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1.-RESUMEN

La anisakidosis es una enfermedad parasitaria causada pok.Ja
ingestion accidental de larvas de nematodos pertenecientes a | O?Ji;
Anisakidae. La infeccién se adquiere tras la ingestion daf\;pescado
parasitado crudo o poco cocinado (Sakanari y McKerrow ). Segln
su localizacidn, la anisakidosis se divide en gastrica, i al o ectdpica
(Ishikura y col., 1993). Sin embargo, debido a é( an variedad de
manifestaciones gastrointestinales que produc@aha enfermedad, la
mayor parte de las veces es mal diagnosticada.

Si bien las técnicas inmunoldgi permiten determinar la
presencia de anticuerpos especificos a los diferentes parasitos, la
introduccion de técnicas extremate sensibles, como el ELISA, no
evita la presencia de anticuerp@ue presentan reactividad cruzada, la
cual es especialmente ingken la anisakidosis, cuando se utiliza
antigeno total larvario de Anisakis simplex como materia prima. Con el
fin de mejorar la e &;idad y sensibilidad de las técnicas para el
diagndstico de | &dosis humana, hemos desarrollado un método de
cromatograﬁa@ finidad para la purificacion de antigenos especie-
especifico as larvas de tercer estadio de A. simplex, realizando la
posteri Qoracién de la sensibilidad y especificidad del antigeno
puri ic;K:obre sueros humanos de pacientes previamente diagnosticados

&%ﬁsibilizacién a Anisakis mediante técnicas de ELISA, western-blot y

eba cutanea prick test.
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SUMMARY

Anisakidosis is a human disease caused by the ingestion of Iaﬁ?al
nematodes from the family Anisakidae. The infection is ach@_e}! by
eating raw seafood or undercooked fish and squid (Sakanari &Rerrow

1989). Anisakidosis is divided into gastric, intestin d ectopic
(Ishikura et al. 1993). Due to the vagueness of the SZ s, this disease

is often misdiagnosed.
The immunodiagnostic methods can d&ate the presence of
specific antibodies against different parasites, ough, the introduction

of sensitive techniques, such as ELISAXdid not avoid the presence of

antibodies that provoke cross-reacti which are very high in the

anisakidosis disease, when the Ant simplex larval crude extract was
used as reactive. In order to i -e the specificity and sensitivity of the
techniques for the huma kidosis diagnosis, a method of affinity
chromatography for the'tqusification of species-specific antigens from A.

simplex third sta@fﬁé has been developed, valuing the sensitivity and

the specificity o urified antigen using sera from patients, previously

ick test.

diagnosed nlsakis sensitisation, by ELISA techniques, western-
blot, and ; ri
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2.-INTRODUCCION

Uno de los aspectos fundamentales para el diagnostico de=las
infecciones parasitarias es el uso de antigenos adecuados garas el
desarrollo de inmunoensayos especificos y sensibles. ES esulta

particularmente complicado en el caso de las infecciones sematodos
debido a la elevada reactividad cruzada existente entre distintos parasitos
de este grupo. {(

El diagnostico de la anisakidosis ta particularmente

dificultoso debido a que dicha parasitacion, aI@)oder ser diagnosticada
por ensayo coprologico debido a la ause Tangel parésito en heces, suele
ser confundida con numerosos desor %

Ohtaki, 1989; Ishikura, 1990). Un le y definitivo diagnostico podria

gastrointestinales (Ohtaki y

basarse en las caracteristicas mﬁg}égicas de la larva de Anisakis cuando
ésta es expectorada por eg?iénte 0 extraida del estomago mediante

endoscopia, (Sakanari y_col’ 1988). Pero en la actualidad, existen gran

cantidad de casos engonde la larva, o bien no se localiza en el estomago
otros lugares extragastricos o, por el contrario, se
encuentra deg siendo imposible, por tanto, su identificacion.

Si Rﬁ" las técnicas inmunoldgicas permiten determinar la
presenci anticuerpos especificos frente a los diferentes parasitos, la
intrgduccion de técnicas extremadamente sensibles, como el ELISA, no

v%‘la presencia de anticuerpos que presentan reactividad cruzada, la
| es especialmente intensa en la anisakidosis, cuando se utiliza
antigeno total larvario de A. simplex como materia prima para la

determinacion de los niveles de IgE especifica en pacientes con sospecha



de anisakidosis, bien sea por CAP System, immunoblot o prueba cutanea
(prick test), debido a la elevada proporcion de falsos negativos qu?ﬁg

detectan (Lorenzo y col., 2000). (.-_)
Del mismo modo, las larvas de Anisakis puede Iginar
manifestaciones de hipersensibilidad inmediata mediad I IgE en

pacientes previamente sensibilizados a dicho parésito, do las larvas
son ingeridas accidentalmente al consumir g;o parasitado,
habiéndose detectado en Espafia varios casos de @aria, angioedema y/o
choque anafilactico (Fraj Lazaro 1998; 1995b; 020 1996)

Por ello con el fin de mejorar Ig@ﬂcidad y sensibilidad de las

técnicas para el diagnostico de isakidosis humana, hemos
desarrollado un método de croma a de afinidad para la purificacion
de antigenos especie-especific{‘qe las larvas de tercer estadio de A.
simplex, realizando su pos%?aloracién tanto de la sensibilidad como
de la especificidad del_antfgeno purificado sobre sueros humanos de

pacientes previame diagnosticados de sensibilizacién a Anisakis

mediante técnica ISA, western-blot y prueba cutanea prick test.
3.- MATERI ‘METODOS EMPLEADOS

3.1.- Obtencign de larvas de tercer estadio (L3) de Anisakis simplex y
de adu Ascaris suum y Toxocara canis.

Las L3 de Anisakis simplex fueron extraidas manualmente a partir

%caladillas (Micromesistius poutassou), destinadas al consumo

mano. Se lavaron tres veces en solucion salina estéril y se conservaron

a -20°C (Perteguer y Cuéllar, 1998). Los adultos de Ascaris suum se

obtuvieron del intestino de cerdos infectados de manera natural. Los



adultos de Toxocara canis se obtuvieron de perros con infeccion natural.
Los machos y las hembras se lavaron varias veces con solucion sakina
estéril al 0,85% y se conservaron en PBS (Fosfato 0,1M, NaCl 0 a
4°C hasta su utilizacion. ?-..

3.2.- Obtencién de huevos de Toxocara canis. @

Los huevos de T. canis se obtuvieron a de hembras
gravidas. Posteriormente dichos huevos se fiItraron@%ble gasa y se
concentraron por centrifugacion a 1.500 r.p.m. d 5 minutos.

3.3.- Embrionamiento de huevos de Toxoca@nis.

Se dispusieron en placas Petri griles  con solucion salina
estéril al 0,85% (20 ml/placa) y ncentracion aproximada de
200.000 huevos/placa. Se incubar @7‘@ en presencia de la luz natural,

conservandose a 4°C hasta su us@uillén y col., 1986).

3.4.- Obtencién de anti total larvario de Anisakis simplex
(antigeno AK) y de Itos de Ascaris suum (antigeno AS) vy
Toxocara canis (antf§efio TC).

Las lar A. simplex fueron homogenizadas en mortero y
sonicadas u@' 6 minutos (10 s/pulso) al 70% de potencia.
Posteriorr@?gl homogenizado fue extraido en PBS a 4°C durante una

noche ?'seguidamente fue delipidado con n-hexano (7:3 v/v) y

centrifugado a 8.497 g durante 30 minutos a 4°C (Biofuge 17RS, Heraeus

tech). El sobrenadante fue dializado una noche a 4°C frente a PBS y

Q-su contenido proteico fue valorado mediante la técnica de Bradford. El
@ extracto fue congelado a -20°C hasta su utilizacion.



Para la obtencién del antigeno de adultos de A. summ y T. canis
se empled una modificacion del método de Welch y col. (1983)esin
realizar una rotura de los helmintos por ultrasonido. Asi los ios
fueron homogenizadas manualmente en mortero y post??@cmente
continuando como en el apartado anterior.

3.5.- Inoculacién e inmunizacion de conejos. Q-'

Se realizd un recuento de huevos embrior{@ de T. canis. El
indculo se realiz6 mediante jeringa suspendiend@s huevos en 2 ml de
solucion salina al 0,85%. Se efectuaron pautas tiples inoculando dosis
Ginicas de 2.000 huevos embrionados/conejo dufante 4 semanas.

Otros animales fueron inm\ﬁd‘os via intramuscular con
extractos antigénicos (1mg/ml) rentes de A. suum y A. simplex
emulsionados en Adyuvante Co@peto de Freund (ACF). Posteriormente
se obtuvieron sueros de los % tos lotes sangrandolos semanalmente.
3.6.- Obtencidén de suergs h

S Ntimanaos.

Se utilizaron435Sueros humanos procedentes del Hospital Juan

Canalejo de La

(LMV) y dia@

canis, otr sueros diagnosticados de sensibilizacion a Anisakis (sueros

con sospecha clinica de larva migratoria visceral

ticados serologicamente frente al antigeno ES de T.

SAS) entes del Hospital del Aire de Madrid Yy diagnosticados
medjante’CAP System frente al antigeno total larvario de A. simplex.
.Wétodo ELISA para la determinacion de anticuerpos.
Q_@ Las placas de 96 pocillos se sensibilizaron 1 noche mediante la
@ adicién de 100 pl/pocillo de antigeno diluido en tampdn carbonato 0,1 M

a pH 9,6 a una concentracion de 1 6 10 pug/ml. Después de lavar 3 veces



con PBS-Tween 20 al 0,05% (PBS-Tween), los pocillos se bloquearon
con 200 pl por pocillo de BSA al 0,1% en PBS, durante 1 h a 37°C. gas
lavar, se afiadieron 100 pl por duplicado de las muestras de suero 0
0 1/2 en PBS-Tween con BSA al 0,1% (PBS-Tween-BSA) y se'wsu aron
2 h a 37°C. Una vez lavadas las placas, se incubaron 1 h C con 100
ul por pocillo de inmunoglobulinas anti-1g’s, 19G, Ig Q-

(Biosource International, Camarillo, CA, USA) a la %c:
PBS-Tween-BSA. En el caso de la deteccion d@E se adiciond como
conjugado un anticuerpo monoclonal murino te a cadenas ¢ de IgE

humana (IgG1lk, E21A11, INGENASA) -Tween-BSA e incubados

IgA humanas

n adecuada en

durante dos horas a 37°C. Tras el la e afiadieron 100 ul/pocillo de
inmunoglobulinas de cabra anti-lg@ murina marcadas con peroxidasa
en PBS-Tween-BSA e incubad@urante una hora a 37°C. Después de
afiadir el sustrato (tampon ci fosfato con H,0O; al 0,04% y o-fenileno
diamina al 0,04%) la re

se leyeron a 490 nm

ion se pard con acido sulfurico 3N vy las placas
Ciay col., 1997).
ansferencia (Western-blot).

