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Introduccion

1.- EL PARASITO.

La toxocariosis humana fue descrita, por primera vez, por WILDER, en 1950.
Identificd una larva de nematodo en un granuloma retiniano de un nifo, siendo una
especie desconocida en ese momento. En 1952, BEAVER et al., describen un
grupo de nifios con eosinofilia y sintomas sistémicos, en quienes se detecta

Toxocara canis en el estudio histopatoldgico.

Desde entonces, la larva de este parasito se ha detectado en una gran variedad
de lesiones, tanto oculares como distribuidas por el resto del organismo, en

pacientes de todos los paises del mundo.

Aunque los animales de compaiiia contribuyen beneficiosamente a la sociedad,
constituyen un riesgo para la salud publica (ROBERTSON et al., 2000) puesto que
pueden ser portadores de un amplio rango de infecciones parasitarias,
bacterianas, fungicas y viricas transmisibles al hombre (MANFREDI y FELICITA,

1993). Una de estas enfermedades zoonoticas es la toxocariosis humana.

Toxocara canis (WERNER, 1782) es un nematodo parasito de canidos, que

también puede infectar a diversos mamiferos, incluido el hombre. (GLICKMAN y
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Introduccion

SCHANTZ, 1981). Su fase infectante (L2) puede permanecer latente y resistir

durante afios fuera del hospedador, dentro del huevo.

Segun la clasificacién de Sistema Naturae 2000, Toxocara canis es un nematodo
Rhabditoide perteneciente a la superfamilia Ascaridoidea dentro de la familia

Toxocaridae, que conforma un unico género, el género Toxocara. (Tabla 1)

Tabla 1.- Clasificacion segun Sistema Naturae 2000

Reino Animalia (Metazoa)
Subreino Bilateria
Phylum Nematoda
Clase Secernentea
Subclase Rhabditia
Orden Ascaridida
Superfamilia Ascaridoidea

Familia Toxocaridae

Género Toxocara

‘Especie canis

www.sn2000.taxonomy.nl

Aunque han sido descritas once especies de Toxocara (WARREN, 1970), solo dos
son causantes de enfermedad en el hombre (NAGAKURA et al., 1990): Toxocara
canis (WERNER, 1782), cuyo hospedador definitivo es el perro y Toxocara cati

(SCHRANK, 1788), cuyo hospedador definitivo es el gato.
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Los adultos del género Toxocara
parasitan el tracto intestinal de sus
hospedadores definitivos. Son de
color blanquecino y poseen una
cuticula que presenta estriaciones.

(Figura 1).

La hembra de Toxocara canis, tiene
una longitud entre 6 y 18 cms,
mientras que el macho mide entre 4

y 10 cms.

En la parte anterior del gusano
adulto se encuentra la cavidad
oral, formada por tres labios sin

“inter-labios”. (Figura 2)

Presenta dos aletas cervicales
que miden 2,5 x 0,2 mm, y tienen

forma de punta de lanza.

Figura 1. Adultos de Toxocara canis

www.workforce.cup.edu

Figura 2. Boca Adulto. Toxocara canis

www.workforce.cup.edu
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Esta morfologia nos sirve para su identificacién, taxonomia y diferenciacién de

otras especies y géneros (WARREN, 1971). (Figuras 3 y 4)

Fig. 3. Toxocara cati

Fig. 4. Toxocara canis

www.users.unimi.it

El extremo posterior es romo en las hembras y puntiagudo en los machos, con dos

espiculas copulatrices.

Los huevos de Toxocara canis (Figura 5),
son subesféricos, oscuros, de color
marron y de superficie irregular. Su
tamaro es de 75 a 90 ym. Se distinguen
dos membranas: una interna, lisa, no
siempre visible, y otra membrana externa,
gruesa y rugosa. En el interior se
encuentra la larva, que ocupa casi la

totalidad del espacio.

Fig. 5. Huevo embrionado

www.wormfree.co.uk
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Toxocara canis atraviesa cuatro estadios larvarios desde el huevo hasta el estado

adulto (L1, L2, L3 y L4). La fase infectante para el hombre es el segundo estadio

larvario (L2).

Las larvas L2 son liberadas en el
estbmago del hospedador por la accion
de los jugos gastricos. Miden 400 um de
largo, por 20 ym de ancho. Presentan
un sistema secretor que esta compuesto
por dos columnas laterales, que
convergen y se abren en la superficie
anterior de la larva, a través de un unico

conducto de secrecion (Figura 6).

Fig. 6. Larva L2. T. canis

www.cdfound.to.it

En la region anterior de la larva, el eséfago esta bien definido y unido a la glandula

esofagica dorsal. En la parte posterior queda un vestigio de tracto intestinal,

cerrado y no funcional.
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2.- EL CICLO BIOLOGICO.

- Ciclo bioldgico y toxocariosis en perros.

En el hospedador definitivo (canidos) se completa el desarrollo hacia el estadio
adulto. Las hembras de Toxocara depositan los huevos en el intestino del perro y
éstos son eliminados con las heces al medio externo. Las hembras adultas
pueden llegar a producir 200.000 huevos al dia. Estos huevos no son, todavia,
infectivos y requieren un periodo de incubacion en el suelo (GLICKMAN vy
SHOFER, 1987). Cuando se dan las condiciones de humedad y temperatura
adecuadas, los huevos embrionan, llegando en 2-5 semanas al estadio de larva
infectante (L2) y permanecen viables tras largos periodos de tiempo hasta su

ingestion por un nuevo hospedador.

Después de ser ingeridos, una vez en el estbmago, se rompe la cubierta del
huevo, las larvas atraviesan la pared intestinal y penetran en la circulacion
sanguinea por la que inician una migracién hacia el higado, via porta. Algunas
larvas quedaran retenidas por la reacciéon inflamatoria del higado, y el resto
seguira camino hacia el pulmén, atravesando la cavidad derecha del corazén. En

cachorros de menos de seis semanas, las larvas L2 pasan los alvéolos

Pag. 11
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pulmonares y a partir de ahi, son deglutidas con las secreciones traqueo-

bronquiales, convertidas ya en larvas de tercer estadio (L3).

Llegan al estdbmago y posteriormente finalizan su desarrollo en el intestino, donde
en las siguientes tres a cinco semanas, las larvas sufren la cuarta y ultima muda,

fase adulta (L4).

Si el perro es mayor de seis semanas, no pasan la luz alveolar y contindian en la

circulacion, distribuyéndose por todo el organismo: pulmones, utero, etc.

En canidos hembras prefadas, debido al estimulo hormonal, las larvas que se
encuentran en estado latente, pueden reactivarse provocando una infeccion
transplacentaria e infectar a los cachorros gestados (DUBEY, 1978). También, las
larvas, pueden migrar a las glandulas mamarias (BURKE y ROBERSON, 1985) y
causar una infeccion postnatal al amamantar a sus crias, asi pues, las hembras de

canidos son un reservorio de primer orden en la infeccion por Toxocara.

Se han detectado larvas latentes en tejidos, nueve afios después de una infeccion
(BEAVER, 1962). De igual forma se pueden mantener in vitro, hasta 18 meses (DE
SAVIGNY, 1975) constatandose en estos cultivos una elevada actividad
metabdlica, secretando y excretando glicoproteinas al medio, muy utiles para el

diagndstico de la toxocariosis (MAIZELS et al., 1984).
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En los perros, la patologia es reflejo de las migraciones larvarias y de su
localizacion en los diferentes érganos, pasando de infecciones moderadas, con
sintomas como flujo nasal, intranquilidad y diarreas, hasta afecciones mas graves,

como ataques epilépticos o neumonias.

- Ciclo bioldgico y toxocariosis humana

Fig. 7. Ciclo de Toxocara canis

La toxocariosis humana es

Migration of larvae to the eye,

B — ¥ Circulation —
luniggz, krain and other organs

una ZOOI’]OSiS, en la que el Larvaehatcinintesﬁne MAN

;Ingesﬁon
hombre es un huésped

accidental (F|g 7) @. Latvae hit-:h inintestine (12)

Liver
Lurgs —

Circulation -
Muzcles (diapausel

| F y
7 | Mammary glands |
Estd causada por Ila ENVIRONMENT | (Lactation] Tranplaental ,.
A transmission iz '

tn offsprings transm|3§|0n K

to offzprings L

-

I
g ‘ d

ingestion de huevos
embrionados que se

pueden encontrar, bien en

Eggs in faeces

el suelo de los parques (75490 um)
LIFE CYCLE OF TOXOCARA CANIS

Adultz in lumen of stmall intesting

donde juegan los nifios Adapted and redrawn from NCDC

(geofagia), bien en vegetales contaminados por heces de perros (VAZQUEZ et al.,
1997) o por la ingestion de carne mal cocinada de huéspedes paraténicos
(BAIXENCH et al., 1992): pollo (NAGAKURA et al., 1990), cordero (SALEM vy

SCHANTZ, 1992) o conejo (STURCHLER et al., 1990).
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En el hombre, tras la ingestion de los huevos embrionados, las larvas L2 migran
hacia los tejidos (higado, ojo, cerebro, etc.), via circulaciéon general. Las larvas
pueden quedar encerradas o encapsuladas dentro de granulomas donde seran
destruidas, o bien persistiran latentes, incluso durante afos. La respuesta
inmunitaria del hospedador parece estar dirigida contra los antigenos excretores-
secretores expulsados por la larva (PAGE et al., 1992). Estos antigenos son

mezclas de glicoproteinas (SUGANE y OSHIMA, 1983).

La presentacién clinica depende del numero de larvas ingeridas, del grado de la

respuesta inmunitaria y de la edad del paciente.

3.- CLINICA

Se observan cuatro entidades clinicas bien diferenciadas.

- 1. Larva migrans visceral (LMV)

Afecta principalmente a nifios entre 2 y 6 afos, con historia de geofagia y contacto

con perros.

Pag. 14



Introduccion

La localizacion e intensidad de los sintomas depende de la cantidad, del
establecimiento de las larvas y de la respuesta inmunitaria del hospedador. Los
sintomas principales son de tipo respiratorio, (tos, estornudos, manifestaciones
asmaticas); de tipo digestivo (dolor abdominal, anorexia, nauseas) y/o fiebre de

caracter intermitente (LUZNA-LYSKOV, 2000).

En estos pacientes suele encontrarse eosinofilia, hipergammaglobulinemia

policlonal y aumento de IgE.

Los casos de LMV con condiciones clinicas severas son poco comunes y la
posible consecuencia de una prolongada eosinofilia es la fibrosis pulmonar (PHAN
y KUNKEL, 1992) y la miocarditis eosinofilica (DE COCK et al., 1998; HOKIBARA

et al.,, 1998; PRUNIER et al., 2001; ABE et al., 2002).

- 2. Larva migrans ocular (LMO)

Los pacientes son preferentemente nifios de mas de 7 afos y adultos jovenes.

En el examen del fondo ocular se puede observar: endoftalmitis granulomatosa
(GASS y BRAUSTEIN, 1983), uveitis y granulomas retinianos (GILLESPI, et al.,

1993) ((Fig. 8).
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Fig. 8. Granuloma por Toxocara

El sintoma mas frecuente es |la
pérdida de la agudeza Vvisual
(STEWART et al., 2005). En algunos
individuos estos signos y sintomas
pueden durar afos. La infeccion
ocular puede ser también subclinica y

detectarse en un examen de rutina. En

estos pacientes no se suele encontrar eosinofilia. www.iztacala.unam.mex

Se ha hipotetizado que la larva migrans ocular ocurre en infecciones con baja
dosis infectiva, lo que conlleva a una insuficiente respuesta inmunitaria por parte
del hospedador (PAWLOWSKY, 2001). Esta menor respuesta permitiria la
migracion larvaria con compromiso tanto ocular como del sistema nervioso central

(GLICKMAN y SCHANTZ, 1981; MIMOSO et al., 1993).

- 3. Toxocariosis subclinica. (“Toxocariosis encubierta”)

Las manifestaciones clinicas son poco especificas y de poca gravedad.
Encontramos fiebre, cansancio, pérdida de apetito, etc. No suele existir eosinofilia

marcada.
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Es la forma mas frecuente de toxocariosis humana. En la mayoria de los casos,

suele quedar sin diagnosticar (KINCEKOVA et al., 1999).

- 4. Toxocariosis neuroldqica.

En el cerebro, las larvas de Toxocara no se encapsulan y su migracion produce

pequefias areas de necrosis e infiltrado inflamatorio minimo (HOTEZ, 1993).

Las manifestaciones clinicas de esta forma rara de toxocariosis, suelen ser

inespecificas, al igual que ocurre con la LMV.

En el estudio de 1997, MAGNAVAL et al., informan que la migracion larvaria por el
cerebro no produce sintomas o signos neuroldgicos reconocibles. Por el contrario,
otros autores, comentan sintomas como déficit neuroldgico, trastornos de la
conducta, meningoencefalitis eosinofilica y epilepsia (HILL et al., 1985; COX y
HOLLAND, 1998; BOUCHARD et al., 1998; GOFFETTE et al., 2000; COX y
HOLLAND, 2001; RICHARTZ y BUCHKREMER, 2002; ROBINSON et al., 2002;

NICOLETTI et al., 2002; XINOU et al., 2003).

Se encuentran larvas o sus productos (antigenos) en el liquido cefalorraquideo,
cerebro o meninges. (WANG et al.,, 1983; HILL et al., 1985; RUSSEGER vy

SCHMUTZHARD, 1989; RUTTINGER y HADIDI, 1991; DUPREZ et al., 1996).
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4.- TRATAMIENTO

El albendazol es el tratamiento de eleccién en todos los tipos de toxocariosis

humana.

5.- RELACIONES HOSPEDADOR-PARASITO EN LA

TOXOCARIOSIS HUMANA.

- Inmunopatologia de la toxocariosis humana.

Las larvas de Toxocara canis son capaces de secretar y excretar una serie de
moléculas de naturaleza glicoproteica, son los llamados antigenos de excrecion-
secrecion (ES). Estas moléculas tienen la capacidad de inducir respuesta
inmunitaria en el hospedador, esta respuesta tiene como finalidad eliminar las
larvas de Toxocara del organismo. La respuesta inmunitaria parece ser tanto de

tipo Th1 como de tipo Th2.
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La formacién de granulomas se considera una manifestacién de hipersensibilidad
retardada Th1 (IL2, IFN-y, TNF-B) (KAYES, 1997). Esta respuesta provoca la
activacion de los macrofagos, siendo responsable de la llamada inmunidad

mediada por células (ROMAGNANI, 1991).

