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RESUMEN

Producida por Ascaris lumbricoides v por A. suum, la ascariasis pulmonar se diagnodstica mediante reacciones
serologicas, para lo cual la calidad y disponibilidad del antigeno resulta ser un aspecto importante. En la presente
investigacion se determind la eficacia de la técnica de ELISA-IgG indirecta usando antigenos del liquido
seudocelomico (LSAs) de A. suum para el diagnostico de la ascariasis pulmonar en Mus musculus machos BALB/c.
El LSAs se extrajo de ejemplares hembras de A. suum obtenidas de cerdos naturalmente infectados; de estas mismas
se obtuvieron huevos, los cuales fueron incubados in vitro en una solucion de formol al 2% hasta lograr su condicion
de infectivos, los cuales (3200/raton) fueron administrados oralmente a fin de lograr la infeccion experimental. Los
sueros se obtuvieron a los 15 dias post infeccion. Para la técnica se utilizo: 15.82ug/mL del LSAs, los sueros diluidos
1/200 y el conjugado Anti-Mouse IgG (1/1500) (BioRad). Se encontré el 90% de sensibilidad de la técnica ELISA-
IgG indirecta utilizando LSAs y sueros de M. musculus BALB/c infectados experimentalmente con larvas de A.
suum.
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ABSTRACT

Produced by Ascaris lumbricoides and A. suum, pulmonary ascariasis is diagnosed by serological reactions, for
which the quality and availability of the antigen appears to be an important aspect. In the present study the
effectiveness of the technique was determined using indirect ELISA-IgG antigens seudocelomico fluid (LSAs) of A.
suum in the diagnosis of pulmonary ascariasis in male Mus musculus BALB/c. The LSAs were extracted of A. suum
females obtained from naturally infected pigs; of the same females were obtained eggs, which were incubated in
vitro in a solution of 2% formalin to achieve its infective condition, then the eggs (3200 / mouse) were administered
orally to achieve the experimental infection. Sera were obtained at 15 days post infection. For the technique
performed: 15.82 ug/mL of LSAs, 1/200 diluted sera and the anti-mouse IgG conjugate (1/1500) (BioRad) was used.
It was found 90% sensitivity of the indirect IgG ELISA using sera LSAs and M. musculus BALB / ¢ experimentally
infected with A. suum larvae.
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INTRODUCCION

La ascariasis es considerada como la infeccion parasitaria mas comun en los seres humanos; Ascaris, el
agente causal, parasita cerca de 1,4 billones de personas en el mundo -aproximadamente una cuarta parte
de la poblaciéon mundial- y la mayoria de las infecciones se produce en paises en vias de desarrollo, con la
mayor morbilidad en niflos y mujeres embarazadas!-23. En nifios en edad escolar, esta infeccion esta
asociada con pobre estado nutricional y anemia, que es motivo de preocupacion ya que incrementa el
riesgo de mortalidad#5.

La ascariasis en humanos se presenta bajo dos formas clinicas: la intestinal, causada por las formas
adultas de A. /umbricoidesy la pulmonar producida por las formas larvarias (L3) tanto de A. lumbricoides
como de A. suun?s¢, El diagnostico de la primera se realiza por la observacion de huevos del agente
etioldgico, tanto fértiles como infértiles, en examenes copropasitologicos® y de la segunda por métodos
serologicos que tienen gran utilidad para apoyar el diagnodstico clinico, que en ocasiones se presenta
asociada a alergias, y para efectuar estudios epidemiologicos?:8:9.10,

A pesar de que la ascariasis intestinal se presenta con elevada frecuencia y lo mismo se puede decir de la
pulmonar, no se cuenta con una prueba de ELISA estandarizada, tal como ocurre con otras helmintiasis
como por ejemplo la cisticercosis!!-1213, mas bien, se han hecho estudios para la posible aplicaciéon de la
técnica de Western blot utilizando diversos tipos de antigenos!4!5. Uno de ellos es, el liquido
seudoceldomico que ha demostrado tener elevada capacidad antigénica, ser de fécil accesibilidad, obtenerse
en elevadas cantidades respecto de otro tipo de antigenos, incluso de formas adultas del parasito
muerto!6:.17

