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RESUMEN

La toxocariasis o sindrome de larva migrans
visceral es causada por un nematode del género Toxocara,
parasito de animales domésticos (perros y gatos). El hombre
es un hospedador accidental, al contaminarse con huevos
embrionados del parasito. Las larvas invaden la pared
intestinal y son transportadas a visceras, musculatura o globo
ocular, donde son atacadas por una reaccion granulomatosa
del hospedador. El diagnéstico de la enfermedad es
complicado debido a la sintomatologia inespecifica y que
las larvas solo pueden ser evidenciadas por biopsias, que
es un método invasivo. Los métodos inmunoldgicos son
una alternativa, en tal sentido en esta investigacion se
plante6 como objetivo estandarizar una técnica inmunoldgica
para la determinaciéon de anticuerpos anti-T.canis para el
diagnostico de toxocariasis humana. Los parasitos adultos
expulsados por cachorros infectados se identificaron por
microscopia optica y electronica, se obtuvieron los huevos,
los cuales se hicieron embrionar para la liberacion de
las larvas, y éstas se mantuvieron en cultivo, para luego
obtener y purificar los antigenos de excrecion/secrecion.
Se estandarizaron las condiciones de reaccion de la ELISA,
obteniéndose como concentraciones éptimas 2 pg/mL de
antigeno, dilucién de suero y conjugado fueron de 1/400 y
1/20000 respectivamente. Los indices diagnosticos fueron:
sensibilidad 100%, especificidad 98,9%, valor predictivo
positivo 94,4% vy valor predictivo negativo 100%. Con la
técnica estandarizada se pudieron diferenciar los sueros de
pacientes con Toxocariasis, con respecto a los de pacientes
con otras helmintiasis y muestras de suero de individuos
sanos, logrando el diagndstico de Toxocariasis humana.

Palabras clave: Toxocariasis, ELISA, Toxocara canis,
Inmunodiagndstico, Antigeno de Excrecion/Secrecion.

SUMMARY

The toxocariasis or visceral larva migrans syndrome
is caused by a nematode of the genus Toxocara, a parasite of
domestic animals (dogs and cats). Man is an accidental host,
by oral contamination with embryonated eggs of the parasite.
The larvae invade the intestinal wall and are transported
to the viscera, muscle or eyeball, where they are attacked
by a granulomatous reaction of the host. The diagnosis of
the disease is complicated by nonspecific symptoms and
the larvae can only be demonstrated by biopsy which is an
invasive method. Immunological methods are an alternative.
The objective of this study was standardizing an immunological
technique for the determination of anti-T. canis antibodies for
diagnosis of human Toxocariasis. We identified by optical and
electron microscopy, adult worms expelled by infected pups
and we obtained eggs, which became embryos that released
the larvae. These were maintained in culture. Excretion/
secretion antigens (E/S) were purified from the culture.
Subsequently, we standardized reaction conditions of the
ELISA technique, obtaining as optimal concentrations 2 mg/mL
of antigen, serum dilution and conjugate 1/400 and 1/20000
respectively. With the standard technique we evaluated 17
serum samples from patients with confirmed Toxocariasis,
50 patients with other helminth infections and 40 healthy
individuals. The diagnostic indexes were sensitivity 100%,
specificity 99%, 94% positive predictive value and negative
predictive value 100%. The diagnostic indexes obtained show
that the ELISA using excretion/secretion antigen of the parasite
is suitable for immunodiagnosis of human Toxocariasis.

Key words: Toxocariasis, ELISA, Toxocara canis, Immuno-
diagnosis, Excreted/Secreted antigen
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INTRODUCCION

La toxocarasis es una zoonosis parasitaria
causada por un nematode ascarideo del género
Toxocara, del cual se conocen dos especies
predominantes, Toxocara canis y Toxocara catis,
parasitos del perro y gato respectivamente (Botero &
Restrepo, 2003; Manson et al., 2003).

Toxocara canis desarrolla un ciclo de vida
completo en el perro cachorro menor de 5 meses.
La infeccion comienza con la ingesta de huevos
embrionados que se encuentran en el suelo, los cuales
eclosionan y liberan sus larvas, una vez que llegan al
intestino delgado, éstas migran hasta los pulmones,
pasando por el arbol bronquial donde son deglutidas,
hasta llegar nuevamente al intestino, donde alcanzan
el estadio adulto. Una vez ocurrida la fecundacion,
se liberan huevos no embrionados con las heces del
perro y el desarrollo del embrion ocurre en el suelo
(Noemi & Rugiero, 2001; Manson et al., 2003).

