSIS
45
(+/N) & 40 36
PULMONAR 9/23 5/23
(15/23) (65%) LS/IgAG LS/IgG
OCULAR 10/27 14/27
(18127) (67%) LSES/IgG LSES/IgAG
ASINTOMATICA 13/32 27/32
(27/32) (84%) ES/IgAG LS/IgAG
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4. Muestras de sueros de pacientes con toxocarosis humana sometidos a tratamiento y

cuyo resultado de ELISA posterior a la terapia resulté negativo (n=10): el maximo de

sueros positivos (100%) se logro al utilizar el sistema LS/IgG y el minimo con ES/IgA (10%).

Como se observa en el cuadro 8, el antigeno de 27 kDa esta presente en ambos extractos

antigénicos, pero no es reconocido por inmunoglobulinas de clase IgA en LS. El antigeno de

20 kDa es detectado so6lo en el sistema LS/IgA, lo contrario ocurre con el antigeno de 45 kDa

que solo es detectado en el sistema ES/IgG.

Cuadro 8: Antigenos de Toxocara canis mas frecuentes, detectados mediante western blot en
muestras de sueros de pacientes con toxocarosis humana tratada y negativos al
ELISA.
Sistema Ag/Ac Panel de antigenos mas Muestras + / Total + Muestras +/n (E)
frecuentes (kDa) (WB) (%)
(%) n=10
LS/IgA 20 4/4 (100) 4/10 (40)
LS/IgG 27 10/10 (100) 10/10 (100)
ES/IgA 27 1/1 (100) 1/10 (10)
ES/IgG 27 45 3/3 (100) 3/10 (30)

5. Muestras de sueros de pacientes aparentemente sanos cuyo resultado de ELISA para

toxocarosis resulté negativo (n=10): no se detectaron antigenos en ninguna de las

muestras analizadas, bajo las 4 condiciones utilizadas en el presente estudio.
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6. Reconocimiento de proteinas larvales-somaticas y excretadas-secretadas de T.
canis, por sueros de pacientes con otras parasitosis (n=24). El maximo de sueros
detectados (33%), se obtuvo cuando se us6 el antigeno LS reconocido por anticuerpos 1gG y
el minimo (8,3%) con antigeno ES reconocidos por anticuerpos IgA (cuadro 9). Los antigenos
de 81, 65, 52 y 36 kDa, también estan presentes en las muestras de suero de pacientes con

toxocarosis, lo que podria estar evidenciando una reaccion cruzada de estos antigenos.

Cuadro 9: Antigenos de Toxocara canis mas frecuentes, detectados mediante western blot en

muestras de sueros de pacientes con otras parasitosis.

Sistema Ag/Ac Panel de antigenos mas frecuentes Muestras +/n (%)
(kDa) n=24
LS/IgA 106 65 36 424 (17)
LS/IgG 106 93 81 56 36 8/24 (33)
ES/IgA 87 2/24 (8,3)
ES/IgG 106 81 52 424 (17)

6.1. Andlisis de sueros clasificados segun parasitosis:

6.1.1. Muestras de sueros de pacientes con enfermedad de Chagas (n=6): el maximo de
sueros positivos (33%) se logré al utilizar el sistema LS/IgG y el minimo con LS/IgA y ES/IgG
(17%). En el sistema ES/IgA no hubo deteccion. El panel de antigenos que se requiere para
detectar el 100% de los sueros que resultaron positivos para cada una de las cuatro
condiciones ensayadas, se muestra en el cuadro 10. Se destacan antigenos que son
reconocidos por anticuerpos IgA e IgG en LS (36 kDa). El antigeno de 81 kDa reconocido s6lo

en LS/IgG. Ambos antigenos también detectados en sueros de pacientes con toxocarosis.

Cuadro 10: Antigenos de Toxocara canis mas frecuentes, detectados mediante western blot en

muestras de sueros de pacientes con enfermedad de Chagas.

