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I.]I NTRODUCCION



La larva migrans visceral es un sindrome clinico causado por
la migracién tisular de larvas de diversas especies de nemdatodos
pardsitos de animales y para los cuales el hombre actda como

huesped paraténico.

Para el desarrollo de un sindrome de larva migrans el
pardsito debe pertenecer a una especie que ya de forma natural
sufra migraciones en el organismo de su huesped: Toxocara canis,

Toxocara cati, Toxascaris leonina, Ascaris suum, Capillaria

hepatica, Angiostrongylus cantonensis, Gnathostoma spinigerum,

Dirofilaria spp., entre otras. Ademds de ello, la infestacién
humana debe ser masiva, lo cual solo se cumple si el pardsito se
halla en las proximidades del hombre y la conducta de este
favorece el contacto. Se comprende por lo tanto que las especies
de nematodos pardsitos de animales domésticos, fundamentalmente

del perro y el gato: Toxocara cati, T. canis y Toxascaris leonina

sean los principales responsables del sindrome de larva migrans
visceral en nuestro pais y dentro de ellos destaca por su
importancia el ascdrido habitual del perro: Toxocara canis.




[.1. TOXOCARIASIS CANINA

[.1.1. CICLO BIOLOGICO DE TOXOCARA CANIS EN EL PERRO.,

El ciclo biolégico de T. canis en su huésped habitual, el

perro, muestra diversas variaciones de acuerdo con la edad del
huesped y su estado inmunitario.

El ciclo normal se presenta de forma usual en cachorros
menores de tres meses de edad. Se inicia con la ingestién de
huevos embrionados que contengan larvas de segundo estadio. Los
huevos pasan al intestino donde eclosionan, liberandose la larva
que inicia su migracién a través de la pared intestinal, vasos
sanguineos y linfaticos pra llegar al higado y de aqui a los
pulmones; rompen los pequerios capilares pulmonares y pasan a los
alveolos, continGan su migracién a través de los bronquiolos,
bronquios y traquea hasta ser deglitidos. Una vez en el intestino
delgado alcanzan su madurez sexual, iniciando a los pocos dias la
puesta de un gran nuUmero de huevos que son eliminados junto a
las heces. Estos huevos en el momento de de la puesta contienen
una sola célula huevo y, bajo condiciones o6ptimas, tardan un
minimo de 5-6 dias hasta que se desarrolla en su interior la larva
de segundo estadio, es decir hasta adguirir capacidad infestante.
Este ciclo completo dura un tiempo minimo de 2-2,5 meses.

Si el perro es mayor de tres meses y fundamentalmente si ha
adquirido un cierto estado de inmunidad, consecuencia de una
infestacion pasada, las larvas no son capaces de completar la
migraciéon pulmonar. En lugar de alcanzar los alveolos atraviesan
el lecho vascular y llegan al corazén, viajando hasta los tejidos
corporales a través de la circulacién arterial. Estas larvas de
segundo estadio se acumulan en las visceras y musculos
esqueléticos, donde permanecen inactivas, pero vivas, durante
largos periodos de tiempo. En perras gestantes, las larvas
quiescentes son reactivadas por [os cambios hormonales que
tienene lugar en el huesped, penetran de nuevo al sistema



circulatorio, atraviesan la placenta y alcanzan el sistema
circulatorio del feto, en el cual completan la migracién hasta
alcanzar el sistema digestivo. Por esta via la mayor parte de los
cachorros se infestan intrauterinamente. EI verme madura
rdpidamente después del nacimiento del cachorro que inicia Ia
contaminacién ovipara del drea donde vive. Estéd comprobado que
la infestacién de los cachorros puede tener lugar también a través
de la leche materna.

Una tercera via de infestacién tiene lugar a través de
huéspedes paraténicos. SPRENT (1958) demostré que los huevos

de Toxocara canis pueden eclosionar y sus larvas de segundo

estadio permanecer viables en los tejidos de una amplia gama de
animales desde el gusano de tierra hasta el hombre. Si alguno de
estos animales, roedores fundamentalmente, es ingerido por un
perro no inmune o una perra embarazada, la larva de segundo
estadio queda libre en el estémago e inicia la miaracién tisular

hasta alcanzar el estado adulto de nuevo en el intestino.

1.1.2. INCIDENCIA MUNDIAL DE LA TOXOCARIASIS CANINA,

Los datos publicados en lé bibliografia mundial sobre Ila
incidencia de la Toxocariasis canina son muy variables seguin los
distintos autores. La toxocariasis canina es, tal como puede
desprenderse de la biologia del pardsito descrita en el capitulo
anterior, méas frecuente en los cachorros que en los perros
adultos. Algunos autores (RANDALL, 1982; SCHANTZ vy
GLICKMAN, 1978; ARNAUD, 1976) cifran Ia infestacién en
cachorros entre un 80% y 100% y la de adultos entre 5% y 208%.
SAVEL (1981) en Francia, seriala que el parasitismo en perros por
Toxocara canis puede situarse alrededor de un 10%. ARMONE,
LARANTI y BATELLI (1979) en Italia, dan frecuencias de

infestacion que oscilan entre el 10% y 34% segun las ciudades, con

valores extremos en Mesina (54%) y Palermo (casi un 80%).



1.1.3. INCIDENCIA EN ESPANA DE LA TOXOCARIASIS CANINA,

lLLas condiciones climdticas de nuestro pais, idéneas para la
supervivencia y maduracién de los huevos del pardsito hace que la
incidencia de la toxocariasis canina sea superior a los valores
globales hallados para el resto de Europa.

AlGn cuando carezcamos de datos actuales, las cifras dadas
por GALLEGO (1982), en Barcelona 36%, en Granada 28%, en
Madrid 21%, en Pamplona 32% y en Zaragoza 13%, son de por si
suficientemente demostrativas, maxime si tenemos en cuenta que
las condiciones ecolégicas ambientales, favorecedoras de |Ia
diseminacién del pardsito, no tan sélo no han disminuido sino que
paulatinamente tienden a aumentar sobre todo en lo que se refiere
al ambiente urbano.

En Espafa se calcula la existencia de 1 250 000 perros,
siendo el censo de la provincia de Barcelona de 130 000, de los
cuales entre 60 000 y 80 000 corresponden a la Ciudad Condal,
GALLECO (1982) senala que: "podemos estimar que la fauna
canina de nuestra ciudad, junto a las 6-8 Tm de deyecciones que
diariamente esparce por nuestras calles y escasos parques
puUblicos, elimina en estas zonas una cifra no inferior a los dos o

tres mil millones de huevos de Toxocara canis". Esta alta tasa de

eliminacién diaria de huevos por nuestra poblacién canina junto a
la alta longevidad que presentan los huevos de ascarido, sobre
todo en ambientes himedos (4-5 afios segun CHENG 1973), hace
que el numero de huevos de T. canis repartidos en los pocos
metros cuadrados de zonas verdes del suelo urbano barcelonés

puede estimarse de varios billones.



1.2. DISEMINACION AMBIENTAL DE LOS HUEVOS DE TOXOCARA.

Una de las principales caracteristicas de los huevos de
Toxocara es su gran capacidad de resistencia a las condiciones
ambientales. Bajo condiciones adecuadas los huevos de Toxocara
pueden sobrevivir varios afos, sin embargo son destruidos
rapidamente si se someten a la acciéon directa de las radiaciones
solares o a la desecacién (OWEN, 1930: OKOSHI y USUI, 1968 vy
FITZGERALD y ASHLEY, 1977). A temperaturas inferiores a
102C el desarrollo larvario se detiene (OWEN, 1930) y la larva
muere por debajo de los -152C (OKOSHI y USU!l, 1968).

Sin embargo, el factor que tiene quizds una mayor influencia
en la prevalencia de las helmintiasis de transmisiéon tellrica es la
naturaleza de la capa superficial del suelo (BEAVER; 1952). En
suelos arcillosos los huevos de ascadrido se agrupan y concentran
por la accién de la lluvia, sedimentando en fina capa entre una
delgada cubierta de arcilla coloidal y la capa mas profunda de
particulas gruesas. De esta forma los huevos de helminto quedan
protegidos de la desecacién y la accién solar directa. Los suelos
arcillosos, por lo tanto, favorecen la concentracion vy
supervivencia de los huevos de ascdrido los cuales pueden ser
ocasionalmente ingeridos, en numero considerable, por nifios que
practiquen la geofagia (BEAVER, 1975).

Los huevos de helminto no son destruidos por Ilos
tratamientos que se practican habitualmente a las aguas
residuales. En EEUU se han encontrado huevos de Toxocara
viables en los lodos procedentes de plantas de tratamiento de
aguas residuales de 27 municipios del sur del pais. (REIMERS et
al, citado por GLICKMAN y SCHANTZ, 1981). La utilizacién como

abono de estos lodos puede favorecer su diseminacién.



La presencia de huevos de Toxocara en el suelo de parques,
jardines y otros lugares publicos ha sido demostrado por diversos
autores. De acuerdo con GCLICKMAN y SCHANTZ (1981) el grado
de contaminacién del suelo hallado por unos y otros es un reflejo
tanto del grado de prevalencia de la infeccién en el perro, como
de la densidad de la poblacién canina del drea estudiada, como de
la efectividad de las técnicas utilizadas para la recogida de
muestras y procesos subsiguientes para la recuperacién de
huevos.

BORG y WOODRUFF (1973) encuentran un 24,4% de muestras
infestadas por huevos de Toxocara sobre un total de 800
recolectadas, en parques publicos de distintas localidades en Gran
Bretafia. Las cifras aportadas por QUINN et al (1980) en Escocia
son sensiblemente inferiores, 26 muestras positivas entre un total
de 234 examinadas.

En Espafia se han realizado también estudios de este tipo.
Asi estudios realizados por ANGULO MADERO et al. (1985) sobre
muestras de suelo de diversos parques de Madrid permitieron
detectar la presencia de huevos de Toxocara canis en un 9,7% de

las muestras analizadas.



1.3. TOXOCARIASIS HUMANA,

[.3.1. CICLO BIOLOGICO DE TOXOCARA CANIS EN EL HOMBRE.

El hombre puede ingerir los huevos embrionados, que hemos
visto pueden dispersarse en grandes cantidades en el suelo
urbano, tanto a través de las manos que han estado en contacto
con el suelo polucionado, como del agua y alimentos contaminados.
La geofdgia presente en un alto porcentaje de nifios de corta edad
-entre uno y cuatro afios- favorece sin duda la infestacién de
aquellos que frecuentan los parques y jardines publicos y explica
la mayor incidencia de la toxocariasis en este grupo poblacional.