El hombre es un hospedador accidental,
siendo los nifios los mas afectados debido a sus
habitos de juegos en parques y patios de casa
contaminados con huevos del parasito (Delgado &
Rodriguez, 2009). En este caso, no se da el desarrollo
completo de 7. canis, solo sobrevive el estadio
larvario. La infeccion sobreviene cuando el humano
ingiere los huevos embrionados del parasito. Las
larvas libres invaden la pared intestinal, entran en
las vénulas mesentéricas o por los vasos linfaticos y
son transportadas principalmente a higado, pulmoén,
cerebro, globo ocular, musculatura etc. Las larvas
son atacadas por una reaccion celular del hospedador,
de naturaleza granulomatosa. De este modo se
produce una patologia conocida como Sindrome
Larva Migrans Visceral (SLMV) o Sindrome Larva
Migrans Oftalmica (SLMO) en el caso que afecte
al globo ocular (Despommier, 2003; Delgado &
Rodriguez, 2009).

Segiin la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS, 2005), la toxocariasis se encuentra
ampliamente distribuida a nivel mundial, siendo
endémica en la mayor parte de los paises de América,
Africa y Asia. La prevalencia de esta infecciéon es
dificil de establecer por la dificultad de un diagnostico
certero y a que esta enfermedad no es de notificacion
obligatoria. Sin embargo, en algunos paises de
América Latina, como Argentina, Colombia, Chile,
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México y Peri se han desarrollado estudios sobre
la seroprevalencia de la enfermedad. Reportandose
cifras entre 31 y 47% en algunas zonas de paises
como Colombia, Argentina y Brasil (Agudelo ef al.
en 1990; Fillaux ef al., 2007; Musso et al., 2007).

En Venezuela no se conoce la magnitud de
la infeccion, no obstante, se han realizado algunos
estudios en varias zonas del pais. En Caracas, Pifano
et al. (1988) reportan 66,6% de positividad, en niflos
de 2 a 7 afios en la comunidad de El Valle, empleando
un Ag de E/S de T’ canis. De igual manera, un estudio
realizado por Lynch et al. (1988) sefiala 34,9%
de seroprevalencia en la poblacion indigena de
Amazonas. Los datos mas recientes de seroprevalencia
son los publicados por Garcia-Pedrique et al. (2004)
donde reportan una seroprevalencia de 9,7%, en
nifios de 4 a 6 afios en la comunidad de El Mojan,
Edo. Zulia.

El suelo juega un rol muy importante en la
diseminacion de esta zoonosis parasitaria. Cazorla
et al. (2004) realizaron un estudio en los suelos
de 38 parques publicos de la cuidad de Coro, para
determinar la presencia de huevos de Toxocara sp.
Los resultados revelaron la presencia de huevos de
Toxocara sp. en 63,2% de los parques estudiados. En
el mismo afo, Ramirez-Barrios ef al., demuestran la
presencia de 7. canis en perros en Maracaibo. De igual
manera, Devera et al. (2008) evaluaron 25 plazas y/o
parques en Ciudad Bolivar y encontraron la presencia
de huevos de Toxocara sp. tanto en tierra (55% de
las plazas) como en heces de perros (16,7% de las
plazas). Estos resultados muestran el riesgo potencial
de transmision de esta zoonosis en plazas y parques.

El diagndstico de la toxocariasis humana
resulta dificil porque la sintomatologia es poco
especifica, el parasito adulto no se encuentra en las
heces ni tampoco sus huevos y el hallazgo de las larvas
en los tejidos mediante biopsias de los granulomas es
un hecho excepcional (Delgado & Rodriguez, 2009).
La demostracion de los anticuerpos especificos es la
herramienta mas 0til y confiable, pero las técnicas
utilizadas varian en sensibilidad y especificidad ya
que dependen del antigeno utilizado (Morales, 1999).
En la actualidad se realiza la determinacion de
anticuerpos circulantes contra antigenos de excrecion/
secrecion de larvas de 7. canis, utilizando la técnica
de ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay),
lo que le aporta mayor sensibilidad y especificidad

Bol. Mal. Salud Amb.



a la técnica (Delgado et al., 1995). Los principales
constituyentes de TES se han identificado
como mucinas, lectinas y proteinas ligadoras de
fosfatidiletanolamina, y se las designan como TES-
32, TES-55, TES-70, entre otros, de acuerdo a su
peso molecular (Lépez et al., 2005).

Otras investigaciones proponen que un
ELISA positivo deberia ser confirmado por Western
Blot (WB), ya que pueden ocurrir reacciones cruzadas
con infecciones por otros ascaridos. El WB se considera
muy especifico dado que muestra un patron de bandas
caracteristico que permite diferenciar la toxocariasis de
la infeccidn producida por otros parasitos (Lopez et al.,
2005; Chiodo & Basualdo, 2008).