Despu@e' realizar el SDS-PAGE del antigeno, las bandas
proteicas nsfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0,22 um de

3.8.- Inmunoele

poro ¢ IS 25 mM, glicina 192 mM, metanol al 20% v/v, pH 8,3. La
trans@;ncia se hizo a voltaje constante (100 V) durante 1 h. Las
mranas se bloquearon 3h a temperatura ambiente con leche desnatada
Qg/S% en PBS, antes del inmunorreconocimiento por incubacion de 3h

@ con los sueros humanos, de conejo o de oveja (The Binding Site,



Birmingham, England) diluidos 1/10 o 1/25, respectivamente, en PBS-
Tween con leche desnatada al 1%.

Cada membrana se lavo en PBS-Tween (3 x 5 min) y se i “&
con anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo Wanas
marcadas con peroxidasa, o burro anti-IgG de oveja, me adas en el
apartado de ELISA a la dilucién adecuada en PBS- n, con leche
desnatada al 1%. Las bandas se lavaron con PBS-T\@n (3x5min) yse
hicieron reaccionar con el sustrato (H,O, al 0 O{Eyen PBS: 4-cloro-1-
naftol al 0,03% en metanol). La reaccion se mediante lavados en
agua destilada. Para la IgE el suero se m%bwﬁ la 1/2 revelandose como
se indica en el apartado de ELISA ant fiadir el sustrato.
3.9.-Purificacién de IgG de cone'o@manas.

Se prepararon column@e proteina A-Sepharosa (Pharmacia
Biotech) segun las instru % es de la casa comercial. Los sueros
A

hiperinmunes de conej simplex, A. suum, y T. canis, asi como,

los sueros humanos Anisakis, se cargaron en las columnas diluidos en
tampon de mues s 0,05 M, NaCl 0,5 M, pH 8,0). Las columnas se
lavaron con t Q{de lavado (Tris 0,05 M, NaCl 0,5 M) y las IgG
fijadas se Iﬁiﬁ'r'on con tampon glicina (glicina 0,2 M, NaCl 0,5 M, pH
2,8) re dose en fracciones de 1 ml sobre 100 ul de tampon colector
(Trig-base 1 M, pH 8,5). Posteriormente se leyeron en un
spectrofotdmetro a 280 nm para asi, calcular la concentracién de 1gG de
Q&ejo 0 humana.

@ 3.10.- Preparacion de columnas de inmunoafinidad.

10



Se prepararon columnas de inmunoafinidad a partir de 1gG de
conejo anti-Anisakis, anti-Ascaris y anti-Toxocara, asi como a partik.de
IgG humanas anti-Anisakis. Las 1gG, se acoplaron a Sepha \.\v;;
activada con CNBr siguiendo las instrucciones de la casa '?mercial
(Pharmacia Biotech) a una concentracion de 5 mg/ml en ,0; 0,1 M
con NaCl 0,5 M (pH 8,5).

3.11.- Purificacion del antigeno de Anisakis simpl ?"

Se afladié el antigeno AK en tampdn @uestra (Tris 0,05M,

NaCl 0,5M) sobre dichas columnas y se | 6 3 h a temperatura

ambiente. Los antigenos no fijados se Ia;gﬁqﬁ:on tampdn de muestra y

los fijados se eluyeron en fracciones I con tampon glicina (glicina
50 mM, NaCl 0,15 M) seguido d ‘@! lamina 0,1 M en solucioén salina.
Las fracciones se leyeron a 280 {rr_w la pureza de las proteinas eluidas se
ensay0 mediante SDS-PAG% 0s antigenos obtenidos fueron valorados

por Bradford y congel$ 20°C hasta su utilizacion.

3.12.- Prueba cuté% ick test.
A los p les fueron administrados los antigenos de A.

simplex sob “piel del antebrazo, asi como un control negativo
correspondiehte a solucion salina y un control positivo de histamina a 10
mg/ml. dos 15 minutos se procedié a la lectura de las papulas,
mid.j{rlc,io e el 4rea de cada una de ellas expresadas en mm?. Para la
b?"ncién de los valores, los dibujos de las papulas se han escaneado,

torizado y, posteriormente, las &reas se midieron utilizando el

@ programa TOP CAP 1.0 que expresa la superficie exacta en mm?.
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4.- RESULTADOS
4.1.- Purificacion del antigeno de Anisakis simplex por cromatografia
de afinidad. N

El antigeno AK se cargd en la columna con IgG de con?-anti-A.
simplex y posteriormente mientras que los antigenos no fij lavaron,

primera elucién, se aislaron proteinas situadas entre kDa.

A <(/
1 2 3 4 5 6 7 1;:4567

kD ¥
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%

los fijados se eluyeron con tampdn glicina seguido de ﬁ_ mina. Tras la
-4
B

-
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Figura 1.- SDS- . Calle 1: antigeno AK. Calle 2A: antigeno AK

después de car, en una columna de IgG de conejos inmunizados con
antigeno EC . simplex acopladas a Sepharosa 4B activada con CNBr.
Calles {;5)6 y 7:Fracciones de antigeno AK eluidas con A: tampdn
glicinak 2,9) o B: dietilamina (pH 11,5) de la columna de IgG de
éy\&/inmunizados con antigeno EC de A. simplex acopladas a
Q" arosa 4B activada con CNBr.de la columna anti-A. simplex.

Tras eluir con dietilamina en solucion salina, se detectaron de

nuevo pequefas cantidades de las proteinas de 200, 40, 28 y 14 kDa en

12



las primeras fracciones eluidas, mientras que en las Ultimas fracciones
dichas proteinas fueron casi inapreciables.

Posteriormente, todas las fracciones eluidas se m n
(antigeno PAK) y se sometieron a electroforesis. Las protei e 205
kDa y 120 kDa se mantuvieron, mientras que el doble 6-45 se
observd en una menor proporcion. Por dltimo se aron grandes

cantidades de la proteina de 40 kDa y los doblete§_entre 31-21 kDa y
21,5-14,4 kDa (Fig. 2). Q/

kDa 1 2 VQ
200 é?.

Figura 2.- SDS-PAGE. Calle 1:
antigeno AK. Calle 2: Antigeno
PAK

31 -
215
14,4 =
65 -‘-?-

A

Posterior , el antigeno AK se cargd en una columna de 1gG
humana anti- plex. El patron antigénico fue similar al obtenido

cuando se tﬁ'z?) la columna de 1gG de conejo. Se observaron diferencias

116
97.5

66

enelra 45-31 kDa, proteinas que aparecieron con mayor intensidad

que.en caso de la columna de IgG de conejo (Fig. 3).

, ?" Posteriormente, el antigeno PAK se carg6 en la columna
parada con IgG de conejo anti-A. suum. Los antigenos no fijados se

lavaron (antigeno PAS) y los fijados (antigeno EAS) se eluyeron.

Despues, se realizé un inmunoblot utilizando antigeno PAK, antigeno

13
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Figura 3.- SDS-PAGE. Calles 1  Figura, 4.-  Patrones  de
y 4: antigeno AK. Calle 2: i orreconocimiento de 19G
antigeno EC de A. simplex eluido @e congjos inmunizados con
de la columna de 1gG de pacient@ antigeno AK frente a: Calle 1:
SAS acopladas a Sepharo ?é‘ antigeno AK. Calle 2: antigeno
activada con CNBr. ;ﬁ 3: PAK. Calle 3: antigeno PAS.,
antigeno PAK. §- Calle 4: antigeno EAS

PAS vy eno EAS, utilizando sueros de conejos inmunizados
con antigeno . Se observo la presencia de bandas alrededor de 205,
120y oblete de alrededor de 84-40 kDa. Aparecieron dos bandas de

gran,_intensidad en el rango de 40 y 14 kDa, asi como, un doblete de
_&cﬁ intensidad entre 32-18,5 kDa. Tras pasar a traves de la columna
i-A.suum, las proteinas del antigeno PAK se mantuvieron pero

@ " aumentaron de intensidad las bandas de 40 y 14 kDa (Fig.4)
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En la Figura 5 se muestran los patrones electroforéticos obtenidos
con los antigenos anteriormente citados mediante SDS-PAGE. |
antigeno PAK aparecid el doblete previamente mencionado el
antigeno PAS, la proteina de 120 kDa aumentd en concent?’wn, asi
como un doblete de aproximadamente 66-45 kDa, la prot 40 kDa

Q-Z'S kDa, y un

se mantuvo en intensidad pero aumento la de la protel'r%_
sérvaron restos de

doblete entre 21,5 y 14 kDa. En el antigeno EAS s
las 1gG a 97-66 kDa. Asi mismo, aparecieron pu@nas muy intensas de
aproximadamente 35 kDa y 7 kDa.

Figura 5.- SDS-PAGE. Calle
1. antigeno EAS. Calle 2:
antigeno PAS. Calle 3:
antigeno PAK. Calle 4:
antigeno AK.

4.2.- Detﬁdinacic’m de anticuerpos por ELISA en sueros SAS y
sueros LMV con antigeno de Anisakis simplex purificado por

&l‘%{ograﬁa de afinidad.

Cuando enfrentamos los sueros SAS al antigeno AK, observamos
que la IgG fue la inmunoglobulina mas abundante, seguida de la IgM y de
las 1g’s, mientras que los valores inferiores correspondieron a la IgA.
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Tan solo el 40% de los sueros diagnosticados de LMV presentaron
D.0.= 0,2 para las 1g’s e IgG frente al antigeno TC por el contrario§[_e
valor aumentd hasta un 66% en el caso de la IgM. Para la 1gAsS6lo-'se

detectaron niveles de D.O. = 0,2 en el 11,5%.

'?-..
Cuando se enfrentaron los sueros SAS al antig % el 45%
mostré D.O. = 0,2 para las 1g’s frente a un 29% frent tigeno TC. El
39% tenian D.O. = 0,2 para la IgG en el caso del antigeno TC, frente a un
24% del antigeno AS, mientras que para | , 1/2 de los sueros
tuvieron D.O. = 0,2 (antigeno TC) frepte a“un 39% para A. suum
(antigeno AS). Para la IgA tan sélo el 13%ypresentaron D.O. = 0,15 para

el antigeno AS frente a un 8% para de T. canis (antigeno TC).