En contraste, la respuesta inmunitaria de las células T de tipo Th2 (IL4, IL5, IL6,
IL9, IL10, IL13), es la responsable de la produccién de anticuerpos. La union de
estos anticuerpos a las células refuerza la especificidad de las células citotoxicas,
es la llamada citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos
(HYDE, 1990). La eliminacion de los parasitos mediante este tipo de respuesta,
puede ser realizada por varias combinaciones de anticuerpos y células efectoras:
eosindfilos y anticuerpos IgE e IgG, neutrdfilos y anticuerpos IgG e IgM,

macrofagos con anticuerpos IgG e IgM o plaquetas con anticuerpos IgE.

Las citoquinas implicadas en la respuesta Th2 (IL4, IL10, IL13), parecen
desempenar un papel fundamental en la proteccion del hospedador frente al
parasito y en la disminucién de la severidad de la enfermedad (FINKELMAN et al.,

1999).

Estudios realizados en otras helmintiasis (Schistosomiasis) en ratas, ponen de
manifiesto que la ausencia de interleuquina 4 (IL4) provoca una patologia mas
severa e incluso la muerte (BRUNET et al.,, 1997; FALLON et al.,, 2000). Asi

mismo, la ausencia de interleuquina 10 (IL10) exacerbaba esta situacion
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(HOFFMANN et al., 1999). De igual modo, se ha podido observar el papel de la
interleuquina 13 (IL13) en el desarrollo de la fibrosis provocada por las helmintiasis

(CHEEVER et al., 2000; CHIARAMONTE et al., 1999; FALLON et al., 2000).

Los antigenos de excrecidon-secrecion (ES), también inducen la produccion de
interleuquina 5 (IL5), la cual es una poderosa inductora de eosinofilia, tanto a nivel
local como a nivel sanguineo. Se requieren pequefas cantidades de esta citoquina

para provocar esta situacion (THAKUR et al., 1998).

Fig. 9. Larva Toxocara canis,

respuesta inflamatoria

Es dificil establecer el papel funcional de la
eosinofilia en la toxocariasis, ya que no
existe ninguna evidencia directa de que las
larvas mueran como consecuencia de su
interaccién con los eosindfilos (Fig. 9).

Esta afirmacion es consistente con la

observaciéon de la supervivencia in vivo de www.cpl.yonsei.ac.kr

las larvas, en granulomas hepaticos de hospedadores paraténicos (PARSON et

al., 1993).
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Por medio de sus receptores de IgE, los eosindfilos se unen a los parasitos
“opsonizados” por IgE, produciéndose la liberacion de citoquinas, quimoquinas y

factores de crecimiento:

- ECP. : Proteina Catidnica del Eosindfilo.
- EBP. : Proteina Basica del Eosindfilo.

- EPO. : Peroxidasa del Eosinofilo.

Los anticuerpos de tipo IgE estan implicados de forma muy significativa en las
infecciones parasitarias producidas por helmintos. La parasitacion por Toxocara
provoca un incremento policlonal inespecifico de esta inmunoglobulina, del que se

calcula que sélo el 10% de dicha IgE total, es especifica frente a Toxocara.

Se postula que la sintesis de IgE forma parte de la respuesta natural frente a la
infeccion por helmintos. Una posible explicaciéon por la que las infecciones
parasitarias jugarian un papel “protector” frente a las reacciones alérgicas a
alergenos ambientales, seria la ocupacién de los receptores de la IgE en
mastocitos y basofilos por la IgE policlonal, impidiendo la fijacién de las fracciones

de anticuerpos IgE frente a dichos alergenos. (YAZDANBAKHSH et al., 2002).

Las evidencias epidemioldgicas del papel “protector” del sistema IgE en las
infecciones por helmintos gastrointestinales han sido proporcionadas por estudios

de poblacion altamente parasitadas, en las cuales se ha demostrado que
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individuos que producen niveles de IgE especifica elevados contra el parasito,
tienen una menor tasa de reinfeccion después de recibir tratamiento antihelmintico

por un tiempo prolongado (HAGEL et al., 1993).

6.- ATOPIA Y ENFERMEDADES PARASITARIAS. TEORIA DE LA

HIGIENE.

A pesar de que los fenobmenos de hipersensibilidad mediados por IgE y las
infecciones parasitarias, principalmente las producidas por helmintos intestinales,
poseen respuestas inmunopatolégicas muy semejantes en muchos aspectos
(Tabla 2), no existe una evidencia clara de la posible relacion entre atopia y

parasitosis.

La atopia se presenta en individuos con predisposicion genética, y se caracteriza
por niveles séricos elevados de inmunoglobulina E (IgE), una reactividad
aumentada en las pruebas cutaneas con extractos alergénicos y mayor

susceptibilidad para sufrir enfermedades como asma, rinitis y/o dermatitis atdpica.
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Tabla 2. Helmintiasis intestinal y enfermedad alérgica (T. ALLISON)

Respuesta a Respuesta
helmintiasis intestinales alérgica/asmatica
Inmunoglobulinas IgE, 1gG4 IgE, 1gG4
Involucradas
Células linfoides B. plasmaticas, B. plasmaticas,
Involucradas Linfocitos T, Th2 linfocitos T, Th2, T-CD4+

Células granulociticas . o . . e e
9 Neutrofilos, eosindfilos, basofilos  Neutrofilos, eosindfilos, basoéfilos

Involucradas

www. Angelfire.com/ns/thatguytimallison/)

La interaccion de alergenos ambientales con el sistema inmune, lleva a la
estimulacidon de citoquinas como la IL4, IL5 e IL13, aumentando la produccion de
IgE y el numero de eosindfilos y mastocitos, asi como al desencadenamiento de

una reaccion inflamatoria de tipo alérgico en el tejido afectado.

Los parasitos helmintos estimulan este mismo tipo de respuesta, con su

caracteristico perfil de citoquinas (IL4, IL5 e IL13) (HAYES et al., 2004).

Existe la hipotesis de que el principal factor en el aumento de la incidencia de las
enfermedades alérgicas observada en los paises industrializados, en las ultimas

tres o cuatro décadas, seria debida a la reduccion de las enfermedades
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infecciosas y que la presencia de dichas infecciones durante la infancia jugaria un
papel preventivo en el desarrollo de rinitis o asma (BACH, 2002; MEDEIROS et al.,

2003).

La teoria de la higiene, argumenta que la ausencia de infecciones durante la
primera infancia, debilita el desarrollo de la respuesta Th1, permitiendo una

expansion de la respuesta Th2 ante alergenos ambientales.

En la literatura cientifica internacional, existe un creciente interés en cuanto al
papel modulador que ejercen las parasitosis intestinales sobre la expresion de
sintomas de alergia y asma bronquial. Sin embargo, la naturaleza de estas

asociaciones permanece todavia incierta y controvertida.

En condiciones en donde las parasitosis estan presentes en una forma esporadica
y leve, la reactividad alérgica parece estar elevada; mientras que cuando la
infeccion por parasitos es cronica e intensa, la sobreestimulacién del sistema IgE
resultaria en un efecto inhibidor de la reactividad alérgica (DI PRISCO et al.,

2006).

El mecanismo de hipersensibilidad inmediata, inducido por helmintos vy
desarrollado como un mecanismo de defensa del hospedador, ha sido uno de los
propuestos para explicar el incremento de la reactividad alérgica observada en

algunas poblaciones tropicales. La union de la IgE a sus receptores en los
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eosindfilos, provoca la liberacion de mediadores como la proteina catidnica del
eosindfilo y oxido nitrico contra las larvas (CAPRON et al., 1989; GOUNNI et al.,
1994), lo que se traduce en broncoconstriccion y otros sintomas caracteristicos del

asma bronquial.

En 1992, un estudio realizado por LYNCH, sefala la existencia de una relacién

directa entre el grado de infeccién helmintica y el estado de broncoconstriccion.

Los individuos con clara sintomatologia alérgica pueden presentar pruebas
cutaneas negativas frente a alergenos ambientales comunes, pero ser altamente

reactivos a extractos de Ascaris lumbricoides. (LYNCH et al., 1997).

Ademas, LYNCH et al., en 1993, indican que los pacientes con un fondo atépico
intenso producen niveles de IgE especifica frente a estos parasitos
significativamente mas elevados que los individuos no atépicos. La predisposicion
del sistema inmunoldgico de estos individuos para establecer principalmente una
respuesta IgE, facilita su proteccién contra los parasitos, sin embargo, esta misma
respuesta pudiera incrementar la reactividad alérgica, induciendo la aparicion de

sintomas de asma.

En poblaciones donde las parasitosis helminticas son esporadicas, se observa un
incremento de la reactividad alérgica frente a alergenos ambientales no

relacionados con el parasito (DI PRISCO et al., 1987).
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Por otro lado, distintos grupos de investigadores, han planteado que en
comunidades rurales de paises en vias de desarrollo, donde las parasitosis
intestinales son endémicas y cronicas, existe una relacion inversa entre reactividad
alérgica y la prevalencia de estos parasitos (HAYES et al., 2004; PERLMANN et

al., 1999).

Existen evidencias de que estos parasitos desarrollan mecanismos de evasion de
la respuesta inmune establecida por el hospedador, evitando asi el
desencadenamiento de reacciones de hipersensibilidad inmediata locales que
crearian un ambiente inhospito para el establecimiento de las larvas en el

intestino.

En individuos de las poblaciones donde las parasitosis helminticas son endémicas,
los niveles de IgE serica total, son extremadamente elevados y no se
correlacionan con la respuesta especifica efectora contra el parasito. Estos altos
niveles de IgE, pueden suprimir la respuesta alérgica mediante un mecanismo
funcional a través de la saturacion de los receptores de los mastocitos y basofilos,
que evita la respuesta inflamatoria que conduce a la expulsién de las larvas

(LYNCH et al., 1993).

Estudios experimentales recientes indican que los helmintos estimulan la

produccion de interleuquina 10 (IL10), capaz de inhibir la respuesta inflamatoria
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protectora, lo que favorece la persistencia de la infeccion (VAN DEN BIGGELAAR

et al., 2000).

En modelos animales se ha podido comprobar que la infeccion helmintica protege
contra el desarrollo de la alergia, y que dicha proteccién esta mediada al menos en

parte por la IL10 (WILLS et al., 2001; BASHIR et al., 2002).

No obstante y a pesar de los datos que apoyan esta teoria, existen otros en
contra, que hacen que no exista una evidencia concluyente de que las infecciones
parasitarias protejan contra el desarrollo de la alergia (HOLT, 2000; WEISS, 2000;

LIU y MURPHY, 2003).

7.- DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO.

Debido a que las larvas de Toxocara no crecen ni se multiplican en el hospedador
humano y a que se distribuyen ampliamente por todos los tejidos del organismo, la
identificacion directa del parasito es muy dificultosa. El diagnéstico esta
generalmente basado en la identificacion de anticuerpos frente a Toxocara,
usando para ello una gran variedad de antigenos parasitarios, que varian en su
especificidad y de los que se han podido individualizar algunas proteinas con valor

diagnéstico (Tabla 3).
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Tabla 3. Relacién de proteinas antigénicas nativas y recombinantes utilizadas para el diagndstico de la

toxocariosis humana.

ANTIGENOS NATIVOS ANTIGENOS RECOMBINANTES
(MAIZELS et al., 1984) (MAIZELS et al., 2001)
EXCRECION SUPERFICIE
SECRECION LARVARIA
Pm (kDa) Pm (kDa) Pm (kDa) FUNCION
26 Proteina de unién a fosfatidiletanolamina
32 32 32 Lectina tipo C (dependiente de calcio)
45 Lectina (no confirmado)
55 Componentes 55 Lectina
intermedios
70 70 Lectina tipo C
120 120 120 Mucina
400 400 Analogo de proteoglicanos

Las pruebas que emplean antigenos del gusano adulto, a los que el hospedador
humano nunca ha estado expuesto, tienen una pobre especificidad (KHALIL et al.,
1989) y a su vez, estan sujetas a fendmenos de reactividad cruzada con otros

antigenos que se encuentran en otras especies de helmintos.

Los extractos solubles, a partir de huevos embrionados y no embrionados,
requieren una preabsorcion con antigenos de Ascaris para aumentar su

especificidad (GLICKMAN et al., 1985).
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Sin duda alguna, los resultados mas satisfactorios se han obtenido cuando se
utilizan antigenos de excrecion-secrecion (ES) expulsados por larvas L2 de

Toxocara mantenidas en cultivos in vitro.

Los antigenos de ES estan considerados suficientemente especificos para ser
usados en el enzimoinmunoensayo (ELISA-IgG) de forma rutinaria, para medir
anticuerpos anti-Toxocara, en casos sospechosos de toxocariosis humana.

(KENNEDY, 1991)

El método de inmunotransferencia se correlaciona bien con la técnica de ELISA,
utilizando también antigenos de ES de larvas L2. La posibilidad de individualizar
los componentes antigénicos, principalmente los de peso molecular bajo,

proporcionan mayor especificidad a la técnica (MAGNAVAL et al., 1991).

La técnica de ELISA IgE asociada a la inmunotransferencia IgE, se muestra como
una eficaz herramienta complementaria en el diagnéstico inmunolégico de
toxocariosis. ElI ELISA-IgE ha demostrado ser una técnica eficaz en la
monitorizacion de pacientes con toxocariosis, tratados con antiparasitarios (YMAN,

2000).

Algunos autores indican que la valoracién de la IgE especifica frente a antigenos

ES de Toxocara; asi como la determinacion de ECP son marcadores de infeccion
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activa en la toxocariosis humana (GENCHI et al., 1988; MAGNAVAL et al., 2001-

b).

8.- ESTUDIOS DE SEROPREVALENCIA HUMANA.

La toxocariosis es una de las helmintiasis zoondticas, que mas frecuentemente ha

sido informada, en practicamente todas las areas geograficas del planeta.