Las larvas que emergen de estos huevos embrionados,
liberadas gracias a la accion de los jugos gdstricos, penetran en
la pared intestinal y, bien sea por su migracién directa, bien sea
a través del torrente circulatorio, alcanzan los diversos érganos
(pulmén, cerebro, ojos, corazén, padncreas, musculatura estriada).
Esta migracién somatica puede continuar durante un periodo
indeterminado, habitualmente de varios meses de duraciéon,
acompanado de largos periodos de quiescencia. Al final se cercan
de una reaccién inflamatoria y asi pueden permanecer
encapsuladas pero viables y sin variacidn morfolégica durante
varios arios, otras veces son destruidas debido a la reaccién del
huésped (BEAVER, 1956).

1.3.2. PATOLOGIA

La patogenesis de Ila Toxocariasis ha sido ampliamente
revisada por GLICKMAN Y SCHANTZ (1981).

Las manifestaciones patolégicas de la "larva migrans" visceral
son normalmente consecuencia de la lesién mecdnica producida por
la migraciéon tisular larvaria y por la, a menudo severa, repuesta



inflamatoria del huésped. Los tejidos afectados presentan multiples
abcesos eosinofilicos y granulomas de tipo alérgico.

Cuando el tamario de la larva excede al didmetro de los vasos
sanguineos, esta traspasa activamente la pared vascular y migra
por los tejidos circundantes.

La predileccion de las larvas de Toxocara por los distintos
6rganos varia de acuerdo con el hospedador. En el hombre el
6rgano de predileccién es el higado, aun cuando puede resultar
afectado cualquier otro. La respuesta inmune del hospedador juega
también un papel importante en esta distribucién. En animales de
laboratorio sometidos a repetidas infecciones se ha observado que
la mayoria de las larvas queda retenida en el higado, impidiendo
por lo tanto, su acceso a los pulmones, cerebro y ojos. La
respuesta inflamatoria provocada por las larvas muertas parece ser
mayor que la provocada por las larvas vivas. Observaciones
clinicas sugieren que factores similares a los descritos estidn
relacionados con las patogénesis de la larva migrans visceral en el
hombre. (SCHANTZ y GLICKMAN, 1978).

1.3.3. MANIFESTACIONES CLINICAS.,

El cuadro clinico de la toxocariasis humana varia de acuerdo
con el numero de huevos ingeridos, la frecuencia de Ila
reinfeccién, la distribucién de las larvas y otros factores, todavia
no bien esclarecidos. Las infecciones ligeras, que son por otra

parte las mds frecuentes, son normalmente asintomaticas.
1.3.3.1. Larva migrans visceral.

El sindrome de larva migrans visceral se presenta con mas
frecuencia en nifios de 1 a 4 afos, y los sintomas habituales
incluyen tos, sudoracion, palidez, irritabilidad y pérdida de peso.
En ocasiones pueden presentarse erupciones pruriginosas en el

tronco y extremidades inferiores.



Una de las principales caracteristicas clinicas es |la
leucocitosis con un 50-90% de eosindfilos, tasas que pueden
persistir por largo tiempo, incluso afos, adn cuando haya
desaparecido cualquier otro sintoma. La concentracién de albumina
sérica es normal, ligeramente disminuida, mientras que la de
gammaglobulinas, especialmente IgG, IgM y IgE estd generalmente
aumentada.

La presencia de antigenos en la superficie larvaria que
estimulan la producciéon de isohemaglutininas hace que los titulos
de anti-A y anti-B séricos estén significativamente incrementados.

Las complicaciones pulmonares son frecuentes, pudiendo
presentar bronquitis aguda, asma y/o pneumonitis. Los pocos
casos fatales descritos hasta el momento han sido consecuencia de
la invasion larvaria del sistema nervioso central o del miocardio o
de una respuesta inmunolégica del huésped exagerada,

La presencia de larvas y granulaciones eosinofilicas en el
sistema nervioso central, sugieren que las complicaciones
neurolégicas, epilepsia, cambios de comportamiento, etc, son
consecuencia de la invasién larvaria del tejido nervioso o de la
reaccién tisular a los productos de secrecion de la larva
(FRIEDMAN Y HERVADA, 1960; KAPUR et al. 1976; MIKHAEL et
al., 1974; SCHOCHET, 1967; SNYDER, 1961; VARGO et al. 1977).

La mayor incidencia de la Toxocariasis en nifios con
transtornos nerviosos fundamentalmente epilépticos (WOODRUFF et
al., 1966; GLICKMAN et al., 1979) que en sanos debe de
considerarse como una mayor predisposicion de estos nifios a una
infeccion por Toxocara canis. En efecto, la epilepsia estd asociada

muchas veces al retraso mental, hiperactividad y pica, lo que
favorece la geofagia. Segin GLICKMAN y SCHANTZ (1981) no
existe ninguna evidencia que apoye el argumento de que T. canis
sea una de las principales causas de la epilepsia infantil.

10



1.3.3.2. Larva migrans ocular.

La invasién ocular es una de las complicaciones maés
frecuentes de la toxocariasis. La afectacidn ocular es tipicamente
unilateral y las manifestaciones mas comunes incluyen la pérdida
visual, estrabismo y mds raramente dolor ocular. EI examen
fundoscépico permite observar una lesién que varia entre un
granuloma del polo posterior o periférico, a una endoftalmitis
exudativa con desprendimiento de retina. Estas manifestaciones
oculares se producen fundamentalmente en adultos v en ausencia
de sintomas de larva migrans visceral. Los antecedentes
epidemiolégicos, convivencia con perros, geofagia, pica, etc,
suelen ser también escasos o nulos.

GLICKMAN Y SCHANTZ (1981), basdandose en observaciones
clinicas en humanos Yy animales infestados experimentalmente
sostienen la hipdtesis de que la afectacién visceral y/o ocular es
una consecuencia de la respuesta inmune del hospedador,
condicionada por la dosis infestante.

Si la dosis de larvas es baja estimada en inferior a 100
(CHAUDHURI y SAHA, 1959), la cantidad de antigeno presente es
insuficiente para estimular un incremento marcado de la eosinofilia
y anticuerpos especificos. En consecuencia las larvas migran
libremente a través de higado y pulmones induciendo una
respuesta tisular y sintomas clinicos minimos. Estas escasas larvas
penetran en el sistema circulatorio y eventualmente en los
capilares para migrar indiscriminadamente por los tejidos
corporales. La mayoria de las personas infestadas con pocos
organismos permanecen asintomdticas a menos de que la larva
penetre a través de los vasos retiniales y coroideos al ojo.
Estudios experimentales en primates han permitido observar Ia
persistencia de estas larvas en los tejidos un minimo de 10 aros
(BEAVER, 1966) lo cual puede explicar los largos periodos de
incubacién que se presentan en la larva migrans ocular.

11



Cuando la dosis infestante es alta tiene lugar un rapido
incremento de la eosinofilia y niveles séricos de anticuerpos
especificos. Las larvas que penetran en el higado y pulmones
quedan atrapados por la reaccién inflamatoria, dando lugar a una
afectacién hepdtica y pulmonar notable. En estos casos el perfodo
de incubacién es corto aun cuando pueda variar de acuerdo con el
nimero de organismos ingerido y la sensibilizacion previa al

pardsito.

A dosis extremadamente altas, algunas larvas pueden
sobrepasar la acciéon filtrante del higado y pulmones produciendo
miocarditis, afectacién neuroldégica o enfermedad ocular.

GLICKMAN y SCHANTZ (1981) resumen la relacion entre los
sindromes de la larva migrans visceral y ocular de la siguiente
forma: (Cuadro nQ 1),

12
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1.3.4, INCIDENCIA DE LA TOXOCARIASIS HUMANA,

A pesar de que el numero de casos clinicos de toxocariasis
humana actual descritos sea poco elevado, alrededor de un millar
(EHRHARD y KERNBAUM, 1979), se considera que esto no
representa mds que una pequeiisima fraccién de los realmente
infestados. Estudios seroldgicos llevados a cabo en EEUU en el
periodo de 1971-73, llevaron a la conclusién de que habia en aquel
pais aproximadamente unos 6 millones de personas infestadas
(JAMA, 1980). En Inglaterra se ha comprobado la presencia de
anticuerpos antitoxocara en un 2-5% de los grupos de poblacién
examinados, y una positividad serolégica claramente incrementada
en ciertos grupos de enfermos: afectos de coroidoretinitis (9%),
de hepatomegalia con eosinofilia sostenida (5-12%), epilépticos
(15%), lo cual lleva a suponer que el pardsito se encuentra
involucrado en estos procesos.

14



I.4. DIAGNOSTICO DE LA TOXOCARIASIS.

1.4.1. DIAGNOSTICO CLINICO.

Se ha sefialado ya en el capitulo 1.3 de esta memoria la
inespecificidad de los sintomas clinicos tanto de la Toxocariasis
ocular como visceral. Segun WOODRUFF (1970) los pacientes con
hepatomegalia, epilepsia, bronconeumonia y/o lesiones oculares
corioretinales, con eosinofilia, deben considerarse sospechosos de
Toxocariasis, particularmente si se trata de nifios y si tienen una
historia reciente de ingestién de tierra posiblemente contaminada.

GLICKMAN et al (1978) establecen los siguientes criterios
para el diagnéstico clinico de la enfermedad: leucocitosis
(>10000!mm3], eosinofilia (>10%); hemaglutininas anti A 21/400 o
anti B =21/200; incremento de IgG e IgM (superior a la media mas
dos veces la desviacion estdndar de la poblacion normal);
hepatomegalia. Al otorgar 1 punto a cada una de las variables
establecen los siguientes criterios de positividad:

LMV Puntuacion
Positiva 5-6
Dudosa 3-4
Negativa

I.4.2. DIAGNOSTICO ETIOLOGICO.

El diagnéstico etiolégico, basado en la demostraciéon de la
larva en el material procedente de biopsia hepdtica, ojos
enucleados o necropsias, es el Unico método diagndstico que
permite aseverar la presencia de una Toxocariasis. El material
obtenido por biopsia percutdnea da habitualmente resultados
pobres (SCHANTZ Y GLICKMAN, 1978 y RANDALL, 1982), siendo
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mads adecuada la biopsia efectuada por laparoscopia, si bien a
veces es necesario realizar cientos de cortes para encontrar una
larva, la cual debera diferenciarse morfolégicamente de la de otras
posibles especies parasitas (NICHOLS, 1956 a y 1956 b). La poca
eficacia y agresividad del método lo hace impracticable como
método diagnéstico de rutina, por lo que el diagnéstico de
laboratorio de la Toxocariasis se realiza habitualmente mediante
técnicas seroldgicas.