N

Cuando se enfrentaron@ sueros LMV al antigeno AS el

porcentaje de sueros con D.g.?'O,Z para Ig’s e 1gG pas6 de un 40% para

T. canis (antigeno TC) a un'68% y 74% respectivamente. Los valores de

IgM se mantuvieron 4gual que para T. canis (antigeno TC) (66%) y los de
IgA bajaron a un . Cuando se midieron las 1g’s e IgM el nimero de
sueros que di@éfeaccién cruzada con A. simplex (antigeno AK) fue
inferior al vado con A. suum (antigeno AS), siendo del 28,5% y

(e-;vamente. Sin embargo con A. simplex (antigeno AK) y a

17%, r
nivpl\dﬁ EM; el 85% de los sueros LMV mostraron. D.O. = 0,2

bos casos, los valores superiores correspondieron a la IgM seguida de

.E;E Al ensayar los sueros SAS frente al antigeno PAK y PAS, para

@ las 1g’s, 1gG vy, por ultimo IgA. Cuando enfrentamos al antigeno EAS
aumentaron los valores medios de IgG (D.O. = 0,26) respecto a los

16



antigenos purificados. Los niveles de IgM para ambos purificados
(antigeno PAK y PAS) se mantuvieron sin variaciones significativaqa_l
igual que las 1g’s y la IgA. '\

Cuando se utilizé el antigeno PAK sobre los sueros g , d n|veI
de la IgM, el 69% presentaron D.O. > 0,2. Este valor ba 63% para
el antigeno PAS, mientras que se obtuvo un 83% frenteg;i'geno EAS.
4.3.- Determinacion de IgE por ELISA

Tan solo en el 15% de los sueros SAS se deton niveles de IgE con
D.O. = 0,2, frente al antigeno AK.

Cuando se enfrentaron al anti , Se obtuvieron D.O. = 0,1
en un 13%. Frente al antigeno AS e un 29%. De ellos, tan so6lo en 2
sueros se detectaron niveles de_I§EAI enfrentarlos al antigeno PAK y en 4
sueros, al utilizar el antig AS. De todos los sueros en los que se
detectaron niveles de I e D.O. = 0,15 frente al antigeno AS 'y TC
respectivamente, er%x 3% se detectaron niveles de IgE en el antigeno
EAS. Por uIt|m
un 10,5%.

al antigeno PAS, se detectaron niveles de IgE en

En.Jos sueros LMV se detectaron D.O. = 0,2 frente al antigeno TC

en el 6%0,de ellos. Frente al antigeno AS los valores se mantuvieron igual

q@(a T. canis.

Q_ .- Célculo de la sensibilidad y especificidad del antigeno AK y de
@ los purificados PAK y PAS.

17



Se realizaron curvas 2x2 en las cuales se represent6 el nimero de
sueros SAS y con valores de CAP >3 y =< 2 frente a las D.O. obtenidas
por ELISA al enfrentar los sueros a los distintos antigenos y a niv: nq’:l‘s
inmunoglobulinas totales, 19G, IgM, IgA e IgE. Posterioi@ente se

escogieron diferentes puntos de corte de D.O. con ¢ a de las
inmunoglobulinas valoradas y cada uno de los anti s ensayados
(antigeno AK, AS, TC, PAK, PASy EAS). ((

Q‘fo

wa 1.- Modelo de tabla

CAP=3 CAP<?2

ELISA N
x2 utilizada para calcular la
> 0,05 -% - o
.r’"‘:,‘ sensibilidad y especificidad
ELISA N : )
C) de los diferentes antigenos
<0.05 - ensayados.

:‘ “
4.5.- Determinacién ds;iaﬂticuerpos por western-blot en sueros SAS
con antigeno de_@a is simplex purificado por cromatografia de

afinidad. <(/

Ses naron 24 sueros humanos procedentes del Servicio de
Alergia d@ospital del Aire de Madrid, los cuales poseian CAP positivo
a Anisakis.

?‘E{AI enfrentarlos al antigeno AK, el 71% reconocieron proteinas
Q_%{re 209-134 kDa a nivel de las Ig’s y la IgM. El 100% reconocieron la
@ proteina de 60 kDa, mientras que el 37,5% reaccionaron a nivel de la
proteina de 40 kDa y el 12% reconocié la de 25 kDa a nivel de la IgG. A
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nivel de la IgE, un 17% de los sueros no reconocid ninguna proteina de
ningun antigeno (homdlogos, bruto o purificados y heterdlogos). El Qz%)
(todos con CAP = 3) reaccion6 con un doblete de aproximada 0

kDa'y el 16% con la proteina de 25 kDa presentes en el antige ?K

Al estudiar las reacciones cruzadas con A. suum y*j.*eanis, todos
los sueros reconocieron proteinas del antigeno TC sie qjs.ta reaccion
mas intensa que frente a A. suum. Asi, la 1/3 de | s(ﬁeros, reconocieron
un triplete entre 84-40 kDa. Un 30% reconocig roteina de 84 kDa y,
el 41,5% reconoci6 la proteina de 32 KBa, y el 33% la de

aproximadamente 25 kDa. A nivel de I?}G,bservamos reaccion en el

25% de los sueros. De estos 6 suer econocieron la proteina de 60
kDa, 2 la de 45 kDay otros 2 a | enos situados entre 209-134 kDa.
En 5 de estos 6 sueros, tambié observé reaccién positiva cuando se

estudiaron por blot utiliza@; | antigeno AS. De estos 5 sueros, 3 de
ellos reconocian la mislqﬁ—protel’na en ambos antigenos (TC y AS). El

anico que no reacci mbién con Ascaris resultd ser el de CAP = 6.
La reacgi@h€ruzada con A. suum fue menor que frente a T. canis,
s6lo el 50% S sueros reaccionaron con un doblete de 40 kDa. Esto

ocurrio a'ivel de Ig’s, IgG e IgM y, en 1/3 de ellos, también con la IgA.

El 16% feconoci6 bandas de 60 kDa a nivel de las Ig’s y la 1gG. Todos

I ros reconocieron proteinas entre 209 y 134 kDa. Un 29%
%onocié una banda de 25 kDa, tanto con Ig’s como IgG vy, s6lo el 4%
Q-r'eaccioné con la de 35 kDa. Con IgE apareci6 reaccion cruzada en el 30%
@ de los sueros con proteinas entre 134 y 40 kDa. En ninguno de estos
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sueros hubo reaccion sobre el antigeno PAK, confirmando por lo tanto

que se trata de reaccion cruzada. ?__
En el antigeno PAK, se concentraron las proteinas de 60, 4(';\‘
kDa, habiendo un aumento del reconocimiento hacia esta ciones
peptidicas en un 83%, 16% Yy 4% respectivament @un 54%
desaparecié la reaccién con proteinas de elevado peso @;Iar. El 17%
reconocid proteinas a nivel de la IgE. De estos 4 sHeros, en 3 de ellos
reaccionaron con la proteina de 60 kDa y en J&os con la de 25 kDa

(éste tenia CA P=6). Dicha proteina de 25 kDa también fue reconocida en
el antigeno AK cuando se investigo el rec@{’niento de la IgE.

En el antigeno PAS se con@n las proteinas de 60, 40, 25y

30-35 kDa, aumentando el re adeimiento de los sueros en un 79%,
45,8%, 25% y 25%, respecti te. Hubo un aumento en el nimero de
Sueros que reconaocieron I:ﬂ&el’na de 40 kDa (del 16% al 45%) y la de
25 kDa (del 4% al 250 ente al antigeno EAS, observamos que 10 de

los 12 sueros ensa reaccmnaron con una proteina de 14 kDa a nivel
delg’s, 1gG el
C

R

kDa 123"kDa 234 kba 1234
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209 - ;EE : — - 209 - |
y i ' ]Z_gi- o . 134 -
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Figura 6.- Patrones de inmunorreconocimiento @s sueros SAS frente

al A: antigeno AK, B: antigeno TC, C: antige , D: antigeno PAK, E:
antigeno PAS y F: antigeno EAS, a nive%{. Ig’s, 2: 19G, 3: IgM vy 4:

IgA. %

4.6.- Determinacion de IgE. O
Cuando se enfrentaron I@ sueros SAS al antigeno AK, en 10
de ellos hubo reaccion con inas = 84 kDa, en 9 aparecio una banda a

40 kDa y tan s6lo uno rgaccion6 con la proteina de 25 kDa y otro con la
de 14 kDa. Frente a geno AS, sblo 2 sueros reaccionaron con una
proteina de 45 k 3 aparecio un triplete a 184 kDa y Gnicamente un
suero reaccion@n la de 60 kDa. Para el antigeno TC, solamente en 3
sueros ap ron bandas reactivas a 184, 60 y 40 kDa respectivamente.
el antigeno PAK no hubo reaccién, mientras que para el
antigeno PAS, un suero reconocid una proteina de 40 kDa otro la de 25,
tW'a'lrededor de 84 kDa y por altimo en 3 sueros hubo reaccion a nivel
una proteina de 40 kDa. Finalmente frente al antigeno EAS un suero
reconocid la proteina de 14 kDa, dos sueros la de 84 kDa y un ultimo
suero la de 184 kDa.
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Figura 7.- Patrones de inmunorre miento de los sueros SAS a nivel
de la IgE, frente al A: antigeno@ B: antigeno TC, C: antigeno AS, E:
antigeno PAS y F: antigeno

4.7.- Evaluacion mediante prueba cutanea (prick test) del antigeno de
Anisakis simplex pugificado mediante cromatografia de afinidad en
pacientes diagn(@ os de sensibilizacion a Anisakis.

Se sel@)

servicio d rgia e Inmunologia del Hospital del Aire de Madrid, con

aron 20 pacientes los cuales habian acudido al

diferen? ntomas alérgicos gastrointestinales relacionados con la
de p

ingesta escado.

E Unicamente el 30% de los pacientes se mostraron negativos para
Q-I'os extractos comerciales de A. simplex (AKABELLO y AKIPI).
@ Unicamente un paciente (nGmero 11) que habia sido positivo para los
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extractos comerciales se mostrd0 negativo para los otros antigenos
ensayados (PAK, PAS, EAS y AS).