Los estudios sobre seroprevalencia de la toxocariosis humana nos muestran una
gran variedad de valores, que van desde menos del 1% hasta mas del 90%. Se
acepta que dicha variabilidad se debe a la gran heterogeneidad de las poblaciones
estudiadas, y a factores geograficos, climaticos, demograficos, socioeconémicos o
de habitos, que parece ser que influyen en la presencia y el desarrollo de esta
parasitosis en el ser humano (SCHANTZ, 1989; KENNEDY, 1991; MAGNAVAL et

al., 2001-a).

En nuestro medio existen varios estudios de seroprevalencia, realizados en

diferentes regiones, con una significativa diversidad de resultados (Tabla 4).
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Tabla 4. Seroprevalencia de la toxocariosis humana en Espaia.

POBLACION PREVALENCIA (%) LOCALIZACION ANO AUTORES

Gonzalez-
Adultos 28,6 A Estrada (Galicia) 2006

Quintela et al.
2-5 afos 0,0 Guipuzcoa 1996 Cilla et al.
6-16 afos 4.4 Guipuzcoa 1996 Cilla et al.
2-5 afos (*) 37,0 San Sebastian 1996 Cillaetal.
6-16 anos (*) 65,7 San Sebastian 1996 Cilla et al.
Ninos 1,0 Madrid 1995 Guerra et al.
Adultos (**) 23,3 Coruia 1997  Fenoy et al.
Nifos (**) 32,8 Corufa 1997  Fenoy et al.
Nifos 0,0 Madrid 1996  Fenoy et al.
Nifos 4,2 Santa Cruz de Tenerife 1996 Fenoy et al.
Nifios y adultos 3,6 Barcelona 1989 Portus et al.
Donantes 1,0 Barcelona 1989  Portus et al..
Nifios 8,0 Salamanca 1989  Conde et al.

(*): Poblacién con pocos recursos socioeconémicos

(**): Poblacién con sintomas compatibles con los evidenciados por la Toxocariosis humana.

Como se puede observar, los valores de seroprevalencia en nuestro pais son muy
heterogéneos. Van desde el 0% al 66% y dependen del tipo de poblacién (general,
donantes, etc.), de la edad de la misma, del lugar geografico, de las condiciones

socioeconomicas, y de otros factores, como el afio del estudio, etc.
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De cualquier manera, la comparacion de los resultados obtenidos por todos estos
autores es siempre muy relativa y dificil de asumir, dada la diversidad de

protocolos de estudio y de técnicas de medida.

Dado que la toxocariosis es un parasitismo, que en la mayoria de los casos es
silente, pero que en determinadas ocasiones puede producir cuadros graves de
tipo ocular o neuroldgicos; y, dado que, la seroprevalencia de esta parasitosis es
relativamente alta en aquellos lugares en donde se ha realizado su medicion, la
ampliacion de este tipo de estudios a otras areas geograficas y comunidades
auténomas de forma actualizada, permitiria disponer de una base sdlida sobre la
que se podrian proponer protocolos mas eficaces para el diagnéstico de la
toxocariosis humana; asi como para protocolizar programas de control de dicha
zoonosis. (GONZALEZ-QUINTELA et al., 2006; CILLA et al., 1996; PORTUS et al.,

1989; FENOQY et al., 1997; FENOY et al., 1996; GUERRA et al., 1995).
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1.- JUSTIFICACION

Como hemos visto, existe una interesante relacion entre las helmintiasis y las
enfermedades alérgicas. Por una parte, los helmintos son agentes etiolégicos muy
comunes en las infecciones humanas de los paises en desarrollo, mientras que las

enfermedades atdpicas lo son en los paises desarrollados.

Tanto las infecciones por helmintos como las enfermedades alérgicas se
caracterizan por polarizar las respuestas hacia las subpoblaciones celulares Th2,

aumento de la sintesis de IgE y eosindfilia.

Desde el punto de vista evolutivo, el origen de la respuesta alérgica como tal,
podria ser parte de un mecanismo inmunoprotector, frente a las infecciones por

parasitos, principalmente helmintos.

Esto podria explicar que determinadas infecciones por helmintos puedan influir en
el desarrollo de la alergia, si bien este concepto todavia resulta un tanto conflictivo,
dado que existen tanto datos que apoyan el papel protector de los parasitos frente

al fendmeno alérgico, como datos que dicen lo contrario. (WILLS-KARP et al.,
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2001; BASHIR et al., 2002; HOLT, 2000; WEISS, 2000; LIU et al., 2003; MAIZELS

et al., 2003).

Por otra parte, las infecciones por helmintos pueden provocar manifestaciones

alérgicas. (VUITTON, 2004; ALONSO et al., 2004).

En este contexto, la toxocariosis no es una excepcion y se sabe que es una
parasitosis de distribucidon cosmopolita, con uno de los datos de prevalencia mas
altos en paises industrializados. Algunos estudios confirman la asociacion entre el
fendmeno atdpico y esta parasitosis, (BUIJS et al., 1997), mientras que otros la

ponen en duda. (SHARGAI et al,. 2001).

A pesar de que existen algunos trabajos en los que se utiliza la IgE tanto total
como especifica, como parametros diagnosticos en la toxocariosis humana
(MAGNAVAL et al., 1992; BUIJS et al., 1997; MAGANAVAL et al., 2002; PARK et
al., 2002; GONZALEZ-QUINTELA et al., 2006), y de que la respuesta de los
anticuerpos que fijan IgG ha sido ampliamente estudiada (MAIZELS vy
ROBERTSON, 1991); no existen muchos datos acerca de la evaluacion de la
respuesta inmunitaria dual 1gG-IgE y de su relacion con los antigenos implicados
en ella. Como consecuencia, no se dispone de datos acerca de qué antigenos son
los que fijan especificamente anticuerpos IgE y cuales de ellos se pueden

considerar alergenos relevantes.
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La dificultad que existe en la captacion de individuos que padecen infecciones por
Toxocara, debido a su escasa sintomatologia, hace que los estudios
seroepidemioldgicos constituyan la fuente principal en la obtencion de material

para el estudio de las relaciones hospedador-parasito en la toxocariosis humana.

Por otra parte, estos estudios nos permiten acceder a datos de seroprevalencia,
hasta ahora desconocidos en determinadas areas o localizaciones de nuestro

medio.
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1.- OBJETIVOS PRINCIPALES

v Estudio de la respuesta inmunolégica dependiente de anticuerpos IgE e IgG

en la toxocariosis humana.

v Definicidon de alergenos mayores de Toxocara canis.

2.- OBJETIVOS SECUNDARIOS

v Estudio de la seroprevalencia de toxocariosis humana en poblacion general
(adultos y nifios) en areas de prevalencia desconocida (Elda y Teruel), con la
finalidad de obtener muestras de sueros de individuos seropositivos frente a

Toxocara

v Implicacion de parametros de riesgo en la toxocariosis: (a) fendmeno de
hipersensibilidad y/o atopia, (b) niveles séricos IgE total, (c) niveles séricos de

proteina catidnica del eosindfilo (ECP), (d) contaje de eosindfilos, (e) habitat, (f)
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edad, (g) sintomas, (h) contacto con el hospedador definitivo, (i) origen y (j)

anticuerpos IgE anti-Toxocara.
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MATERIAL Y METODOS
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1.- POBLACION DE ESTUDIO

El estudio fue llevado a cabo durante los anos 2002-2006. La poblacion estudiada
pertenece al Area de Salud 17 de la Comunidad Valenciana y al Sector 1 de la

Comunidad Aragonesa.

El estudio se ha realizado sobre la siguiente poblacién:

- 310 muestras en poblacién adulta, donantes sanos del Area de Salud 17 de la

Comunidad Valenciana.

- 656 muestras en poblacion infantil, que acudian a consultas externas del
Servicio de Pediatria, por controles rutinarios. Los pacientes procedian del

Hospital Obispo Polanco, de Teruel.

Nota: Se obtuvo consentimiento informado de cada uno de los pacientes adultos,

asi como, de cada uno de los padres o tutores de los nifios estudiados
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Para la recogida de los datos de las muestras se realiz6 una encuesta en el
Servicio de Pediatria, donde se reflejaban los siguientes datos para la poblacion

infantil estudiada:

1. Edad. Segun este parametro los pacientes se clasificaron en dos grupos:
» Menores o iguales a 5 aios: si la edad estaba comprendida entre
los cero y los cinco afos.
» Mayores de 5 afos: si la edad estaba comprendida entre los seis

y los catorce anos.

2. Entorno. Segun este parametro los pacientes se clasificaron en dos grupos:
» Rural: si el paciente procedia de una poblacion inferior a 20.000

habitantes.
» Urbano: si el paciente procedia de una poblacién superior a

20.000 habitantes.

3. Contacto. Este parametro hace referencia al contacto del paciente con
animales de riesgo como perros y/o gatos. Segun este dato la poblacion se
clasifico en:
» Con contacto: si el paciente mantenia contacto asiduo con perros
y/o gatos.
» Sin contacto: si el paciente no mantenia contacto con perros y/o

gatos.
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4. Motivo de la consulta: Este parametro hace referencia a los sintomas que el
paciente declaraba y podian tener relaciéon con la toxocariosis. Segun este dato, la
poblacién se clasifico en:
» Con sintomas: en este apartado se englobaron pacientes con
sintomas respiratorios, oculares y neurologicos.
» Sin sintomas: en este apartado se englobaron pacientes sin

sintomas o con sintomas no relacionados con la toxocariosis.

Las determinaciones analiticas se realizaron en el Servicio de Bioquimica del
Hospital General de Elda, Servicio de Bioquimica del Hospital Obispo Polanco de
Teruel y en el Departamento de Inmunologia, Microbiologia y Parasitologia de la

Facultad de Farmacia de Vitoria (Universidad del Pais Vasco).

La extraccién de la sangre, se realizé a partir de la vena antecubital, evitando la
venostasis prolongada, con material desechable y mediante sistema de vacio
(Vacutainer). El suero obtenido a partir de cada muestra fue debidamente

etiquetado y almacenado a - 20 °C, hasta su uso posterior.
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2-OBTENCION DE LOS ANTIGENOS DE EXCRECION-

SECRECION (ES) DE LARVAS INFECTANTES (L2) DE TOXOCARA

CANIS.

2.1.- CULTIVO IN VITRO, ECLOSION Y MANTENIMIENTO DE LAS LARVAS L2

DE TOXOCARA CANIS

Se realizé segun el método descrito por DE SAVIGNY, 1975 con ligeras

modificaciones.

El estadio infectante L2 de Toxocara canis, fue obtenido a partir de los parasitos
adultos que fueron aislados del hospedador definitivo infectado de forma natural.
La identificacién taxonémica y la divisidon por sexos de los parasitos fue realizada
en el Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad

del Pais Vasco.

Pag. 44



Material y Métodos

2.1.1. DESOVE IN VITRO DE TOXOCARA CANIS.

Los parasitos adultos identificados como hembras de Toxocara canis fueron
depositados individualmente en tubos de cultivo celular, conteniendo 5 ml de
tampdn fosfato sédico (PBS), pH 7,2, mas una mezcla de antibioticos al 1%,
consistente en 10.000 unidades de penicilina, 10 mg de estreptomicina y 25 ug de
anfotericina-B por mililitro (Sigma, R-5955). Para inducir el desove, los parasitos se

mantuvieron durante 24 horas a 37 °C y en una atmésfera del 5% de COa.

Tras producirse el desove, los parasitos adultos fueron retirados de cada cultivo. A
continuacion, se afiadieron 5 ml de hipoclorito sédico (lejia comercial) al 6,6% en
agua estéril y se incubaron durante 15 dias a 27 °C, con luz permanente y con una

humedad relativa del 80% en un incubador (Sanyo MIR-153).

El desarrollo de los embriones hasta el estadio de larva infectante (L2) fue

monitorizado diariamente por observacion microscopica.

2.1.2. ECLOSION DE LAS LARVAS DE TOXOCARA CANIS.

Para la obtencién in vitro de las larvas L2 de Toxocara canis, es necesario inducir

su eclosién de forma similar a lo que ocurre durante el ciclo biolégico cuando los
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huevos son ingeridos por un hospedador. Es necesario eliminar la cubierta

proteica y la lipidica que envuelven al huevo mediante tratamientos fisico-

quimicos.

SOLUCIONES Y REACTIVOS Para cada cultivo
MEDIO RPMI-1640 (Sigma, Ref. R-7388) 10 ml
SOLUCION ANTIBIOTICA ANTIMICOTICA(Sigma, Ref. A-5955); 1%

GLUCOSA, (Panreac, Ref.141341), soluciéon madre al 10% 1 mi
NISTATINA, (Micostatina). (Sigma, Ref. N-1638); 24 ml/l de cultivo.
SOLUCION Hipoclorito Sédico, NaOH 2% 5mil

Los cultivos se dejaron reposar en el interior de la campana de flujo laminar,
durante una hora para sedimentar los huevos. Se retiraron 7 ml del medio de
mantenimiento de cada frasco y se anadieron 10 ml de lejia al 2%. Los huevos se
mantuvieron en esta solucién 30 minutos a temperatura ambiente, con agitacion
esporadica, y continua observacion al microscopio para detectar la degradacién de

las cubiertas proteicas y lipidicas.

Una vez que las cubiertas fueron eliminadas, la eclosién de las larvas fue facilitada
mediante centrifugacion a 2.500 r.p.m durante 5 minutos. Se recogié el
sobrenadante y se realizdé un primer lavado con 20 ml de RPMI con antibiéticos,

precalentado a 37 °C.
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Esta operacion de centrifugado- Figura 9. Cultivo in vitro de L2 de Toxocara canis

lavado se repitid tres veces
mas, hasta conseguir la

completa liberacion de las

larvas. Una vez retirado el

sobrenadante del ultimo

Margnaval J. www.cdfound.to.it

centrifugado, se recogid el
precipitado y se depositd en un nuevo frasco de cultivo celular, conteniendo 10 ml
de medio de cultivo fresco, precalentado a 37 °C, complementado con glucosa al

1%, nistatina (24 ml / I. de cultivo) y antibiéticos al 1%.