1.4.3. DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO.

El diagnéstico inmunolégico de la larva migrans visceral, al
igual que el de la mayoria de las enfermedades parasitarias, ha
sufrido cambios notables a lo largo del tiempo, los cuales han
conducido al empleo de técnicas cada vez mds sensibles vy
especificas. Los resultados del andlisis inmunolégico dependen
fundamentaimente de dos factores principales:

a) La calidad del antigeno utilizado.
b) La sensibilidad de la técnica empleada.

a) Los antigenos ensayados y utilizados para el diagndstico
de la larva migrans visceral, han consistido en extractos
antigénicos o fragmentos del pardsito obtenidos a partir de
diversas fases evolutivas: adultos (COLLINS et IVEY et al., 1975;
GLICKMAN et al., 1978), huevos (CYPESS et al., 1977:
GLICKMAN et al., 1978; SCHANTZ et al., 1979; WORLEY et al.,
1984), larvas de 29 estadio (ALJEBOORI! et IVEY, 1970 y CYPESS
et al., 1977), o sus productos de secrecién-excrecién ( de
SAVIGNY et TIZARD, 1977; de SAVIGNY et al., 1979: van
KNAPEN et al., 1983), obtenidos tras el cultivo "in vitro" (de
SAVIGNY, 1975) de las larvas tras su eclosién por la técnica de
FAIRBAIRN, 1961, de Toxocara canis o de Ascaris summ (KAGAN
et al, 1959; COLLINS et IVEY, 1975; ALJEBOORI et IVEY, 1970;
PATTERSON et al, 1975; CYPESS et al, 1977; WORLEY et al,
1984).
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En todos los casos y fuera cual fuera la técnica utilizada, los
mejores resultados se obtenian siempre al utilizar antigenos
obtenidos de larvas de |l estadio o de sus productos de
secrecion-excreciéon, de Toxocara canis.

b) Si bien la sensibilidad de la técnica juega un papel
importante en la deteccién de anticuerpos anti-Toxocara, éste se
ve relevado a un segundo plano, frente al jugado por la calidad
del antigeno. |

En el transcurso de los afos, se han ensayado un gran
nimero de técnicas para el diagndstico inmunolégico de la
Toxocariasis, tanto pruebas cutdneas (WOODRUFF et al., 1964;
IVEY, 1965; 1967; COLLINS et IVEY, (1975) como serolédgicas,
entre las que destacan la floculacién con bentonita (KAGAN et
al., 1959; GLICKMAN et al., 1978), hemaglutinacién indirecta
(KAGAN et al., 1959; ALJEBOORI et IVEY,1970; KRUPP, 1974;
CLICKMAN et al., 1978), inmunofluorescencia (BISSERU et
WOODRUFF, 1968; HOCART-SCOTT, 1966; WOODRUFF, 1970; de
SAVICNY et TIZARD, 1977), radioinmunoensayo (PATTERSON et
al., 1975), inmunodifusién radial (CYPESS et al., 1977;
GLICKMAN et al, 1978) y enzimoinmunoensayo (CYPESS et al.,
1977; GLICKMAN et al., 1978; SCHANTZ et al., 1979; SAVIGNY
et al., 1979: van KNAPEN et al., 1983;_WORLEY et al., 1984), De
entre ellas ha adquirido una importancia capital el
enzimoinmunoensayo, dada su gran sensibilidad y especificidad al

utilizar antigenos adecuados.
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1.5. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO,

Se ha indicado ya en el transcurso de esta introducciéon la
falta de métodos serolégicos estandarizados y de reactivos
comerciales aptos para la determinacién de la Toxocariasis. Este
hecho presenta graves problemas al clinico y al laboratorio, dada
la dificultad de diagnosticar esta parasitosis autdctona, cuya
prevalencia en nuestro ambiente consideramos que debe ser alta,
pero de cualquier forma desconocida, y que cursa de forma
apatégena o con una patognomonia poco clara.

Este trabajo se inici6 con el objetivo de poner a punto y
ensayar una técnica serolégica, lo suficientemente sensible vy
especifica para el diagndstico de la larva migrans visceral
producida por Toxocara canis en vistas a su posterior aplicacion a

la investigacion rutinaria de esta enfermedad. Debe de seralarse
que no existe en este momento en nuestro pais ningun laboratorio
de referencia al que poder remitir una muestra para efectuar esta

determinacion.

Como técnica a utilizar, y después de revisar la bibliografia
sobre el tema, escogimos el enzimoinmunoensayo, y como fuente
antigénica las larvas Il de Toxocara canis.

Uno de los principales problemas que se plantea el
laboratorio al ensayar una técnica para la determinacién de la
Toxocariasis es la eleccién de los controles. La de controles
positivos puesto que practicamente nunca llega a aislarse el
pardsito y la gran inespecificidad de los signos patognoménicos de
la enfermedad. lLa de controles negativos dada la nula patologia
que muchas veces ocasiona y el poco conocimiento que se tiene de
su prevalencia en el hombre. Por todo ello el trabajo se planted
en tres fases:
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1. Preparacién de un antigeno larvario para ser
utilizado en el E.L.I.S.A.

2. Obtencidén de un modelo experimental sobre el que
poder ensayar el antigeno preparado. Determinacion

de la sensibilidad del sistema.

3. Ensayo de la técnica con sueros humanos.
Determinaciéon de su especificidad y establecimiento

de los criterios diagndsticos.
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I1.1. OBTENCION DEL ANTIGENO.,

I1.1.1. OBTENCION DE LOS HUEVOS DE TOXOCARA CANIS,

Las formas adultas de T. canis se recogen de las heces de
perros infestados, previa administracion de un antihelmintico:
piperazina (Neox ), a una dosis 8 cc (aproximadamente 0,800 g
de piperazina) o pamoato de pirante! (Trilombrin ) a la dosis de
2,5cc de suspension equivalente a 125 mg de droga, en cachorros
de 1 a 3 meses de edad.

En otros casos los helmintos vivos se extraen directamente
del tubo digestivo durante la autopsia de animales sacrificados en
el servicio de Zoonosis local.

Del conjunto de ascdridos eliminados por los perros
infestados se seleccionan las hembras bien desarrolladas y se
lavan repetidamente con agua. Una vez lavadas se guardan a 49C.
Si el tiempo de almacenaje debe prolongarse mds de 1 semana se
guardan en formol al 1%. Seguidamente se procede a su diseccion
y extraccién del tercio final del utero que serd la porcién que
contenga los huevos bien desarrollados y fértiles. La viabilidad y
fertilidad de los huevos se comprueba observidndolos a la lupa
binocular. Serdn huevos fértiles aquellos que contengan en su
interior una célula huevo bien desarrollada, o que hayan iniciado
ya su division, observdndose en este caso una mérula con unos
pocos blastémeros. Se considerardn huevos no fértiles y no
viables aquellos que presenten un aspecto irregular, sin que se
observe en su interior una célula huevo definida.

Se coloca una pequefia cantidad de soluciéon salina y se
fracciona el dGtero en segmentos de unos 2 mm de longitud
aproximadamente.
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Una vez los Uteros fragmentados se procede a la digestion de
este material en solucién acido pépsica (1% de pepsina + 5% CIH en
agua destilada) a 372C en un agitador magnético, hasta que no
quede ningln resto uterino, aproximadamente a las 2 horas.

Una vez digeridos los restos uterinos se diluye la solucién al
1/10 con agua destilada, se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 3
minutos, se decanta y se lava el sedimento 3 veces mas, hasta
eliminar los restos de solucién &cido pépsica que haya podido
quedar.

11.1.2. MADURACION.

Después del Ultimo lavado se resuspenden los huevos en
formol al 1% y se coloca en un erlenmeyer o matraz de 30 a 50 mi
de dicha suspensién, y se mantiene a 309C en bario maria durante
un periodo de tiempo que oscila entre los 21 y 28 dias, tiempo
necesario para que en el interior de los huevos el desarrollo
alcance la segunda fase larvaria convirtiéndose de esta manera en
infestantes. ElI progreso de embrionamiento se va observando
periédicamente, hasta que se observa mds de un 65% de huevos
embrionados.

11.1.3. DECORTICACION.

Una vez que mds de un 65% de los huevos hayan embrionaco
y desarrollado en su interior una larva, se centrifuga durante 3
minutos a 3000 r.p.m. para eliminar el exceso de liquido. EI
sedimento obtenido se lava con agua destilada y centrifuga 3
minutos a 3000 r.p.m. Se repite la operacién 3 veces maés.

Después del Gltimo lavado se resuspende el sedimento que
contendrd los huevos en solucién decorticadora (2% NaOH en 1:1
solucién hipoclorito sédico) a razén de 1 ml de suspensién de

huevos en 20 ml de solucién decorticadora.
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Se mantiene a temperatura ambiente con ligera agitacién hasta
que la decorticacion sea completa (unos 20 minutos
aproximadamente). Se elimina el liquido por centrifugacién, se
suspende el sedimento en agua destilada y se centrifuga 3 minutos
a 3000 r.p.m., repitiendo la operacién de lavado 3 veces.

I,1.4, AISLAMIENTO DE LAS LARVAS DE 22 ESTADIO,

Para ello se ha seguido, en lineas generales, la técnica
descrita por FAIRBAIRN (1961). Se realizan primero lavados de la
suspensién de huevos con agua destilada, centrifugando 3 minutos
a 3000 r.p.m. cada vez.

A 0,5 ml de la suspension de huevos procedente del Gltimo
lavado se arfliade 1 ml de CINa, 0,25 M, que contenga 0,0025%
Tween 80 y 0,1 M de clorhidrato de cisteina, como agente
reductor. Se anade al conjunto 1 ml de solucién 0,1 M de
bicarbonato sédico, previamente gaseada con una mezcla Nz-CO2
(95%-5%). Se coloca en un frasco (Cas-pak) a 389C con atmosfera
NZ—CO2 (95%-5%) durante un par de horas.

Se ha utilizado una campana de Gaspak Oxoid,-y la atmosfera
I'NEZ-CD2 se ha conseguido con sobres (gas generating Kkit,
Anaerobic system, cod. N2 BR.38 Oxoid).

Transcurrido este tiempo se agita suavemente la suspensién
en un "mixer" (super-mixer de Laboratorios Instruments) durante
30 segundos. Se observa a la lupa binocular el indice de eclosién
y se deja la suspensidn en reposo a la estufa a 379C, hasta que
la observacién microscdpica detecte una eclosién de alrededor del
80% de los huevos embrionados.

La suspensién larvaria obtenida se lava 3 veces con solucién
salina equilibrada de HANK, junto con 100 ui/ml de penicilina y
250 mcg/ml de estreptomicina.
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Seguidamente se procede a la separacién de las larvas vivas
de las muertas empleando el método de Baermann.

Sobre el cafio de un embudo de vidrio de 12 cm de didmetro
adaptamos un tubo de goma cerrado por una pinza (de Mohr o
Kocher). Se coloca la suspensién de larvas en un colador
metdlico, tapizado con 8 capas de gasa. Depositamos el colador en
el embudo que se llena de agua a H452C hasta que el nivel del
liquido llegue a contactar con la suspensién. Se deja asi de 2 a 3
horas. Transcurrido este tiempo se abre la pinza y se recoge un
par de ml de la suspension en un tubo de centrifuga, los cuales
contienen las larvas vivas que han descendido por el tubo
separadas de las muertas, restos de Utero y cubiertas vitelinas,
las cuales habian quedado retenidas en la gasa. Se centrifuga a
3000 r.p.m. durante 3 minutos. y el sedimento se lava 3 veces en
tampén borato 0,05 M, pH=8,6, mediante centrifugacion vy
decantacion.

