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RESUMEN

OBJETIVO: Estandarizar la técnica ELISA para el diagnéstico de infeccion humana por Toxocara
canis con antigeno excretado-secretado preparado en nuestro medio. MATERIAL Y METODOS: Se
colectd huevos de T. canis y se les incub6 con formol (2%) a 28°C hasta obtener larvas de tercer
estadio, las que luego de ser liberadas fueron incubadas en RPMI a 37°C por 7 dias; se reemplazo el
medio por otro similar y almacen6 a -20°C. Se concentré el antigeno y se dos6 proteinas. Para la
técnica de ELISA se utilizé sueros de pacientes con toxocariasis y de nifios recién nacidos, como
controles positivos y negativos, respectivamente, diluidos desde ¥4 hasta 1/1024. Se sensibilizé pla-
cas de poliestireno con varias concentraciones de antigeno, utilizandose conjugado de peroxidasa e
IgG de carnero anti 1IgG humana y sustrato OPD. Se realizé lectura de absorbancia a 492 nm con
espectrofotometro (Multiskan plus labsystems), siendo el punto de corte el promedio aritmético de la
absorbancia de los sueros negativos mas 3 desviaciones estandar. RESULTADOS: La concentracion
optima del antigeno fue 50 ug/mL, la dilucién del suero 1/128, la dilucién del conjugado 1/1000 con
densidad 6ptica mayor a 0,241. CONCLUSIONES: La técnica de ELISA para diagnéstico serolégico
de infeccion humana por Toxocara canis podria ser utilizada en estudios epidemioldgicos en nuestro
pais. Queda pendiente la evaluacion de su eficacia en futuros estudios.
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ELISA TECHNIQUE STANDARDISATION FOR HUMAN TOXOCARIASIS DIAGNOSIS
SUMMARY

OBJECTIVE: To standardise ELISA technique for Toxocara canis human infection diagnosis by using
excreted-secreted antigen prepared in our country. MATERIAL AND METHODS: T. canis eggs were
collected by incubation with formalin (2%) at 28°C in order to obtain third stage larvae that were freed
and incubated in RPMI at 37°C for 7 days; the medium was replaced by a similar one and stored at -
20°C. Antigen was concentrated and protein dosage was made. Sera from patients with toxocariasis and
newborns were used as positive and negative controls by ELISA technique, dilutions ¥4 to 1/1024.
Polystyrene plates were sensitised with antigen in several concentrations and conjugated peroxidase
with horseradish 1gG, anti human 1gG and substrate OPD were used. Absorbance was read with
spectrophotometer (Multiskan plus labsystems) at 492 nm. Cut off point was determined by negative
sera absorbencies arithmetic mean plus 3 standard deviations. RESULTS: Antigen concentration was
50 ug/mL, sera dilution 1/128, conjugate dilution 1/1000 with optical density above 0,241.
CONCLUSIONS: ELISA technique for serologic diagnosis of human infection by Toxocara canis
could be used in epidemiological studies in our country. Its efficacy will be determined in future studies.
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INTRODUCCION

La toxocariasis es una enfermedad parasita-
ria accidental del ser humano, causada por un
nematode ascarideo del género Toxocara, sien-
do el Toxocara canis, parasito del perro domés-
tico, el que provoca infeccién humana con ma-
yor frecuencia (*®).

El Toxocara es un nematode cosmopolita,
cuya presencia y capacidad parasitaria al ser
humano han sido confirmadas en &areas de clima
templado y tropical de todos los continentes,
considerandose a los habitantes de é&reas
periurbanas y rurales con deficientes condicio-
nes sanitarias y que no desparasitan a sus
mascotas como poblacion de riesgo (*2).

El parésito desarrolla un ciclo intestinal en
los cachorros y un ciclo visceral en los anima-
les adultos, ocurriendo esto ultimo en alguna
forma en el ser humano cuando es infectado (*?).