El uso de antigenos recombinantes es
una prometedora mejora para la especificidad en el
diagnostico de la toxocariasis, con este fin, Mohamad
et al. (2009) elaboraron un ensayo de ELISA con 3
antigenos recombinantes TES-30USM, TES-26 y
TES-120, los cuales mostraron 100% de sensibilidad.
Aunque se han descrito técnicas moleculares como
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) para
el diagndstico de toxocariasis (Li et al., 2007), las
mismas al igual que los antigenos recombinantes no
se encuentran disponibles en el pais.

Actualmente el diagnéstico se fundamenta
en la sospecha clinica, antecedentes de geofagia,
contacto con caninos y las técnicas inmunoldgicas,
pero en Venezuela generalmente no se realiza el
diagndstico inmunologico en los laboratorios de
rutina, solo en pocos laboratorios de referencia,
como el Instituto de Medicina Tropical de la UCV,
y algunos laboratorios privados donde se utilizan kit
comerciales muy costosos. Debido a lo anteriormente
expuesto, el objetivo principal del presente trabajo
fue la estandarizacion de una técnica inmunoldgica
para el diagnoéstico de dicha infeccion y que pueda ser
utilizada en estudios epidemiologicos.

MATERIALES Y METODOS
Muestras biologicas
Parasitos
Se obtuvieron 56 parasitos adultos,

expulsados por 6 cachorros infectados (33 hembras
y 23 machos). Se seleccionaron cachorros que
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estuvieron expuestos a la infeccion de manera natural,
a los cuales se les aplicé tratamiento desparasitante y
se recogieron las heces con los parasitos expulsados.

Muestras de suero

Se utilizaron en el estudio: 17 muestras de
suero de pacientes con toxocariasis provenientes de
Ecuador (7) Venezuela (5), Colombia (3) y Bolivia
(2), con poco tiempo de residencia en Madrid, Espaiia,
con diagnostico exhaustivo de toxocariasis como
infeccion tUnica, cedidos por las Dras. Teresa Garate
y Esperanza Rodriguez del Servicio de Parasitologia
del Centro Nacional de Microbiologia del Instituto
de Salud Carlos III, Madrid, Espana. Ademas, se
emplearon 40 muestras de suero de individuos sanos
venezolanos y 48 muestras de suero de pacientes
venezolanos con otras parasitosis producidas por
helmintos (ascaridiasis, trichuriasis, enterobiasis,
anquilostomiasis, estrongiloidiasis, esquistosomiasis,
teniasis, cisticercosis, himenolepiasis, hidatidosis
y oncocercosis) algunos cedidos por la Prof. Iris
Davila del Dpto. de Parasitologia de la Universidad
de Carabobo, Valencia y otros, al igual que las
40 muestras de suero de individuos sanos, fueron
seleccionados del banco de sueros de la seccion
Parasitologia Molecular del BIOMED.

Preparacion del Antigeno de Excrecion/Secrecion de
Toxocara canis

Se siguié el protocolo de Espinoza et al.
(2003) para la preparacion del antigeno de Excrecion/
Secrecion, con modificaciones realizadas en el
transcurso de la investigacion, como se detalla a
continuacion.

Identificacion de los parasitos mediante Microscopia
Optica y Microscopia Electronica de Barrido

La observacion de los parasitos adultos
expulsados por los cachorros en el microscopio
estereoscopico (NIKON) se realizé colocando los
especimenes en un vidrio reloj y fueron observados
directamente con un aumento de 40X para detallar las
estructuras externas que permitieron su identificacion.

Para la observacion e identificacion de los
parasitos por Microscopia Electronica de Barrido, se
escogieron 2 machos y 2 hembras, los cuales fueron
segmentados. Seguidamente, fueron fijados en 4%
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de formaldehido y 1% de glutaraldehido lavandose
posteriormente por tres veces en buffer fosfato y
agua destilada. Una post-fijacion se realizd en 1%
de tetradxido de osmio con los respectivos lavados.
Deshidratados y preparados para su observacion en el
Microscopio Electronico de Barrido (Hitachi S2300)
siguiendo el protocolo del Laboratorio de Microscopia
Electronica del Centro de Investigaciones y Analisis
Docente Asistencial de la Facultad de Ciencias de
la Salud, Universidad de Carabobo, Sede Aragua
(CIADANA). Para la deshidratacion de las muestras,
las porciones de los adultos fueron sumergidas en
Etanol a diferentes concentraciones: etanol 50% (5-
10 minutos, 2 veces), etanol 70% (10-20 minutos, 2
veces), etanol 80% (10-20 minutos, 2 veces), etanol
95% (10-20 minutos, 2 veces), etanol 100% (10-20
minutos, 2 veces), etanol: amyl acetato (3:1, 15min),
etanol: amyl acetato (1:1, 15min) en frio, etanol: amyl
acetato (1:3, 15min) en frio. Cumplido este tiempo,
las muestras se colocaron en amyl acetato y fueron
conservadas en nevera (4°C) durante 15 minutos.
Seguidamente, las muestras pasaron por un proceso
de desecado de punto critico en desecador (HCP2,
Hitachi), lo que permitio desecar la muestra sin
que su estructura colapsase, luego de dos horas, las
muestras fueron colocados en porta especimenes del
microscopio electronico y se llevaron al respectivo
cubrimiento metalico con platino paladio en cobertor
(EIKO IB3, Hitachi) y luego se observaron en el
microscopio electronico de barrido (Hitachi S2300).

