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1. DESCRIPCION DE LOS PARASITOS.

1.1. Toxocara canis.

Toxocara es un helminto nematodo perteneciente a la familia Ascarididae, que
parasita a diferentes especies, pudiendo infectar a un amplio rango de

mamiferos, incluido el hombre [1, 2].

La clasificacion taxondmica de Toxocara spp. se encuentra descrita a
continuacion siguiendo las directrices del Taxonomicon [3]. Esta clasificacién,
se ajusta bastante a la aceptada actualmente por la mayoria de estudiosos de

la parasitologia.

Reino: Animalia; Subreino: Eumetazoa; Dominio: Eukaryota; Rama:
Protostomia; Grado: Bilateria; Infrareino: Ecdysozoa; Superphylum:
Aschelmintes; Phylum: Nematoda; Clase: Secernentea; Subclase: Rhabditia;
Orden: Ascaridida; Suborden: Ascaridina; Superfamilia: Ascaridoidea;

Familia: Toxocaridae; Género: Toxocara.

En 1970 [4], se describieron once especies de Toxocara. Sin embargo, en la
actualidad, el National Center for Biotechnology Information (NCBI) recoge
unicamente seis especies [5], de las cuales sélo dos: T. canisy T. cati han sido

reconocidas como agentes causantes de patologia en el hombre [6].

Los adultos de T. canis parasitan la parte superior del tracto intestinal de sus
hospedadores definitivos, los canidos. Son relativamente grandes, de color
blanquecino y con una cuticula que posee finas estriaciones transversales

(Figura 1).
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(http://cal.vet.upenn.edu)

Figura 1. Toxocara canis adulto.

Las hembras de T. canis tienen una longitud entre 6 a 18 cm y los machos
entre 4 a 10 cm. En la parte anterior destaca la cavidad oral formada por tres
labios. Lateralmente se pueden percibir dos aletas cervicales que miden 2,5 x
0,2 mm con forma de punta de lanza, importantes para su identificacién
taxonémica y diferenciacibn con otras especies y géneros. Poseen un
ventriculo posterior en la base del eséfago y carecen de ciegos intestinales. El
extremo posterior es romo en las hembras y digitiforme en los machos, con dos
espiculas desarrolladas.

Los huevos de T. canis (Figura 2) son subesféricos, oscuros, de color marron,
de superficie irregular y de un tamafio de 75-90 pm. Se distingue una
membrana externa gruesa y rugosa y una membrana interna lisa, no siempre
visible. En el interior, se aprecia que el embridn ocupa casi la totalidad del
espacio interno. Estos huevos son eliminados junto con las heces del
hospedador definitivo al medio externo, donde embrionan y pueden

permanecer viables hasta mas de un ano [1].

(http://facmed.unam.mx)

Figura 2. Huevo de T. Canis.
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Al igual que otros nematodos T. canis atraviesa varios estadios de desarrollo
desde huevo hasta adulto. En concreto pasa por cuatro estadios larvarios: L1,
L2, L3 y L4 siendo el segundo estadio larvario o L2 la fase infectante, que
permanece dentro del huevo, después de la primera muda, hasta su ingestion
por un futuro hospedador. La eclosién de la L2 se produce en el estbmago del

hospedador debido a la accion quimica de los jugos gastricos (Figura 3).

(http://insht.es)
Figura 3. Eclosion de la larva L2.

Las larvas L2 ya eclosionadas miden 400 pym de largo por 20 um de ancho.

Ciclo biolégico.

El ciclo biolégico de este parasito en el hospedador definitivo (canidos) (Figura
4), se inicia cuando las hembras fecundadas de T. canis depositan huevos sin
segmentar en el intestino delgado del perro y éstos son eliminados con las
heces al medio externo. Las hembras adultas pueden llegar a producir 200.000
huevos al dia. Estos huevos no son todavia infectivos y requieren un periodo
de incubacion en el suelo. Bajo condiciones 6ptimas de humedad, temperatura
y tensidn de oxigeno, los huevos embrionan llegando en 2-5 semanas al
estadio de larva infectante (L2), pudiendo permanecer viables durante largos
periodos de tiempo, hasta ser ingeridos por un nuevo hospedador [1].