2.2.- OBTENCION DE LOS PRODUCTOS DE EXCRECION-SECRECION DE

LARVAS L2 DE TOXOCARA CANIS

Las larvas L2 de T. canis fueron mantenidas en medio de cultivo RPMI-1640
(Sigma, Ref. R-7388) suplementado con glucosa y antibiéticos por un periodo de
hasta 18 meses. Durante este tiempo las larvas de forma natural excretan al medio
de cultivo varias glicoproteinas entre las que se encuentran los antigenos de

diagnéstico de la toxocariosis.

Para obtener los productos de excrecion-secrecion, los cultivos larvarios se

dejaron reposar en posicion vertical durante una hora para sedimentar las larvas
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en el fondo. Con una pipeta estéril, se recogieron 7 ml de medio de cada frasco de
cultivo que fueron mezclados entre si hasta llegar a volumenes adecuados para su

procesamiento posterior.

El volumen recogido se repuso afadiendo 10 ml de medio RPMI-1640 (Sigma,
Ref. R-7388) precalentado a 37 °C. Posteriormente se afiadieron 100 ul de
antibidtico, 240 ul de nistatina y 1 ml de glucosa por cada 10 ml de medio de

cultivo. Esta operacién se repitio cada tres dias.

2.3.- OBTENCION DEL EXTRACTO ANTIGENICO

El extracto de los productos de excrecion-secrecion se obtuvo a partir del medio
de cultivo recogido en la etapa anterior. Se parti6 de volumenes de 500 ml que
fueron filtrados a través de membranas de nitrocelulosa con un diametro de poro

de 22 uym (Millipore, Ref. GSWP09000).

Una vez filtrado, el medio fue dializado frente a 50 volumenes de dH,O durante 24
horas, en membranas de dialisis con un punto de corte de 7.000 Daltons (Medicell
Internacional Ltd, Ref. DTV07000.04.000). El volumen obtenido se congel6 a -40

°C y fue liofilizado.
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3.- CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LOS PRODUCTOS DE

EXCRECION-SECRECION.

3.1.- DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEICO DE LOS EXTRACTOS

La determinacion del contenido proteico de los extractos antigénicos obtenidos, se
realizé utilizando el método del acido bicinconinico, basado en la técnica original

de LOWRY (1951).

SOLUCIONES Y REACTIVOS

REACTIVO A, Solucidon de &cido bicinconinico (Sigma, Ref. B-9643)

REACTIVO B, Solucién de sulfato de cobre pentahidratado al 4% (Sigma Ref. C-2284).

REACTIVO C, Reactivo A y Reactivo B en una proporcién 50:1.

CURVA PATRON, Seroalbumina bovina (Sigma Ref. A-7906) en PBS utilizando diluciones seriadas de

concentraciones desde 1 mg/ml a 0,125 mg/ml

Se elabord una curva patron con seroalbumina bovina (Sigma, Ref. A-7906) en
tampon PBS utilizando diluciones seriadas por duplicado en concentraciones

desde 1 mg/ml a 0,125 mg/ml. Como blanco se utilizé PBS.
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En cada pocillo de la placa de microtitulacion, se dispensaron 200 ul de reactivo C.
Posteriormente se afiadieron 30 pl por pocillo de las diluciones de albumina para
la curva patrén e igualmente, se anadieron 30 ul de cada dilucion de la muestra
problema, todo ello por duplicado. Las placas se incubaron durante 30 minutos a
37°C en camara humeda. La lectura de los resultados se realizé en un lector de

placas de ELISA Multiskan Bichromatic (Labsystems, Helsinki, Finlandia) a 560

nm.

Se calcularon los valores promedio de las absorbancias obtenidas tanto de las
muestras problema como de las diferentes diluciones de la albumina. Con estas
ultimas se elabord la curva patrén representandolas frente a sus correspondientes

concentraciones (expresadas en mg de proteina/mg de extracto).

El valor de la concentracidon correspondiente a cada muestra problema se

determino por extrapolacion de su absorbancia sobre la curva patrén.

3.2.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE

DODECIL SULFATO SODICO (SDS-PAGE).

La determinacién del perfil proteico del extracto obtenido se realizd mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio, en
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condiciones reductoras y con un sistema discontinuo, segun el método de

LAEMMLI (1970) modificado.

SOLUCIONES Y REACTIVOS (I)

PATRON DE PESOS MOLECULARES Y PRETENIDO (Biorad Ref.161-0372)
SOLUCION ACRILAMIDA/BIS-ACRILAMIDA 40% 29:1 (Biorad Ref.161-0146)
TEMED (Sigma Ref. T-9281)

PERSULFATO AMONICO (Biorad Ref. 161-0700)

GELES EN GRADIENTE 4-20% (Biorad Ref.161-1105)

SOLUCIONES Y REACTIVOS (lI)

Tampoén de muestra Tampén de electroforesis (pH 8,7-8,8)
Tris-HCI pH 6,8 62,5 mM Tris base 0,025 M
Glicerol 10% Glicina 0,19 M
Azul de bromofenol 0,0125% SDS 1%

SDS 2%

2-B-mercaptoetanol 5%

3.2.1. PREPARACION DE LA MUESTRA.

La muestra se preparé mezclando el extracto liofilizado con el tampdn de muestra,

a una concentracion de 4 mg de proteina del extracto liofilizado por ml de tampon.
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Se hirvié durante 5 minutos para provocar la reduccién de los puentes disulfuro y

tras su enfriamiento, los restos insolubles, se eliminaron por centrifugacion,

durante 5 minutos a 10.000 r.p.m.

3.2.2. PREPARACION DE LOS GELES.

La separacion de los componentes proteicos del extracto excretor-secretor larvario

se llevd a cabo en un gel con una proporcién de acrilamida del 12,5% a partir de

una solucidn de acrilamida/bis-acrilamida 40%, 29:1.

SOLUCIONES Y REACTIVOS

Acrilamida/Bis-Acrilamida
Agua destilada
Tris-HCL 1,5 M, pH 8,8

Tris-HCL 0,5 M pH 8,8

Gel separador al 12,50%
3,1 ml
4,3 ml

2,5 ml

Gel apilador al 4%

1ml

SOLUCIONES Y REACTIVOS (CONTINUACION)

SDS 10%

Persulfato amonico

TEMED

Gel separador al 12,5%
100 pl

75 ul

20 pl

Gel apilador al 4%

100 pl

75 ul

20 pl
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Las soluciones y reactivos para la elaboracion del gel se mezclaron en las
cantidades arriba indicadas. Una vez polimerizado, se procedié a la carga de la

muestra y posterior electroforesis.

La electroforesis se llevd a cabo a las siguientes intensidades en funcién de la

concentracion de acrilamida de los geles (DEL AGUILA et al., 1988):

- Gel apilador 250 mA

- Gel separador 30 mA

La duracién de la electroforesis fue de 10 minutos hasta que el frente penetré en el
gel separador y de 50 minutos hasta que la proteina de 25 kDa del marcador de

peso molecular alcanzo el frente del gel.

Terminada la electroforesis se procedié a la tincidn de los geles (tincion de plata)
para la visualizacion del perfil proteico del extracto, o bien, a la transferencia de las

proteinas a membranas inmovilizantes para realizar las pruebas inmunoquimicas.
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3.3.- ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2D).

La electroforesis bidimensional permite obtener una mejor resolucién de los

componentes proteicos de un extracto, ya que su separacidon se basa en dos

parametros, el punto isoeléctrico (pl) y el peso molecular de las proteinas.

SOLUCIONES Y REACTIVOS (I)

Tampon de solubilizacion

UREA 8M.

CHAPS 4%

ANFOLITOS pH 3-10 al 0,2%

AZUL DE BROMOFENOL al 0,0002%
Ditiotreitol (DTT) 50 mM

dH.0

Volumen final de 50 ml

24 g de urea disuelta en 25 ml de dH.O
29

250 pl de una solucion madre al 40%
100 pl de una solucién madre al 0,1%
385 mg

Ajustar a 50 ml

SOLUCIONES Y REACTIVOS (Il

Tampon de equilibrado
UREA 6M.

SDS 20%

Tris HCI 1,5 M pH 8,8
Glicerol 50%

dH20

Volumen final de 100 ml
3649

10 ml

3,3ml

40 ml

Ajustar a 100 ml

La primera dimension se realizé en geles con un gradiente de pH inmovilizado de

3 a 10 y de 7 cm de longitud. La muestra se prepard en tampdn de solubilizacién a

una concentracion de 300 ng de proteina por ml de tampon y se dispuso en la
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bandeja de isoelectroenfoque en un volumen final de 250 ul por tira de gel
utilizada. Tras una hora de incubacion para permitir la entrada en el gel de las
proteinas de mayor peso molecular, las tiras se cubrieron con aceite mineral y la

bandeja de isoelectroenfoque se conecto a la unidad Protean IEF Cell (Bio Rad).

Las condiciones de isoelectroenfoque fueron las recomendadas por el fabricante,
disponibles en: 2-D Electroforesis for Proteomics. A methods and product manual.

Bio Rad.

Antes de realizar la segunda dimension, es necesario equilibrar los geles con las
proteinas separadas por su punto isoeléctrico en tampones que contengan dodecil
sulfato de sodio, para permitir la solubilizacién de las proteinas. Para ello, cada tira
debe ser incubada durante 10 minutos y en agitacion en tampon de equilibrado
conteniendo ditiotreitol al 2%. De esta forma se consigue reducir los grupos

sulfidrilo de las proteinas.

Una segunda incubacion en tampdn de equilibrado conteniendo iodoacetamida al
2,5% alquilizara los grupos sulfidrilo, permitiendo asi que las proteinas se separen

unicamente por su peso molecular en la segunda dimension.

La segunda dimensién fue llevada a cabo en geles de acrilamida al 12,5% en

presencia de dodecil sulfato de sodio, en condiciones estandar.
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Terminada la electroforesis se procedié a la tincidn de los geles (tincion de plata)
para la visualizacién del perfil proteico del extracto o bien, a la transferencia de las

proteinas a membranas inmovilizantes para realizar las pruebas inmunoquimicas.

4.- ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MEMBRANAS

INMOVILIZANTES E INMUNODETECCION.

4.1.- ELECTROTRANSFERENCIA.

Las proteinas del extracto separadas por SDS-PAGE o por electroforesis 2D,
fueron electrotransferidas a membranas inmovilizantes de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) Immun-Blot® (ref.: 162-0174. Bio Rad), utilizando un sistema de
transferencia horizontal y semi-seco segun el método descrito por TOWBIN et al.,

(1979).

Antes de realizar la electrotransferencia se cambié la hidrofobicidad de la
membrana sumergiéndola unos segundos en metanol, un minuto en agua y dos

minutos en tampdn de transferencia.
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SOLUCIONES Y REACTIVOS

Tampon de transferencia

Glicina 39 mM

Tris HCI 48 mM

SDS 0,0375% (p/v)
Metanol 20%

Agua desionizada (ultrapura) Ajustara 11

Sobre la placa del anodo, se coloc6 una capa de papel Extra thick blot (Biorad Ref.
1703966) impregnado en el tampodn de transferencia. Encima del papel se coloco
la membrana, sobre ésta, el gel y por ultimo una capa mas de papel Extra thick

blot embebida en tampdn de transferencia.

Se cubrid con la placa-electrodo catodo y se aplicé un amperaje constante de 0,24

mA durante 45 minutos.

4.2.- INMUNODETECCION DE PROTEINAS TRANSFERIDAS A MEMBRANAS.

Las proteinas trasferidas a la membrana fueron inmunodetectadas por el método
de SHEN et al, (1988), con modificaciones para revelado con quimioluminiscencia
(ECL-plus Western Blotting detection System Ref.: RPN2132. Amersham

Biosciences).
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En primer lugar, se satur6 la membrana mediante incubacién con tampdn de
bloqueo [Tris Buffer Saline-Tween 20 al 0,1% (TBS-T)] para evitar uniones
inespecificas, tanto de inmunoglobulinas, como de conjugado inmunoglobulina-
enzima. El periodo de incubacion fue de una hora, en agitacion suave y a

temperatura ambiente.

Los restos de tampdn de bloqueo se eliminaron mediante tres lavados con TBS.

Para la determinacién de IgE especifica frente al extracto excretor-secretor de

larvas L2 de Toxocara canis, los sueros sin diluir de los pacientes, se incubaron

durante toda la noche a 4°C, en agitaciéon suave.

Para la determinacién de IgG frente al mismo extracto, los sueros se diluyeron

1:100 en TBS-T al 0,1% y se incubaron durante toda la noche a 4 °C, en agitacion

suave.

Tras este periodo se realizaron tres lavados, de 5 minutos, en tampén TBS, con

agitacion fuerte, para eliminar los anticuerpos no fijados.

Como anticuerpos secundarios se utilizaron:

- Inmunoglobulinas anti-IgE humana producidas en conejo y unidas a peroxidasa

(Ref.: PO295. DAKO A/S. Dinamarca) a una dilucién 1:10.000 en TBS-T al 0,1%.
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- Inmunoglobulinas anti-lgG humana producidas en conejo y unidas a
peroxidasa (ref.: PO214. DAKO A/S. Dinamarca) a una dilucion 1:100.000 en TBS-

T al 0,10%.

La incubaciéon con los anticuerpos secundarios fue de 1 hora a temperatura

ambiente y en agitacion suave.

Para eliminar el conjugado no fijado, se realizaron tres lavados de 5 minutos cada

uno con TBS-T al 0,1% y un ultimo lavado con TBS.

4.3.- REVELADO POR QUIMIOLUMINISCENCIA

Para el revelado por quimioluminiscencia se utilizo el Sistema ECL-plus Western
Blotting detection System (Ref.: RPN2132. Amersham Biosciences), siguiendo las

indicaciones del fabricante.

Los resultados se autorradiografiaron en peliculas Hyperfi™ ECL™ Amersham
LIFE SCIENCE. High performance chemiluminiscence film. (Ref.: RPN 2103H) en
una unidad de revelado Hypercassete™ Amersham LIFE SCIENCE. (Ref.: RPN

13642).
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SOLUCIONES Y REACTIVOS

ECL-plus Western Blotting detection System (ref.: RPN2132. Amersham Biosciences),
Kodak GBX Developer (ref.: 190 1859)

Kodak GBX Fixer (ref.: 190 0943)

El revelado de las peliculas se realiz6 de forma convencional en habitacién

oscura.