Obtencion de huevos embrionados de T. canis

Se diseccionaron 23 vermes adultos hembras,
para obtener el ttero y colectar huevos, que fueron
colocados en fiolas de vidrio con formalina al 2%
con tapa de algodon, por 45 dias a 28°C, agitandolos
por lo menos 1 vez al dia, para obtener los huevos
embrionados.

Obtencion de larvas de T. canis

Los huevos embrionados, se recolectaron en
recipientes estériles y se lavaron por centrifugacion 3
veces, con tampon fosfato salino, (PBS por sus siglas
en inglés Phosphate Buffer Saline) estéril a 3000
rpm, 20°C, durante 5 minutos. El sobrenadante se
descart6 y para liberar las larvas, se resuspendieron
los huevos en cloro al 5%, durante 2 horas en ligera
agitacion para reblandecer la cubierta. Seguidamente
se centrifugd todo el material a 3000 rpm, 20°C por
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5 min para descartar el cloro y luego se realizaron
3 lavados con PBS estéril para eliminar los residuos
de cloro, a 4°C. Después de la tltima centrifugacion,
los huevos con la cubierta reblandecida fueron
colocados en recipientes con perlas de vidrio, donde
se mantuvieron en agitacion lenta durante 2 horas
para facilitar la ruptura y liberacion de las larvas.
Posteriormente, el contenido de las fiolas se centrifugo
nuevamente a 3000 rpm, 4°C por 5 minutos, se
descart6 el sobrenadante y se hizo un tltimo lavado,
esta vez en medio liquido para cultivo celular RPMI
(Sigma) con antibiotico Gentamicina (80mg/L).

Produccion del Ag de Excrecion/Secrecion (E/S)

Las larvas obtenidas previamente se
colocaron en recipientes para cultivos y se incubaron
en estufa a 37°C, 5% CO,. Estos cultivos fueron
agitados y observados periddicamente al microscopio
invertido (ZEISS, West Germany) para verificar
el estado de las larvas y descartar una posible
contaminacion bacteriana y/o fingica. Después de
7 dias, se colectd el sobrenadante y el medio fue
reemplazado en forma aséptica por otro volumen de
composicion similar al inicial y se repitid el proceso
de incubacién de la misma forma.

Concentracion 'y purificacion del antigeno de
Excrecion/Secrecion (E/S)

Las diferentes fracciones del medio
liquido, que contenian el antigeno de Excrecion/
Secrecion (E/S) se colectaron y almacenaron a
-20°C, hasta obtener un volumen de 80 mL, para
posteriormente concentrar el material mediante
liofilizacion. Para ello, el volumen total de
medio liquido recuperado se congeld a -80°C y
posteriormente se colocd en el liofilizador. El
material liofilizado se disolvio en 8 mL de PBS
con inhibidores de proteasas (TLCK, Tosyl-L-
Lysine-chloromethylketone 62 pg/mL, TPCK,
Tosyl-L-Phenylalanine-chloromethylketone 62
pg/mL y PMSF, Phenylmethylsulfonil fluoride
219 pg/mL) para evitar la degradacion de las
proteinas. Posteriormente se realizo la dialisis,
para ello, se colocd el antigeno dentro de una
membrana de didlisis con poros cuyo punto de
corte era de 6 kDa (Spectropore), seguidamente
la membrana de dialisis se sumergié en PBS con
cambios frecuentes del buffer, hasta retirar la
mayor cantidad de otros componentes.
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Determinacion de la concentracion proteica

La determinacion de la concentracion de
proteinas del antigeno de E/S se realiz6 mediante el
método de Bradford (1976).

Estandarizacion de la técnica de ELISA

Para la determinacion de la concentracion
optima del antigeno E/S de 7. canis se probaron
concentraciones desde 2 a 8 pug/mL (2, 4, 6, 8 pg/
mL) diluidos en tampoén carbonato—bicarbonato a
pH 9,6. Para determinar la dilucién optima de los
sueros se realizo la técnica de ELISA con el antigeno
a la concentracion 6ptima determinada previamente,
empleando diferentes diluciones de suero desde 1/50
hasta 1/800 (1/50, 1/100, 1/200, 1/400 y 1/800). Para
determinar la dilucion optima del conjugado anti-
inmunoglobulina humana IgG acoplada a peroxidasa,
se realizaron diferentes diluciones desde 1/10000
hasta 1/30000 (1/10000, 1/15000, 1/20000, 1/25000 y
1/30000). Para estas titulaciones se utilizaron sueros
controles positivos y negativos para anticuerpos
anti-7 canis en todos los casos. La concentracion
optima de antigeno y las diluciones optimas de sueros
y conjugado fueron aquellas en la cuales se obtuvo
mayor diferencia entre los sueros controles negativos
y positivos.