Una vez ingeridos, los huevos embrionados pasan al estomago, donde la
cubierta externa se rompe debido a la accion de los acidos gastricos. Las

larvas infectantes eclosionan penetrando en la mucosa intestinal y pasan a la
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circulacion sanguinea para iniciar una larga migracién intraorganica. A las 24-
48 horas llegan al higado por via portal, continuan hacia los pulmones pasando
por las venas hepatica y cava posterior hasta llegar a la cavidad derecha del
corazén y la arteria pulmonar. Durante esta migracién algunas larvas quedan
retenidas en los tejidos a causa de reacciones tisulares inflamatorias.

Tras llegar a los pulmones, pueden seguir dos rutas de migracién en funcion de
la edad del perro parasitado. En cachorros menores de seis semanas se
produce una migracién traqueodigestiva. Las L2 atraviesan los alveolos y
ascienden por el arbol bronquial para ser deglutidas con las secreciones
traqueobronquiales convertidas en larvas de tercer estadio (L3) y asi llegar al
aparato digestivo. El desarrollo de las larvas continua en el estdbmago y finaliza
en el intestino, realizando una nueva muda y alcanzando el estadio adulto (L4)
a las 3-5 semanas.

En perros de mas de seis semanas, es mas frecuente una migracion somatica.
En este caso, las L2 no pasan a la luz alveolar sino que a través del torrente
sanguineo son distribuidas por el organismo invadiendo diferentes 6rganos
como los pulmones, higado, rifiones, utero, glandulas mamarias, etc. En este
punto, las larvas pueden quedar retenidas en los tejidos durante meses e
incluso afios sin ningun desarrollo. Este fendmeno es conocido como hipobiosis
[7]. Estas larvas en estado hipobiotico se pueden reactivar en el tercer trimestre
del embarazo de la hembra hospedadora. Pueden migrar hacia la placenta
produciéndose la infeccion trasplacental de los cachorros gestantes y también
hacia las glandulas mamarias pasando al calostro dando lugar a una infeccién
postnatal [8]. Esto supone que las hembras son el principal reservorio de
infeccidn de T. canis al reactivarse las larvas con cada nueva camada, por eso,

la mayoria de los perros recién nacidos estan parasitados por T. canis [9].

La capacidad de supervivencia de las larvas L2 de T. canis se pone de
manifiesto al existir casos en los que se han encontrado larvas infectantes en
tejidos del hospedador definitivo hasta nueve afios después de una infeccion
[10, 11].
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En cultivos in vitro, las larvas L2 se mantienen viables durante un maximo de
18 meses. Si bien en este periodo no hay desarrollo morfolégico, si hay una
elevada actividad fisica y metabdlica que depende de un aporte regular de

glucosa y aminoacidos [9].

T. canis sélo alcanza el estadio adulto en el hospedador definitivo, pero existe
un amplio rango de mamiferos, incluido el hombre, susceptibles de ser

infectados por la ingestién de huevos embrionados.

A(h ',"9“ g ‘@
COC N X%

www.cdc.gov/parasites/toxocariasis/biology.htmldpd.cdc.gov

Figura 4. Esquema del ciclo biolégico en el hospedador definitivo.

En el hombre (Figura 5), el ciclo comienza con la ingestion accidental de
huevos que se pueden encontrar en el suelo de los parques publicos, en
vegetales contaminados por heces de perro, o puede adquirirse por la ingestion
de carne mal cocinada de hospedadores paraténicos como pollo [6], conejo
[12], pato [13] y cordero [14]. Como consecuencia, se produce la migracion

somatica que da lugar al desarrollo del Sindrome de Larva Migrans [15].
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Figura 5. Esquema del ciclo biolégico de T. canis en el hombre (hospedador

accidental).

Manifestaciones clinicas.