La infeccion se adquiere facilmente, pues los
huevos pueden persistir como infectantes hasta
afios en suelo hiumedo y temperatura templada;
también soportan la desecacién por su cubierta
muy resistente (?). Luego de la ingestion acci-
dental de los huevos, se produce migracién de
las larvas a diferentes tejidos, causando hemo-
rragia, necrosis, reaccion inflamatoria
eosinofilica y eventualmente la formacion de
granulomas. Una gran proporcién de infeccio-
nes por T. canis es asintomatica (?). Los orga-
nos mas frecuentemente involucrados son higa-
do, pulmones, cerebro, ojos, corazén y muscu-
los esqueléticos (*2).

La larva migrans oftdlmica es la forma mas
frecuente (?*) y severa de la enfermedad, cau-
sando endoftalmitis (°); ésta puede ser confun-
dida con un tumor maligno conocido como
retinoblastoma (*°).

Leucocitosis y eosinofilia pueden permane-
cer como secuelas (?7). La respuesta
inmunoldgica puede ser intensa, los niveles de
anticuerpos permanecen altos durante varios
afios. Las isohemaglutininas anti A y anti B tam-
bién permanecen altas (%).

Voal. 64, N°1 - 2003

En el Pera, Guerrero, en 1975 (8), encontré
24% de 12 parques de Lima contaminados con
huevos de Toxocara sp. Garcia, en 1976 (°),
hizo un estudio de prevalencia de helmintos in-
testinales de perros de un distrito de Lima (San
Juan de Lurigancho), encontrando 27,7% en 112
animales estudiados. Cevallos, en 1991 (*9), en-
contr6 31,9% de perros parasitados con T. canis,
y en 8 de 10 parques de diferentes distritos de
la ciudad de Lima habia presencia de huevos de
Toxocara sp. También realizé un estudio
seroepidemiolégico con el método de ELISA y
encontr6 7,38% de positividad a una prueba de
inmunoensayo en 1023 sueros ().

En 1997, Miranda (*!) sefial6 en un estudio
retrospectivo 21 casos de toxocariasis diagnos-
ticados en Lima.

Estudios en otros paises muestran que es mas
dificil encontrar los huevos en arena (*?) que en
tierra fértil (**1%), con porcentajes variables en-
tre 15% a méas de 60%. Por lo que se debe con-
siderar la contaminacion en parques publicos
como un importante factor de riesgo. Ademas,
el consumo de verduras contaminadas también
debe ser tomado en cuenta (*"). Asimismo, re-
visando reportes de la frecuencia de infeccién
humana, encontramos que puede variar alrede-
dor de 40% (*¥-21), especialmente en zonas em-
pobrecidas.

Los estudios efectuados en el pais indican
gue la toxocariasis debe ser mas frecuente de lo
gue habitualmente ha sido indicada, pues el diag-
nostico directo es dificil de ser realizado en los
casos clinicos sospechosos (mediante biopsia);
de alli que la demostracion indirecta del parasi-
tismo mediante pruebas inmunoldgicas es im-
portante (%2:2%).

El diagndstico de esta patologia actualmente
se basa en la sospecha clinica, antecedentes de
geofagia y contacto con caninos, un cuadro cli-
nico compatible, leucocitosis y eosinofilia, la
cual no siempre existe (%2:2%).

Hasta el momento, la prueba de ELISA que
utiliza como antigeno el secretado-excretado de
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las larvas del parésito constituye una prueba de

alta confiabilidad en la literatura mundial
(16,22,24,25)_

El propdsito del presente trabajo es prepa-
rar antigeno excretado-secretado de larvas de
T. canis aisladas en nuestra institucion y con
este antigeno elaborar una prueba de ELISA
gue permita el diagnéstico apropiado en nues-
tro medio, tanto en casos clinicos sospechosos
como en estudios epidemiolégicos.

MATERIAL Y METODOS

Se preparé el antigeno segun el método de
Saving (?%), con algunas modificaciones:

- Obtencién de ejemplares adultos hembras
vivas de Toxocara canis a partir de necropsias
de canes menores de seis meses, provenien-
tes del Centro Antirrdbico de Chacra Rios
en Lima y otros capturados en comunidades
urbano marginales del Callao; también me-
diante la administracion de antiparasitarios a
perros mascotas. Con la finalidad de obtener
mayor cantidad de vermes, se infecté expe-
rimentalmente a perros menores de un mes
de edad, los que fueron mantenidos en el Ins-
tituto de Medicina Tropical “Daniel A.
Carrion” durante mas de 2 meses, para lue-
go ser sacrificados y obtener los parasitos
del intestino.