Determinacion del Punto de Corte (Cut off)

El punto de corte se realiz6 aplicando la
técnica de ELISA utilizando las condiciones optimas
determinadas. Se utilizaron los sueros controles
negativos y el punto de corte fue el valor de la media
mas 3 desviaciones estandar ( ¥ + 3 DS). Todos
aquellos valores que se encontraron por encima del
punto de corte fueron considerados positivos (+) y los
que se encontraron por debajo negativos (-). Todas las
muestras que se ubicaron +£10% del punto de corte se
estimaron como dudosas.

Técnica de ELISA

Se sensibilizaron placas de 96 pozos
de fondo plano (Immulon® 2 HB, Thermo) con
100 pL de antigeno (E/S) de T. canis (2ug/mL)
diluidos en tampon carbonato—bicarbonato a pH
9,6 las cuales fueron incubadas a 4 °C durante toda
una noche. Se lavaron tres veces con 100 pL de
una solucion de PBS y Tween 20 (0,05%) con la
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ayuda de un lavador de placas (Wellwash 4MK2).
Se bloquearon los sitios de unidn inespecificos
con 100 pL de solucion tampoédn fosfato salino
y albimina al 1% (PBS-BSA por sus siglas en
inglés Phosphate Buffer Saline-Bovine Serum
Albumin), y fueron incubadas a 37°C durante 45
minutos. Se lavé siguiendo el procedimiento ya
descrito. Se colocaron en los pocillos 100 pL de
cada suero, a las diluciones que se establecieron
experimentalmente, y se incubaron a 37°C durante
45 minutos. Se lavo de igual forma y se agregaron
100 pL del conjugado anti-IgG humana acoplado a
peroxidasa (Pierce) a la dilucion 6ptima establecida
e incubo a 37 °C durante una hora. Se lavaron las
placas de la forma antes descrita y se anadié 100 uL
del sustrato ABTS (por sus siglas en inglés Azino-
bis 2.2 acido 3-ethylbenzthiazoline-6-Sulphonic)
en tampon citrato-fosfato-perborato a pH 7,0 y se
incubo a temperatura ambiente durante 20 minutos
aproximadamente. Posteriormente se efectu6 la
lectura de absorbancias a 405 nm, utilizando el
lector de ELISA (Multiskan Ascent).

Analisis de resultados

Se determinaron los indices diagndsticos
de sensibilidad (S), especificidad (E) y wvalores
predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN),
segun las siguientes formulas: S=VP/VP+FN x 100,
E=VN/VN+FP x 100, VPP, VPP=VP/VP+FP x 100 y
VPN=VN/VN+EN x 100 (VP= verdaderos positivos
FN= falsos negativos VN= verdaderos negativos FP=
falsos positivos) (Greenberg et al., 2002).

Consideraciones éticas

Todas las muestras utilizadas fueron
colectadas para otros proyectos de investigacion, con
aval del respectivo Comité de Bioética y provenientes
de individuos que mediante consentimiento informado
aceptaron que sus muestras fuesen empleadas para
otros fines, siempre y cuando fuesen de investigacion.

RESULTADOS
Identificacion de los parasitos adultos

Los parasitos adultos expulsados por los
cachorros infectados se identificaron mediante
microscopia optica y Microscopia Electronica de

Barrido (MEB).
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Mediante microscopia optica se observaron
vermes de un tamafio aproximado de 5 a 10 cm de
longitud, de color blanco marfil y cuticula anillada,
a través del microscopio estereoscopico se pudo
observar en la region cefélica dos expansiones laterales
de la misma cuticula en forma de aletas. La diferencia
entre macho y hembra se aprecia por el tamafio, siendo
la hembra mas grande, alcanzando una longitud de
10 cm en algunos especimenes y el extremo caudal
ligeramente mas fino terminando en una punta roma.
Los machos se diferencian por ser mas pequefios y
delgados, midiendo entre 5 a 7 cm de longitud y en el
extremo caudal se observa una espicula (Fig. 1).