5.- DETERMINACION DE ATOPIA EN LA POBLACION DE ESTUDIO

Todas las determinaciones se realizaron automaticamente en un analizador de
enzimoinmunoensayo con lectura fluorimétrica (Unicap 100. Phadia AB, Uppsala,

Suecia).

Cada muestra fue evaluada frente a los siguientes alergenos unidos

covalentemente a la fase soélida (ImmunoCap™).

- Phadiatop® ImmunoCap™: se trata de una mezcla equilibrada de los alergenos
medioambientales mas relevantes que permite determinar la atopia en un
paciente. Es un analisis cualitativo en el que una respuesta positiva indica una

constitucidn atopica por parte del paciente.
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- x5 ImmunoCap™: Esta compuesto por la mezcla de alergenos procedentes de
la clara de huevo (f1), leche desnatada de vaca (f2), carne de bacalao (f3), granos

de trigo molidos (f4), cacahuete (f13) y semillas de soja (f14)

- Como anticuerpo secundario se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-IgE
humana conjugados a p-galactosidasa y producidos en raton (Ref. 10-9253-01.

Phadia AB, Uppsala, Suecia).

- Como sustrato para el revelado del analisis se utilizé 4-metil-umbeliferil-B-D-
galactosidasa al 0,01% vy la reaccion fue parada con carbonato sodico al 4% (Ref.:

10-9263-01. Phadia AB, Uppsala, Suecia).

El analizador previamente fue calibrado con una curva patron constituida por IgE
humana que incluia las siguientes concentraciones: 0,35; 0,7; 3,5; 17,5; 50 y 100

kU/I (Ref.: 10-9254-01. Phadia AB, Uppsala, Suecia)

Ademas, en cada ensayo se incluyeron dos Controles de la Curva (Ref.: 10-9408-

01. Phadia) para monitorizar la variabilidad del ensayo.

Brevemente los pasos del procedimiento automatizado son los que se describen a

continuacion:

Pag. 61



Material y Métodos

- Tras un lavado previo de la fase sdlida, 40 ul de cada suero de paciente fueron

incubados con los alergenos de interés durante aproximadamente 1 hora, a 37°C.

- Después de realizar un nuevo lavado para eliminar la IgE no especifica, se
afadieron por muestra analizada, 50 ul del anticuerpo secundario. Tras un periodo
de incubacién de aproximadamente 1 hora a 37 °C, el anticuerpo anti-IgE no unido

es eliminado con un tercer lavado.

- Por ultimo, se afadieron por muestra 50 ul del sustrato. Tras una incubacion de
15 minutos, la reaccion se detuvo con 600 pl por muestra de la solucion de

parada.

La lectura de los resultados fue realizada automaticamente por el analizador. Los
datos fueron almacenados en la aplicacion UDM (Phadia AB, Uppsala, Suecia)

para su analisis posterior.
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6.- DETERMINACION DE IgE TOTAL EN LA POBLACION DE

ESTUDIO

Las determinaciones se realizaron automaticamente en un analizador de
enzimoinmunoensayo con lectura fluorimétrica (Unicap 100. Phadia AB. Uppsala,

Suecia).

Los reactivos utilizados son los siguientes:

- Anti-IgE ImmunoCap™", anti-IgE unida covalentemente a la fase sdlida.

- Como anticuerpo secundario se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-IgE
humana conjugados a B-galactosidasa, producidos en raton (Ref. 10-9253-01.

Phadia AB, Uppsala, Suecia).

- Como sustrato para el revelado del analisis se utilizé 4-metil-umbeliferil-B-D-

galactosidasa al 0,01% y la reaccion fue parada con carbonato sédico al 4% (Ref.:

10-9263-01. Phadia AB, Uppsala, Suecia)
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El analizador previamente fue calibrado con una curva patrén constituida por IgE
humana que incluia las siguientes concentraciones: 2, 10, 50, 200, 1.000 y 5.000

kU/I (Ref.: 10-9252-01. Phadia AB, Uppsala, Suecia)

Ademas, en cada ensayo se incluyeron dos Controles de la Curva (Ref.: 10-9257-

01. Phadia) para monitorizar la variabilidad del ensayo.

Brevemente, los pasos del procedimiento automatizado son los que se describen a

continuacion:

- Tras un lavado previo de la fase sodlida, 40 ul de cada suero de paciente fueron
incubados con el ImmunoCap, unido covalentemente a la anti-IgE, durante

aproximadamente 1 hora, a 37°C.

- Después de realizar un nuevo lavado para eliminar la IgE no especifica, se
afadieron por muestra analizada, 50 pul del anticuerpo secundario. Tras un periodo
de incubacién de aproximadamente 1 hora a 37 °C, el anticuerpo anti-IgE no unido

es eliminado con un tercer lavado.

- Por ultimo, se afadieron por muestra 50 ul del sustrato. Tras una incubacion de

15 minutos, la reaccion se par6 con 600 pl por muestra de la solucidon de parada.
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La lectura de los resultados fue realizada automaticamente por el analizador. Los
datos fueron almacenados en la aplicacion UDM (Phadia AB, Uppsala, Suecia)

para su analisis posterior.

Se utilizaron como valores de referencia los suministrados por la casa comercial

Phadia AB, Uppsala, Suecia.

7.- DETERMINACION DE LA PROTEINA CATIONICA DEL

EOSINOFILO EN LA POBLACION DE ESTUDIO

Las determinaciones se realizaron automaticamente en un analizador de
enzimoinmunoensayo con lectura fluorimétrica (Unicap 100. Phadia AB. Uppsala,

Suecia).

Los reactivos utilizados son:

- ECP ImmunoCap™: anti-ECP unida covalentemente a la fase sdlida.

Como anticuerpo secundario se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-ECP
humana conjugados a [-galactosidasa, fabricados en raton (Ref. 10-9261-01.

Phadia AB, Uppsala, Suecia).
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Como sustrato para el revelado del andlisis se utilizé 4-metil-umbeliferil-B-D-

galactosidasa al 0,01% vy la reaccion fue parada con carbonato sodico al 4% (Ref.:

10-9263-01. Phadia AB, Uppsala, Suecia)

El analizador previamente fue calibrado con una curva patron constituida por ECP
humana que incluia las siguientes concentraciones: 2, 5, 15, 100 y 200 ug/l (Ref.:

10-9260-01. Phadia AB, Uppsala, Suecia)

Ademas, en cada ensayo se incluyé un control de la curva (Ref: 10-9278-01.

Phadia AB, Uppsala, Suecia) para monitorizar la variabilidad del ensayo.

Los pasos del procedimiento son los mismos que los descritos en el apartado

anterior para la determinacion de la IgE total, sustituyendo el anticuerpo

secundario por los anticuerpos anti-ECP conjugados a -galactosidasa.

8.- DETERMINACION DE EOSINOFILOS EN LA POBLACION DE

ESTUDIO

La determinacion de eosindfilos se realizd a partir de sangre total con anti-
coagulante mediante un contador de células Coulter Gen-S System-2

(Laboratorios lzasa).
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Se valoré una dilucién de sangre total en isotén y liquido hemolitico, midiendo el
numero de pulsos registrados en un osciloscopio. El liquido hemolitico, lisa los
glébulos rojos y el citoplasma de los leucocitos de forma que utiliza los diferentes

tamanos del nacleo de las células para diferenciar las poblaciones leucocitarias.

De alli, la muestra, pasa a una célula de flujo, donde por volumen, conductividad y

dispersion de un rayo laser se determina la formula leucocitaria.

Los valores normales son los inferiores a 500 eosindfilos / mm?®.

9.- DETERMINACION DE 19G ESPECIFICA FRENTE A LOS

ANTIGENOS DE EXCRECION-SECRECION DE LARVAS

INFECTANTES DE TOXOCARA CANIS.

Se determiné la IgG especifica frente a los antigenos de excrecidn-secrecion de
larvas infectantes de Toxocara canis mediante enzimoinmunoensayo (Ref.:

TcG096. Test-Line LTD. Clinical. Diagonostics. Republica Checa)

Las placas de microtitulacion estan sensibilizadas con los antigenos de excrecion-
secrecion de las larvas infectantes y como anticuerpo secundario se utilizd

inmunoglobulinas anti-lgG humana conjugadas a peroxidasa.
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El procedimiento fue realizado siguiendo las instrucciones del fabricante. Como
controles de la prueba y para determinar la positividad o negatividad de una
muestra, en cada placa se dispusieron un blanco cuya absorbancia fue siempre
menor de 0,15, tal y como indica el control de calidad de la prueba; un control
negativo, cuyos valores de absorbancia fueron siempre menores o iguales a 0,25;
un control que determina el valor del punto de corte con absorbancias entre 0,25 y

0,8 y por ultimo un control positivo cuya absorbancia fue siempre superior a 0,8.

La interpretacion de los resultados se realizé en base a los valores de absorbancia

que se obtuvieron para cada muestra y que fueron utilizados para calcular el

indice de positividad.

El indice de positividad (IP) viene determinado por la siguiente formula:

- |IP = (Absorbancia de cada muestra) / (Absorbancia media del punto de corte)

En funcion de este célculo los resultados se interpretaron de la siguiente manera:

indice de Positividad Interpretacion
Valores menores de 0,9 Negativo
Valores entre 0,9y 1,1 Indeterminado
Valores mayores de 1,1 Positivo
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10.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

El analisis estadistico de los datos se llevdé a cabo utilizando el programa de

estadistica GraphPad Prism 4 Version 4.03 para Windows.

A partir de los datos recopilados en las encuestas y de los resultados
experimentales obtenidos, se realizaron tablas de contingencia para estudiar la
relacion entre toxocariosis y los diferentes parametros analizados: edad, entorno,
sintomas declarados, atopia, eosinofilia, niveles de proteina catidénica en suero y

niveles de IgE.

La prueba estadistica utilizada fue la F de Fisher con un p < 0,05 y un intervalo de

confianza del 95%.

La comparacion entre las prevalencias entre toxocariosis de las poblaciones de
adultos y la infantil, se realiz6 mediante la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney que analiza la significacion estadistica entre las medianas de dos

distribuciones dadas.
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Con el fin de determinar los valores de normalidad de la Proteina Cationica del
Eosindfilo en nuestra poblacion de estudio, se utilizaron estadisticos descriptivos

de tendencia central y dispersion.
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La tabla 5 expresa la prevalencia de la atopia en las dos poblaciones estudiadas.
A pesar de las diferencias entre los dos grupos de poblacion (nifios de poblacién
general de Teruel y adultos donantes sanos de Elda, Alicante) los datos de dicha

prevalencia son muy similares con valores alrededor del 30%.

Tabla 5: Prevalencia de atopia en la poblacion estudiada.

POBLACION TAMANO MUESTRA PREVALENCIA DE ATOPIA
Adultos

(Donantes sanos) 312 0,32

Nifios

(Poblacién general) 655 0,30

Prevalencia = numero de casos en un momento dado/total poblacion en ese momento
Medida de la atopia: IgE especifica frente a alergenos comunes utilizando fases solidas de alergenos
multiples inhalantes (Phadiatop) y alergenos muliltiples de alimentos (clara de huevo, leche, bacalao,

soja, trigo y cacahuete).

Ya que la poblacion de adultos donantes sanos no fue susceptible de integrarse
en el estudio bajo el cuestionario general que fue aplicado a la poblacién infantil,
de este grupo tan solo se poseen datos de atopia y toxocariosis, por lo que todos
los demas parametros (IgE total, ECP, eosinofilia, entorno, contacto con perros y/o

gatos, inmigracion y sintomatologia) se refieren a la poblacion pediatrica.

Pag. 72



Resultados

El porcentaje de individuos que mostraron valores elevados de IgE, en la
poblacién infantil fue del 6% (tabla 6). Como se puede observar, la medicion del
fendmeno alérgico utilizando IgE total o IgE especifica origina porcentajes muy
diferentes. Parece ser que la prevalencia del 30% calculada en base a la
determinacién de la IgE especifica frente a alérgenos inhalantes y/o alimentarios

comunes, es la que mas se ajusta a la realidad actual.

Tabla 6: Porcentaje de la poblacion infantil con valores altos de IgE total

POBLACION TAMARNO MUESTRA FRECUENCIA DE INDIVIDUOS

CON VALORES ALTOS DE IgE

Ninos

(Poblacion general) 494 6%
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El 14,3% de los nifios incluidos en la poblacion pediatrica del estudio originaron
contajes de eosindfilos en sangre periférica, por encima de los valores normales

(tabla 7)

Tabla 7: Porcentaje de la poblacion infantil con eosinofilia

POBLACION TAMARNO MUESTRA FRECUENCIA DE INDIVIDUOS

CON EOSINOFILIA

Nifnos

(Poblacion general) 494 14,3%
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Los valores de la frecuencia de la poblacion infantil con valores altos de proteina
cationica del eosindfilo (ECP), se detallan en la tabla 8. Se puede observar que
hay una diferencia del 5% segun se tomen valores normales que se ajusten a

percentiles del 87% o del 91%.

Tabla 8: Porcentaje de la poblacioén infantil con valores altos de ECP

POBLACION TAMANO MUESTRA FRECUENCIA DE INDIVIDUOS

CON VALORES ALTOS DE ECP

Nifios (poblacion general)(*) 471 12,7%

Nifios(Poblacion general) (**) 471 17,4%.

(*) Considerando los valores normales por debajo 34 pg/l (media aritmética + 1 DE) correspondiente a

un percentil del 91%, en relacion con la poblacién de nifios no atépicos y sin anticuerpos anti-Toxocara.

(**) Considerando los valores normales por debajo de 29 ug/l (media geométrica + 1 DE)
correspondiente a un percentil del 87%, en relacién con la poblacién de nifios no atdpicos y sin

anticuerpos anti-Toxocara.

El analisis estadistico mediante la prueba de Fisher utilizando tablas de
contingencia 2x2, muestra que existe relacion entre los parametros de ECP y
eosinofilia (p = 0,017; IC = 95% utilizando valores normales de ECP de 29 ug/l y p

= 0,006; IC = 95% utilizando valores normales de ECP de 34 ug/l).
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La tabla 9 y la figura 10 muestran los datos estadisticos de las subpoblaciones

infantiles que nos permiten calcular los valores de normalidad de la ECP.