11.1.5. OBTENCION DEL ANTIGENO SOLUBLE A PARTIR DE
LARVAS DE 22 ESTADIO.

Se resuspenden en el sedimento con igual volumen de tampdn
borato y se procede a la extraccidén antigénica.

Para ello se coloca en un homogenizador manual y se procede
a una homogeneizacién enérgica hasta que la observacion
microscopica de la suspension muestra la rotura total de las
larvas, presentando un aspecto uniforme.

El homogeneizado se diluye con tampdén borato y se extrae a
49C durante 18 horas, mediante una agitacién lenta. Se centrifuga
a 20000 r.p.m. durante 30 minutos y se recoge el sobrenadante.
Se repite la extraccién de sedimento dos veces mds. Se mezclan
los sobrenadantes, se dializan frente a agua destilada a 49C

durante 18 horas y se determina la concentracién de proteinas.
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11.1.6. DETERMINACION DE SU CONCENTRACION PROTEICA,

La wvaloracion de Ila concentracién antigénica se realiza
mediante el método de Bradford (bio Rad Protein assay). En los
distintos lotes de antigeno preparado en el transcurso de este
trabajo, la concentracién proteica del antigeno obtenido tal como
se ha descrito ha oscilado entre 1 y 10 /b.g/ml.

La solucién antigénica valorada se ha fraccionado vy
liofilizado, conservdndose asi hasta el momento de su empleo,

11.1.7, CALCULO DE LA CONCEMNTRACION ANTIGENICA A
UTILIZAR.

Una vez obtenido y wvalorado el antigeno, tal como se ha
descrito en los apartados I1.1.4, 11.1.5 y I1.1.6, se procede al
cdlculo de la concentracién antigénica adecuada. La sensibilidad y
exactitud de la técnica de ELISA depende de la concentracién y
estabilidad del antigeno adsorbido a la placa.

La sensibilizacion de las placas por wuna concentracién
excesiva de antigeno puede producir una ligera interaccién
proteina-proteina generando un efecto hook (PESCE et al, 1984),
mientras que una sensibilizacion con wuna concentracién de
antigeno insuficiente, puede disminuir la sensibilidad de ELISA
asi como la deteccién de anticuerpos de baja afinidad (MAKELA et
al, 1983).

La determinacién de la concentracién Optima de antigeno
puede realizarse mediante el método de saturacién con peroxidasa
(NIETO et al, 1984).

Dicha técnica consiste en sensibilizar una placa con distintas
concentraciones de antigeno, incubarla frente a un exceso de
peroxidasa y medir su actividad enzimatica mediante un substrato
revelador.
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La actividad mide los sitios de la superficie de poliestireno
no ocupados por el antigeno, por lo que permite evaluar su grado
de adsorcién para cada concentracién de antigeno usada.

Al  no utilizar antisuero control se evita cualquier
dependencia de los artefactos derivados de la afinidad de los
anticuerpos.

En nuestro caso ensayamos concentraciones antigénicas que
oscilan entre ij,g.’mi v 55/.quml de proteina. Las DOGOO obtenidas
en la reaccion enzimdtica para cada una de las concentraciones
utilizadas se expresan esquematicamente en la grafica 1. En la
misma puede observarse que mediante la técnica de saturacién con
peroxidasa la adsorcién de enzima disminuye al aumentar Ila
concentracién antigénica hasta |llegar a un punto en que
practicamente permanece constante. Dicho punto representa
aquella concentracion de antigeno a la cual este forma una
monocapa en la superficie del poliestireno.

La concentracién exacta de saturacion de antigeno se
determina por las intersecciones de las rectas de regresion
correspondientes a las DOGOO obtenidas a bajas y altas
concentraciones de antigeno. En nuestro caso dichas rectas han
estado representadas por la férmula (y= -3,07x + 4,30) vy
(y'= -559,19x'" + 252,42) cuya interseccion ha dado una
concentracién antigénica de 2,9 yg/ml de proteina, por lo que a
efectos practicos decidimos utilizar una concentracién de 3 ug

proteina/ml para los ensayos subsiguientes.

La wutilizacion de la técnica de la peroxidasa para la
determinacién de la concentracién antigénica a fijar en la fase
sélida presenta ademds de las ventajas ya serialadas la de obviar
la wutilizacion de inmunosueros control valorados, lo cual en
nuestro caso era extremadamente dificil dada la carencia de los

mismos.
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11.2. ENSAYO EN MODELO EXPERIMENTAL MURINO,

11.2,1. INFESTACION EXPERIMENTAL.

Para proceder a la obtencién de inmunosueros especificos se
ha procedido a la infestacion experimental de ratones (Balb/c)
mediante la inoculacién subcutdnea de larvas ||, obtenidas tal
como se ha explicado en el apartado I1.1.4.

El sedimento de larvas vivas obtenidas despues de su
separacion el el embudo de Baermann se resuspende en 2 ml de
solucién salina. Se determina la concentracién larvaria mediante
recuento a la lupa binocular del nimero de larvas contenidas en
50 /u! de la suspensién. A partir de esta suspension madre se
han preparado dos suspensiones en solucién salina con una
concentracién larvaria de 250 y 1000 larvas/m! respectivamente.

Se han inoculado subcutdneamente cuatro lotes de 5 ratones
cada uno con las siguientes dosis:

lote 1 =—~r=re——re————— 25 larvas/raton
lote 2 ———c—mere—emrena 50 larvas/ratén
lote 3 ~———==mme———aaw— 100 larvas/ratén
lote § ~——m—emmm e 200 larvas/ratén

11.2,2. OBTENCION DE INMUNOSUEROS.

Transcurridos dos meses de la inoculaciéon larvaria se ha
procedido al sangrado de los ratones mediante puncién cardiaca
obteniéndose un volumen de sangre que ha oscilado en 0,5 y 1 ml

en los distintos ratones.

El suero se ha separado por centrifugacion durante 10
minutos a 2500 r.p.m. y guardado a -209C hasta el momento de su

uso.
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11.2.3. APLICACION DE LA TECNICA DE ELISA.

11.2.3.1. Marcha de la reaccidn.
a) Fijacién del antigeno.

El antigeno valorado se disuelve con tampén carbonato-
bicarbonato 0,1 M, pH = 9,6, hasta la concentracién adecuada, en
nuestro caso resulté ser la dptima de 3 Jg de proteina/ml, vy
procedemos a la sensibilizaciéon de la placa.

a.1. Sensibilizacion de la placa: se coloca 100 Ml del
antigeno en cada pocillo de la placa de poliestireno (Flat-bottom,
Dynatech M-129-B, Switzerland). Las placas que mejor van para
sensibilizar son las esterilizadas con radiaciones X puesto que
les confiere una cierta carga que permite fijar mejor el antigeno.
Se deja incubar durante una noche a temperatura ambiente en

cdmara hdmeda.

a.2. Bloqueo: se elimina de los pocillos la solucién antigénica
y se afiaden 200 Ml por pozo de PBS con 0,05% tween 20 + 1% de
seroalbimina bovina (PBS-T-S). Se deja incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente en cdmara humeda. De esta forma se
consigue bloquear los Ilugares que habian permanecido sin

sensibilizar en la superficie del pldstico.

a.3. Lavado: se elimina el exceso de PBS-T-S y se lava 3
veces con PBS-T colocando ZOUPI!pozo y una vez con PBS. Una
vez eliminada la ultima solucién de lavado se puede congelar la
placa a -209C envuelta en papel de plata, o se puede usar

inmediatamente.
b) Adicién del suero.

Los sueros a estudiar son diluidos con PBS-T-S a las

diluciones adecuadas.



Se colocan 100 ,h.lfpozo, y se deja incubar 3 horas a
temperatura ambiente en cdmara humeda.

Transcurridas las 3 horas se procede al lavado 3 veces con
PBS-T y el dltimo con PBS.

c) Adicion del conjugado.

Despues de vaciar el contenido de los pozos con el PBS del
Gltimo lavado se afade 100 AJ/pozo de la dilucién apropiada del
conjugado (antiinmunoglobulinas adecuadas marcadas con
peroxidasa). La dilucién del conjugado se hace también con
PBS-T-S y se deja incubar toda la noche a 42C en cédmara
himeda. Al dia siguiente se procede al lavado, 3 veces con PBS-T
y el Gltimo lavado con PBS.

d) Adicién del substrato (como substrato revelador se ha
utilizado el recomendado por Ngo y cols, 1980).

Preparacién del substrato.

- MBTH: 1,8 mM
3 metil-2-benzotiazolinona hidrazona (Sigma chemical company,
No. M-8006)
MEBTEE oo oo moman o e i e s 210 mg
Tampén fosfato 0,1M pH=7 ——=—=——- 400 ml
Llevar el pH a 6.5 mediante la adicién de CIH concentrado,
ajustar el volumen a 500 ml y filtrar.

- DMAB: 180 mM
4cido 3-(dimetilamino)benzoico (Sigma, Chemical Company No.
D-1643)

Tampén fosfato 0,1M pH = 7 -===-~ 160 ml
LLevar con NaOH 5 M a pH = 7 y ajustar a 200 ml con tampdn
fosfato y filtrar.
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La composicién tedrica de substrato es la siguiente:

DMAB ==——s=mmememcmeemseaan 4,7 ml
MBTH ——ememmeemem e 9,3 ml
Tampén fosfato 0,1 M pH 6.5 -—— 7 ml
HZOZ 308 ~—————m—mmmmme———emes 5 }*I

dicha cantidad es la necesaria para la preparacién de una

placa.

Dada la variabilidad que presentan los reactivos citados
(DMAB y MBTH) en su concentracién cuando se hallan en
solucién, las cantidades a utilizar deberdn calcularse de acuerdo
con su concentracién real, calculada espectofotométricamente.

Conocido el coeficiente de extincién molar del DMAB 0,1 M
pH=6.5 a 305 nm (1430) y el de MBTH 0,1 M pH=6.5 a 285 nm
(5160), pueden ajustarse las concentraciones reales a las tedricas
de tal manera que la cantidad de cada uno de los reactantes a
mezclar pra obtener la concentracién deseada segin la férmula

mencionada sera:

para DMAB s 1209

E.o E10= Extincién a 305 nm de

la solucién preparada.