Considerando la elevada prevalencia de la infeccién por Ascaris, tomando en cuenta que no existen
investigaciones ni métodos diagnoésticos orientados a la deteccion de la ascariasis pulmonar, que precede a
la intestinal; por ello se propone la bisqueda de métodos alternos que permitan realizar un diagnéstico
eficaz de dicha infeccion. Diversos autores han evaluado la utilizacion la técnica de ELISA para
deteccion de anticuerpos contra diversos helmintos en sueros, observando buena correlacion entre los
resultados seroldgicos y parasitologicos!!1213. Sin embargo, uno de los problemas que se pueden
presentar al utilizar estas técnicas tan sensibles, es que ocurran reacciones inespecificas cuando se
usan extractos crudos del parasito. El objetivo del presente trabajo fue determinar la sensibilidad de la
técnica de ELISA usando los antigenos del liquido seudocelomico de A. suum en el diagndstico de la
ascariasis pulmonar experimental en Mus musculus cepa BALB/c, con la finalidad de obtener una técnica
de diagndstico con un antigeno de facil acceso, cuando se presenten sintomas pulmonares.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de ejemplares hembras adultas de A. suum

Del intestino de Sus acrofa “cerdo” beneficiados en el Camal Municipal de El Porvenir (Trujillo, Pera)
se recolectd 10 ejemplares hembras adultas de A. suum, las cuales se colocaron en placas de Petri con SSF
0,85% y lavadas, tres veces por aproximadamente 5 minutos cada vez, antes de ser colocadas en un termos
conteniendo la misma solucidn, tibia los cuales fueron trasladados al laboratorio de Helmintologia
Parasitaria de la Universidad Nacional de Trujillo.

Recoleccion y conservacion de liquido seudocelomico!”

En un ambiente estéril se realizo la extraccion del liquido seudoceldomico con la ayuda de una jeringa de
tuberculina de ImL. Se introdujo la aguja en la parte posterior de los ejemplares A. suum hembras entre el
ano y la parte final, a fin de extraer el liquido el cual fue depositado en viales hasta un volumen
aproximado de 1 mL/vial y se conservo a -20°C hasta su posterior uso.



Obtencion de huevos infectivos de A. suum!617

De los ejemplares hembras de A. suum se separd los tteros en placas de Petri, luego, con ayuda de un
estilete se rompi6 las paredes del ttero con el propdsito de liberar a los huevos. Los huevos obtenidos
fueron lavados tres veces con SSF estéril y colocados en tubos con tapa rosca conteniendo una solucion de
formol al 2% durante 30 dias, cambiando la solucion diariamente hasta obtener los huevos infectivos
(huevos con Larva 2).

Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas del liquido seudoceldmico se determind por el método colorimétrico de
Bradford!s.

Infeccion experimental en M. musculus

Al grupo control de 20 ejemplares de M. musculus cepa BALB/ ¢ no se les sometio a ningun estimulo.
Mientras que al grupo experimental se inoculd por via oral 3200 huevos infectivos de A. suum en 0,12mL
de SSF.

Obtencion del suero hiperinmune!?

A las dos semanas de la administracion oral de los huevos infectivos se extrajo sangre de cada ejemplar
por puncion cardiaca de ambos grupos de ratones, se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos para
obtener el suero inmune. Se coloco el suero en viales y se conserva a -20°C hasta el momento de su
procesamiento.

Técnica de ELISA®

Se hizo la técnica de ELISA-IgG indirecta, del modo siguiente: (i) las placas de poliestireno en pocillos
de fondo plano se sensibilizaron con 50uL de liquido seudocelomico (15.82 ug/ mL) de A. suum, (ii) se
incubaron a 4°C durante 18 horas, (iii) se lavd tres veces con S0uL por pocillo de PBS (pH 7.26) y Tween
20(0,05%), durante 5 minutos cada vez, (iv) se bloquearon los sitios de union inespecificos con 50uL de
leche en polvo (2.5%) diluida en PBS (pH 7.26) y Tween 20(0,05%), (v) se incubo a 37°C durante 1 hora,
(vi) se lavo de modo similar a como se hizo en el paso iii, (vii) se agreg6 el suero (1/200) problema en
volumen de 50 uL e incubar a 37°C por 1 hora, (viii) se lavé de modo similar a las anteriores, (ix) se
agrego6 el conjugado Anti-mouse IgG —BioRad- (1/1500), (x) se incub6 a 37°C durante 1 hora, (xi) se lavo
nuevamente y se agregd 50 uL del sustrato ODP 0,04% en tampon citrato a pH 5,0 y perdoxido de
hidrogeno 0,03%, (xii) se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos y (iii) se detuvo la reaccion
enzimatica con 50uL de 4cido sulfurico 2N y se realizo la lectura de la absorbancia a 492 nm usando
lector de ELISA (Perkin-Elmer) .

Para determinar la sensibilidad se tuvo en cuenta los verdaderos positivos y los falsos negativos2©.