Tabla 9: Datos estadisticos de los valores de la ECP (ug/l) en funcion de los diferentes subgrupos de la

poblacion pediatrica (no atépicos, atdpicos, toxocariosis y poblacién normal*).

ATOPICOS TOXOCARIOSIS POBLACION NORMAL (*)

n 150 11 320

Media aritmética 27,4 48,7 16,8

Desvio estandar 32,2 54,4 17

Rango 2,3-177 14,5-200 2-134,2

95% percentil 96,2 1447 46,4

Media geométrica 18,09 34,6 11,9

Mediana 15,7 32 20,4

(*): Poblacion no atdpicos y no toxocariosis.

Asi mismo, el analisis estadistico mediante la prueba de Fisher, utilizando tablas

de contingencia 2x2, muestra que existe relacion entre los parametros de ECP y

atopia, independientemente del valor de normalidad que se tome (p = 0,0006, IC =

95%; utilizando valores normales de ECP de 29 pg/l y p = 0,001, IC = 95%,

utilizando valores normales de ECP de 34 ug/l).
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Figura 10: Distribucion de los valores de ECP (ug/l) en los diferentes subgrupos de la poblacién

pediatrica (atopicos, toxocariosis y poblacion normal*).

(*): No atdpicos y no toxocariosis
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Como se muestra en la tabla 10, la muestra de individuos con anticuerpos anti-
Toxocara, tanto en la poblacion de adultos como en la infantil es relativamente

baja, con frecuencias de 0,60% y de 1,70%, respectivamente.

El analisis entre las dos poblaciones, utilizando la prueba de Mann Whitney, no
mostro diferencias significativas (p = 0,779, IC = 95%), lo que significa que la
probabilidad de que existan anticuerpos anti-Toxocara en ambas poblaciones es

similar.

Tabla 10: Prevalencia de toxocariosis en la poblacion estudiada.

POBLACION TAMANO DE LA MUESTRA  PREVALENCIA DE TOXOCARIOSIS
Adultos (donantes sanos) 312 0,006
Nifos (poblacién general) 655 0,017

Prevalencia = numero de casos en un momento dado/total poblacion en ese momento
Medida de la Toxocariosis: IgG (ELISA) e IgE especifica (SDS-PAGE IgE Immunoblotting) frente a

antigeno ES de Toxocara canis.
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Los datos de prevalencia de la toxocariosis de las poblaciones de nifos,

segun

tengan mas o menos de 5 afos, o segun vivan en un entorno urbano o rural, se

muestran en las tablas 11 y 12 respectivamente. El analisis estadistico mediante la

prueba de Fisher, utilizando tablas de contingencia 2x2, muestra que no

existe

relacion entre la presencia de anticuerpos anti-Toxocara y la edad o el entorno de

los nifios. Los resultados fueron: p = 0,771; IC = 95%, al tener en cuenta la edad

de la poblacion infantil; y p = 0,755; IC = 95%, al referirnos al entorno de dicha

poblacion.

Tabla 11: Prevalencia de toxocariosis de la poblacion infantil en funcion de la edad.

POBLACION TAMANO MUESTRA PREVALENCIA
> 5 afos 356 0,014
< 5 afios 299 0,020

Prevalencia = niumero de casos en un momento dado/total poblaciéon en ese momento
Medida de la Toxocariosis: IgG (ELISA) e IgE especifica (SDS-PAGE IgE Immunoblotting)

antigeno ES de Toxocara canis.

frente a
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Tabla 12: Prevalencia de toxocariosis de la poblacion infantil en funcion del entorno.

POBLACION TAMANO MUESTRA PREVALENCIA
Urbano (> 20.000 Hab.) 419 0,014
Rural (< 20.000 Hab.) 236 0,021

Prevalencia = numero de casos en un momento dado/total poblacion en ese momento
Medida de la Toxocariosis: IgG (ELISA) e IgE especifica (SDS-PAGE IgE Immunoblotting) frente a

antigeno ES de Toxocara canis.
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El factor que representa el contacto con los hospedadores definitivos de Toxocara,
tampoco parece jugar un papel importante en la incidencia de la toxocariosis

humana (tabla 13).

El analisis estadistico mediante la prueba de Fisher, utilizando tablas de

contingencia 2x2, muestra un p = 1,000; IC = 95%.

Tabla 13: Porcentaje de toxocariosis de poblacién infantil en funcién del contacto con perros y/o gatos.

POBLACION TAMANO MUESTRA FRECUENCIA
Contacto positivo 106 1,00%
Contacto negativo 549 0,80%

Medida de la Toxocariosis: IgG (ELISA) e IgE especifica (SDS-PAGE IgE Immunoblotting) frente a

antigeno ES de Toxocara canis.
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Los datos de prevalencia de la toxocariosis pediatrica en poblaciones autdctonas y
de emigrantes, se muestran en la tabla 14. Aunque el porcentaje de poblacion
inmigrante que se estudié es relativamente bajo (5,3% del total de poblacion
infantil estudiada), se puede observar que la prevalencia en esta poblacion supera
en diez veces a la de la poblacion autéctona. El 5,3% de la poblacion (que
corresponde a la poblacién inmigrante) origina el 36,4% de los casos totales de

toxocariosis humana.

Tabla 14: Prevalencia de toxocariosis de poblacion infantil en funcion de la procedencia de la poblacion.

POBLACION TAMARNO MUESTRA PREVALENCIA
Autdctono (espafiola) 620 0,011
Inmigrantes (*) 35 0,114

(*): Poblacion compuesta por sudamericanos (n = 12, positivos = 2), magrebies (n = 13, positivos = 0) y
sujetos de paises del este (n = 10, positivos = 1).

Prevalencia = nimero de casos en un momento dado/total poblaciéon en ese momento

Medida de la Toxocariosis: IgG (ELISA) e IgE especifica (SDS-PAGE IgE Immunoblotting) frente a

antigeno ES de Toxocara canis.
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En el presente estudio, todos los casos de toxocariosis demostrados por serologia
fueron en individuos carentes de sintomas (tabla 15), no demostrandose relacién
entre la positividad de anticuerpos anti-Toxocara y la presencia de sintomas, en el

momento de realizar el estudio.

El analisis entre las poblaciones con sintomas y toxocariosis revelan una p =

0,3249; IC = 95%.

Tabla 15: Porcentaje de toxocariosis de poblacion infantil en funciéon de los sintomas que tenian en el

momento del estudio.

SINTOMAS TAMANO DE LA MUESTRA FRECUENCIA
Asintomaticos 475 1,7%
Respiratorios 64 0,0%
Oculares 6 0,0%
Neurologicos (epilepsia, ...) 4 0,0%
Otros (fiebre, ...) 106 4,7%

Prevalencia = niumero de casos en un momento dado/total poblaciéon en ese momento
Medida de la Toxocariosis: IgG (ELISA) e IgE especifica (SDS-PAGE IgE Immunoblotting) frente a

antigeno ES de Toxocara canis.
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La prueba de Fisher demuestra que las diferencias entre las subpoblaciones de
nifios con valores altos de ECP y con anticuerpos anti-Toxocara estan en funcion
de los valores de normalidad de la ECP (p = 0,155; IC = 95%, para valores de
normalidad de ECP de 34 y p = 0,005; IC = 95%, para valores de normalidad de
ECP de 29) (tabla 16). Esto quiere decir que existe una relacion entre las
poblaciones de nifios con anticuerpos anti-Toxocara y nifios con valores altos de

ECP, sélo cuando se considera el punto de corte a partir de 29 ugl/l.

Tabla 16: Porcentaje de toxocariosis de la poblacion infantil en funcién de los valores de la ECP.

ECP SERICA TAMANO DE LA MUESTRA FRECUENCIA
Valores altos (*) 82 7,3%
Valores normales (*) 389 1.2%
Valores altos (**) 60 5,0%
Valores normales (**) 411 1,9%

Medida de la Toxocariosis: IgG (ELISA) e IgE especifica (SDS-PAGE IgE Immunoblotting) frente a

antigeno ES de Toxocara canis.

(*).Considerando los valores normales por debajo de 29 pg/l (media geométrica + 1 DE) correspondiente

a un percentil del 87%, en relacién a la poblaciéon de nifios no atdpicos y sin anticuerpos anti-Toxocara

(**).Considerando los valores normales por debajo de 34 ug/l (media aritmética + 1 DE) correspondiente

a un percentil del 91%, en relacién a la poblacién de nifios no atdpicos y sin anticuerpos anti-Toxocara
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El porcentaje de nifios con anticuerpos anti-Toxocara que presentaron eosinofilia
se muestra en la tabla 17. El analisis estadistico mediante la prueba de Fisher,
utilizando tablas de contingencia 2x2, muestra que existe relacion entre niveles de

eosinofilia y presencia de anticuerpos anti-Toxocara.

El andlisis entre las poblaciones con recuentos altos de eosindfilos y toxocariosis

revelan una p = 0,002; IC = 95%

Tabla 17: Porcentaje de toxocariosis de la poblacién infantil en funcion de los valores de eosindfilos en

sangre periférica.

EOSINOFILIA TAMANO DE LA MUESTRA FRECUENCIA
Valores altos 77 7,8%
Valores normales 417 1,2%

Medida de la Toxocariosis: IgG (ELISA) e IgE especifica (SDS-PAGE IgE Immunoblotting) frente a

antigeno ES de Toxocara canis.
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El porcentaje de niflos con anticuerpos anti-Toxocara que presentaron valores
altos de IgE total se muestra en la tabla 18. El analisis estadistico mediante la
prueba de Fisher, utilizando tablas de contingencia 2x2, muestra que existe

relacion entre niveles altos de IgE total y presencia de anticuerpos anti-Toxocara.

El analisis entre las poblaciones con valores altos de IgE total y toxocariosis

revelan una p = 0,005; IC = 95%.

Tabla 18: Porcentaje de toxocariosis de la poblacion infantil en funcién de los valores de IgE total.

IgE TOTAL TAMANO DE LA MUESTRA FRECUENCIA
Valores altos 30 13,3%
Valores normales 402 1,7%

Medida de la Toxocariosis: IgG (ELISA) e IgE especifica (SDS-PAGE IgE Immunoblotting) frente a

antigeno ES de Toxocara canis.
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El porcentaje de nifios con anticuerpos anti-Toxocara que presentaron atopia se
muestra en la tabla 19. El analisis estadistico mediante la prueba de Fisher,
utilizando tablas de contingencia 2x2, muestra que no existe relacién entre atopia

y presencia de anticuerpos anti-Toxocara.

El analisis entre las poblaciones con valores altos de IgE especifica frente a

alergenos comunes y toxocariosis revelan una p = 1,000; IC = 95%.

Tabla 19: Porcentaje de toxocariosis de la poblacion infantil en funcién de la atopia (Medida por

Phadiatop y fx5).

ATOPIA TAMANO MUESTRA FRECUENCIA
Si 197 3,0%
No 458 1,1%

Medida de la Toxocariosis: IgG (ELISA) e IgE especifica (SDS-PAGE IgE Immunoblotting) frente a

antigeno ES de Toxocara canis.
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La tabla 20 muestra los resultados de los parametros principales incluidos en el

estudio, de los individuos que revelaron anticuerpos anti-Toxocara.

Tabla 20: Resultados de la poblacién que revelé anticuerpos frente al antigeno excretor-secretor de

Toxocara canis.

Edad~ Entorno® Contacto® Atopia® Eosinofilia> ECP® sIgE’ sIgG®
1 A u No No Nh Nh Nh +
2 A u No No Nh 22 + +
3 >5 R Si Si Normal Nh + +
4 >5 u Si Si Normal 18 Nh +
5 >5 U No No Aumentada 11 + +
6 >5 R No Si Aumentada 6 + +
7 >5 u Si Si Nh 37 + +*
8 <5 U Si No Normal 29 + +*
9 <5 R No No Aumentada 200 + +
10 <5 U No No Normal 32 + +
11 <5 R No No Aumentada 15 + +
12 <5 U No Si Aumentada 32 + +
13 <5 U No Si Aumentada 31 + +
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1. A: adulto; > 5: niflos mayores de 5 afios; < 5: niflos menores de 5 afios.

2. R: Rural; U: Urbano (< 20.000 habitantes).

3. Contacto directo con perros y/o gatos.

4, Atopia medida con Phadiatop y fx5. Los resultados positivos se refieren a la positividad de

cualquiera de las dos pruebas, y los negativos a la negatividad de ambas.

5. Se considera eosinofilia cuando los valores exceden de 500 eosindfilos / mm®.
6. Se consideran valores positivos los situados por encima de 29 mcg/l (87% percentil).
7. La IgE especifica frente a Toxocara canis se evalu6 mediante SDS-PAGE IgE

Immunoblotting con antigeno ES de L2.

8. La IgG especifica frente a Toxocara canis se evalué mediante SDS-PAGE IgG
Immunoblotting y mediante ELISA, utilizando antigeno ES de L2.

(*). IgG mediante ELISA: 1,0 (Borderline: valores entre 0,9 y 1,1). SDS-PAGE IgG Immunoblotting
negativo.

Nh. Determinacion no realizada.
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Figura 11: SDS-PAGE de los productos de excrecion-secrecion de larvas de segundo estado de

Toxocara canis en cultivo.

M: Marcador de pesos moleculares

ES: antigeno excretor-secretor de larvas L2

La figura 11 muestra la electroforesis (en condiciones reductoras) del antigeno ES
de larvas L2 de Toxocara canis. Se puede observar la presencia de 13 bandas
proteicas con pesos moleculares (PM) de 75, 65, 56, 53, 36, 35, 34, 29, 28, 26, 25,

23 y 14 kDa, respectivamente.
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Figura 12: Inmunotransferencia. SDS-PAGE del antigeno ES de larvas L2 frente a cada uno de los
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sueros con anticuerpos IgG y/o IgE anti-Toxocara canis. Para la deteccion de los anticuerpos fijados a la

fase sélida se utilizé conjugado anti-IgE (cadenas ¢).

Las cifras sobre cada calle indican el nimero de suero.

SN: suero negativo

La figura 12 muestra los perfiles de alergenos (componentes fijadores de IgE, de
naturaleza proteica) que revelaron cada uno de los sueros correspondientes a los

pacientes con presencia de anticuerpos anti-Toxocara.