Frente al extracto bruto de A. suum (AS) el 35% fueron p@si ‘%:
siendo la reaccion de menor tamafio que la observada para wextracto
| 28% y
ula frente al

comercial de IPI en la mitad de los pacientes (57%), may.

similar en el 14%. En 5 pacientes el tamafo de |
antigeno PAS fue mayor que la observada con {Ka tigeno PAK, y
mientras que en 6 pacientes fue menor. Unicam@ de estos pacientes
fueron negativos al antigeno EAS mostrén@ también negativos al
extracto bruto de adultos de A. suum. \\/

En la figura 56 se han represe ?;s medias y las desviaciones

estandar de las areas de las pépula@widas mediante prick test.
1

100

90 -
80 -
70 -
NE 60 -
£ 50 -
40 1
30
20 | ’jk, %
10 1
0 == ‘
1 2 3 4 5 6 7 8
Fi 8- Medias y desviaciones estandar de las areas de las papulas

@enidas tras la administracion por prick test de 1: histamina; 2: solucion
Qsalina; 3: extracto comercial de Anisakis simplex de laboratorios ALK-
ABELLO (AKABELLO); 4: extracto comercial de A. simplex de
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laboratorios I.P.l1 (AKIPI); 5: antigeno PAK; 6: antigeno PAS, 7: antigeno

EAS y 8: antigeno AS.

, g
5.- DISCUSION Q
5.1.- Purificacion del antigeno bruto de Anisakis simpk& ediante
cromatografia de afinidad. Q :

El primer paso de la purificacion consistié en Iaq?io del antigeno
larvario de A. simplex a sus anticuerpos homélogos de conejos
previamente inmunizados y eluidos de la colu%{ﬁite paso es necesario
ya que un tratamiento Unico para eliminar las*feacciones cruzadas con
parasitos cercanos puede no eliminar?\-ﬁosibilidad de reacciones

Ademas, se ha observado reaccior ada entre el tercer estadio larvario

cruzadas del antigeno con bacteria;%lrus (Su y Prestwood, 1990).
de Hystherothylacium aduncu . simplex (Fernandez y col., 1998), asi
como, reactividad cruzad proteinas fijadoras de IgE de Anisakis,

Daphnia, quirondmidos , camaron del atlantico (Pandalus borealis) y

cucarachas (Blatelle';@ﬂanica) (Pascual y col., 1997).

Al realizaf*el'SDS-PAGE los patrones del antigeno AK mostraban
proteinas d , 120, 66-45, 40, 31-21, y 14 kDa. Después de su
purificaci@or la columna de 1gG de conejo anti-A. simplex (antigeno
PAK) (yEe'rvamos las mismas proteinas pero en diferente proporcion y en
el de la columna de 1gG humana la proteina de 40 kDa estaba més

@centrada. El patron proteico del antigeno de A. simplex eluido a partir
Q_Je la columna de 1gG humana fue similar al obtenido cuando se usé la
@ columna de IgG de conejo, por lo que nos propusimos utilizar esta ultima

columna para realizar las sucesivas purificaciones.
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Existe controversia sobre el peso molecular de la poliproteina
alergénica de Ascaris (ABA-1), el cual previamente se ha estimado que.es
de aproximadamente de 14.000 Da (Christie y col., 1990), pero s L%s
espectrométrico indica que deben existir cinco componentes ?&amaﬁo
similar, siendo el mayoritario de 14.643,2 + 1,4 Da con u (@ado grado
de similitud entre los distintos ascéridos (Christie y co Q&’a). Yahiro y
col. (1998) clonaron el ADNc del TBA-1, la poliproé@?;lergénica deT.
canis y encontraron que ésta debe ser similar a A-1, la poliproteina
alergénica de A. suum, basandose en la secue@ de aminoéacidos. Estos
autores observaron una respuesta solo tr siteria de IgG frente al TBA-1
durante la infeccion, lo que podria exge.l fracaso de Kennedy vy col.
(1989) al buscar anticuerpos anti-@-l en animales infectados por T.
canis durante largos periodos d(tympo. Incluso, se han descrito formas
diferentes del ABA-1 por @Komatsu (1996), lo que podria explicar
el diferente reconocimignto de anticuerpos, incluso se podrian expresar
dos formas diferen &e~
También Kenn% col. (1988) observaron la presencia de un
componente d{i};ooo Da en A. simplex con homologias en A. suum,

| TBA-1 en una forma estadio-especifica.

Ascaris | icoides y T. canis pero que no induce una respuesta de

anticue n la anisakiosis.

‘\,EI segundo paso de la purificacion consistié en la fijacion y
@g;rior eliminacion de los antigenos responsables de la reaccion cruzada
Q‘a partir del antigeno purificado en el primer paso (con anticuerpos
@ homdlogos) para asi recoger el antigeno especifico. Para eliminar estos
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antigenos causantes de las reacciones cruzadas se obtuvieron anticuerpos

frente a A. suum o T. canis en conejos.

Después de pasarlo por la columna anti-A. suum (antl'ge@S),
las proteinas que no se fijaron fueron las de 120, 66-45, 40 ?21 y 14
kDa apareciendo concentraciones mas elevadas de protei specificas
que las observadas en las muestras no purificadas exce[?-e el caso de la
proteina de 14 kDa. Las fracciones eluidas (antig EAS) las cuales
contenian los antigenos que producian la reacgi ruzada con A. suum
mostraban bandas en los rangos moleculares Situados a 40 y 14 kDa,
observando en el Gltimo caso mayores co raciones que en el antigeno

especifico (antigeno PAS).

enfrentaron mediante inmu con los diferentes antigenos. Los

Los sueros de con%}munizados con antigeno AK se
patrones de inmunorrecono%iento utilizando dicho antigeno mostraron
las tipicas bandas de aQ\'ﬁ'ZTmadamente 205, 120, 66-45, 40, 14y 7 kDa.
En el antigeno PA@bservé reconocimiento de proteinas de 205, 120,
66-45, 40, 31- A4 kDa, aumentando la reaccion a nivel de 40 y 14
kDa. En el no PAS observamos los mismos patrones aungue con
reaccioneﬂgl&s intensas con las proteinas de 40 y 14 kDa. Finalmente, en

el antl’gac')'EAS, observamos una reaccion muy fuerte a nivel de 205 kDa
y @l{s pequefas a un peso molecular de 40 y 14 kDa.

QQZ Determinacion de anticuerpos por ELISA en sueros SAS con
@ antigeno de Anisakis simplex purificado por cromatografia de
afinidad.
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Se realiz6 una valoracion de la sensibilidad y especificidad del
antigeno purificado sobre 38 sueros SAS.

Cuando se midieron las Ig’s, la mitad de los 38 sueros e 0S
tenian valores de D.O.= 0,2, para la 1gG el 44,7%, para la IgM %ﬂﬁ) y el
92% para la IgA, correspondiendo, dichos pacientes, a val e CAP de
entre 1 y 6. Esta diferencia en cuanto a los niveles de btenidos por
CAP vy las distintas inmunoglobulinas detectadas %SA puede ser
debida, en primer lugar, a las diferentes técrigas y metodologias
utilizadas para la determinacion de los nivele las distintas clases de
inmunoglobulinas. Asi en la prueba de C em se utilizé una dilucion
de suero muy inferior y una concentragi e antigeno muy superior a la
usada en la técnica de ELISA. Otr @metro a tener en cuenta podria ser
la posible competicion de la I@ la IgA con la 1gG por los mismos
epitopos presentes en el anti %‘AK y que en el caso de la técnica CAP
System, al haber un ex sﬁ antigeno, esta competicion se veria muy
disminuida y por tant WS;iveles de IgE se verian incrementados.

Sakanari % . (1988) ya habian observado este hecho cuando
determinaron @esencia de IgE e 1gG en una paciente de 28 afios que
fue diagpesticada de anisakidosis intestinal. En dicha paciente
observ. mediante ELISA, niveles elevados de 1gG y de IgM
com.Q@a os con el suero control mientras que los niveles de IgE fueron,

and ambos sueros, similares. Esta igualdad en los niveles de IgE se vio
pliamente modificada cuando realizaron dicha determinacion
utilizando la técnica RAST en donde, al igual que en la técnica de CAP

System, se utiliza un exceso de antigeno parasitario, lo que se tradujo en
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su caso, en un aumento de hasta tres veces de los niveles de IgE de la
paciente en comparacion con el suero control.
Estas diferencias entre los niveles de 1gG, IgM, IgA y entrel ‘g
IgE también fueron observados por Montoro y col. (1997?-cuando
estudiaron a 25 pacientes diagnosticados de urticaria ag ecidivante
debida a la sensibilizacion por A. simplex. Asi, los di Q‘s niveles de
anticuerpos anti-Anisakis observados en los dlferem{(p cientes frente al
antigeno AK, podrian deberse a una diferente @esta inmunitaria del
hospedador dependiendo de la naturaleza de@nfermedad (gastrica o
intestinal). Ademas, la sensibilizacion p iSakis podria estar causada
por una infeccion previa por la larva continuos contactos con las
proteinas del parésito, sin la inges i@e la larva viable. En nuestro caso
no conocemos el historial clir@ de los pacientes utilizados en este
estudio y si han estado e tacto con la larva viva, Unicamente se
utilizé como método eccion la medida de los valores de IgE
especifica determina &; diante CAP System, lo que podria explicar la
variabilidad en | %és de anticuerpos especificos frente a Anisakis.
Posteri We dichos sueros se enfrentaron al antigeno ASy TC

observan %‘e para la 1IgG y la IgM se obtuvieron valores de D.O. >
0,2 en 42% de los sueros, en el caso del antigeno ASy enun 37y
52% en el caso del antigeno TC.

?" Es conocida la reactividad cruzada existente entre los antigenos de

caris y Anisakis. Iglesias y col. (1996) observaron como existe una

@ elevada reactividad cruzada entre A. simplex y otros ascaridos como H.
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aduncum, T. canis y A. suum, indicando que ningin antigeno ES o EC de
A. simplex es optimo para el serodiagnostico.

En nuestros ensayos hemos observado que todos aquello 0S
(menos 3) que se mostraron positivos a nivel de la IgG frent scaris
también lo fueron cuando los enfrentamos al antigen K. Se ha
observado como la respuesta de IgG frente al antigeno e Anisakis es
rapidamente estimulada en conejos, roedores y hur@ihy de la misma
forma ha sido observado tras la infeccion p@scaris (O’Donell 'y
Mitchel, 1980).