_ 83,96

Eqo la solucién preparada.

para MBTH b E20= Extincién a 285 nm de

para tampdén fosfato 0,1M pH=7 21-(a+b)
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Una vez preparado el substrato se afade 200 }Li!pozo de
dicha solucién. Se deja incubar 20 minutos a temperatura

ambiente.
e) Parada de la reaccién.
La reaccién se para anadiendo 50 };.I/pozo de SOQH2 2N.

f) La lectura se realiza en un espectofotémetro (Titertek
Multiskan) a una longitud de onda de 600 nm.

11.2.3.2. Concentraciones de suero y conjugado utilizados.
Cinética de la reaccidn.

Los sueros procedentes de los cuatro lotes de ratones
inoculados, mds un quinto lote control se ensayaron a las
diluciones 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000.

El conjugado utilizado se diluyé a una concentracién de
1/400, de acuerdo con ensayos previos realizados con el mismo.

La densidad dptica se midié a los 10, 15, 20 y 30 minutos de
la reaccién enzimatica y después de la adicién de SONH2 2N, para

parar la misma (cuadros 2-26).

11.2.3.3. Controles.

En cada una de las placas a utilizar, se introdujo un suero
control negativo y se practicd un control de conjugado, para ello
se realizé la técnica tal como se ha descrito, en un par de pocillos
en los cuales se arfiade PBS-T-S en lugar de suero a ensayar.
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11.2.3.4. Resultados.

Los resultados obtenidos se indican en los cuadros 2-26 y
representan esquematicamente en las graficas 2-5, en las cuales

5

no se incluyen las diluciones séricas de 1(3!u y 10 por dar DOGO

0
no significativas.

Cabe destacar que 3 de los ratones que habian recibido un
inéculo de 25 larvas y 2 de los que lo habian recibido de 200,
murieron en el transcurso de la experiencia. Es por esto que en
estos dos lotes Unicamente se recogen los resultados de 2 y 3

animales respectivamente,

A partir de los mismos puede observarse las elevadas DOGDO
obtenidas con todos los sueros procedentes de ratones que
recibieron indéculo, frente a las obtenidas con los animales control,
Observamos también que si bien la intensidad de la reaccién
enzimdtica varia notablemente al variar la concentracién sérica,

practicamente no varia al modificar el inéculo.

La mayor diferencia entre las DOSOO obtenidas con los sueros
hiperinmunes y los controles, se obtuvo siempre al utilizar una
dilucién de 1/100.

El estudio de la cinética de la reaccion enzimatica mostré que
en la mayoria de los casos a los 20 minutos de incubacién Ia
coloracién obtenida alcanzaba ya la zona de meseta, en la curva
que relaciona tiempo de incubacién-DO (graficas 2-5). Es por ello
que consideramos que la reaccion enzimdtica puede pararse en este
momento mediante la adicién de SOqH2 2N.
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I1.3. APLICACION DE LA TECNICA ELISA A SUEROS HUMANOS.

11.3.1. MATERIAL UTILIZADO.

Se ha realizado un estudio de 147 sueros pertenecientes a
enfermos hospitalizados, enfermos de ambulatorio e individuos

presumiblemente sanos.

Durante el estudio se ha creido convenientemente distribuir
los sueros en distintos lotes de acuerdo con la patologia que
presentaban los pacientes de los cuales se obtuvieron, lotes que

quedaron establecidos de la siguiente forma:

. Hidatidosis
. Otras helmintiasis

1
2
3. Eosinofilia
4, Corioretinitis y/o uveitis
5

. Otras patologias y donantes sanos

11.3.2, CALCULO DE LA DILUCION DEL CONJUGADO Y
DILUCION DEL SUERO,

Para determinar a que dilucién debia utilizarse el conjugado
antiinmunoglobulinas humanas se realiz6 un ensayo "a priori" con
un lote de 5 sueros entre los que incluimos sueros

presumiblemente positivos y negativos a la parasitosis estudiada.

Dichos sueros fueron ensayados a 6 diluciones distintas
(1/400, 1/500, 1/600, 1/800, 1/1000, 1/1200) frente a 3 diluciones
distintas de conjugado (1/400, 1/800, 1/1600), para poder escoger
asi la dilucién de suero y de conjugado mas apropiada, teniendo
en cuenta que se considera como tal aquella dilucién que nos da la
maxima sensibilidad y la minima inespecificidad.
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Es dificil establecer cual es dicha dilucién al no conocer con
certeza cuales son los sueros positivos y cuales son los sueros
negativos. En el cuadro (27) se expresan los resultados obtenidos
al aplicar la técnica ensayada en los distintos sueros. Podemos
observar que de los 5 sueros ensayados uno (suero n2 1) es
claramente positivo, obteniendo en el mismo densidades &pticas
extremadamente elevadas, rayando siempre los limites de la lectura
del espectofotdmetro a todas las diluciones de suero y conjugado
utilizadas.

En otro <caso (suero n2 5) obtuvimos resultados
moderadamente altos, con densidades O6pticas que variaron de
forma manifiesta al modificar la dilucién del suero sin que se
observaran grandes diferencias al modificar la dilucién de
conjugado.

En otro caso (suero n2 4) se obtuvieron resultados medios,
con una densidad 6ptica que disminuydé gradualmente al disminuir
la concentracién sérica sin que se modificara sensiblemente al
modificar la dilucién de conjugado.

En los sueros n2 2 y n? 3 las densidades dpticas obtenidas
fueron de moderadas a bajas, las cuales no se modificaron
sensiblemente al diluir el suero, si bien manifestaron una
disminucién aparente al incrementar la dilucién del conjugado.

A la vista de estos resultados se decidié utilizar como
dilucién de trabajo para el conjugado una dilucidn que estuviera
préxima a la de 1/800, puesto que se consideré que es aquella
que permite diferenciar al mdximo la positividad debida a una
reaccion especifica antigeno-anticuerpo y la debida a la coloracién
de fondo inespecifica. Por comodidad en la ejecucién de las
diluciones y por considerar que dicha dilucién podria
tranquilamente excederse se decidié adoptar como dilucién de
trabajo para los ensayos subsiguientes con el lote de conjugado
ensayado la dilucion 1/1000.
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Dilucién del suero:

La observacién de que los sueros presumiblemente positivos
modificaban la densidad déptica de forma sensible al incrementar la
dilucién de suero cuando esta se hallaba entre valores
comprendidos entre 1,5 y 0,5, si bien no se modificaba
sensiblemente cuando dichos valores oscilaban alrededor de 0,5,
nos condujo a realizar todos los ensayos subsiguientes a 3
diluciones séricas distintas las cuales quedaron establecidas en
1/400, 1/800, 1/1600.

Pensamos que la utilizacién de estas 3 diluciones facilita no
s6lo la lectura, sino que permite poner de manifiesto posibles
deficiencias o errores, cometidos durante el proceso, y que
pueden falsificar los resultados al emplear una técnica tan
sensible, errores que son dificiles de visualizar cuando se utiliza
una unica dilucién. Ademds de ello, pensamos que sea cual sea la
concentracién de anticuerpos especificos presentes en el suero a
ensayar, la utilizacidn de 3 diluciones distintas permitird su
deteccidon, estando situadas las densidades Opticas obtenidas en
alguna de ellos en la zona de relaciéon lineal de sigmoide que
relaciona la concentracién de inmunoglobulinas y densidad éptica
obtenida.

11.3.3. CONTROLES.

Vistos los resultados obtenidos al ensayar la dilucién de
conjugado y suero a emplear, y vista la elevada densidad 6ptica
obtenida como coloracién de fondo, decidimos introducir, a parte
del control de conjugado ya sefalado anteriormente, un blanco
para cada uno de los sueros. Dicho blanco se realiza a una Unica
dilucién sérica (1/400), omitiendo en el proceso la adicion de
conjugado y colocando en su lugar PBS-T-S. De esta manera se

puede detectar la actividad peroxidasa del suero ensayado.

La densidad 6ptica obtenida en cada uno de los blancos
adicionada de la obtenida en el control de conjugado consideramos
que podria constituir la llamada coloracién de fondo para cada uno

de los sueros.
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1.3.4, RESULTADOS.

Los resultados obtenidos al aplicar la técnica descrita a 147
sueros humanos son los que se indican en el cuadro n2 28,

11.3.5, DETERMINACION DEL CRITERIO DE POSITIVIDAD.

Se ha sefalado ya la gran dificultad que representa para el
ensayo de una técnica serolbégica para la determinacién de la larva
migrans visceral, la eleccién de controles. La de controles
positivos, puesto que el pardsito casi nunca llega a aislarse y los
criterios de GLICKMAN et al (1978) para el diagndstico clinico de
la enfermedad gozan de gran inespecifidad. La de controles
negativos, puesto que sus manifestaciones clinicas son muy
inconstantes y su patologia a veces nula.

Como consecuencia de ello decidimos considerar como
negativos a todos aquellos sueros que a la dilucibn de 1/800
dieron una DOGGO que presentara una distribucién normal. Para
ello calculamos la media y Ia desviacion estandar (DE) del
conjunto, eliminando todos aquellos sueros cuya DOGOO era
superior a la media mas dos veces la DE. Una vez eliminados se
calculé de nuevo la x y la DE hasta que no se eliminé ningln
valor, obteniendo unos valores de 0,289 + 0,101 (cuadro nQ@ 29).
Consideramos que todos los sueros que no habian sido eliminados
formaban un conjunto homogéneo perteneciente a la poblacién
normal seronegativa.