No existe un patron de uniformidad que se pueda aplicar a todo el conjunto de los
sueros estudiados, aunque la mayor parte de ellos posee un patrén restrictivo en

el que se aprecian pocas bandas.
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El analisis de imagen de las inmunotransferencias muestra un total de 11
componentes fijadores de IgE que revelan pesos moleculares de 70, 63, 39, 36,

35, 34, 32, 26, 22, 21 y 19 kDa respectivamente (tabla 21).

Se puede observar que el 81% de los sueros (9 de 11) revelan alguna o todas las
bandas fijadoras de IgE que integran lo que el analisis de imagen define como un
triplete de componentes proteicos con pesos moleculares de 36, 35 y 34 kDa

respectivamente.

Tabla 21: Andlisis de imagen. Resultados de la innmunotransferencia

PACIENTE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
70 +
63 +
39 +
36 + + + + + + +

PM 35 + + + + + +

34 + + + + + +
32 + +
26 + + +
22 +
21 +
19 +
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La inmunotransferencia a partir de la electroforesis en dos dimensiones (2D)
muestra la heterogeneidad del triplete fijador de IgE de 34-36 kDa que aparece
como unica en la electroforesis unidimensional, y que el andlisis de imagen define

como un triplete.

El analisis de imagen de la inmunotransferncia IgE en dos dimensiones demuestra
la presencia de 14 alergenos dispuestos en dos rangos de pesos moleculares (34

a 42 kDa y 53-64 kDa respectivamente) (figura 13).
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Figura 13: A: Inmunotransferencia. Electroforesis en dos dimensiones del antigeno ES de larvas L2
frente a una mezcla de sueros (sueros 1, 2, 4 y 5) con anticuerpos IgE anti-Toxocara canis. Para la

deteccion de los anticuerpos fijados a la fase sélida se utilizé conjugado anti-IgE (cadenas ).

B: Representacion esquematica de la movilidad de los componentes alergénicos revelados mediante

electroforesis 2D.
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Valores de movilidad de los componentes alergénicos. (Electroforesis 2D).

Componente alergénico kDa pl
1 34-42 3,2
2 38 4,5
3 38 55
4 39 5,5
5 37 6,9
6 37 7,5
7 40 9,0
8 53 3,2
9 55 3,7
10 55 4,5
11 57 5,5
12 64 6,2
13 58 6,2
14 55 6,2
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Discusion

Existe el concepto de que el principal factor en el aumento de la incidencia de las
enfermedades alérgicas en los paises industrializados es la reduccién de las
enfermedades infecciosas en las ultimas tres o cuatro décadas, y que la presencia
de dichas infecciones durante la infancia juega un papel preventivo en la rinitis o el

asma (BACH, 2002; MEDEIROS et al., 2003).

A pesar de que los fendbmenos de hipersensibilidad mediados por IgE y las
infecciones parasitarias, principalmente las producidas por helmintos intestinales
poseen respuestas inmunopatolégicas que en muchos aspectos son muy
semejantes, no existe una evidencia clara de la posible relacion entre atopia y

parasitosis, ni si ambos fendmenos poseen una base inmunolégica comun.

Es un hecho universalmente aceptado que la prevalencia de la alergia esta
aumentando de forma considerable. Se considera que el 20% de la poblacion
mundial es atdpica, esto es, que tiene la capacidad de poder desarrollar sintomas
alérgicos que pueden provocar asma extrinseco, rinitis y/o conjuntivitis alérgica,
eccema atopico y anafilaxia. Se prevé que en la segunda mitad de este siglo, en
condiciones similares a las actuales, dicha prevalencia podria situarse alrededor

del 40-50%.
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Segun Gaig, realizando un analisis de prevalencia de la alergia mediante pruebas
cutaneas, consideran que el 21,60% de la poblaciéon espafiola adulta es alérgica

(GAIG et al., 2004).

En el presente estudio, tanto en la poblacién adulta como en la infantil, al evaluar
la atopia mediante la deteccidén de IgE especifica frente a alergenos multiples se
encontraron valores de prevalencia del 30%. En nuestro caso existe, por tanto,

una prevalencia de este fendmeno que esta por encima de la media espafiola.

Existen varios factores que podrian explicar este hecho, tales como las pruebas de
cribado que se han utilizado en este estudio y que difieren de las del trabajo de
GAIG et al., (2004). (En este estudio se utilizd la determinaciéon serica de IgE
especifica). El tipo de poblacion escogida para este estudio, la geografia y otros
posibles parametros que puedan influir en este tipo de resultados, aunque sin
duda alguna las principales diferencias entre ambos estudios es el método
elegido, y el hecho de que aqui se habla de prevalencia de atopia y no de alergia

(JOHANSON et al., 2001).

Desde el punto de vista practico, y a pesar de que se han descrito varios
parametros como potenciales marcadores diagndsticos de la enfermedad alérgica
en el laboratorio (histamina, proteina catiénica del eosindfilo, leucotrienos, etc.),

sin duda alguna, las pruebas que permiten la deteccién y cuantificaciéon de IgE
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total y IgE especifica en suero de pacientes, son las que han demostrado ser mas

fiables y resolutivas en el diagndstico in vitro de las alergias (AHLSTEDT, 2002).

En la actualidad, los marcadores inmunoloégicos son los que poseen mayor
capacidad para realizar screening, diagndstico precoz y predictivo de forma mas
precisa y fiable. Los parametros mas utilizados como métodos de cribado han sido
la cuantificacion de IgE total y de IgE especifica. Se ha demostrado ampliamente
que la IgE total muestra importantes limitaciones para cumplir los objetivos
especificados anteriormente, y en la actualidad se considera un marcador de poco

valor para tal objetivo.

En el presente estudio se ha podido demostrar que el porcentaje de la poblacion
infantil con valores elevados de IgE es tan solo del 6%. Este dato difiere
claramente de los datos de prevalencia de atopia de la poblacion general, y
apoyaria el hecho de que este parametro no seria de utilidad para medir la

prevalencia del fendmeno de hipersensibilidad mediado por IgE.

De las aproximaciones que se han evaluado para el cribado de la atopia o de las
enfermedades alérgicas mediadas por IgE, sin duda alguna la determinaciéon de
IgE especifica frente a alergenos multiples es la que ha referido valores predictivos

y de sensibilidad y especificidad mas adecuados (BROCK et al., 2000).
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Estudios realizados con alergenos multiples para el diagnostico de alergia
respiratoria infantil utilizando neumoalergenos o alergenos alimentarios ofrecen
una eficacia diagndstica muy alta, con valores de sensibilidad, especificidad y
valores predictivos por encima del 85%, siempre y cuando se elijan
adecuadamente los alergenos que deben de ser incluidos en la fase sdlida. El alto
porcentaje que resultd de los valores predictivos, en especial el valor predictivo
negativo (95%) asegura un escaso numero de falsos negativos (FIOCCHI et al.,

2004).

En un amplio estudio que incluyd poblacion de varios paises europeos, se
demostré la consistencia de este tipo de pruebas, y encontraron valores de
sensibilidad y especificidad por encima del 90% (PAGANELLI et al., 1998). Esto
demuestra de forma concluyente que el screening utilizando IgE especifica frente
a alergenos multiples, discrimina de forma clara y concluyente entre sintomas
mediados y no mediados por IgE en nifios de corta edad, y que un resultado

positivo podria predecir el desarrollo de la enfermedad alérgica mediada por IgE.

Por tanto, dando por validado el método de la determinacion de IgE especifica
frente a alergenos multiples como técnica para la evaluacion del fenémeno
atopico, deberiamos de considerar la prevalencia del 30% como un resultado
fiable de la prevalencia actual de atopia en los grupos incluidos en este estudio, y

que no se alejan significativamente de las expectativas de la prevalencia actual de
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la atopia en nuestro medio, de hecho, algunos autores dan cifras del 30 al 40% en

la prevalencia global de atopia de la poblacién espafiola (VEGA et al., 2000).

La toxocariosis es una parasitosis de distribucion mundial con una alta tasa de
infestacion, tanto en los paises en desarrollo como en los industrializados

(SCHANTZ, 1989; MAIZELS y ROBERTSON, 1991; MAGNAVAL et al., 2001-a).

En el hombre la infeccién por Toxocara puede llegar a provocar dafos importantes
tanto a nivel ocular, como del tejido nervioso u otros érganos, si bien en la mayoria
de los casos la clinica suele ser inespecifica y de poca gravedad. Esta
sintomatologia y su evolucion casi siempre autolimitada, hace que sea dificil
evaluar su prevalencia real, y por consiguiente el estudio de la misma se hace de
forma indirecta por medio de estudios seroepidemiolégicos evaluando la presencia

de anticuerpos anti-Toxocara.

Desde que DE SAVIGNY (1975) describié el método para el mantenimiento de
larvas L2 de Toxocara en cultivos in vitro como fuente de obtencion de antigenos
de excrecidn-secrecidon de esas larvas y su posterior aplicacion al serodiagnéstico
de la toxocariosis humana (DE SAVIGNY et al.,, 1979), la utilizacién del ELISA
para diagnostico individual de la toxocariosis asi como para la realizacién de
estudios seroepidemiolégicos se ha convertido en el método de eleccidén. Los

valores de especificidad (> 90%) y sensibilidad (= 80%) de esta técnica
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(DESPOMMIER, 2003) muestran una eficacia diagndstica mas que razonable para

estos objetivos.

En el presente estudio, utilizando ELISA con antigeno ES de larvas L2 de
Toxocara canis se demostré una prevalencia del 0,6% en la poblacion de adultos
donantes sanos de Elda (Alicante) y del 1,7% en la poblacion general infantil de
Teruel. El estudio estadistico demostré que las diferencias entre ambas

poblaciones no tenian significacion estadistica.

Tampoco hubo diferencias entre la prevalencia de seropositividad a Toxocara,
cuando se dividio la poblacién infantil en ninos mayores y menores de 5 afos. Las
caracteristicas de la infeccion humana por larvas L2, que le confieren una
capacidad autolimitante en la mayor parte de los casos, asi como la larga vida de
dichas larvas infectantes en el hospedador, hace que sea dificil conocer tanto la
actividad del parasito en un momento dado de la infeccion como el presente o

pasado de la misma (MAGNAVAL et al., 2001-a).

Los datos de la poblacion adulta de este estudio coinciden con los obtenidos en
Barcelona por PORTUS et al., (1989) quienes también evaluaron un grupo de

donantes sanos.
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Los datos de poblacion adulta obtenidos en Galicia por GONZALEZ QUINTELA et
al., (2006) y por FENQY et al., (1997) muestran datos de prevalencia mucho mas

altos, revelando porcentajes del 28% y del 23% respectivamente.

Las discrepancias encontradas entre este estudio y los de los autores citados
anteriormente, posiblemente reflejen las diferencias existentes en el tipo de
poblacién, y la frecuencia de factores de riesgo (variaciones geograficas contacto
con perros y/o gatos, sintomas, ambiente rural, etc.) a que estan sujetas cada una

de las diferentes poblaciones.

Los estudios de prevalencia de la toxocariosis en la poblacion infantil espafola
también muestran valores muy heterogéneos segun la region donde se realicen y
los factores de riesgo que se tomen en consideracion. Asi, los resultados
obtenidos sobre poblacién general infantii en Madrid (GUERRA et al., 1995;
FENOQOY et al., 1996); Tenerife (FENOY et al., 1996); Guipuzcoa (CILLA et al.,
1996); Barcelona (PORTUS et al., 1989) y Salamanca (CONDE et al., 1989);
muestran prevalencias de 1%, 0%, 4%, 0%, 3% y 8% respectivamente. En nuestro
estudio la prevalencia fue del 1,7%, correspondiendo a un porcentaje
relativamente bajo, que esta en cierta consonancia con los valores reportados en

los trabajos citados anteriormente.

En paises industrializados se puede observar que las tasas de prevalencia estan

generalmente por debajo del 10%. GIACCOMETTI et al. (2001) informan
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porcentajes del 8% en lItalia, STURCHLER et al. (1986) comunican un 5% en
Suiza, MATSAMURA y ENDO (1983) informan valores del 4% en Japodn;
HERRMANN et al. (1985) del 6% en USA; VAN KNAPEN et al. (1983) del 7% en
Holanda; KENNY y ALWRIGHT (1987) del 9% en Irlanda y NICHOLAS et al.

(1986) informan un 7% en Australia.

Por otra parte, los estudios de seroprevalencia de la toxocariosis realizados en
paises en desarrollo muestran en general, valores mucho mas elevados, en
numerosas ocasiones por encima del 30%. RADMAN et al. (2000) informa valores
del 39% en Argentina. ALONSO et al. (2004) comunican un 39% también en
Argentina. LYNCH et al. (1988) encuentra un 35% en poblaciones indigenas del
Amazonas, CANCRINI et al. (1998) informan entre un 27 y un 42% en Bolivia,
ESPINOZA et al. (2003) informan un 33% en Peru, ALDERETE et al. (2003)
informan un 38% en Brasil y CAMPOS et al. (2003) informan valores de un 2 a un

22% dependiendo de la condicién social de la poblacion de Brasil.

La prevalencia demostrada en el presente estudio esta claramente integrada entre

los paises industrializados de nuestro entorno.

Al analizar detalladamente la poblacién infantil del presente estudio en relacién a
la procedencia de la poblacién, observamos que la prevalencia en la poblacion
autoctona es del 1,1%, mientras que la prevalencia en los sujetos que conforman

la poblacion no autéctona (inmigrantes) es del 11,4%. Aunque la muestra de
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poblacién inmigrante es muy pequena (35 nifios), estas diferencias podrian por
una parte explicarse a través de las prevalencias de sus paises de origen o bien
por el factor de riesgo asociado al nivel socioeconémico tal y como demuestran

CAMPOS et al., (2003) o CILLA et al., (1996).

La teoria de la higiene argumenta que la existencia de infecciones durante la
primera infancia proporciona un estimulo a las células Th1 para que se efectue el
cambio inmunoldgico a partir de las células Th2, y que de esta manera se sigue

manteniendo la via Th2.