En nuestros ensayos hemos otﬁfcomo la reaccién cruzada

frente a Ascaris y Toxocara se mostra s intensa a nivel de la IgM, lo
que parece indicar la baja @cificidad que presenta dicha
inmunoglobulina. Lorenzo y c@ 000) observaron que, en pacientes
sanos Yy alérgicos a Anisakis; niveles de IgM estan presentes en un 30
y 58% respectlvamen % tras proceder a la desglicosilaciéon del
antigeno de Anisak hos niveles descendieron a un 45y 7%
respectivamente, %dose tratar en nuestro caso de una reaccion frente
a los epltopos@ rados presentes en los antigenos utilizados.

Izar estos ensayos también se ha puesto en evidencia la
elevad ividad cruzada que hemos observado entre el antigeno de
Ascaris y Toxocara ya que, a nivel de la IgM, hemos observado que el

@0‘ de los sueros positivos a Ascaris también lo fueron para Toxocara

1Sminuyendo al 50% en el caso de la IgG.

Nosotros no hemos observado relacion entre el valor de CAP

obtenido frente a Anisakis y la reactividad cruzada frente a Ascaris y
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Toxocara, es decir, no por tener un valor de CAP elevado resultd
incrementada la reaccién cruzada frente a Ascaris y Toxocara. Sﬂm
Daschner y col. (2000) la cantidad de IgE especifica responsa la
reactividad cruzada depende totalmente de los valores de IgE t% y que
ésta varia considerablemente a lo largo de los meses tras ¢ padecido
la reaccion alérgica. Por otro lado, algunos autores l‘ﬁ_ encionado la
importancia de los factores genéticos en la indu la respuesta
inmunitaria frente a determinados antigenos. {(/

En cuanto a la IgA, los niveles frente@ntigeno EC de Ascaris
fueron bajos, ya que hemos observad%ué el 13% de los sueros
mostraron valores de D.O. > 0,15y d 6lo del 2,5% para Toxocara,
hecho también observado en la in @n natural por Toxocara en perros

(Matsumura y Endo, 1982). CL@ se enfrentaron al antigeno PAK se
produjo un descenso en gﬁero de sueros positivos que fue maés

acusado a nivel de la Ig 60,5% al 18,5%) que de la IgM (del 60,5%
al 50%).

Takahashi (1986) obtuvieron dos anticuerpos monoclonales,
Anl y An2 ales reconocen proteinas de 34 kDa y 40-42 kDa,

respectiv gﬁft‘a’,’ demostrando mas tarde que el An2 es un buen candidato
para e aCof'jiagnc’)stico de la anisakidosis utilizando el antigeno AK,
mi tr&ybourne y col. (1986) demostraron que los anticuerpos de la
I%ﬂgG, procedentes de pacientes infectados, reconocen proteinas de un
go entre 45-94 kDa, presentes en el antigeno ES de A. simplex. Esto se
podria traducir en una reduccion de los niveles de anticuerpos frente a

aquellas proteinas cuya concentracion se hubiera visto disminuida y que,
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en el caso de la IgM, sus niveles no se vieron alterados tan intensamente
lo que parece indicar de nuevo su baja especificidad, y por tantq?_r_l
nuestro caso, se pone de manifiesto que dicha inmunoglobuli ‘\se
deberia tener en cuenta a la hora de realizar un posible diagné??@e de la
anisakidosis. ,

Cuando se estudiaron los niveles de IgA, tﬁggl'o 3 sueros
mostraron valores de D.O. > 0,15. Dos de ellos tam{%n
para Anisakis y el tercero, a pesar de mostrarse n@vo frente a Anisakis,

fueron positivos

si presento reactividad cruzada frente a Ascar@Toxocara. Segln Akao

y col. (1990) la IgA puede ser utilizada cg\y‘alor de diagndstico para la

anisakidosis gastrica y sus niveles s en ver enmascarados cuando
existen tasas elevadas de IgG, @éndose eliminar este problema
absorbiendo el suero con proteir@ procedente de Staphylococcus aureus
antes de realizar la determi n de los niveles de IgA. En nuestro caso

%encionados sueros tenian niveles elevados

si hemos observado que_los

de 1gG con valores d (. superiores a 0,5 en dos de los mismos.

Cuando s ntaron los sueros al antigeno PAS, se observd que
tan sélo 3 sue ostraron niveles de D.O. > 0,2 a nivel de la IgG. Dos
de estos s E%"'(CAP 5y 6) ya habian sido positivos frente al antigeno
PAK. Si argo, el tercero (CAP 2), no habia superado el valor de 0,18
fren@& s antigenos brutos de Anisakis, Ascaris y Toxocara y frente al
n@?no PAK. Sin embargo, al enfrentarlo al antigeno PAS se obtuvieron
ores de D.O. elevados (0,59). Esto parece indicar que se ha producido
un aumento de las proteinas inmunogénicas capaces de desencadenar la

respuesta de 1gG y que, anteriormente, en los otros antigenos o bien se
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encontraban en muy baja proporcion o bien se debia a que podria existir
una competicion por epitopos presentes en proteinas poco especifi
responsables de las reacciones cruzadas entre Ascaris y T ‘%j
(presentes en el antigeno EAS), ya que dicho suero también fL?positivo
frente al antigeno EAS.

Por ultimo, al enfrentar los sueros al antigeno , el 45% fue
positivo a nivel de la 1IgG y el 55% para la IgM. Para{f{l G, estos valores
superaron a los obtenidos frente al antigeno A@TC, lo cual parece
I6gico ya que, en dicho antigeno EAS, se@cuentran las proteinas

responsables de producir reactividad g\gﬁrente a dichos parasitos.

Todos los sueros excepto dos, que habi

O

5.3.- Determinacion de los niv@e IgE
Cuando se enfrent los sueros humanos al antigeno AK

0 positivos a EAS también lo
fueron para AK.

observamos cémo el %3, o mostraron valores de IgE especifica,
expresados en D.O@, sin embargo hubo mas de un 75% de sueros en

los que no detec%

entre 2y 5. C@o utilizamos la técnica de western-blot sobre 24 sueros

iveles de IgE a pesar de mostrar valores de CAP

SAS, los Efe'é' poseian valores de CAP entre 2 y 4, observamos que
frente igeno AK, el 41,6% reconocid proteinas de elevado peso
molecular (> 84 kDa), un 37,5% proteinas alrededor de 40 kDa y tan solo

r@éro reconocid la proteina de 25 kDa y otro la de 14 kDa.
Q_Q,/ Una posible causa de la baja proporcidn de sueros positivos, como
se ha mencionado anteriormente, puede ser debida a que, como es sabido,

la prueba CAP System utiliza una cantidad de antigeno muy elevada para
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la deteccion de IgE, lo que también puede provocar un aumento de los
falsos positivos al encontrarse también aumentadas las proteiaas
responsables de las reacciones cruzadas entre distintos parasito \s ro
factor podria ser la posible competicion de la IgE con la Ig?-por los
mismos epitopos presentes en el antigeno AK, ya que en t J0s sueros
positivos menos en uno observamos niveles elevad%‘ IgG. Estos

de CAP System,
ya habian sido comentados por otros autores l,Pozo y col., 1996;

problemas de baja especificidad que presenta la téc{'&a

Garcia y col., 1997), los cuales propusieron Ia@zacién de la técnica de
western-blot como método de diagnostic niveles de IgE en sueros,
en la anisakidosis humana, debido a s r especificidad.

Segun Daschner y col. (2 (ﬁ})tro factor a tener en cuenta a la
hora de determinar los niveles dﬂgﬁ en pacientes con sospecha clinica de
anisakidosis, es el momentogel cual se realiza dicho andlisis, ya que se
ha observado como Io:i\@ s de la IgE total varian considerablemente

en el tiempo tras la stacion de la reaccion alérgica, es decir dichos

niveles de IgE % na disminucion a medida que nos alejamos del
a

momento del

niveles de.gE especifica frente al parasito. En nuestro caso no sabemos

cto con la larva, viéndose también afectados los

en que nto se produjo la extraccion del suero y si se ha producido
un seguimiento a lo largo del tiempo de los niveles de IgE con el fin de
e?r?ninar la dindmica seguida por dicha inmunoglobulina. Si bien los
ores mas elevados en ELISA, correspondieron a los sueros que
presentaban el valor de CAP mas elevado (CAP= 6), los cuales llegaron a

superar valores de D.O. > 0,7.
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Cuando se enfrentaron los sueros a los antigenos AS y TC hubo un
mayor nimero de sueros que fueron positivos a Ascaris (29%) qg%,g
Anisakis (23,6%) y Toxocara (13%); sin embargo, en valores a S,

los niveles fueron inferiores ya que no superaron el valor de D. 0,42.
Curiosamente este suero se habia mostrado negativo a Anisakissy también
lo fue para Toxocara a pesar de haber presentado un v CAP =2. De

todos ellos, 3 habian sido positivos a Anisakis y un{& bién lo fue para
Toxocara. {(,

Al utilizar la técnica de western-blot@rvamos que, frente al
antigeno AS, el 20,8% de los sueros reco Won alguna proteina de alto
y medio peso molecular, mientras qu%ﬁ; al antigeno TC, tan s6lo 2
sueros se mostraron positivos, € de uno de ellos reconocié una
proteina de similar peso molecu@ ambos antigenos (AS 'y TC).

Daschner y col. (20 bservaron como la cantidad de IgE total
varia considerablement%%argo de los meses tras la aparicion de la

I

reaccion alérgica y a cantidad de IgE especifica que presenta

reaccion cruzada ros parasitos depende totalmente de los valores de
IgE total. Nos@ no hemos observado que los sueros por tener un valor
de CAP %a'b (5 y 6) presenten una reaccion cruzada mayor que
aquell os con un valor de CAP inferior, es mas, los dos sueros con
CARC/G que ensayamos, se mostraron negativos frente al antigeno EC de
%ﬁs y Toxocara a nivel de la IgE especifica (suero 3801 y 3990)
entras que, como ya se menciond anteriormente, el primero de ellos

@ mostrd niveles elevados de 1gG (0,81) y bajos (0,2) de IgM frente al EC
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de Toxocara y el segundo Unicamente presentd niveles bajos (0,23) a
nivel de la IgG frente a ambos parasitos (Ascaris y Toxocara).