También se realizo la identificacion del
parasito a través de microscopia electronica de
barrido. Como se aprecia en la Fig. 2, se pudo
observar un nematode de gran tamafio, con aletas
cervicales (Fig. 2a y 2¢) y prominentes labios (Fig. 2b
y 2c¢). El parasito esta recubierto por una cuticula que
presenta pequefias depresiones, en forma de anillo
(Fig. 2d). Machos y hembras se distinguen por su
variable tamafio entre ambos, siendo la hembra mas
grande y su extremo caudal en forma de fino apéndice
(Fig. 2e). El macho se observa de contextura mas fina,
mas pequeflo y en su extremo caudal se aprecia una
espicula bien definida (Fig. 2f).

Todas las caracteristicas descritas nos
permitieron identificar como Toxocara canis a los
parasitos recuperados.

Obtencion de huevos embrionados y larvas de T.
canis

Después de 45 dias de incubacion de los
huevos liberados a partir de la diseccion de los tteros
de los parasitos adultos, se obtuvo 70% de huevos
embrionados en todos los lotes. (Fig. 3 a-d). Luego

Fig. 1. Adultos de Toxocara canis a: Adultos de
T. canis recolectados y lavados: b: Diferencia de
tamano entre dos hembras y un macho de T. canis.
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Fig. 2. Microscopia Electronica de Barrido de
Toxocara canis. a: Extremo cervical, se aprecian
aletas laterales. b Se observan los 3 labios
prominentes. c: Extremo Cervical, se observa
con mejor detalle ampliaciéon de la cuticula para
formar las aletas y los tres labios. d: Cuticula
anillada. e: Hembra, extremo caudal. f: Macho,
extremo caudal.

AL L.
o R MU
= «.\> ?1’

‘_
x380 0000 25KV 100um

x50 0008 .25kV 1am

—

y

£

g

e
x450 _0eeee 25kV 200vm

%808 90@@ 25KV Sorm

————eo0r a5/ 200
x8@ @000 25KV 5084 <150 @eee !

de la ruptura de las cubiertas de los huevos, se obtuvo
la liberacién de las larvas, las cuales se lavaron y se
mantuvieron en medio liquido para cultivo (Fig. 3e).

Produccion del antigeno de Excrecion/Secrecion
(E/S)

Después de 7 dias de cultivo de las larvas,
se colecto el sobrenadante, obteniéndose 8 lotes de
cultivo con 10 mL cada uno (80 mL). Este volumen
se concentré 10 veces mediante liofilizacién y se
purifico por dialisis. Se determiné la concentracion
de proteinas mediante el método de Bradford
(micrométodo), obteniéndose 1,64 mg/mL.

Estandarizacion de la técnica de ELISA

Luego de obtenido el Antigeno E/S se
procedid a determinar las condiciones optimas para el
desarrollo de la técnica. La concentracion optima de Ag
E/S fue de 2 pg/mL donde se obtuvo mayor diferencia
entre los sueros controles negativos y positivos. La
dilucion optima de sueros utilizando el Ag de E/S de
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Fig. 3. Representacion del proceso de obtencion de larvas de Toxocara canis a: Utero de T. canis con
huevos en su interior, aumento de 40X. b: Huevos embrionando en fiolas con formalina 2%. c: Huevo
embrionado de T. canis d: huevo larvado e: Larva de T. canis liberada.

T canis fue de 1/400, mientras que la dilucion optima
del conjugado anti-Inmunoglobulina Humana IgG
acoplada a peroxidasa, fue de 1/20000. Estas fueron las
condiciones donde se aprecido mayor diferencia entre
los sueros controles positivos y negativos. Por otro
lado, se realizaron lecturas cada 5 minutos durante una
hora, observando el tiempo de reaccion optimo a los 20
minutos. Una vez obtenidas las condiciones optimas de
trabajo se procedio a determinar el punto de corte, el
cual fue de 0,200 (valor de x + 3 DS).

Técnica de ELISA

Una vez determinadas las condiciones
optimas de reaccion, asi como también el punto de
corte, se evaluaron las propiedades diagndsticas
del antigeno de E/S de T canis. Aplicando la
técnica de ELISA con las condiciones determinadas
experimentalmente a las muestras descritas
anteriormente. De los 17 sueros positivos, todos

Vol. LII, N° 1, Enero-Julio, 2012

mostraron valores de densidad dptica por encima del
punto de corte, por lo que la sensibilidad de la técnica
fue de 100%. En la evaluacion de los 48 sueros
positivos para otras parasitosis, solo se evidenci6 una
posible ligera reaccion cruzada (falso positivo) en
un caso de infeccion con esquistosomiasis, estimado
como dudoso, y no se observaron valores positivos
en los 40 sueros controles negativos, por lo que la
técnica estandarizada presentd una especificidad de
98,9%. Los resultados revelaron un valor predictivo
negativo de 100% y el valor predictivo positivo fue de
94,4% ya que en todos los sueros positivos evaluados
se obtuvieron D.O por encima del punto de corte, con
una sola muestra que dio un resultado dudoso, la cual
consideramos como falso positivo (Fig. 4).