- Obtencion de larvas de Toxocara canis a par-
tir de las hembras adultas. Se diseco vermes
adultos hembras para obtener el Gtero y co-
lectar huevos, que fueron colocados en reci-
piente de vidrio con formol al 2% con tapa
de algodoén, por 30 a 40 dias a 28°C, agitan-
dolos por lo menos 1 vez al dia. Se logré la
formacion de embriones de los huevos, los
que fueron recolectados y lavados por
centrifugacion 3 a 4 veces, con agua destila-
da. Se procedi6 a la liberacion de las larvas
de tercer estadio; para ello se suspendi6 los
huevos en solucion de lejia al 5%, para re-
blandecer la membrana; luego se los coloco
en recipientes con perlas de vidrio, que fue-
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ron agitados periédicamente para facilitar que
las membranas se rompieran y se produjera
la liberacién de las larvas, las que fueron re-
cuperadas mediante la técnica de Baerman.

- Las larvas obtenidas previamente fueron co-
locadas en tubos conteniendo medio liquido
para cultivo celular RPMI (Sigma ©), con
antibiéticos (penicilina 1,000 Ul/mL y
estreptomicina 250 mg/mL), y fueron incu-
badas a 37°C durante 7 dias. Se observ¢ al
microscopio invertido cada 3 dias, para veri-
ficar la movilidad de las larvas y descartar
una posible contaminacion bacteriana y/o
fungica. Después de 7 dias, se centrifugo y
colectd el sobrenadante, se reemplazé el
medio en forma aséptica por otro volumen
de composicion similar al inicial y se repitio
el proceso de incubacién de la misma forma.
El medio liquido colectado, que contenia el
antigeno excretado-secretado o ES, fue al-
macenado a -20°C, hasta obtener un volu-
men de 200 mL, para luego concentrar el
material. Para ello, el antigeno fue colocado
en membranas de dialisis que fueron cubier-
tas con aquacil, durante seis a doce horas,
hasta retirar la mayor cantidad de liquido
posible. Luego se procedi6 a dosaje de pro-
teinas del material concentrado mediante el
método de Lowry.

- Se estandarizé la prueba de inmunoadsorcion
asociada a enzimas (ELISA) para detectar
anticuerpos de tipo IgG contra T. canis en
sueros de pacientes con toxocariasis, proce-
dentes del laboratorio del Hospital Calvo
Mackenna de Santiago de Chile, siguiendo
la metodologia descrita por Glickman y col.
(") con algunas modificaciones.

Se sensibilizé placas de poliestireno con po-
cillos de fondo plano con 100 uL de diferentes
concentraciones de antigeno ES de T. canis (de
6,25 a 100 ug/mL) diluidos en buffer o tampdn
carbonato—bicarbonato a pH 9,6. Se incubd a
4°C durante 18 horas.

Se lavo tres veces con 100 uL por pocillo de
una solucion de suero fisiolégico y Tween 20
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(0,05%), durante 5 minutos cada vez. Se blo-
queo los sitios de unién inespecificos con solu-
cion de tampén fosfato y albumina al 1% (PBS-
BSA) (100 uL), incubando a 37°C durante 1
hora. Se lavd siguiendo el procedimiento ya
descrito. Los sueros de referencia o controles
(positivos y negativos) fueron diluidos en PBS-
BSA en diluciones seriadas de 1:4 a 1:1024. Se
colocé 100 uL de cada dilucion en pocillos su-
cesivos y se incubd a 37°C durante 1 hora. Se
lavo como ya se ha descrito, se agreg6 100 uL
de conjugado de IgG de carnero anti IgG huma-
na y peroxidasa de rdbano picante a diferentes
diluciones (1:1000y 1:2000) y se incub6 a 37°C
durante una hora. Se lavé nuevamente, se afia-
dio 100 uL del sustrato orto-fenil-dietnolamina
u OPD 0,04% en tampodn citrato pH 5,0 y
peroxido de hidrégeno 0,03% y se incubo a tem-
peratura ambiente durante 30 minutos. Se detu-
vo la reaccién enzimatica con 100 uL de &cido
sulfdrico 2N, realizdndose la lectura de
absorbancia a 492 nm, utilizando un
espectrofotometro o lector de ELISA (Multiskan
plus labsystems).