En modelos animales se ha podido comprobar que la infeccion helmintica protege
contra el desarrollo de la alergia y dicha proteccion esta mediada, al menos en

parte por la IL10 (WILLS-KARP et al., 2001; BASHIR et al., 2002)

No obstante y a pesar de los datos que apoyan esta teoria, existen otros en contra
que hacen que no exista una evidencia concluyente de que las infecciones
parasitarias protejan contra el desarrollo de la alergia. (HOLT et al., 2000; WEISS,

2000; LIU y MURPHY, 2003).

BELL (1996), propone que las reacciones alérgicas son una consecuencia
puramente patoldgica de la rotura del mecanismo homeostatico, que a su vez

desequilibra el mecanismo inmunoprotector que deriva de él.
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En el caso de Toxocara se han realizado diversos estudios que intentan evaluar la
relacion entre manifestaciones alérgicas o atopia e infeccién por este parasito,
demostrandose valores contradictorios. BUIJS et al., (1997), encuentran que las
manifestaciones alérgicas se expresan mas comunmente en nifios seropositivos a
Toxocara. GONZALEZ QUINTELA et al., (2006), demostraron que existia
asociacion entre atopia y la poblacién adulta seropositiva a Toxocara. Al contrario
SHARGAI et al., (2001), no encontraron relacion entre la presencia de anticuerpos

anti-Toxocara y asma.

En el presente estudio tampoco se encontré asociacion entre atopia y
seropositividad a Toxocara. SHARGAI et al., (2001) justifican estas diferencias con
BUIJS et al., (1997), por el hecho de realizar una técnica que ofrecia valores
mayores de especificidad y sensibilidad. En nuestro estudio la asociaciéon de la
determinacién de IgE especifica mediante inmunobloting al ELISA IgG con
antigeno ES de larvas L2, confiere a los datos de seroprevalencia mas
especificidad y sensibilidad que la técnica habitual de ELISA IgG utilizada por la

mayoria de los autores.

Por otro lado, si se encontrd asociacion entre niveles altos de IgE total y presencia
de anticuerpos anti-Toxocara. Estos resultados difieren de los descritos por BUIJS
et al., (1997), también en poblacién infantil. Segun BELL (1996), esto podria estar
en concordancia con el hecho de que la respuesta IgE policlonal frente a la

infeccidn por nematodos forma parte de la respuesta inmunitaria natural frente a
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parasitos helmintos, y en nuestro caso, la IgE total de la poblacién seropositiva a
Toxocara, podria ser un parametro que interfiera fundamentalmente en el
desarrollo inmunolégico de la respuesta frente a Toxocara, mas que un valor de

relacion con el fenédmeno atopico.

El contacto con perros y/o gatos no demostré ser un factor de riesgo relacionado

con la seropositividad de la poblacion infantil aqui estudiada.

Como cita OVERGAAUW (1997), el contacto con perros o gatos no se considera
un riesgo potencial de adquirir esta parasitosis. La manipulacion de tierra (suelo)
contaminada con huevos embrionados por nifios parece estar mas en

consonancia con el riesgo de adquirir la toxocariosis.

Las diferencias entre las poblaciones rural y urbana tampoco demostraron ser un
factor de riesgo en la seropositividad de nuestra poblacion a Toxocara. Por el
contrario, CONDE et al., (1989), en Salamanca, encontraron diferencias entre
estos parametros. No obstante, tal y como discuten BUIJS et al., (1997), es muy
probable que en poblaciones rurales y urbanas que tienen un parecido nivel

socioecondmico e higiénico-sanitario, estas diferencias sean minimas.

Como se ha comentado anteriormente, la mayor parte de las infecciones por
Toxocara cursan con sintomas minimos y no patognomonicos que pasan

desapercibidos. En el presente estudio la totalidad de los individuos seropositivos
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estaban asintomaticos o poseian sintomas claramente diferentes de los descritos
para las infecciones activas por Toxocara, por lo que en esta poblacion, la

sintomatologia no deberia considerarse como uno de los factores de riesgo.

Esta ampliamente descrita la asociacion entre los eosindfilos y la proteina
cationica del eosindfilo y atopia y enfermedades parasitarias (PREHN et al., 1998;
BEHM y OVINGTON, 2000; MEEUSEN y BALIC, 2002; DOMBROWICCZ vy
CAPRON, 2001), incluyendo la toxocariosis (FATTAH et al., 1986; GONZALEZ-

QUINTELA et al., 2006; MAGNAVAL et al., 2001-b; MAGNAVAL et al., 2002).

En este estudio se encontrdé una asociacion entre contajes altos de eosindfilos en
sangre y seropositividad a Toxocara, aunque se pudo observar que no todos los
individuos con anticuerpos anti-Toxocara tuvieron eosinofilia. BUIJS et al., (1997),
que encuentran unos datos similares a los nuestros, proponen que dependiendo
del momento de la infeccion (fase aguda, fase activa, fase cronica o fase
autolimitante) la migracion de los eosindfilos puede ser mas o menos activa, y eso
podria justificar la diversidad de los datos en la poblacién de individuos

seropositivos.

Algo similar pasa con los valores altos de la proteina catiénica del eosindfilo, que

también mostraron una buena relacion con la seropositividad a Toxocara.
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Al igual que con los eosindfilos, no todos los sujetos seropositivos mostraron
valores altos de proteina catidnica del eosindfilo. MAGNAVAL et al., (2001-b),
proponen que la utilizacion de este parametro, conjuntamente con la serologia,
aun cuando el contaje de eosindfilos en sangre sea bajo, es una herramienta

eficaz para distinguir entre toxocariosis activa y no activa.

Asumiendo esto, en nuestra poblacidn de nifios con anticuerpos anti-Toxocara

tendriamos 6 casos de larva migrans visceral (LMV) activa.

Para poder realizar los estudios relacionados con la proteina cationica del
eosindfilo, se tuvieron que analizar los valores de la poblaciéon infantil, a fin de
poder extraer los valores de normalidad que fueran mas consecuentes con la
funcién y las expectativas de dicho parametro. El analisis de la poblacion infantil
normal, en la que se excluia la poblacién atdpica y la poblacién seropositiva a
Toxocara, mostré valores medios de 16,8 y 11,9 segun se refiriesen a la media
aritmética o a la geométrica, respectivamente. Estos valores son mas altos que los

propuestos por FITCH et al., (1999) y NJA et al., (2001).

Cuando el punto de corte se establecié en el valor de la media geométrica mas
una desviacion estandar (29 pg/l), el analisis mostré que existia relacion entre la
proteina catidnica del eosindfilo y el contaje de eosindfilos en sangre periférica, asi

como entre dicha proteina y la atopia.
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Teniendo en cuenta esos valores de normalidad, que correspondian a un percentil
del 87%, también se pudo demostrar una relacion estadisticamente significativa
entre los valores altos de proteina catidnica del eosindfilo y los anticuerpos anti-

Toxocara.

Hasta la fecha, existen pocos trabajos que estudien la respuesta inmune humoral
frente a la infeccion por larvas de Toxocara en el hombre, analizando al mismo
tiempo anticuerpos de las clases IgE e IgG (GENCHI et al., 1988; MAGNAVAL et
al., 1992; UHLIKOVA et al., 1996; MAGNAVAL et al., 2002). La mayor parte de
ellos analizan la respuesta de la IgE especifica como apoyo al diagnéstico de la
toxocariosis, y algunos concluyen que la IgG especifica podria enmascarar la
respuesta de la IgE en un mecanismo competitivo por los mismos epitopos
(GENCHI et al., 1988) y que no existe correlacion entre IgG especifica e IgE
especifica en pacientes sintomaticos (UHLIKOVA et al., 1996). MAGNAVAL et al.,
(1992), concluyen que la IgE especifica es un parametro que se muestra
insuficiente en el serodiagndstico de la toxocariosis, aunque posteriormente
proponen la utilizacién de la IgE y la IgG especificas de forma conjunta para

obtener un diagndstico mas fiable (MAGNAVAL et al., 2002).

En el presente estudio los trece pacientes demostraron una respuesta dual IgG e
IgE especifica a los antigenos ES de las larvas de Toxocara canis, y la
incorporacion de la IgE especifica definié algunos casos que revelaron titulos

dudosos al medirlos por ELISA IgG.
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Aunque no se conoce cual es el papel de esta respuesta dual (anticuerpos IgG e
IgE) frente a antigenos de Toxocara, es probable que en aquellos pacientes en los
que la respuesta de la IgE anti-Toxocara sea evidente, la posible relacion con
fendmenos de hipersensibilidad frente a dichos antigenos también puede hacerse
evidente, de la misma manera que aparece en la anisakidosis (DASCHNER vy

PASCUAL, 2005).

Bajo este contexto, seria necesario conocer cuales de los antigenos de Toxocara
son capaces de inducir la sintesis de IgE especifica, para poder estudiar en
profundidad el posible fendmeno de la alergia relacionada con la infeccion de

Toxocara.

A pesar de que existen numerosos antigenos de Toxocara canis descritos
(MAIZELS et al., 2000; MAIZELS y LOUKAS, 2001), hasta la fecha no existe

ningun alergeno descrito o definido para esta especie (www.allergome.org;

www.allergen.orq).

En el presente estudio, mediante SDS-PAGE se pudo demostrar la presencia de
11 alergenos diferentes a partir del material de excrecidn-secrecion de las larvas
de L2 de Toxocara, de los que tres componentes de 34, 35 y 36 kDa se podrian
definir como alergenos mayores o relevantes ya que se expresan en mas del 50%

de la poblacién seropositiva.
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El analisis de esos componentes mediante electroforesis 2D reveld la presencia de
al menos 7 componentes de 34 a 40 kDa con un rango de pl muy amplio (4
componentes acidos, 2 neutros y 1 basico) y otros 7 componentes con pesos
moleculares de 53 a 64 kDa, todos ellos con pl en el rango de la acidez (pl 3,2-
6,2). Dado que la electroforesis 2D se revel6 a través de sueros que reaccionaban
solo frente a los alergenos del triplete, la aparicion de componentes de pesos
moleculares mas altos, que casi duplican o duplican los calculados en la
electroforesis en una dimension podria explicarse como la deteccion de dimeros o
agregados. De cualquier manera seria necesario realizar estudios mas

exhaustivos a este respecto para poder demostrarlo.

De las proteinas reveladas por la inmunotransferencia, la correspondiente al
triplete de 34-37 kDa definido mediante analisis de imagen, podria asociarse a la
proteina de 32 kDa definida por MAIZELS et al., (1984), que constituye el producto
mas abundante secretado por el parasito y que corresponde a una lectina 1 tipo C
(CT1) que podria ser utilizada por el parasito para la evasion de la respuesta
inmunitaria, dado que pertenece a la misma superfamilia de los receptores del
sistema inmunitario de los mamiferos como la selectina o el CD23. Ademas, se
han podido aislar otras lectinas tipo C de Toxocara que difieren en un 13-17% de
la secuencia de aminoacidos (MAIZELS y LOUKAS, 2001), y que podrian explicar

la heterogeneidad revelada por la electroforesis 2D.
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PAGE et al.,, (1991), mediante electroforesis 2D mostraron unos patrones de
proteinas muy similares a los de los alergenos encontrados en este estudio y
demostraron que dichos patrones eran muy diferentes a los de otras especies de
Toxocara (T. vitulorum) o a los de Toxascaris leonina. Esto estaria a favor de la
especificidad de la respuesta IgE especifica de los individuos protocolizados en el

estudio, frente a la infeccion por larvas de Toxocara canis.
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1.- En la poblacion seropositiva a Toxocara se han podido detectar 11
componentes alergénicos diferentes, de los cuales tres; de pesos moleculares 34,
35 y 36 kDa, pueden constituir alergenos relevantes por detectarse en mas del

50% de dicha poblacién.

2.- El analisis bidimensional de los componentes alergénicos que pueden constituir
alergenos relevantes (34-36 kDa) demuestra la presencia de siete componentes

protéicos diferentes.

3.- En todos los individuos de la poblacion seropositiva a Toxocara canis se pudo
demostrar la presencia de anticuerpos IgE e IgG especificos frente a los productos

larvarios de excrecion-secrecion.

4.- En nuestro estudio, la prevalencia de toxocariasis no esta significativamente
relacionada con la edad de la poblacion, con el entorno (urbano-rural), ni con el
contacto estrecho con animales (perros y/o gatos) que constituyen la fuente

primaria de infeccién.

5.- Se ha constatado la elevada seroprevalencia de toxocariosis en la poblacion

infantil inmigrante en relacion con la poblacién infantil autoctona.
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6.- En nuestro estudio se demostro la relacion estadisticamente significativa entre
valores altos de ECP (valor de corte a partir de 29 ug/l) y deteccién de anticuerpos

anti-Toxocara canis.

7.- Nuestros datos apoyan la relacidén existente entre la seropositividad a Toxocara

y recuentos altos de eosinofilos en sangre periférica.

8.- Se demostrd la relacion estadisticamente significativa entre niveles altos de IgE

total y presencia de anticuerpos anti-Toxocara.

9.- Se demostrd que no existe relacion estadisticamente significativa entre atopia y

presencia de anticuerpos anti-Toxocara.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

DE:
EBP:
ECP:
ELISA:
EPO:
ES:

pl:
PM:
PVDF:

RPMI:

Desviacion Estandar

Proteina Basica del Eosindfilo.
Proteina Catidnica del Eosindfilo.
Enzimoinmunoensayo.
Peroxidasa del Eosindfilo.
Antigénos de Excrecion-Secrecion.
Interferon Gamma.
Inmunoglobulina E.
Inmunoglobulina G.
Inmunoglobulina M.
Interleuquina.

Indice de Positividad.
Kilodaltons.

Estadio de larva Toxocara.

Larva Migrans Ocular.

Larva Migrans Visceral.
Electroforesis en Gel de Poliacrilamida.
Tampodn Fosfato Salino.

Punto Isoeléctrico.

Peso Molecular

Fluoruro de Polivinilideno.

Roswell Park Memorial Institute (Lugar donde fue disefiado)
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Abreviaturas

SDS:
TBS-T:

TEMED:

Th:
TNF-B:
2D:

Dodecil Sulfato de Sodio.

Tampodn Trisbase-Tween 20.

N, N, N’, N’-Tetrametiletilendiamina.

Linfocito T helper.
Factor de Necrosis Tumoral 3.

Electroforesis 2 Dimensiones.
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