Tradicionalmente se describen dos formas de toxocarosis humana
dependiendo de la localizacion de las larvas en los tejidos del hospedador que
se denominan Sindrome de Larva Migrans Ocular (LMO) y Sindrome de Larva
Migrans Visceral (LMV).

Sindrome de Larva Migrans Ocular (LMO) [16].

Los pacientes suelen ser nifios y adultos jovenes que presentan una pérdida de
vision, acompafiada a veces por estrabismo de dias o0 semanas de duracién. Al
examinar el fondo de ojo se pueden observar: endoftalmitis granulomatosa,
uveitis y granulomas retinianos, papilitis 0 masas inflamatorias en el vitreo
periférico. La consecuencia mas grave de la infeccidn es la invasion de la retina
que puede acabar en ceguera.

La infeccidn ocular puede ser también subclinica y solamente detectada en un
control rutinario oftalmoldgico. En estos pacientes no se suele encontrar

eosinofilia periférica.

10
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Sindrome de Larva Migrans Visceral (LMV) [17].

Los pacientes suelen ser nifios entre 2 y 7 afios con historia previa de geofagia
y contacto estrecho con mascotas. Los sintomas asociados a la migracion
hepatica y pulmonar de las larvas son: dolor abdominal, pérdida de apetito,
fiebre, tos, asma y hepatomegalia con una marcada eosinofilia, leucocitosis e
hipergammaglobulinemia. La localizacion e intensidad de los sintomas depende
de la cantidad de larvas, el establecimiento de las mismas y de la respuesta
inmune del hospedador. Los casos de LMV con clinica grave son poco
comunes Yy las posibles consecuencias de una prolongada eosinofilia son la

fibrosis pulmonar [18] y la miocarditis eosinofilica [19].

En las ultimas décadas se han descrito nuevas formas clinicas de toxocarosis

entre les que destacan:

Toxocarosis comun [20].

Se presenta con astenia cronica asociada con desérdenes digestivos vy
manifestaciones alérgicas (hipereosinofilia moderada o elevacion de la IgE
total). Algunas veces estos sintomas pueden estar acompanados de

manifestaciones dermatolégicas como prurito, eczema y urticaria.

Toxocarosis subclinica o encubierta [21].

En este caso las manifestaciones clinicas son poco especificas y de poca
gravedad como: fiebre, anorexia, tos, dolor abdominal, cefalea, insomnio,
vomitos, letargia, trastornos del comportamiento, faringitis, neumonia,
linfadenitis cervical y hepatomegalia. No suele haber eosinofilia marcada pero
si un elevado titulo de anticuerpos anti-Toxocara. Es la forma mas frecuente de
toxocarosis humana a pesar de que la mayoria de veces se suele quedar sin

diagnosticar [15].

Toxocarosis neurologica [22].
Puede afectar tanto al Sistema Nervioso Central (SNC) como al Sistema
Nervioso Periférico (SNP). Entre las manifestaciones neuroldgicas en el SNC

destacan la meningitis, encefalitis y mielitis eosinofilicas, vasculitis cerebral,

11
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neuritis oOptica y epilepsia. Sélo hay 50 casos en los que se ha podido
relacionar la toxocarosis con el SNC y se ha visto que no discrimina ni por edad
Nni por sexo.

En cuanto al SNP las manifestaciones son raras y comprenden radiculitis,

afeccién de los nervios craneales y afeccidon del musculo esquelético [23].

De cualquier manera, es interesante destacar que las formas mas usuales de
infestacion por Toxocara canis no se expresan clinicamente. Los estudios
seroepidemioldgicos efectuados demuestran altas tasas de seropositividad con

escasos individuos que presentan sintomas [15, 21].

1.2. Anisakis simplex.

Anisakis simplex es un nematodo que parasita el tubo digestivo de mamiferos
marinos mayoritariamente cetaceos (ballenas, orcas, delfines, etc) y en menor
medida en pinnipedos (focas, leones marinos, morsas, etc). Es un helminto
perteneciente al orden Ascaridida, superfamilia Ascaridoidea y a la familia
Anisakidae. Dentro de los diversos géneros de esta familia los mas relevantes
son Anisakis y Pseudoterranova que presentan una amplia distribucion en los

cinco continentes.