Aquellos sueros que dieron una DO comprendida entre la

600
media adicionada de 2 y 4 veces la DE de la poblacién normal, los
incluimos en el grupo de dudosos y como positivos consideramos a
aquellos que dieron una reaccién enzimdtica con DOGOO superiores

a la media mds cuatro veces la DE (cuadro n® 30).
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Cuadro n?2 28

Dilucién suero Blanco PATOLOGIA
N@,suero 1/400 1/800 1/1600
1 1,737 1,699 1,609 0,034 Eosinofilia
2 1,852 1,306 1,075 0,052 Eosinofilia
3 0,595 0,440 0,302 0,051 Corioretinitis
4 0,527 0,376 0,290 0,073 Corioretinitis
5 0,496 0,364 0,333 0,054 Eosinofilia
6 0,489 0,358 0,261 0,017 Eosinofilia
7 0,748 0,534 0,401 0,011 Eosinofilia
8 0,443 0,315 0,268 0,017 Donante sano
9 0,487 0,344 0,273 0,019 Shock séptico
10 ¢,585 0,445 0,332 0,032 Donante sano
11 0,527 0,390 0,266 0,067 Donante sano
12 0,346 0,341 0,309 0,064 Donante sano
13 0,495 0,357 0,269 0,037 Corioretinitis
14 0,249 0,276 0,204 0,009 Donante sano
15 0,567 0,415 0,318 0,012 Adenopatias
16 0,358 0,360 0,258 0,045 Hidrocefalia
congénita
17 0,386 0,305 0,260 0,064 Donante sano
18 0,568 0,411 0,397 0,012 Donante sano
19 0,422 0,335 0,306 0,007 Adenopatias
20 0,382 0,382 0,237 0,006 Donante sano
21 0,463 0,346 0,231 0,003 Sdme.diarréico
22 0,300 0,253 0,212 0,014 Donante sano
23 0,480 0,340 0,260 0,013 Donante sano
24 0,480 0,355 0,266 0,003 Donante sano
25 0,438 0,321 0,278 0,055 Donante sano
26 0,494 0,423 0,355 0,063 Donante sano
27 0,256 0,459 0,382 0,030 Donante sano
28 - 0,514 0,397 0,346 0,033 Donante sano
29 0,480 0,394 0,375 0,063 Eosinofilia
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Cuadro n? 28 (continuacién)

Dilucién suero Blanco PATOLOGIA
NO,suero 1/400 1/800 1/1600
30 0,655 0,495 0,392 0,042 Eosinofilia
31 0,332 0,364 0,267 0,016 Eosinofilia
32 0,613 0,486 0,401 0,029 Eosinofilia
33 0,400 0,348 0,319 0,081 Hidatidosis
34 0,621 0,463 0,395 0,027 Hidatidosis
35 0,908 0,790 0,598 0,045 Hidatidosis
36 0,624 0,478 0,399 0,045 Hidatidosis
37 0,545 0,425 0,332 0,040 Uveitis
38 0,751 0,536 0,356 0,043 Corioretinitis
39 0,739 0,612 0,494 0,034 Uveitis
40 0,483 0,411 0,322 0,073 Uveitis
1 0,636 0,509 0,374 0,033 Paludismo

Tricocefalosis

42 0,221 0,203 0,214 0,036 Ascaridiasis
43 0,784 0,546 0,386 0,048 Tricocefalosis
uy 0,604 0,482 0,330 c,049 Eosinofilia
45 0,168 0,143 0,139 0,047 Donante sano
46 0,199 0,163 0,108 0,010 Donante sano
u7 0,142 0,115 0,91 0,013 Adenopatias
48 0,271 0,199 0,156 0,019 Meningoencefalitis
49 0,405 0,298 0,211 0,024 Eosinofilia
50 0,255 0,209 0,135 0,044 Eosinofilia
51 0,439 0,293 0,277 0,078 Eosinoflia
52 0,501 0,340 0,441 0,083 Eosinofilia
53 0,445 0,327 0,239 0,090 Eosinofilia
54 0,266 0,193 0,151 0,039 Hidatidosis
55 0,522 0,382 0,272 0,073 Hidatidosis
56 0,430 0,276 0,196 0,077 Hidatidosis
57 0,576 0,481 0,402 0,103 Hidatidosis

58 0,624 0,654 0,540 0,140 Hidatidosis



Cuadro n? 28 (continuacion)

Dilucién suero Blanco PATOLOGIA
NO,suero 1/400 1/800 1/1600
59 0,254 0,168 0,141 0,075 Uveitis
60 0,531 0,411 0,259 0,092 Uveitis
61 0,268 0,280 0,209 0,097 Corioretinitis
62 0,323 0,202 0,142 0,066 Oxiuriasis vy

Necatoriasis

63 0,286 0,194 0,148 0,055 Schistosomiasis
vesical

64 0,300 0,223 0,159 0,077 Hymenolepiasis
y Tricocefalosis

65 0,262 0,174 0,132 0,219 Hymenolepiasis

66 0,263 0,219 0,135 0,072 Donante sano

67 1,157 0,863 0,608 0,005 Hidatidosis

68 1,010 0,646 0,480 0,002 Hidatidosis

69 0,982 0,645 0,535 9,999 Hidatidosis

70 1,465 1,334 1,216 0,001 Hidatidosis

71 1,054 1,518 1,459 0,001 Hidatidosis

72 0,991 0,534 0,472 0,101 Hidatidosis

73 0,834 0,604 0,848 0,105 Hidatidosis

74 1,128 0,972 0,592 0,056 Hidatidosis

75 1,010 0,770 0,653 0,019 Hidatidosis

76 0,795 0,500 0,016 0,021 Hicatidosis

77 1,008 0,740 0,633 9.973 Hidatidosis

78 1,406 1,033 1,114 0,034 Eosinofilia

79 0,926 0,633 0,499 0,018 Eosinofilia

80 0,234 0,214 0,267 0,035 Eosinofilia

81 0,776 0,597 0,512 0,051 Eosinofilia

82 0,895 0,668 0,582 0,083 Eosinofilia

83 0,766 0,537 0,412 0,026 Eosinofilia



Cuadro n® 28 (continuacién)

71

Dilucién suero Blanco PATOLOGIA

NQ.suero 1/400 1/800 1/1600

84 1,009 0,658 0,538 9,956 Eosinofilia

85 0,587 0,466 0,330 0,002 Eosinofilia

86 0,578 0,331 0,248 0,001 Eosinofilia

87 0,889 0,565 0,357 9,999 Corioretinitis

28 0,521 0,332 0,289 0,001 Uveitis

89 0,284 0,243 0,175 0,002 Corioretinitis

90 0,451 0,353 0,250 0,001 Corioretinitis

91 0,329 0,241 0,182 9,998 SIDA

92

93 0,682 0,551 0,396 9,992 Corioretinitis

oy 0,535 0,418 0,302 0,001 Corioretinitis

95 0,644 0,339 0,285 0,007 Corioretinitis

g6 0,178 0155 0,162 9,973 Corioretinitis

97 0,975 0,636 0,613 0,160 Uveitis

98 0,974 0,690 0,564 0,090 Uveitis

99 0,321 0,273 0,263 0,072 Uveitis

100 0,824 0,545 0,347 0,014 Corioretinitis

101 0,361 0,258 - 0,233 9,983 Amebiasis,
Anqguilulosis.

102 0,244 0,203 0,156 0,007 Paludismo

103 0,319 0,226 0,181 9,995 Donante sano

104 0,314 0,274 0,194 9,974 Donante sano

105 0,543 0,434 0,454 0,015 Adenopatias
axilares

106 0,379 0,263 0,202 0,001 Adenopatias
laterocervicales

107 0,451 0,287 0,239 0,035 Adenopatias

108 0,599 0,399 0,325 0,004 Uveitis

109 0,435 0,371 0,348 9,998 Corioretinitis

110 0,316 0,188 0,145 0,002 Triquinosis



Cuadro n? 28 (continuacién)

72

Dilucion suero Blanco PATOLOGIA
NQ.suero 1/400 1/800 1/1600
111 0,403 0,276 0,262 9,999 Triquinosis
112 0,428 0,306 0,213 9,998 Triquinosis
113 0,409 0,313 0,241 0,001 Triquinosis
114 0,775 0,568 0,362 0,002 Triguinosis
115 0,595 0,384 0,272 9,999 Triquinosis
116 0,355 0,326 0,293 0,003 Triquinosis
17 0,211 0,116 0,110 9,917 Donante sano
118 0,378 0,285 0,243 0,009 Eosinofilia
119 0,255 0,208 0,198 9,974 Eosinofilia
120 0,238 0,206 0,196 9,987 Diabetes
121 0,315 0,213 0,202 9,990 Sdme. febril
122 0,239 0,202 0,185 9,959 Donante sano
123 0,441 0,328 0,304 9,998 Lesién tronco-

cerebral
124 0,269 0,206 0,237 0,022 Donante sano
125 0,143 0,119 0,130 9,913 Donante sano
126 0,393 0,313 0,259 0,032 Donante sano
127 0,286 0,222 0,220 9,998 Donante sano
128 0,347 0,261 0,225 9,999 Adenopatias
129 0,243 0,248 0,207 0,018 Sdme. febril
130 0.253 0.192 0.202 9,965 E. Hodgkin
131 0,263 0,223 0,171 9,979 Sdme. febril
132 0,351 0,220 0,181 9,980 E. de Crohn
133 0,227 0,154 0,160 9,986 Donante sano
134 0,199 0,135 0,102 9,962 Donante sano
135 0,163 0,130 0,138 9,980 Hepatoespleno-
megalia

136 0,306 0,263 0,275 0,005 Donante sano
137 0,427 0,264 0,275 0,008 Sdme. febril
138 0,315 0,240 0,212 9,975 Donante sano



Cuadro n? 28 (continuacidn)

Dilucién suero Blanco PATOLOGIA

NC,suero 1/400 1/800 1/1600

139 0,152 0,121 0,110 2,978 Adenopatia
submaxilar

140 0,109 0,102 0,97 9,977 Malformacion
neonatal

141 0,219 0,179 0,170 9,969 Uveitis

142 0,169 0,117 0,95 9,998 Donante sano

143 0,448 0,314 0,219 9,898 Diabetes

144 0,308 0,208 0,139 0,002 Linfoma

145 0,311 0,231 0,168 9,984 Donante sano

146 0,335 0,234 0,213 9,991 Donante snao

147 0,217 0,174 0,159 8,970 Adenopatia

laterocervical
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Criterios de positividad

Negativo D.O.<x + 2 D.E. D.0.< 0.5
Dudoso X +2D.E.<D.O.<«X + 4 D.E. 0.5< D.0.< 0.7
Positivo D.O.>x + 4 D.E. D.O. > 0.7

Cuadro n? 30



11.3.6. DISTRIBUCION DE ACUERDO CON LA PATOLOGIA DEL
PACIENTE.

En el cuadro n2 31 se han indicado los procesos patolégicos
que presentaban los pacientes cuyos sueros se han sometido a
estudio. Al agruparlos de acuerdo con los lotes sefalados en el
apartado I1.3.1. y distribuirlos segtin el resultado obtenido en el
ELISA, vemos que tan sdélo uno de los 58 sueros ensayados
pertenecientes a donantes sanos o a pacientes con un cuadro
patolégico cuya etiologia, en principio, no podia atribuirse a una
"larva migrans", dié reaccién dudosa, siendo los 57 restantes
negativos.

El lote que presentéd mayor positividad fue el correspondiente
a enfermos hidatidicos, un tercio de los cuales dieron reaccidén
positiva frente al antigeno de Toxocara, otro tercio la dié dudosa
y tan sélo el tercio restante negativa. Esta alta positividad no fue
compartida por las demds helmintiasis estudiadas ya que tan sélo 3
de los 15 sueros de este lote dieron reaccién dudosa y ninguno
positiva.

De los 26 pacientes afectos de eosinofilia de etiologia
desconocida ensayados, 3 dieron reaccion claramente positiva al
antigeno ensayado y otros 6 dudosa, segln el baremo establecido.

En el grupo de pacientes con transtornos oculares analizado,
6 dieron reaccién dudosa, lo que representa casi una cuarta parte
de los mismos. Cuadro n? 31 y representacién grafica n? 6.
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De los resultados obtenidos en el ensayo de los sueros de
ratones infestados experimentalmente frente al de los controles se
desprende la validez del modelo utilizado. En consecuencia,
consideramos que la técnica ensayada, y por lo tanto el antigeno
preparado, son validos para este modelo.