Montoro y col. (1997) observaron la presencia de reaetividad
cruzada con el antigeno de Ascaris a nivel de la IgE especi?a-y que
dichos niveles se mostraron iguales o inferiores a los de especifica
anti-Anisakis y que los niveles elevados de IgE especifica, detectados
mediante CAP, junto con niveles bajos de anticuer@%i-Anisakis por
ELISA, podrian detectar una reaccion alérgica ido a los productos

somaticos de Anisakis. Q
Otro factor a tener en cuenta a la realizar la determinacion
de los niveles de IgE, es determinar el ial clinico del paciente con el

fin de poder valorar la posible rel entre el desencadenamiento de la
reaccion alérgica con la posibl{ipgesta de pescado o marisco crudo o
poco cocinado, asi como, Lé?é?icién de molestias gastricas. Asi segln
Alonso y col. (1999),_en™pacientes con anisakidosis gastroalérgica
Unicamente aparece ‘!&pisodios de alergia cuando comen pescado
crudo o poco co€i , debido a que dichos pacientes se encuentran
sensibilizados@s alergenos presentes en el antigeno ES por lo que
dichos pacieqtes no mostraron episodios alérgicos al realizarles las
prueba rovocacion tras ingerir distintas cantidades de larvas de
Anis{kj; liofilizadas o congeladas (Alonso y col., 1999), asi como
n@?no de A. simplex liofilizado (Sastre y col., 2000), mientras que si se

tara de pacientes previamente sensibilizados a antigenos de Anisakis
pero no a proteinas de pescado, podrian desarrollar sintomas alérgicos tras

la ingestion de pescado bien cocinado o incluso congelado y enlatado
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debido a la termoestabilidad de los alergenos de Anisakis (Kasuya y col.,
1990; Audicana y col., 1995a, 1995b; del Pozo y col., 1997, Morg%g;
Ancilloy col., 1997) . N
Nosotros no tenemos constancia de si dichos pacientes !?-estado
en contacto con la larva viva a nivel gastrico, y/o si les f ) extraidas
alguna larva por gastroscopia, Unicamente sabemoSs, que fueron
seleccionados por el Servicio de Alergia del h %Ihdel Aire por

presentar problemas alérgicos. De ser asi, es p@ que los niveles de

IgE especifica fueran superiores si la determin hubiera sido realizada
con antigeno ES. Segun Sastre y col. (20 ithos pacientes Gnicamente
presentarian episodios de alergia cua ingieren la larva viva debido a

que los alergenos presentes en d'cntl’geno ES no se encuentran en

cantidad suficiente en las Ia@ muertas, pero sin embargo estos

pacientes si que han recono% a las proteinas de A. simplex presentes en
ueba

el extracto EC ya que lapr CAP System utiliza este tipo de antigeno y

no el ES para realizarladeterminacion de IgE especifica.

Cuando s minaron los niveles de IgE frente a los antigenos
purificados P

de un 18,ﬁfun 31,5%, en donde se encontraban mas de la mitad de los

AS el nimero de sueros que se mostrd positivo paso

Sueros eron positivos para Anisakis. Este hecho también se observo
en té:%ia de western-blot, ya que, mientras frente al antigeno PAK no
e?a?ualizaron bandas reactivas, al enfrentar los sueros al antigeno PAS,
42% reconocid proteinas de alrededor 60 y 35 kDa. Este aumento en el
reconocimiento y, por tanto, en la concentracion de proteinas

inmunogénicas, podria estar relacionado con los valores elevados de D.O.
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observados en ELISA, que en el caso del suero 3975 (con valor de CAP =
2) fue superior a 0,8, mientras que para el EC de A. simplex, se ma@strod
negativo. Esto indica que se ha producido una concentracion i rtante
de las proteinas responsables de producir un aumento de los fiveles de
IgE especifica y, como resultado de ello, la aparicion d *@pisodios
alérgicos. Por ultimo al enfrentar los sueros al antigen Q-S'y mediante
la técnica western-blot encontramos 5 sueros que r Qg;eron proteinas
de alto y medio peso molecular de los que% habian reconocido
proteinas en el antigeno de Ascaris y/o Toxo . También mediante la
técnica de ELISA encontramos 10 sueros "espfesentaron valores de D.O.
> 0,1, de los que el 40% habia pre$ reaccion cruzada frente a
Ascaris y/o Toxocara, lo que par c@jicar, como ya se ha mencionado
anteriormente que se ha produc@n aislamiento y concentracién de las
proteinas responsables de ncadenar las reacciones cruzadas entre
Anisakis y Ascaris y/o ﬁa, y en donde los niveles de IgE también
se encuentran afectad@S,
5.4.- Determinagign«de anticuerpos por ELISA en sueros LMV con
antigeno de @i akis simplex purificado por cromatografia de
afinidad. -\~
o se enfrentaron los sueros LMV al antigeno TC, tan s6lo, el
40% fue positivo a nivel de la 1gG. Como ya se ha mencionado
n?rTormente, estos sueros fueron diagnosticados de LMV mediante
ISA utilizando el antigeno ES larvario de T. canis y no EC de adulto

@ utilizado por nosotros, por lo que podrian verse modificados los niveles
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de anticuerpos al utilizar un antigeno diferente en ambas determinaciones,
teniendo en cuenta que el hombre sélo entra en contacto con las Iarvag?_
En el 65,7% detectamos IgM (D.O. > 0,2) y tan solo 4 suergs’se
mostraron positivos a nivel de IgA Matsumura y Endo (1982) abian
observado en cachorros que los niveles especificos de IgA muy bajos
en comparacioén con los de IgG. Un afio mas tarde, en Matsumura y
col. (1984) aconsejaron que cuando se vaya a realiza(& eterminacion de
inmunoglobulinas minoritarias como IgA o | ediante ELISA, el
suero deberia absorberse con el fin de eIimi@la elevada cantidad de
IgG, ya que se trata de la principal i globulina en suero. Sin
embargo, este hecho no ha sido obs por nosotros ya que, de los
cuatro sueros con niveles de IgAitivos, tan s6lo en uno de ellos
detectamos niveles de IgG (su@lQ) los cuales fueron muy elevados
(D.O. = 0,98), por lo que los ¥alores de IgA observados en dicho suero
(D.O. =0,34), podrian %
y/o eliminacion de |

rse‘incrementados si se produjese una absorcién

>, siempre y cuando ambas inmunoglobulinas se

encontraran co do por los mismos epitopos presentes en el

antigeno EC d{Dcanis.
C se enfrentaron los sueros a los antigenos AK y AS
observ na reactividad cruzada casi 4 veces superior frente a Ascaris

(77%{9 frente a Anisakis (20%) a nivel de la 1gG, lo que parece indicar

u?" en el antigeno de Ascaris, hay mayor cantidad de proteinas
unogénicas comunes a Toxocara.

En nuestro caso queremos resaltar que, a pesar de que dichos

pacientes fueron diagnosticados de LMV utilizando el antigeno ES de T.
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canis, hubo un 37% maés de sueros que mostraron niveles de 1gG frente al
EC de Ascaris comparado con Toxocara, lo que se traduce en la presencia
de una elevada reactividad cruzada entre ambos antigenos, lo ce

pensar que, dicho antigeno ES, no es tan especifico como algur‘?-autores

sugieren, ya que tan s6lo un suero se mostrd Unicam ositivo a
Toxocara, es decir, no se detectaron niveles de 19G D.%_ 0,18 frente al
EC de Anisakis ni de Ascaris. {(

Cuando se midieron los niveles de Igl‘@servamos el efecto
contrario a lo detectado a nivel de la IgG, es la reactividad cruzada
fue superior frente al EC de Anisakis@ﬂ%) que frente a Ascaris
(65,7%).

Al realizar la valoracion de\l‘@ntigenos purificados PAK y PAS,
observamos un elevado descen@)en el nimero de sueros que fueron
positivos a nivel de 1gG ( ?ﬁente al antigeno PAK y dos frente el
antigeno PAS), siendo Ios%veles de D.O. inferiores a 0,34. Por el
contrario, este proce &urificacién no afectd a los niveles de IgM ya
que, para ambos 0s PAK 'y PAS, continuaron siendo muy elevados
(68,5% y 60,spectivamente). Por ultimo, al realizar la valoracion del
antigeno ?ﬁnicamente se observaron 2 sueros positivos (28 y 31) los
cuales, ormente, ya habian mostrado niveles elevados de 1gG frente
al E{}e Ascaris (D.O. de 0,43 y 0,65, respectivamente). Los niveles de

W"continuaron siendo elevados, incluso aumentaron afectando a un
Yo de los sueros, no encontrando, por el contrario, ningun suero

@ positivo a nivel de la IgA.
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Al realizar la deteccion de IgE especifica frente a su antigeno
homologo (EC de T. canis), observamos que tan sélo dos sueros (24
se mostraron positivos (D.O. > 0,1) presentando niveles elevadotrj‘s\t E
especifica (D.O. de 0,54 y 0,39, respectivamente).

cidad de
, siendo soélo

Algunos investigadores han puesto de manifiesto |
las larvas de T. canis para inducir niveles elevados d
una pequefia fraccion de la misma especifica frent@ arasito (Jarret y
Mackenzie., 1980), lo que podria explicar los ba@iveles detectados en
los sueros ensayados. Q

Frente a los antigenos AK y AS, U Mente 4 sueros presentaron
reactividad cruzada frente a Anisaki 0 sus niveles bajos (D.O. <
0,13) y otros 4 frente a Ascaris, nde dos de ellos, también fueron
positivos frente a Anisakis y To@g&ra, lo que parece indicar que cuanto
mas cantidad de IgE esp %E&; se detecte en un suero aumenta la
on

probabilidad de la apari reacciones cruzadas entre estos parasitos.