Las especies de anisakidos responsables de la parasitacion humana son
Anisakis simplex y en menor medida, Pseudoterranova decipiens, también
conocido como gusano del bacalao. Los humanos somos un hospedador
accidental ya que en el hombre el parasito no es capaz de desarrollarse y
alcanzar la etapa adulta [24]. Las infestaciones por Anisakis, en humanos, son
mas prevalentes en aquellas areas con elevado consumo de pescado, sobre

todo crudo (Japdn, costa del Pacifico de América del Sur, Holanda...).
Las larvas de A. simplex tienen una longitud aproximada de 2 a 3 cm y un

aspecto filiforme de color blanco-rosado. Cuando se observan en el tejido

aparecen muy enrolladas sobre si mismas (Figura 6). Las larvas de

12
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Pseudoterranova son de mayor tamafo, unos 4-6 cm, mas oscuras, de aspecto

marronaceo y se observan menos enrolladas en los tejidos (Figura 7).

(‘r'“.ll - . _

http:// dpd.cdc.gov

Figura 6 : Larva de Anisakis. Figura 7: Pseudoterranova.

Al igual que para Toxocara, a continuacién se describe la clasificacion
taxonémica de Anisakis y Pseudoterranova siguiendo las directrices del

Taxonomicon [3].

Reino: Animalia; Subreino: Eumetazoa; Dominio: Eukaryota; Rama:
Protostomia; Grado: Bilateria; Infrareino: Ecdysozoa; Superphylum:
Aschelmintes;  Phylum: Nematoda; Clase: Secernentea; Subclase:
Rhabditia; Orden: Ascaridida; Suborden: Ascaridina; Superfamilia:

Ascaridoidea; Familia: Anisakidae; Géneros: Anisakis, Pseudoterranova.

Ciclo biolégico.

El parasito adulto suele encontrarse en el estdmago/intestino de gran variedad
de mamiferos marinos (hospedador definitivo).

Las hembras adultas producen huevos no embrionados que se expulsan al mar
a través de las heces del hospedador definitivo y se desarrollan en huevos
embrionados en el agua. Los huevos que se expulsan al mar alojan la larva en

su estadio inicial (L1), desde el cual van madurando hasta L2 que eclosiona del
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huevo con un tamafio de 0,3-0,4 mm y es ingerida por pequefos crustaceos
(hospedador intermediario) en los cuales se alcanza el estadio L3 de unos 3
mm. Este estadio es el infectivo para peces y cefalépodos que consumen los

pequenos crustaceos parasitados por las L3.

Entonces, la larva migra del intestino hacia la cavidad peritoneal donde crece
hasta alcanzar unos 3 cm. Por depredacion, la L3 se transfiere de pez a pez,
pero no completa el ciclo a menos que llegue al estbmago de un mamifero
marino. Peces y cefalépodos mantienen el tercer estadio larvario que es el que
va a ser infectivo para los humanos y otros mamiferos marinos, actuando como
hospedadores paraténicos o de transporte. Cuando el pez o cefalépodo que
contiene la L3 es ingerido por un mamifero marino, la larva muda dos veces

(L4) y alcanza la forma adulta (L5) cerrando el ciclo.

En humanos la parasitacién se produce por ingesta de pescado parasitado
crudo o poco cocinado. El humano es un hospedador accidental ya que en él
las larvas no pueden sobrevivir ni reproducirse, como maximo mudan a L4 pero
mueren en aproximadamente 3 semanas (Figura 8). Después de la ingestion,
las larvas penetran en la mucosa gastrica e intestinal produciendo los sintomas

gastricos de la anisakiosis [25].

La anisakiosis humana, se describié por primera vez en la década de los afios
60 en Holanda, por Van Thiel [26] y desde entonces, la prevalencia de esta
parasitaciéon ha ido en aumento sobre todo en relaciéon con los habitos de

consumo de pescado.
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Figura 8. Ciclo biolégico de Anisakis simplex.