DISCUSION

La toxocariasis humana es una zoonosis
parasitaria de amplia distribucion y poco reconocida,
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Fig. 4 Resultados de la técnica de ELISA con los diferentes sueros evaluados. a: Distribuciéon de
los sueros de individuos con toxocariasis confirmada, ensayados con el Ag de E/S de T. canis. b:
Distribucion de los sueros de individuos sanos, ensayados con el Ag de E/S de T. canis. c: Distribucion
de los sueros de individuos con otras enfermedades parasitarias, ensayados con el Ag de E/S de T.
canis. La linea continua representa el punto de corte en todos los casos. La Densidad Optica (DO) a
405 nm se representa en el eje de las ordenadas, mientras que en el eje de las abscisas se representa

el nimero asignado a las muestras (n).
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aunque no se encuentra dentro de las enfermedades
desatendidas, podria ser considerada como tal
(Delgado & Rodriguez, 2009). El diagndstico resulta
complicado dada la sintomatologia inespecifica, el
ciclo bioldgico incompleto en el humano, donde no
es posible el diagnostico coproparasitoldgico y la
demostracion de las larvas en los tejidos mediante
biopsias, es un procedimiento muy invasivo
para el paciente. Es por ello, que la busqueda
de anticuerpos especificos anti-Toxocara canis
en humanos mediante la técnica de ELISA es la
alternativa diagnostica de la enfermedad. Se han
empleado multiples pruebas que incluyen Fijacion
de Complemento (FC), Hemaglutinaciéon Indirecta
(HAI), Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y el
Inmunoensayo enzimatico (ELISA). Estas pruebas
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varian en sensibilidad y especificidad ya que
dependen del antigeno utilizado (Morales, 1999). Los
antigenos que han demostrado mayor sensibilidad
y especificidad son los antigenos de excrecion/
secrecion del parasito (Delgado & Rodriguez, 2009).

En Venezuela, actualmente el diagnostico
de esta parasitosis se realiza a través de datos
clinico-epidemiologicos; por sospechas clinicas,
antecedentes de geofagia, contacto con caninos y
las técnicas inmunoldgicas que no siempre estan
a la disposicién, ya que se realizan en muy pocos
laboratorios, principalmente de investigacion. Por tal
motivo, este trabajo se planted la estandarizacion de la
técnica ELISA con antigenos de Excrecion/Secrecion
de T canis, con el fin de proporcionar el diagnostico
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inmunologico oportuno y poder desarrollar estudios
epidemioldgicos.

Para la estandarizacion de la técnica de
ELISA en primer lugar, se prepard el antigeno de
Excrecion/Secrecion de 7. canis tomando en cuenta
el protocolo de Espinoza et al. (2003) con varias
modificaciones. La obtencion de los parasitos
adultos se realizd mediante la administracion de
desparasitante a cachorros infectados naturalmente y
recolectando sus heces, de esta manera se beneficia
al canino sin necesidad de la necropsia y se puede
establecer el control sanitario. A diferencia de los
estudios realizados por Morales (1999) y Espinoza et
al. (2003) donde obtuvieron a los adultos de 7. canis
a través de la infeccion experimental de los caninos
y posterior eutanasia, con el fin de obtener mayor
nimero de especimenes.

Los vermes adultos recolectados fueron
clasificados por sexo obteniendo un grupo de 33
hembras y 23 machos, identificaindose a través de un
microscopio estereoscopico y microscopia electronica
de barrido, tomando en cuenta caracteristicas tales
como: tamarfio, color, presencia de aletas y ventosas,
las cuales fueron compatibles con 7. canis. Una vez
realizada la identificacion de los parasitos adultos, se
obtuvieron los huevos de 7. canis de la misma forma
que lo hicieron Espinoza et al. (2003) mediante la
diseccion de hembras adultas y extraccion de sus
uteros, a partir de alli se colectaron los huevos que
fueron incubados para embrionar. El porcentaje
de huevos embrionados fue de 70% luego de 45
dias de incubacion, a diferencia de Morales (1999)
que bajo las mismas condiciones logré un 95% de
huevos embrionados en 28 dias de incubacion. Esta
diferencia podria deberse a distintas condiciones
medio ambientales o a que se tenian mayor cantidad
de huevos infértiles. Sin embargo, esto no afect6 la
obtencion de los antigenos de excrecion/secrecion del
parasito.