Sistema Ag/Ac Panel de antigenos mas frecuentes Muestras +/n (%)
(kDa) n==6
LS/IgA 36 1/6 (17)
LS/IgG 81 36 2/6 (33
ES/IgA NO HUBO DETECCION 0/6 (0)
ES/IgG 106 1/6 (17)
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6.1.2. Muestras de sueros de pacientes con toxoplasmosis (n=6): el maximo de sueros
positivos (50%) se logro al utilizar el sistema LS/IgG y por otra parte el minimo se logré con el
sistema LS/IgA (33%). En ES/IgA y ES/IgG no hubo deteccion de ningln antigeno. El panel
de antigenos que se requiere para detectar el 100% de los sueros que resultaron positivos
para cada una de las cuatro condiciones ensayadas, se muestra en el cuadro 11. Se destacan
antigenos que son reconocidos por anticuerpos IgA e IgG en LS (106 kDa). Ademas se
observan antigenos que se detectaron frecuentemente en sueros de pacientes con

toxocarosis (81 y 65 kDa)

Cuadro 11: Antigenos de Toxocara canis mas frecuentes, detectados mediante western blot en
muestras de sueros de pacientes con toxoplasmosis.

Sistema Ag/Ac Panel de antigenos més frecuentes Muestras +/n (%)
(kDa) N=6
LS/IgA 106 65 2/6 (33)
LS/IgG 106 81 56 3/6 (50)
ES/IgA NO HUBO DETECCION 0/6 (0)
ES/IgG NO HUBO DETECCION 0/6 (0)

6.1.3. Muestras de sueros de pacientes con hidatidosis (n=7): el maximo de sueros
positivos (43%) se logré al utilizar los sistemas LS/IgG y ES/IgG, el minimo se obtuvo con
LS/IgA (14%). El panel de antigenos que se requiere para detectar el 100% de los sueros que
resultaron positivos para cada una de las cuatro condiciones ensayadas, se muestra en el
cuadro 12. El antigeno de 81 kDa esta presente en ambos extractos antigénicos, pero solo es
reconocido por anticuerpos de tipo IgG, que junto a los antigenos de 65 y 52 kDa, también
son reconocidos en la toxocarosis humana. Ademas se observa un antigeno de 87 kDa,

detectado en ambos extractos antigénicos, sélo por IgA.

Cuadro 12: Antigenos de Toxocara canis mas frecuentes, detectados mediante western blot en
muestras de sueros de pacientes con hidatidosis.

Sistema Ag/Ac Panel de antigenos més frecuentes Muestras +/n (%)
(kDa) n=7
LS/IgA 106 87 1/7 (14)
LS/IgG 81 52 3/7 (43)
ES/IgA 87 217 (29)
ES/IgG 81 65 3/7(43)
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6.1.4. Muestras de sueros de pacientes con cisticercosis (n=5): Sélo se detect6 1 suero
positivo, de los 5 en estudio, el cual reconocié el antigeno de 93 kDa al utilizar el sistema
LS/IgG.
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Discusién

La toxocarosis humana es una de las infecciones helminticas mas reportadas en todo
el mundo. Los estudios de prevalencia efectuados en areas urbanas de paises desarrollados
varian entre un 2% a un 15% y es mas alta en sectores rurales llegando a un 92,8%
aproximadamente, en paises como lItalia, Corea, Suecia, Escocia, Polonia, Brasil, Argentina,
entre otros, y Francia donde es considerada endémica (Ajayi et al., 2000; Coelho et al., 2001,
Anaruma et al., 2002; Park et al, 2002; Alonso et al., 2004; Guimaraes et al., 2005).

Identificar antigenos especificos de T. canis es una tarea importante a desarrollar,
puesto que permitiria lograr mejores técnicas diagnésticas y de evaluacién de la eficacia del
tratamiento quimioterapéutico (Morales et al., 2002). Una técnica que permite abordar este

problema es la de western blot.

Con respecto a la preparacion de los antigenos utilizados en la técnica de western
blot, Robertson et al., (1989) describieron enzimas proteoliticas que son secretadas por
cultivos in vitro de larvas de T. canis y propusieron que algunas especies de neméatodos,
incluyendo Toxocara spp, tienen actividad de proteasas en sus productos ES. En condiciones
naturales probablemente estas proteasas estarian involucradas en la invasion y migracion de
la larva en el hospedero. Adicionalmente, estas proteasas secretadas in vitro son capaces de
degradar componentes antigénicos, causando una pérdida de capacidad de reaccion en
inmunoensayos. Por esta razon en el presente estudio los antigenos utilizados fueron

procesados en presencia de inhibidores de proteasas.