Cuando se aron los antigenos purificados PAK y PAS,

Unicamente enco

vez se habia

anteriormenté{ ensayados. Los resultados obtenidos indican que en el

S 2 sueros positivos frente a PAS los cuales a su
ortado como negativos frente a todos los antigenos

proces rificacion del antigeno EC de A. simplex se ha producido la
eliminacion de las proteinas responsables de desencadenar las reacciones
rﬁ?é?jas entre Anisakis, Ascaris y Toxocara.
.- Calculo de la sensibilidad y especificidad de los antigenos AK,
PAK y PAS.
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Uno de los aspectos fundamentales a la hora de realizar un

correcto inmunodiagnostico de cualquier enfermedad se basa e

eleccion de antigenos adecuados a la hora de realizar la

diagnostica, lo que implica que posean tanto una elevada s

como especificidad. Ambos parametros nos van a poner d nifiesto el

porcentaje de pacientes enfermos que dan el test di tico positivo
X.

como aquellos individuos sanos, que no padeciemﬁ( nfermedad, se

muestren negativos. {(/

En primer lugar, para calcular ambos p etros de sensibilidad y
especificidad, hay que tomar como refer Ciasél llamado “patron de oro”
el cual nos dara una evaluacion de | itud de la prueba diagndstica
basandose en el hecho de que | @uesta enfermedad valorada, esta
verdaderamente presente o aus@g en los pacientes seleccionados para
realizar el estudio. En nuest E?o hemos escogido como “patrén de oro”
el valor de CAP que a%e no resulta muy fiable como método
diagndstico, es el ‘Fx;tro que ha sido utilizado por el personal
sanitario, a la hr@ ealizar la eleccion de los sueros de los pacientes

r

que probablen@
L

rminacion de la sensibilidad y especificidad la realizamos

esentaban una sensibilizacion a A. simplex.

tanto s antigeno AK como de los purificados PAK y PAS, con el
fin de observar las posibles variaciones que se presentan a lo largo del
rﬁé’é‘so de purificacion.
Q Cuando se utilizo el antigeno AK, observamos una variacion de la
sensibilidad y la especificidad en funcién de la inmunoglobulina

detectada al realizar dicha determinacién. Asi, para un mismo punto de
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corte de D.O. de 0,15, la sensibilidad variaba desde valores de alrededor
del 83% para la IgG hasta tan sélo del 20,7% para la IgA, lo que pone.de
manifiesto que el inmunodiagnostico de la anisakidosis R
particularmente dificultoso, si Unicamente tenemos en cuenta IQ?-mveles

de una determinada inmunoglobulina.
Desde nuestro punto de vista hemos creido ngultarl’a mas
%:ISA, enfrentar

primeramente los sueros de los posibles pacie@ al antigeno AK y

preciso a la hora de realizar el inmunodiagndstico

posteriormente realizar una segunda determi n enfrentandolos a los
antigenos PAK y PAS y, en funcién de Io%smtados obtenidos, emitir un
posible diagnostico. %

Esto no implicaria préct\ente ningdn gasto econémico
adicional ni mas tiempo, ya que@quiere el mismo tiempo para realizar
un test que los 3 a la vezs Ror ello, decidimos tomar como primera
referencia el punto de corte de D.O. = 0,15 para la IgG, ya que fue esta
inmunoglobulina la c%:esentc') una sensibilidad mayor (82,7%) vy al
encontrarnos en rimeras fases de la investigacion diagnostica las
pruebas sensison las que muestran una mayor utilidad (Fletcher y
col., 1998 ando aplicamos este parametro, tal y como se observa en la
tabla adjuntd, el 70% de los sueros dieron el test positivo, a pesar de que
todo&e}los, menos uno, mostraban valores de CAP = 2. Lorenzo y col.
Zm al valorar distintas técnicas inmunoldgicas en el diagnéstico de la

rgia frente a Anisakis encontraron un 50% de especificidad en esta

@ técnica.
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La segunda determinacion se realizéd utilizando el antigeno
purificado PAK, tomandose como punto de corte el valor de D.O. = §,07
para la 1gG. Este valor fue seleccionado ya que al encontrarnos iad
de la investigacion diagndstica, presentaba un valor W&io de
especificidad y sensibilidad (58,6 y 54,5 %, respectiva . Cuando
valoramos todos los sueros ensayados observamos un nso del 20%
en los sueros que se mostraban positivos, apareciendé(?;élo dos sueros
que anteriormente habian sido negativos frent%antigeno EC de A
simplex.

Esto parece l4gico ya que, para \aﬂ'tl’geno EC de A. simplex,
aungue el valor predictivo era alto (80 mpre queda una probabilidad
(alrededor del 20% o lo que es lo Q\@ seis sueros), de encontrarnos con
falsos positivos. En nuestro caso@}escenso fue superior en dos sueros ya
gue pasamos de tener 28 su mositivos para el EC de A. simplex a 20
frente al antigeno PA %Uhimo, al realizar la determinacion del
antigeno PAS escogi I%Tpunto de corte de D.O. = 0,05 para la IgA, ya
que ésta era la i oglobulina que mostraba una mayor especificidad
(81,8%) y un @predictivo positivo mas elevado (88,9%). Otro factor
en el cualsn08 basamos a la hora de seleccionar dicha inmunoglobulina y
nolal la pequefia cantidad de muestra sérica necesaria a la hora de
reaklizar, el ELISA. Para realizar la determinacion de IgE necesitamos

I%'édor de 200 pl de suero, y muchas veces no se precisa de tal
tidad, frente a tan solo 1 ul necesario para la IgA. Al aplicar estos
parametros nos encontramos, tal y como se muestra en la tabla, que tan

s6lo 7 sueros se mostraban positivos y todos ellos también lo habian sido
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AK PAK PAS anteriormente fr
PACIENTE || 1gG = 0,15 | IgG = 0,07 | IgA = 0,05
2936/2 al antigeno AK 'y PAK
3056/3 * *
e x Un factor Rgportante
3461/3 * * a mencmnar hora de
3475/3 * *
3500/3 valorar aﬁ" ecificidad y
3524/3 * * *
3530/2 * sensibi e los diferentes
3544/3 * antigerigs es la eleccién del
3604/3 : )
3619/3 * * * sd@sto “patron de oro”, ya
3638/4 - )
367975 ,::,'“"qub si dicho patrén no es
3720/1 i i .} muy exacto en su validez, la
3755/2 * P
3782/3 * * * nueva prueba que se estd
3801/6 * * P~ _ .
3807/2 * ) valorando  quiza  rinda
3837/2 * * * :
aparentemente mejor que la
3857/3 * * P jor g
3866/5 * e estandar y parecera inferior a
3878/3 * * ] _
3883/2 LNy ésta, aunque se aproxime
3884/3 * * .
= % mas exactamente a la
3906/4 * * certidumbre.
3913/2 e
3914/3 *
3938/3 * Tabla 2.- Sueros
3949/3 * .
*
39752 % % humanos positivos (%)
3990/6 * * * frente al antigeno AK,
4009/4 * * *
4016/3 * * * PAK y PAS frente a los
4118/4 .
2153112 * * distintos puntos de corte
4159/5 * * seleccionados.
4189/2 *
TOTAL 28 20 7
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5.6.- Determinacion de anticuerpos por Western-blot en sueros SAS
con antigeno de Anisakis simplex purificado por cromatografiﬁg
afinidad. N
Cuando se enfrentaron los 24 sueros humanos proce?&es del
Servicio de Alergia del Hospital del Aire de Madrid | antigeno
homdlogo (antigeno AK), un 71% reconoci0 proteinas“entre 209-134
kDa. Lorenzo y col. (2000) al realizar la técnica de %:
anticuerpo monoclonal UA3 que reconoce prot@de 139 y 154 kDa,

captura con el

observaron reaccion positiva IgG1 e IgE, en s de pacientes alérgicos
a Anisakis en un 92% y 100%, respecti e. La desglicosilacion de
estas proteinas no afectd al resultado, mi€afras que supuso la desaparicién

de las reacciones inespecificas pdas por los epitopos azucarados
presentes en el antigeno de A. simplgx.

En el 100% de sueros estudiados por nosotros hubo
reconocimiento de la pr te%e 60 kDa por parte de las 1g’s, lalgM vy la
IgG, siendo la respu Mmas intensa a nivel de las dos primeras. Akao y
col. (1990) obs que 9 pacientes diagnosticados de anisakiosis
géstrica reacci %proteinas distribuidas entre 50 y 120 kDa. Nakata y
col. (19 )?i'nalizaron mediante inmunoblot distintos antigenos
reconoei por anticuerpos presentes en sueros de pacientes
diagnosticados de anisakidosis gastrointestinal aguda, observando que la

??econocia proteinas de 91, 76, 64, y 60 kDa. Segun estos autores las
teinas de 76, 64 y 60 kDa son especificas de Anisakis ya que no
observaron inmunorreconocimiento de proteinas de peso molecular

similar en homogenados de A. suum. Estos anticuerpos reaccionaron
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también frente al antigeno ES de Anisakis, donde se encuentran proteinas
especificas de 76 y 60 kDa.

También observamos que el 37,5% de los sueros e 0S
reconocieron la proteina de 40 kDa y el 12% la de 25 kDa ¢ 19G,
coincidiendo para esta ultima proteina con los sueros de I valor de

CAP (dos sueros con CAP =5y un suero con CAP = 6)

Al revisar la bibliografia acerca del diagndsti E.Ia anisakidosis
humana hemos observado que en la may%de immunoblotting
realizados en pacientes con hipersensibilida Anisakis se visualizan
multiples bandas (del Pozo y col., 199 ) sifl embargo, otros autores,
como Daschner y col. (1997), observ@s n solo una banda de 17 kDa
reconocida por IgE en un nte aquejado de anisakidosis
gastroalérgica, pudiéndose habe(iryiucido una respuesta de tipo IgE con
anterioridad a la estimulaciégﬁclonal tipica que provocan los parasitos.

Segun estos autores, Una causa de la pequefia proporcién de sueros

que reconocen proteindsyde bajo peso molecular podria estar asociada con

el momento en e se produjo la extraccion del suero, modificAndose

las proteinas gge &stimulan la respuesta.