Para lograr la liberacion de las larvas, los
huevos embrionados fueron lavados, pasados por
cloro y colocados en recipientes con perlas de vidrio
para romper las cascaras. Una vez liberadas las larvas
fueron colocadas en medio liquido para cultivo, sin
retirar previamente las cascaras, hecho que no afecto
el optimo desarrollo del cultivo. El medio RPMI
solo contenia aminoacidos, lo que permitié obtener
exclusivamente proteinas del parasito.
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A partir de los cultivos se recuperaron 80
mL de sobrenadante, menor cantidad que la obtenida
por Espinoza et al. (2003), los cuales obtuvieron 200
mL, ya que partieron de mayor niimero de larvas.
Posteriormente el sobrenadante fue liofilizado para
concentrarlo y luego dializado para purificarlo,
obteniendo una concentracion de Ag de E/S de
1,64 mg/mL, a diferencia del proceso realizado por
Morales (1999) donde se mantuvo el cultivo por seis
meses, no se dializo y se obtuvo una concentracion
proteica de Ag E/S de 1 mg/mL, aunque por supuesto
con mayor volumen de antigeno.

Robertson et al. en 1989 realizaron un
estudio sobre las enzimas proteoliticas secretadas por
las larvas de 7. canis cultivadas in vitro y afirman que
varias especies de nematodes incluyendo 7oxocara
presentan actividad proteasa en los productos de
excrecion/secrecion. Estas proteasas secretadas
in vitro son capaces de degradar componentes del
antigeno, perdiendo este la capacidad de reaccion
en las pruebas inmunolégicas, por lo que se agregd
inhibidores de proteasas al antigeno E/S de T canis
ya purificado para poder conservarlo.

En la estandarizacion del ELISA, la
concentracion optima de antigeno fue 2 pg/mL, una
cantidad minima en comparacion con la utilizada por
Espinoza et al. (2003) de 50 pg/mL, lo que demuestra
la elevada reactividad del antigeno obtenido. La
dilucion del suero fue 1/400, una dilucién favorable
dado que se necesita muy poca cantidad de muestra
para aplicar la técnica, tomando en consideracion
que la mayoria de los pacientes afectados por
esta parasitosis son nifios en edad preescolar cuya
obtencion de muestra es mas complicada.

Los resultados de la técnica con los
sueros controles positivos demostraron una alta
sensibilidad. Aunque las muestras eran de pacientes
residentes en Espafa, estos eran todos inmigrantes
latinoamericanos, con poco tiempo de residencia
en Espafia, donde recientemente se ha observado la
deteccion de toxocariasis en inmigrantes (Turrientes et
al., 2011). Es importante resaltar que aunque es comin
en Latinoamérica el poliparasitismo y las infecciones
con diferentes tipos de helmintos que pudiesen dar
reactividad cruzada, en este caso, podemos afirmar que
se trata de infeccion solo por Toxocara sp., debido al
exhaustivo diagnoéstico de los pacientes. Se utilizaron
esas muestras precisamente por ese diagndstico
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certero, para poderlas utilizar como verdaderos
controles positivos y no incurrir en el uso de falsos
positivos para la valoracion de la técnica. En este
primer trabajo se demuestra que los sueros de los
pacientes con toxocariasis son capaces de reconocer
los antigenos de 7. canis preparados, de manera que
la técnica podria ser usada para trabajos posteriores,
analizando previamente la reactividad en muestras
no tan controladas, donde quizas seria necesaria
una previa absorcion de los sueros con antigenos de
Ascaris sp. como ha sido sugerido por varios autores
(Roldan et al., 2006; Manson et al, 2003).

Se aplico la técnica de ELISA con sueros
de individuos con otras parasitosis evaluando la
capacidad discriminatoria del antigeno, los resultados
demostraron que solamente se observé un caso
estimado como sospechoso con el suero de un paciente
infectado con esquistosomiasis, obteniéndose un
ELISA altamente especifico. Por supuesto, aunque
en los sueros heter6logos evaluados, no se observd
casi reactividad cruzada, para estudios posteriores
es necesaria la evaluacion de mayor cantidad y
diversidad de muestras de individuos con otras
helmintiasis. Es importante resaltar, que aunque se
trabajo con antigeno de 7. canis, la toxocariasis puede
ser también producida por 7. catis y dada la similitud
antigénica de estos parasitos (Nunes et al., 1999), se
podria esperar que la técnica podria ser de utilidad en
los casos de toxocariasis por 7. catis.

Los indices diagnosticos obtenidos en la
prueba estandarizada son elevados y adecuados,
comparados con los que han sido reportados en
términos generales; sensibilidad 78% y especificidad
93% (Manson et al., 2003), incluso mejores que los
reportados por los kits de ELISA comerciales que
sefalan una sensibilidad de 91% a 95% y especificidad
entre 84% y 95%. Los indices diagndsticos obtenidos
sugieren que la técnica disefada y estandarizada en
esta investigacion podria ser utilizada para estudios
posteriores, evaluando sus indices diagndsticos con
mayor cantidad y diversidad de muestras para poder
determinar su utilidad en el inmunodiagnoéstico de
toxocariasis humana y en estudios epidemiologicos.
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