RESULTADOS

Se encontrd una concentracion de proteinas de 4050 ug/mL y la observacion de las placas en el lector de
ELISA a una adsorbancia de 492 nm mostréd nueve reactivos de los 10 probados; en consecuencia: la
técnica de ELISA-IgG indirecta mostré una sensibilidad del 90% para detectar anticuerpos producidos en
la fase pulmonar de la ascariasis, con los antigenos del liquido seudocelémico de A. suum.

DISCUSION

Los geohelmintos, dentro ellos la ascariasis intestinal, son entidades ampliamente estudiadas y, producto
de ello, se conocen las prevalencias en diferentes paises, se tiene referencias de su distribucion global y se
tiene en cuenta respecto de las consecuencias en el nifio y madres gestantes parasitados!?2345; sin
embargo, la ascariasis pulmonar, que precede a la intestinal, no es totalmente conocida. Una de las razones
es, que tiene dos agentes etioldgicos: A. /umbricoides y A. suum, de las cuales la primera continua su
ciclo en el intestino (da lugar a la ascarias intestinal) mientras que la segunda no. Entonces, los métodos
parasitologicos tradicionalmente utilizados permiten demostrar la presencia del parasito, por la deteccion
de sus huevos; sin embargo, presentan algunas limitaciones en tres circunstancias, por lo menos: (i)



cuando el parasito aun no produce huevos, (ii) cuando el parasitrismo es causado sdélo por ejemplares
machos y (iii) cuando las larvas pulmonares no corresponden a A. /fumbricoides.

Es pertinente, entonces, proponer una técnica que permita el estudio de la ascariasis pulmonar que se
asocia a trastornos inherentes a la condicion infectada de este 6rgano y a reacciones alérgicas, tanto en
paises en vias de desarrollo como en los desarrollados3%.10, La técnica de ELISA resulta ser la primera que
surge en plantearse para ello porque: (i) presenta elevada sensibilidad, de modo que resulta de gran
utilidad sobre todo para los casos negativos porque permite descartar de plano, la infeccion por Ascaris,
(i1) se cuenta con materiales y equipos necesarios para su ejecucion y (iii) presenta variables en cuanto al
tipo de anticuerpoa detectar y si es directa o indirecta!®-20, por lo que ha sido disefiada y evaluada para el
diagnostico de enfermedades de impacto negativo para la salud como son la cisticercosis, hidatidosis y
triquinosis!!-12.13,

Se ha evaluado el uso de la técnica de ELISA para deteccion de anticuerpos IgG contra helmintos,
obteniendo buenos resultados. Sin embargo, uno de los problemas que se pueden presentar al utilizar
técnicas tan sensibles, es que ocurran reacciones inespecificas cuando se usan extractos crudos del
parasito. En el diagnostico seroldgico para la infeccion por A. suum se utilizan antigenos somaticos, de
excrecion- secrecion y de superficiel4 15,

El estudio de la composicion antigénica de diferentes extractos de A. suum, permitié comprobar la
naturaleza antigénica compleja del liquido seudocelomico. Diversos autores consideran que el mayor
alérgeno de este helminto es ABA-1(presente en el liquido seudocelémico)!®, que presenta homologia con
el antigeno TBA-1 de T7oxocara canis pero no revela ninguna similitud evidente con cualquier otra
proteina de nematodos!”.

La elevada sensibilidad obtenida en el presente estudio demuestra que algunos de los anticuerpos
generados debido a la infeccidon por el parasito, fueron especificos contra los antigenos del liquido
seudocelomico de A. suum. Esto permite afirmar que en futuras investigaciones podria ser posible utilizar
como fuente de antigenos al flido seudocelomico, en reemplazo de los antigeos somaticos, de superficie,
de excrecion-secrecion o totales, porque: (i) son mas faciles de obtener, (ii) se adquierern en menor
tiempo, (iii) se obtienen en buenas cantidades de ascaris vivas y muertas recientemente y (iv) presentan
elevadas concentraciones de proteinas y has demostrado ser altamente antigénicas!®!7. Sin embargo, se
debe evaluar la sensibilidad utilizando sueros de personas parasitadas en nimero adecuado, ya que por
limitaciones de diversa indole en la presente investigacion se examinaron pocos sueros, y dado el caso, la
especificidad de dicha técnica utilizando sueros de personas con otras enfermedades.

CONCLUSION

e La técnica de ELISA, usando los antigenos del liquido seudocelomico de Ascaris suum, presenta una
elevada sensibilidad en el diagnostico de la ascariasis pulmonar experimental en Mus musculus
machos BALB/c.
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