Al comparar las DO obtenidas con los sueros procedentes

de los ratones de los g?sotintos lotes, vemos que la respuesta
inmune no ha sido sensiblemente distinta, y por lo tanto Ia
consideramos independiente del indéculo recibido. Suponemos que
las dosis larvarias inoculadas fueron demasiado préximas entre si
como para que se produjera wuna tasa de anticuerpos

suficientemente distinta para poder ser valorada serolégicamente.

Por lo que se refiere a los sueros humanos cabe destacar la
importante '"coloracién de fondo'" obtenida durante todo el ensayo,
lo cual conlleva dificultades en la lectura fundamentalmente si la
misma debe de realizarse sin la ayuda de un espectofotémetro, y
la obtencién siempre de DOGDO elevadas. La inclusién de un blanco
para cada uno de los sueros (omitiendo en el la adicién de
conjugado), y un control de conjugado (en el que se omite la
adicién de suero), facilita la interpretacion de los resultados. El
valor hallado al restar de la 00600 obtenida con cada uno de los
sueros la de su '"blanco" y '"control de conjugado", indicard Ia
que es consecuencia de una unién especifica antigeno-anticuerpo.
De todas maneras, pensamos que una disminucién en la
concentracién del conjugado enzimdtico utilizado puede disminuir
sensiblemente esta "coloraciéon de fondo", lo cual podrd realizarse
en subsiguientes ensayos, al tener ya sueros humanos positivos,
por lo que podran probarse mayores diluciones de conjugado vy
ver si alteran o no la sensibilidad del sistema.
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Uno de los principales problemas planteados ha sido el
establecimiento del [imite de positividad. Este problema ha sido
abordado de distinta forma por los diversos autores:

- Unos valoran la positividad de la reaccién inmunoenzimatica
mediante un titulo que queda establecido comc la méxima dilucién
sérica que da una reaccién positiva, considerando como tal a
aquella que da wuna coloracién superior al control negativo
(WORLEY et al., 1984, CDC-comunicacién perscnal). Este método
presenta a nuestro entender el inconveniente de tener que
realizar muchas diluciones con el correspondiente gasto de
material, tiempo y antigeno. Por otra parte el punto final de la
reacciéon depende del resultado obtenido en el control negativo, el
cual puede variar de un suero a otro.

- La mayoria de los autores, fundamentalmente cuando
realizan ensayos con fines epidemiol6gicos prefieren operar con
una Unica dilucién sérica, y establecer la positividad de acuerdo
con la coloracién obtenida. GUILLEN LLERA et 2l., (1985),
mediante este sistema, consideran positivos aquellos sueros que
dan DO superiores a tres veces la del control negativo, van
KNAPEN et al., (1583) calculan la media y desviaciéon estandar de
lo que consideran la poblacion normal y establecen el limite de
positividad en la media mds tres veces la desviacién estdndar
obtenida. De SAVIGNY et al., (1979) y MAIZELS et al. (1984)
dan como limite de significancia una densidad éptica 0,500 que es
aquella que, segin sus condiciones cde trabajo, supera en tres

veces la media de la poblacion normal.

En nuestro caso hemos valorado las ventajas e inconvenientes
de ambos sistemas. E! realizar diluciones multiples permite una
valoracién cuantitativa al suero, sea cual sea la concentracién de
anticuerpos presentes, pero supone un gaste notable de material.
El operar con una uUnica dilucién presenta problemas notables: si
dicha dilucién es alta pueden darse como negativos sueros que
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presenten una tasa baja de anticuerpos especificos, si es baja
dificulta la valoracién cuantitativa de sueros ricos en anticuerpos
por dar una coloracién demasiado intensa. Es por ello que
escogimos la utilizacibn de un sistema que compatibilizase Ia
valoracion cuantitativa y el ahorro de antigeno. El sistema de las
tres diluciones (1/400, 1/800 y 1/1600), refiriendo los resultados
a una de elias, permite la evaluaciéon de los sueros, aun cuando
presenten un titulo de anticuerpos alto. Esta valoracién
cuantitativa, si bien no presenta demasiado interés cuando se
trabaja con fines epidemiolégicos, si que lo tiene cuando se realiza
el seguimiento y control terapéutico de pacientes afectos de
toxocariasis. En estos casos la evolucion de la tasa de anticuerpos
da mucha informacién al clinico sobre la evolucion de Ia
enfermedad. En aquellos casos de pacientes, cuyo suero al ser
utilizado a las diluciones mencionadas no ha mostrado variaciones
colorimétricas sustanciales de una dilucién a otra, rayando todas
ellas el limite de lectura del espectofotémetro o con una densidad
O6ptica superior a 1,5, deberd repetirse el examen a mayores
diluciones séricas, hasta obtener una que esté situada en la zona
de relacién lineal, del sigmoide que relaciona la tasa de
anticuerpos y la DO obtenida y de una DO comprendida entre 0,5
y 1,5.

Elegido el criterio de lectura, el segundo problema
fundamental a abordar ha sido establecer el Iimite de positividad.
Al carecer de sueros los cuales pudiéramos considerar positivos "a
priori" ha dificultado esta tarea. Es por ello que en este ensayo
preliminar, hemos preferido secuir unos criterios bastante
estrictos que permitieran discernir claramente cuales eran los
sueros positivos, junto con unos margenes de duda
suficientemente amplios para no dar como negativos sueros que
podrian no serlo. A tenor de ello consideramos a la media de la
poblacién normal mas dos veces su DE como punto de partida para
posibles seropositividades. A la vista de los resultados obtenidos

pensamos que muchos de los sueros que quedan incluidos en el
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grupo de dudosos deberian considerarse como positivos, de todas
maneras la dificultad de establecer un diagnéstico clinico correcto
en los pacientes de los cuales procedian dichos sueros, no nos
permite aseverar tal circunstancia, maxime cuando posiblemente la
raccion inmunoenzimdtica obtenida fuera consecuencia de
anticuerpos residuales procedentes quizd@ de toxocariasis ya
pasadas. Compartimos asi la opinion de SAVIGNY et al. (1979)
quienes encuentran un incremento en la prevalencia de bajos
titulos de anticuerpos especificos en la poblacion adulta en
relacién con la que encuentran en la poblacién pedidtrica, lo cual
consideran el resultado de una exposicién al parasito durante la
edad infantil.

Al observar los resultados obtenidos en los distintos lotes de
sueros humano destaca la especificidad de la técnica, ya que tan
s6lo un suero del grupo de donantes sanos y enfermos con
patologia no compatible con un cuadro de toxocariasis dié reaccién
dudosa, sin que pueda descartarse toxocariasis asintomdtica. Estos
datos coinciden con los obtenidos por SAVICNY et al (1979)

quienes encuentran seropositividad en el 2,6% de donantes sanos.

Un tratamiento especial merecen los lotes de sueros
estudiados procedentes de enfermos con hidatidosis y con otras
helmintiasis.

A primerva vista parece evidente una gran discordancia
entre ambos, puesto que si bien, en el primer grupo parece
existir una fuerte reacciébn cruzada entre los antigenos de
Echinococo y Toxocara, esta no se manifiesta al menos en el mismo
grado, con las otras helmintiasis estudiadas. Mas sorprendente es
todavia al pensar que la presencia de comunidades antigénicas
entre distintos helmintos es habitual entre especies pertenecientes
a los mismos grupos zoolégicos, por lo que mucho nos extrafa que
puedan presentaria Toxocara y un céstodo y casi no la presente
Toxocara y otros nematodos.
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De los tres pacientes con Nematodiasis que dieron reaccion
dudosa con la técnica ensayada, uno estaba aquejado de
triquinosis y los otros dos de tricocefalosis. Es dificil de imaginar
como Trichuris trichiura puede producir anticuerpos que

reaccionen especificamente con el antigeno larvario de Toxocara,
cuando el mismo no presenta formas larvarias tisulares y tiene un
hdbitat exclusivamente intestinal.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por SAVIGNY
et al. (1979), quienes de entre 62 nematodiasis estudiadas tan
sélo encuentran seropositividad en un parasitismo por trichuris,
una uncinariasis y una filariasis. MAIZELS et al. (1984) utilizando
una técnica de inmunoprecipitacién con antigeno marcado con yodo
radioactivo tan sélo encontraron unas pocas reacciones cruzadas
con enfermos de ascaridiasis, estrongyloidiasis y filariasis. Dichos
autores se preguntan sin embargo si la positividad obtenida en los
enfermos «con dichas parasitosis son realmente reacciones
cruzadas, ya que no logran reproducirlas experimentalmente.
Nosotros compartimos la opinién de estos uGltimos y pensamos que
ésta aparente falta de especificidad muy bien puede ser debida a
la concomitancia de ambos pardsitos en un mismo individuo
quedando el cuadro patolégico ocasionado por Toxocara oculto por
el producido por otro helminto. Esta concomitancia es légica si
pensamos en la epidemiologia de las parasitosis en cuestién: tanto
la hidatidosis como la toxocariasis, se adquieren mediante la
ingestién de huevos del verme presentes en las heces del perro.
Las circunstancias que favorecen el contagio por uno u otro
helminto serdan por lo tanto las mismas: contacto con perros
infestados y/o con el suelo u otros materiales contaminados. Una
hepatomegalia, hipergammaglobulinemia, eosinofilia, dolores
abdominales de un paciente con un cuadro de larva migrans
visceral pueden muy bien ser justificados cuando el mismo
paciente presenta un quiste hidatidico. En el caso de la
tricocefalosis, su concomitancia con la toxocariasis podra ser
justificada también por el contacto con el suelo polucionado,
fundamentalmente en ambientes rurales y en individuos con
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historias de pica y geofagia. No debe olvidarse que ambas
parasitosis se encuentran mucho mas extendidas en ambientes
rurales y en comunidades con bajas condiciones
higiénico-sanitarias (WORLEY et al., 1984).

El lote de sueros de pacientes aquejados de eosinofilia de
etiologia desconocida, ha sido, junto al de los enfermos
hidatidicos, el que ha presentado una mayor tasa de positividad.
Como se ha sefalado ya en la introduccién de esta tesina, la
eosinofilia es una de las alteraciones patolégicas que se produce
mas frecuentemente frente a un cuadro de larva migrans. SUGANE
et OSHIMA (1984) logran la induccion experimental de eosinofilia
en ratones mediante la administracién intraperitoneal de antigeno
secretor-excretor de larvas Il de Toxocara canis. Sin embargo no

se tiene evidencia de durante cuanto tiempo permanece dicha
eosinofilia y si su presencia se halla siempre acompariada de una
alta tasa de anticuerpos especificos. No se conoce tampoco durante
cuanto tiempo las larvas de Toxocara persisten y continuan
migrando en el organismo humano en infestacicnes naturales
(SAVIGNY et al., 1979). Sin embargo, DE SAVIGNY y TIZARD
(1977) sefalan que la respuesta en la produccién de anticuerpos
durante las infecciones activas tiende a ser alta aun cuando las

mismas sean muy ligeras.