La titulacion fue realizada mediante el méto-
do de tablero de damas; para ello se utilizo 8
muestras de suero de nifios recién nacidos y de
8 pacientes con diagndstico serologico de
toxocariasis, como controles negativos y positi-
Vvos, respectivamente. El objetivo era determi-
nar la mejor concentracion de antigeno para sen-
sibilizar las placas; ademaés, las diluciones
Optimas de suero y conjugado.

El valor de corte fue determinado por el pro-
medio aritmético de la absorbancia de las mues-
tras de sueros negativos mas 3 desviaciones
estandar.

RESULTADOS

Con respecto a la obtencién del antigeno,
luego de 7 dias del cultivo de las larvas de T.
canis al 5% en medio RPMI 1640 — Hepes, se
obtuvo material producto del metabolismo de
los paréasitos que, al ser concentrado 10 veces
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con azucar y/o aquacil, present6 valores de 19,9
mg/mL de proteinas.

Con relacion al ELISA, después de la titula-
cion, los mejores resultados se obtuvo al em-
plear antigeno ES a una concentracion proteica
en 50 pg/mL; la dilucion del suero fue 1/128 y
la del conjugado 1/1000.

Se determind el punto de corte en 0,241,
luego de promediar las lecturas de densidad
Optica de las diluciones de tres sueros negati-
vos menores a la dilucién de corte (1/128), sien-
do el promedio 0,052 y la desviacion estandar
de 0,063 DO. Los valores comprendidos entre
X+ 2DEy X+ 3DE (0,178 y 0,241) fueron
considerados como indeterminados.

DISCUSION

El diagndstico de toxocariasis humana se basa
en la deteccion de anticuerpos especificos anti-
Toxocara en humanos y animales en experimen-
tacion (%®2°). El método recomendado para el
diagnostico serolégico es el método de ELISA,
el cual es una prueba de alta sensibilidad y es-
pecificidad (?*24). Las placas fueron sensibili-
zadas con 50 pg/mL, teniendo resultados com-
parables con los del Laboratorio de Inmunologia
del Hospital Calvo Mackenna de Santiago de
Chile, que es considerado como centro de refe-
rencia.

La reactividad al antigeno de Toxocara en
sueros de pacientes con otras infecciones para-
sitarias ha sido reportada principalmente a la
causada por A. lumbricoides, neméatode que com-
parte antigenos comunes con Toxocara (?°-21:24.27),
No hemos evaluado sueros de pacientes que s6lo
tuvieran infeccion por A. lumbricoides. Para
disminuir la reactividad cruzada, se recomien-
da la adsorcion del suero a evaluar con antigenos
de A. suun (?°), hecho que no se realizé en el
presente trabajo y que se efectuara posterior-
mente.

Es importante completar este estudio evaluan-
do un mayor nimero de muestras de suero posi-
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tivo y negativo, para poder tener una mejor idea
de la eficacia de ELISA como método de diag-
nostico y/ tamizaje que, en caso de ser adecua-
da, permitiria su wuso en estudios
epidemioldgicos.

En conclusién, el cultivo de 7 dias con RPMI
— Hepes de larvas al 5% es un método de cultivo
que permite obtener material rico en proteinas y
antigeno, posible de ser empleado para realizar
pruebas serolégicas. En nuestro medio, el valor
de corte a emplearse debe de ser la densidad 6p-
tica mayor a 0,142 para la dilucion 1/128, toda
vez que diluciones menores no tienen carécter
discriminante entre los sueros positivos y nega-
tivos. La mejor concentracion de antigeno utili-
zado para la sensibilizacion de las placas es de
50 pg/mL. Debido a que no tenemos certeza de
las reacciones cruzadas y por el alto grado de
parasitismo por helmintos en nuestro pais, seria
conveniente realizar la adsorcion de los sueros
con antigeno de Ascaris suun antes de aplicar
ELISA. Queda pendiente la evaluacion de la efi-
cacia de la técnica en futuros estudios, antes de
recomendar su uso como método de diagndstico
y/0 tamizaje en nuestro pais.
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