El test serolégico mas comunmente utilizado para el diagnéstico de la toxocarosis
humana es el ensayo de ELISA utilizando el antigeno ES (Jacquier et al., 1991). Un ensayo
de ELISA positivo para Toxocara puede ser confirmado por western blot que segun literatura
seria tan sensible como ELISA y muy especifico cuando se utilizan bandas de bajo PM (de 24
a 35 kDa) (Magnaval et al., 1991). Los sueros analizados que fueron positivos por ELISA a
toxocarosis humana utilizando antigeno ES e inmunoglobulinas de clase 1gG, mostraron, en
los sistemas utilizados y mediante la técnica de western blot, una positividad de un méaximo de

81% del total de sueros, lo cual se obtuvo cuando se utilizé el sistema LS/IgG. Es decir la
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sensibilidad del western blot fue menor en comparacion al test de ELISA. Una explicacion
podria ser que existe un porcentaje importante de anticuerpos en los sueros de los pacientes
que estan dirigidos contra antigenos nativos, que no son detectados por la técnica de western
blot, ya que los antigenos que se utilizaron fueron denaturados con detergente (SDS) vy

reducidos con -mercaptoetanol.

Sin embargo 10 muestras de sueros de pacientes que habian recibido tratamiento
especifico para toxocarosis humana y que mostraban pruebas de ELISA negativas, fueron
positivos por western blot en el sistema LS/IgG, siendo el antigeno de 27 kDa detectado en
todas las muestras, sugiriendo que se trata de un antigeno que no estaria evidenciando
infeccidon activa. Al utilizar el sistema ES/IgG, que corresponde al antigeno y a la clase de
inmunoglobulina utilizada en el ensayo de ELISA, s6lo 3 de los 10 sueros en estudio,

resultaron positivos.

En las 10 muestras de sueros de personas aparentemente sanas y con reaccion
negativa al ELISA para toxocarosis humana, no hubo deteccion de antigenos en ninguno de
los cuatro sistemas utilizados. Pese a los datos de seroprevalencia de la enfermedad
obtenidos en literatura.

Cuando se analizaron las 24 muestras de sueros de pacientes con otras parasitosis y
negativas para toxocarosis humana mediante ELISA. Se observo reconocimiento cruzado de
antigenos principalmente de PM superior a 50 kDa (106, 93, 87, 81, 65, 56, 52 y 36 kDa), esto
concuerda con lo reportado en literatura por otros autores (Smith et al., 1982, Vergara, 1991,
Maruyama et al., 1997, Bhattacharyya et al., 2001, Romasanta et al., 2003), lo que avala el
uso de la técnica de western blot que permite diferenciar los antigenos que son reconocidos
por los anticuerpos. Cabe sefialar que los antigenos de 106, 93 y 87 kDa fueron detectados
minoritariamente (4% de los sueros con toxocarosis), en cambio los antigenos de 81, 65, 52 y

36 kDa, tuvieron una deteccidon mayor en sueros con toxocarosis.

Santillan (2000), realiz6 un estudio en toxocarosis humana, en el que detect6 bandas
especificas mediante western blot, utilizando antigeno ES de L2, estas correspondieron a
antigenos de 120, 70, 55, 32 y 30 kDa, siendo el triplete de aproximadamente 120 kDa el
responsable de actividad cruzada con otras parasitosis. Estudios realizados en varios paises
purificando el antigeno obtuvieron antigenos de 150, 120, 70, 50, 37, 30, 26, 25y 24 kDa, los
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autores concluyen que cuando se observan bandas de alto PM (150, 120, 70 y 50 kDa) puede
tratarse de una infeccion reciente o una reaccion cruzada con otras helmintiasis (Bowman et
al., 1987; Magnaval et al., 1991; Courtade et al., 1995; Mercado et al., 2002).

Morales et al., (2002), realizaron un estudio en conejos, utilizando antigeno ES, en el
que se observo una correlacion entre el patrén de bandas por western blot y el estado de la
infeccidn; en el primer mes después de la infeccién se observan antigenos especificos de 200
y 116 kDa, mientras que antigenos de 80, 66, 45, 31 y 28 kDa aparecen después. Soélo los
antigenos de 92 y 35 kDa se mantuvieron durante todo el curso de la enfermedad. Por otro

lado, mostraron concordancia entre los resultados de ELISA y western blot.

Similarmente, Magnaval et al., (1991), en un estudio acerca de la aplicacién del
western blot para el diagnéstico de toxocarosis humana, demostraron una correlacion entre
estos dos métodos inmunoldgicos. Hasta el momento, no han sido reportados en la literatura

estudios en los que se utilicen los cuatro sistemas analizados en el presente trabajo.