De los 26 sueros ensayados pertenecientes a este lote, tres
dieron una reaccién claramente positiva al antigeno de Toxocara,
presentando los pacientes de los cuales procedian un cuadro
patolégico totalmente compatible con el de una larva migrans
visceral. En otros seis casos obtuvimos una reaccién seroldgica
dudosa, si bien no sabemos si se trata de titulos de anticuerpos
residuales procedentes de una infeccidn ya pasada, si se trata de
infestaciones muy ligeras o si se trata de una respuesta baja del
individuo en la produccién de anticuerpos. De tocdas maneras estos
datos concuerdan con los de otros autores. Van KNAPEM et al.
(1983) al estudiar los sueros de 112 escolares sanos encontraron
que la media de la eosinofilia de aquellos que dieron reaccién
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positiva al antigeno de Toxocara era de un 7%, frente al 4,3% que

presentaron los seronegativos.

Segin GLICKMAN y SCHANTZ (1981) la toxocariasis ocular
se caracteriza por una baja dosis de larva infestante, acompanada
de una baja produccién de anticuerpos, de aqui las dificultades
diagnésticas habidas cuando no se emplean técnicas seroldgicas
suficientemente sensibles. De SAVIGNY et al. (1979), en seis
pacientes aquejados de toxocariasis oftdlmica encuentra mediante la
técnica ELISA valores de DO que oscilan entre 0,7 y 2,25, frente
a los valores de 1,55 a 4,72 que encuentran en las toxocariasis
viscerales. Van KNAPEN et al. (1983) al estudiar el suero de 7
individuos afectos de Toxocariasis ocular encuentran titulos de
anticuerpos que oscilan entre 1/20 y 1/160 frente a los de 1/80 a
1/2560 que presentaron los sueros de 8 individuos con afectacién
visceral. No es por lo tanto de extrafar el que 6 de los 27 sueros
por nosotros ensayados procedentes de enfermos oftdimicos
quedaron incluidos dentro del grupo de reacciéon dudosa, lo cual,
apoya nuestra suposicién de que el margen de duda establecido es
demasiado amplio y que incluye muchos mdas sueros que son en
realidad seropositivos que no de seronegativos.

Todo ellos apoya nuestra idea de que la técnica ensayada es
vdlida y de que la misma permite el diagndstico serolégico
especifico de la toxocariasis con unos margenes de fiabilidad
estrictos. Los resultados obtenidos en este estudio inicial nos
indican sin embargo algunos puntos que deberdn perfeccionarse,
lo cual podrd hacerse en el momento en que tengamos un lote de
sueros positivos y dudosos suficientemente amplio, para establecer
unos limites de positividad mds rigurosos, reduciendo por lo
tanto, el amplio margen de reacciones dudosas que se han
obtenido en este estudio preliminar.

Se trataba por lo tanto de poner en marcha una técnica que
permitiera el diagndstico de laboratorio de una parasitosis que hoy
por hoy estd practicamente desconocida dado que la misma no podia
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ser diagnosticada ni a través de sus signos patognoménicos ni a
través de las pruebas de laboratorio., A través de este ensayo no
s6lo hemos podido comprobar la validez de la técnica ELISA para
su diagnéstico seroldgico y la especificidad del antigeno preparado
sino también la suposicién que tenfamos de que la Toxocariasis era
un enfermedad frecuente en nuestro entorno. A pesar de que el
numero de sueros ensayado es bajo y de que la elecion de los
mismos fue totalmente sesgada, lo cual impide tomar conclusiones
epidemiolégicas vdlidas, consideramos que el hecho de haber
encontrado 10 sueros claramente positivos y 23 dudosos de entre
los 147 ensayados, deja lejos de toda discusiéon la importancia de
ésta parasitosis en nuestro entorno.
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Se prepara un antigeno somdtico procedente de larvas Il de
Toxocara canis para proceder a su fijacion en la fase sdélida y ser

utilizado mediante la técnica ELISA en el diagnéstico de laboratorio
de la Toxocariasis humana.

Se ensaya dicho antigeno en inmunosueros procedentes de
ratones experimentalmente infestados. Para ello se inoculan
distintas dosis de larvas Il de T. canis subcutdneamente a ratones
Balb/c y se procede a su sangrado a los 2 meses.

Se aplica la técnica ELISA utilizando como enzima |Ia
peroxidasa y como substrato cromogénico el DMAB y MBTH, segun
técnica al NGO et al. (1980).

La reaccién inmunoenzimdtica producida en los lotes de
ratones experimentalmente infestados es claramente positiva en

comparaciéon con la del lote control.

Se ensaya la técnica en sueros humanos, a 3 diluciones
distintas (1/400, 1/800 y 1/1600) y se establecen los limites de
positividad para los mismos. Se realiza una evaluacién global de
los resultados obtenidos en los sueros humanos procedentes de
individuos sanos o con cuadros patolégicos no compatibles con los
de una toxocariasis, pacientes con hidatidosis, con eosinofilia de
etiologia desconocida, con helmintiasis diversas y con trastornos
oftdlmicos. De los resultados obtenidos en este estudio obtenemos

las siguientes conclusiones:

1. El modelo experimental ensayado es valido al discernir
claramente entre los animales que recibieron y no recibieron
inéculo,
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2. ElI antigeno larvario obtenido es especifico para la
toxocariasis ya que practicamente no ha dado reacciones cruzadas
con otras nematodiasis. Tan sélo en tres casos se observé una
débil reaccién cruzada sin que pueda descartarse la posibilidad de
una infestacién mixta. Tampoco en el grupo de sueros de
individuos sanos se han observado mayores positividades que las
citadas en la bibliografia.

3. La técnica ELISA es una técnica sensible para el
diagndstico de la toxocariasis ya que permite detectar cantidades
bajas de anticuerpos, hecho importante cuando se trata de
toxocariasis ocular, cuya respueta inmunolégica es baja.

4, Los criterios de positividad establecidos: sueros positivos
aquellos que al utilizar una dilucién sérica de 1/800 y del
conjugado enzimético al 1/1000 dieran una DO > 0,7; sueros
dudosos aquellos que en las mismas condiciones de trabajo dieron
una 0,5<DO<0,7 y negativos aquellos que lo dieran inferior a
0,5. DO< 0,5, pensamos que si bien presentan una especificidad
notable incluyen muchos sueros que deberian considerarse como
positivos en el capitulo de los dudosos. A partir de los resultados
obtenidos en este ensayo prelimiar deberd perfeccionarse Ila
técnica para poder discernir con mayor claridad la positividad o
negatividad de aquellos sueros que den densidades dpticas medias,
aun cuando el margen de duda es constante en cualquier

determinacién de tipo serolégico que quiera realizarse.

5. Del estudio serolégico de los 147 sueros ensayados se
desprende la alta incidencia de la toxocariasis en nuestro entorno.
Esta helmintiasis, sin embargo queda oculta muchas veces por el
cuadro patolégico producido por otra u otras helmintiasis que
puedan presentarse junto a ella.

6. La presencia de posibles comunidades antigénicas entre los
extractos de Toxocara y de otros helmintos, fundamentalmente de
Echinococcus granulosus deberan ser determinados con ayuda de

las nuevas técnicas inmunoldgicas.
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REACTIVOS UTILIZADOS EN LA OBTENCION DE ANTIGENO Y
PUESTA EN MARCHA DE LA TECNICA DE ELISA

PBS
PBS (bio Mérieux, Ref.: 7551,1, pH = 7.2)

PBS-Tween (PBS-T)

PBS W -————--- 1 litro

Tween 20% -———--- SUO/;.I

PBS (bioMérieux, Ref.: 7551.1, pH = 7.2)
Tween 20% (Pancreac)

PBS-Tween-seroalbimina (PBS-T-S)
PBS-T = === 100 mi
Albumina =-======= 1g
Albumina (Merck, art. 12018)

TAMPON CARBONATO-BICARBOMATO 0,1M pH = 9.6
Na2C03 ———————————— 3,2 g

NaHCO3 ------------ 5,99

Agua destilada csp 1 litro

NazCO3 (Merck, art. 6329)

NaHCO3 (Merck, art. 6398)

TAMPON FOSFATO 0,1M pH = 7
KKZPOu --------------- 5,3 g
NazHPOq (anhidro) ----- 8,65 g

Agua destilada csp 1 litro
KHZPOJ4 (Merck, art. 4873)
NaZHPOu, anhidro (Merck, art. 6580)

stou 2N (D = 1,148/cc)

stou (96%) D = 1,8358/cc ——————-—- 28 ml
Agua destilada csp. 250 ml
stoq (95-97%), AC 2069,Scharlan (F.E.R.0.S.A.)



BUFFER BORATO 0,1M

BOBH3 -------------- 6,7 g
N328407‘10H20 -------------- 13,4 g
Agua destilada ----=———m=mm- 800 ml

Ajustar el pH = 8.6 y llevar a 1 litro con agua destilada.
Acido bodrico [BO3H3] (Merck, art. 165)

di-sodio tetraborato decahidrato (NaZBuO:,"IUHZO) (Merck, art.
6315)

CONJUGADO ANTIINMUNOGLOBULINAS HUMANAS DILUCION

1/1000 PARA UNA PLACA

Conjugado ------ 10/lal

PBS-T-S - -———=- 10 ml

Conjugado. Peroxidasa, anti-human IgG, H. and L chain (Goat),
cod.: 61230, lot. E020, Miles-Yedo LTD/Research
Products.

CONJUGADO ANTIINMUNOGLOBULINAS RATON dil 1/400 PARA

UNA PLACA

Inmunoconjugante

RAM/1gG (H+L) PO., 19384, Nordie and Inmunology
Conjugado -=------ 25 /kl

PBS-T-S  =====—- 10 ml

SOLUCION REDUCTORA PARA ECLOSION DE HUEVOS

CiNa 0,25 = = e 1,462 g
Clorhidrato de cisteina -=-====—=-=-=-m—— 1,57 g
Tween 80 sememmmmmmemeeeeee 0,0025 ml

Agua destilada csp 100 ml
L-clorhidrato de cisteina (anhidro) (Sharlan, Ci 302)
Tween 80 (Difco, 3118-15)

102



SOLUCION SALINA

EQUILIBRADA DE HANK

CaC122H20
KClI

KHZPOQ
MgSOq 7H20
NaCl
NaHC03
NazHPoq
D-glucosa
Rojo de fenol

Agua destilada csp 1000 ml

A la solucion hay que afadir 100 ui/ml de penicilina y 250 mcg/ml

de estreptomicina.
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