&,

Al sﬂa'l'r la presencia de reacciones cruzadas en western-blot
observ. ue todos los sueros reconocieron proteinas presentes en el
antigeno TC, siendo esta reaccion mas intensa que frente a A. suum. Asi,

/QGB los sueros, reconocieron un triplete entre 84-40 kDa en el antigeno
, un 30% reconocid una proteina de 84 kDa, el 41,5% reconocieron la
proteina de 32 kDa y el 33% la de aproximadamente 25 kDa. La

reactividad cruzada fue menor frente al antigeno AS que frente al de TC,
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ya que solo en el 50% de los sueros ensayados se produjo reaccion a nivel
de un doblete superior a 40 kDa, tanto con Ig’s, 1gG e IgM y en 1/3 de-lgs
sueros, también con la IgA. El 16% reconoci6 bandas de 60 kDa %
la respuesta de 1g’s e 1gG. Un 29% reconoci6 una banda de 25?& tanto
con Ig’s como 1gG y, solamente, el 4% reacciono6 con la eina de 35
kDa. Cuando valoramos el antigeno PAK, se produj aumento del
reconocimiento hacia las fracciones peptidicas de 6 %;25 kDa en un
83%, 16% y 4% respectivamente, mientras que 9@54% desaparecio la
reaccion con proteinas de elevado peso molec@

Al realizar la valoracién de este 0 mediante la técnica de
ELISA, observamos un descenso en ero de sueros positivos que
fue més acusado a nivel de la Ig 60,5% al 18,5%) que de la IgM
(del 60,5% al 50%). Este hecho@bién fue observado por western-blot,
ya que aparecieron bandas temente marcadas en mayor proporcion

n

frente a las 1g’s e IgM, esto méas acusado en aquellos sueros donde

la respuesta era méasydébil frente al antigeno AK, los cuales a su vez

poseian los men lores de CAP (clase 2 y 3). Esto parece indicar
que, desde el to de vista diagndstico, el hecho de que estos sueros
muestren Rs"'niveles de Ig’s y IgM frente al antigeno AK, no es
excluy la hora de descartar una posible sensibilizacién frente a
Anisesi/s, ya que, a pesar de ello, una posterior valoracién mediante la
é%?a de western-blot frente al antigeno PAK podria revelar la presencia

proteinas inmunorreactivas, las cuales habrian pasado inadvertidas

frente al antigeno AK debido a su baja concentracion.
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En el antigeno PAS aumentd el reconocimiento hacia las proteinas
de 60, 40, 25 y 30-35 kDa, en un 79%, 45,8%, 25% vy :g%%
respectivamente. Arrieta y col. (2000) clonaron una protein A

simplex que posee un peso molecular de aproximadamente 21 ?e-y que

es reconocida por el 20% de los pacientes alérgicos, pudie existir una
relacion entre dichas proteinas y la banda de aproxi ente 25 kDa
observada por nosotros. {(

Por Gltimo, frente al antigeno EAS, obswos reaccion a nivel
de una proteina de aproximadamente 14 k 10 de los 12 sueros

ensayados. El elevado reconocimiento deSWE proteina indica que tras la

purificacion del antigeno AK, hemo guido concentrar la proteina

de 14 kDa en el antigeno EAS, @e su antigenicidad se haya visto

alterada. ()

5.7.- Evaluacion mediam@;)a cutanea (prick test) del antigeno de
Anisakis simplex punj{y;ado por cromatografia de afinidad en
pacientes diagnostic de sensibilizacion a Anisakis.

Tras la ipistracion del extracto comercial de A. simplex se
observd qu @0% de los pacientes seleccionados no mostraban
reactivida{?fna mediante prick test. Todos estos pacientes mostraban

sintom:!?n—testinales, y 3 de ellos, eran también polinicos. Dos pacientes

momqpon un tamafio de papula mayor al producido por la histamina con
?;(-tracto comercial de A. simplex de laboratorios ALK ABELLO
Q-(antl'geno AKABELLO) y, Unicamente, un caso de CAP =6 con el de los
@ laboratorios 1.P.1. (antigeno AKIPI). Los otros pacientes tenian urticaria

cronica, prueba cutanea negativa a neumoalergenos y CAP = 3.
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Al estudiar la reaccion cruzada con A. suum, observamos que solo

el 35% de los pacientes dieron positivo. En ellos se observaro

siguientes datos de interés: el paciente nimero 7 también pr

alergia a pescado, marisco y frutos secos, los pacientes 15y 19 leron
a consulta por dolor abdominal tras la ingesta de Jerones 'y
presentaban valores de CAP =5y, por ultimo, los paci 6y 17 tenian

urticaria crénica, prueba cutanea negativa a neumo{& nosy CAP =3
por FEIA. En el 57% de los pacientes (nl]mer@ 15, 18 y 19) estas
reacciones fueron inferiores que las obtenid on el extracto AKIPI,
mientras que en el 28,5% de los mismos superiores (pacientes 6 y
17). Todos los pacientes que habia positivos para el EC de A.
simplex, excepto un paciente poli @también lo fueron frente a los 2
antigenos PAK y PAS, mientra@e el 30% se mostro negativo a todos
los antigenos ensayados. do se estudid6 mediante SDS-PAGE el
patron antigénico del EC de*A. simplex observamos diferentes proteinas
de 205, 120, 66-45, \S%-Zl y 14 kDa, las cuales se mantenian cuando el
antigeno se purifi través de la columna de 1gG de conejo anti-A.
simplex pero e@ erentes proporciones, pudiendo ser estas proteinas las
responsab t'iﬂ'é' producir un descenso en el tamafio de la pépula
produci r el antigeno PAK.

s El 43% de los pacientes positivos mostraron una reaccion mayor

?(; antigeno PAK que con el PAS (pacientes 1, 6, 10, 15, 17 y 19). Los
Q-pacientes numero 6 y 17 presentaban urticaria cronica, prueba cutanea
@ negativa para neumoalergenos y CAP = 3 a Anisakis, mientras que los

pacientes 15 y 19 presentaban abdomen agudo tras la ingestién de
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boquerones y valores de CAP = 5. El 36% mostro reaccion mayor con el
antigeno PAS que la observada con el antigeno PAK, incluyendo en

grupo a un paciente que presentaba apendicitis con urticaria
también positivo mediante prueba cutanea a Lolium, Phleu
Platanus y con valores de CAP=3 obtenidos al medir IgE e fica frente
a Anisakis mediante FEIA. EI 14% mostr6 las mismas iones 'y el 7%
fue negativo frente a ambos antigenos purificado % 5 pacientes el
tamafio de la papula producido por el antlgeno@,s fue mayor que el
producido por el antigeno PAK, lo que po ndicar, que para estos
pacientes, se ha producido una co&%@t{acién de las proteinas
responsables de desencadenar un au de los niveles de IgE. Por el
contrario, en 6 pacientes el tam r@ las papulas fue menor, debido
probablemente a la eIiminacid’Q:}e las proteinas responsables de la
reaccion cruzada con Asca@r‘esentes en el antigeno EAS). Este hecho
se comprobd debido a 1 de estos 6 pacientes (paciente nimero 1)
no mostrd reaccion ‘h%*antlgeno EAS, siendo el mismo en el que se
produjo un men %mento (s6lo el 7%) en el tamafio de la papula
producido po @ antigeno PAK comparado con el antigeno PAS, no
tratandose una reaccion cruzada. Cuatro pacientes de los 6 que
mostra qivh mafio de papula producido por el antigeno PAK mayor
antlgeno PAS, fueron también positivos frente al antigeno AS,
|%b el tamafio de papula mayor o igual al 20% considerando el 100%

reaccion producida por la histamina. Por otro lado el paciente niUmero
10 no reacciono con el antigeno AS, siendo, sin embargo, positivo frente

al antigeno EAS, debido probablemente a una reaccion cruzada con
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diferentes proteinas presentes en dicho antigeno. En 5 pacientes el tamafio
de papula producido tras la administracion del antigeno PAS fue mayor
que la producida por el antigeno PAK. Este incremento podria se %)
a una concentracion de las proteinas responsables de desens?enar la
reaccion alérgica, las cuales habrian producido un inc nto en el
0 PAS en el

is. Los mayores

tamafio de papula superior al 38% producido por el a

paciente 5, quién ademas tenia un CAP = 6 frente a

A

tamarios de papulas producidos por el antigeno %se observaron en los
pacientes 5 y 16 (con un 86% Yy un .‘@‘ respectivamente, en
comparacion con la histamina). Estos pac%eé coincidieron también con
aquellos en donde se observd el m amafio de péapula cuando el
extracto EC de A. simplex fue ad @rado siendo éste de alrededor del
96%. Estos hechos confirman q@ proceso de purificacion del antigeno
larvario de A. simplex por %a'tograﬁa de afinidad utilizando suero de
conejos inmunizados produce la eliminacion de los epitopos antigénicos
responsables de la :&‘&J&d cruzada entre los ascaridos y la produccion

de falsos positiv%
Q :

diagndstico de la sensibilizacion producida por A.

simplex.
6.- CONGLUSTONES
1.-La fCacion del antigeno total larvario de A. simplex mediante su

elugion_d partir de una columna de IgG anti-A. simplex y posterior
i@do por una columna de IgG anti-A. suum (antigeno PAS) produce un

ento de las proteinas inmunogénicas capaces de desencadenar la

@ respuesta 1gG evitando, ademas, la competicion por epitopos presentes en
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proteinas poco especificas y responsables de las reacciones cruzadas con
Ascaris y Toxocara. ?_
2.- En el antigeno PAK (eluido de una columna anti-A. sim se
concentran las proteinas de 60, 40 y 25 kDa, con aur?nto del
reconocimiento de los sueros hacia estas fracciones y dispiipacion de la
reacciéon con proteinas de alto peso molecular, prQ%_ ades que se
encuentran aumentadas en el antigeno PAS (eluido éda columna de 1gG
anti-A. simplex y filtrado por la columna anti-A. s@)

3.- La proteina de 14 kDa, principal resp ble de las reacciones
cruzadas entre Anisakis, Ascaris y Toxo ra.sé concentra en el antigeno
EAS (eluido de una columna de Ig % suum), eliminandose del
antigeno PAS los epitopos antigk@s responsables de la reactividad
cruzada entre los ascéaridos y @roduccién de falsos positivos en el
diagnostico de la sensibili% producida por A. simplex junto con una

I

concentracion importan as proteinas responsables de inducir un

aumento de IgE espe
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Y,
8.- ABREVIATURAS Q_

Antigeno AK: antigeno total larvario de Anisakis si@ !

Antigeno AS: antigeno de adultos de Ascaris s@
Antigeno TC: antigeno de adultos de Toxocara*eanis.

Antigeno PAK: antigeno total larvari Anisakis  simplex eluido
después de pasarlo por una columna de conejos inmunizados con
antigeno AK. ~

Antigeno PAS: Corresponde a Q_ﬁrotel'nas del antigeno PAK no fijadas,
después de pasarlo por una mna de 1gG de conejos inmunizados con
antigeno AS.

Antigeno EAS: Cor nde a las proteinas del antigeno PAK fijadas y
eluidas, después! de*pasarlo por una columna de IgG de conejos
inmunizados ntigeno AS.

Sueros %?sueros humanos diagnosticados de sensibilizacion a

Anisaki?-.

Sueng;,, LMV: sueros humanos diagnosticados de larva migratoria

@?e?al .
@Q-
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