Nuestros resultados muestran la presencia de antigenos de 27 y 20 kDa, presentes en
ambos extractos antigénicos del estadio larvario L2, que son reconocidos por las dos clases
de anticuerpos y otros antigenos que son reconocidos por anticuerpos IgA e IgG en LS (81y
65 kDa) o en ES (48 y 40 kDa). El antigeno de 36 kDa es detectado en ambos extractos
antigénicos, pero so6lo con IgG. Ademas algunos antigenos solamente fueron reconocidos
cuando se utilizé un determinado preparado antigénico con una clase de inmunoglobulinas
(101, 52, 45 y 15 kDa). De estos, los antigenos de 81, 65, 52 y 36 kDa, también son
reconocidos por sueros de otras parasitosis, en 4, 2, 1 y 2 sueros, de los 24 en estudio,

respectivamente.

Al comparar los antigenos utilizados (LS y ES), la mayor deteccién se logra con LS,
independiente de la clase de anticuerpo (IgG e IgA). Por otra parte si la presencia de IgA
determinara la fase aguda de la infeccion, como se describe en literatura, nuestros resultados
mostrarian que el maximo de casos agudos detectados seria el 43%, cuando se utiliza el
antigeno LS y un minimo de 19% con ES. Estos porcentajes son concordantes con los
reportados por la clinica y en literatura (aproximadamente 30%) (Minvielle et al., 1999; Cerva
y Noemi, 2004%).

Z Comunicacion personal (Agosto, 2004) Hospital Luis Calvo Mackenna, Laboratorio de Parasitologia.
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Ya que en literatura el Unico sistema utlizado en western blot es ES/IgG, solo
podemos hacer comparaciones con respecto a este sistema. En este sentido, nuestros
resultados son concordantes con los de otros autores, que sefialan que los antigenos de bajo
PM serian especificos para toxocarosis (Magnaval et al., 1991). Las bandas de bajo PM que
principalmente detectamos fueron de 45, 40, 36, 27 y 20 kDa. Aunque el antigeno de 36 kDa
también fue detectado en sueros con otras parasitosis. Los antigenos mas comunes en todas
las manifestaciones clinicas correspondieron a 27 y 20 kDa, detectadas en los cuatro
sistemas utilizados. Antigenos de mayor PM fueron detectados en los sistemas LS/IgA y
LS/IgG, los cuales han sido sefalados en literatura como responsables de las reacciones
cruzadas (Smith et al., 1982; Vergara, 1991; Bhattacharyya et al., 2001). Romasanta et al.,
(2003) demostraron que las proteinas de 190, 160 y 33 kDa, se pueden detectar en sueros de

pacientes con F. hepatica, T. canis y A. suum.

Magnaval et al., (1991), aplicando la técnica de western blot para el inmunodiagnéstico
de la toxocarosis humana, clasificaron en 2 grupos los 7 antigenos que detectaron: un grupo
de alto PM (200, 147 y 132 kDa) y otro de bajo PM (35, 30, 28 y 24 kDa), ellos sugieren que el
grupo de alto PM puede asociarse con reacciones cruzadas, mientras que las de bajo PM
parecen ser mas especificas para Toxocara spp.

Jacob et al., (1995), observaron 4 bandas con PM entre 210 y 29 kDa y notaron que la
de 66 kDa fue también identificada en algunos pacientes cuyos sueros habian sido utilizados
como controles negativos. Nunes et al., (1997), observaron numerosos antigenos en
pacientes con signos de toxocarosis humana, de los cuales 5 antigenos fueron los principales:
sobre 205 kDa, cerca de 205 kDa, de 116 a 97 kDa, 55 a 50 kDa y 35 a 29 kDa. En
concordancia con otros estudios las fracciones de bajo PM no presentan ninguna reaccion

cruzada con otros antigenos de ascaridos.

Hasta el momento en la literatura no se han reportado trabajos en los que se evalle la
posible asociacion entre anticuerpos especificos antitoxocara y las diversas manifestaciones

clinicas de toxocarosis humana mediante la técnica de western blot.

El porcentaje de casos en la poblacion infantil, reportados en hospitales de nuestro

pais, varia segun la manifestacién clinica de la enfermedad, observandose diferentes
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prevalencias. La toxocarosis ocular es la de mas dificil diagnostico, porque la prueba de
ELISA especifica para toxocara, utilizando el sistema ES/IgG, es menos sensible que para
otra manifestacion clinica (Glickman et al., 1986). Otro problema podria ser el punto de corte
usado para el diagndstico de toxocarosis humana. Diversos estudios sefialan que, en caso de
sindrome ocular, al bajar el punto de corte de la prueba de ELISA (1:8 6 1:2) aumenta la
probabilidad de deteccion de casos. Mas aun, una prueba negativa no excluye la posibilidad

de toxocarosis humana ocular (Gillespic et al., 1993).

El objetivo principal del presente estudio fue buscar la posible relacion entre diversas
manifestaciones clinicas de toxocarosis humana y el reconocimiento de antigenos especificos
y exclusivos para cada presentacion. Al respecto la Unica asociaciéon encontrada fue en la
presentacién asintomatica, con el antigeno de 40 kDa en el sistema ES/IgA. Este hecho
podria relevante puesto que, segun literatura, la presencia de anticuerpos IgA contra
antigenos de T. canis, seria indicativo de fase aguda; por lo tanto, resultaria importante su

deteccién en individuos que no presentan sintomatologia clinica especifica.

La importancia de realizar el andlisis de los antigenos especificos mas frecuentes
presentes en una o dos manifestaciones de toxocarosis humana, determinados por su PM, es
poder inferir la manifestacion de toxocarosis mediante la deteccién del panel caracteristico y
por lo tanto dirigir el diagnostico.

Puesto que la eleccion de los antigenos especificos para cada una de las
manifestaciones de toxocarosis humana fue estricta, en cuanto a que debe ser detectado
solamente por sueros de pacientes que presenten una determinada manifestacion, el nimero

de sueros que tienen esta correspondencia univoca es bajo.

Si bien no se encontraron antigenos que fueran detectados por la mayoria de los
sueros estudiados, correspondientes a cada una de las manifestaciones de toxocarosis
humana, el hecho de encontrar antigenos especificos para algunas manifestaciones abre la
posibilidad de optimizar las condiciones de las técnicas y utilizar antigenos purificados, que

maximicen su deteccion por los sueros de los pacientes.

Entre las nuevas perspectivas para el diagnostico inmunoldgico de la toxocarosis,

puede ser previsto el desarrollo de nuevas metodologias que permitan un diagndstico
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temprano y mas practico. Yamasaki et al., (2000), propone el desarrollo de un antigeno
recombinante de T. canis, el cual es altamente especifico, en comparacién al convencional

antigeno ES de T. canis (Morales et al., 2002).
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Conclusiones

a Mediante la técnica de western blot, la deteccidn de antigenos por sueros de pacientes
con toxocarosis, fue mayor en el extracto larval somético que en el excretado-secretado. Las

inmunoglobulinas de clase IgG, fueron las méas detectados, en comparacion con IgA.

a La utilizacion de la técnica de western blot es recomendable para visualizar las
reacciones cruzadas que se producen principalmente con algunos antigenos con peso

molecular sobre 50 kDa, lo que no se logra mediante ELISA.

a El 30% de los sueros reconocié antigenos de Toxocara canis con inmunoglobulinas de
la clase IgA, que segun literatura estaria indicando infeccion aguda. Esto coincide con los

porcentajes esperados, segin antecedentes clinicos, de casos agudos de toxocarosis.

a Al seleccionar el antigeno presente sélo en una manifestacién de toxocarosis, el mayor
porcentaje se obtuvo en la manifestacion clinica asintomatica, el antigeno de 40 kDa, fue
detectado en el sistema ES/IgA. Esto seria relevante puesto que este antigeno permitiria

orientar el diagnéstico de esta manifestacion clinica en la fase aguda de la enfermedad.

a La correspondencia de antigenos frente a una o dos manifestaciones clinicas de
toxocarosis fluctia entre 65% y 84%. Sin embargo el hecho de encontrar antigenos
especificos para algunas manifestaciones abre la posibilidad de optimizar las condiciones de
la técnica y utilizar antigenos purificados o recombinantes, que optimicen su deteccion por

sueros de pacientes con toxocarosis humana.

a La importancia de realizar el andlisis de los antigenos especificos mas frecuentes
presentes en una o dos manifestaciones de toxocarosis humana, determinados por su PM, es
poder inferir la manifestacion de toxocarosis mediante la deteccion de un panel caracteristico

y por lo tanto, dirigir el diagnéstico.
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