Manifestaciones clinicas.

La parasitacién por A. simplex puede desencadenar 4 cuadros clinicos distintos

Anisakiosis gastrica.

El inicio de la anisakiosis gastrica comienza entre 1 y 2 horas después de la
ingesta de la larva. Una vez que la larva alcanza el estdmago, ésta se adhiere
a la mucosa y libera enzimas proteoliticas. Estas proteasas producen lesiones
erosivas y/o hemorragicas formando un tunel tanto por la mucosa como la
submucosa gastricas. Esta fase aguda se manifiesta con dolor epigastrico

intenso, vomitos, diarrea y febricula. Generalmente, estos sintomas se acaban
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resolviendo en pocos dias, pero puede convertirse en un proceso croénico y

alargarse sSemanas 0 meses.

Anisakiosis intestinal.

Se caracteriza por un dolor abdominal intermitente o cronico que aparece a los
5-7 dias de la ingesta de la larva. Los individuos infectados pueden llegar a
desarrollar ascitis y/o presentar semiologia de un abdomen agudo. La infeccién

intestinal tiene lugar en el ileon terminal principalmente.

Anisakiosis ectopica (o extragastrointestinal).

Mucho menos frecuente que las anteriores, es debida a una migracion de la
larva a la cavidad peritoneal o pleural, higado, pancreas y ovario.
Recientemente se ha descrito un caso de reaccion cardiovascular asociada a

anisakiosis [28].

Anisakiosis alérgica.

Los productos metabdlicos liberados por las larvas son potentes alérgenos
capaces de producir reacciones de hipersensibilidad mediada por IgE que
pueden ir desde la mas frecuente que es la urticaria aguda [29, 30] hasta la
mas grave: la anafilaxia [31, 32]. El tiempo de latencia desde la ingesta de la
larva a la aparicion de los sintomas es menor que en las manifestaciones
digestivas (primeras 2 horas). También se ha asociado la participacion de A.
simplex en pacientes afectos de urticaria crénica o aguda. El término
anisakiosis gastroalérgica se ha empleado en aquellas reacciones que se
producen pocas horas después de la ingesta de pescado parasitado con larvas
vivas de A. simplex y que producen a la vez una gastritis aguda acompafada

de manifestaciones alérgicas [33].

2. ANTIGENOS DE Toxocara canis Y DE Anisakis simplex.

2.1. Antigenos de Toxocara canis.

La mayoria de las investigaciones sobre la bioquimica de los antigenos de T.
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canis se ha centrado en las proteinas excretoras-secretoras del estadio
infectante L2 de este parasito [34]. Estas proteinas han demostrado ser de gran
utilidad en el diagnéstico inmunoldégico de los sindromes de LMV y LMO. En
relacién con su funcion, se cree que estas proteinas estan implicadas en la
evasion de la respuesta inmunitaria del hospedador por parte del parasito [34],
idea que se refuerza al tener en cuenta que este grupo de proteinas de
excrecion-secrecion esta constituido en su mayor parte por una familia de al
menos 6 mucinas con un elevado poder antigénico [35]. Las larvas L2 alteran
periédicamente estas mucinas [36] que recubren la superficie larvaria [37] con
la intencién de desviar la accion de la respuesta inmunolégica del hospedador
[38].

Otro grupo de proteinas descritas en el conjunto de los productos de excrecién-
secrecion son las lectinas tipo C [9]. Se trata de una familia de proteinas que
unen carbohidratos (que pueden ser desde simples monosacaridos, hasta
complejos glicoconjugados), de una manera dependiente de calcio (Ca*?) [39].
En general, las lectinas estan implicadas en la activacion del sistema
inmunoldgico tanto en vertebrados como en invertebrados, lo que sugiere que
estas proteinas pueden intervenir en la relacion parasito-hospedador, sobre

todo en la evasion del sistema inmunolégico [40].

De todos los antigenos identificados e individualizados de Toxocara (Tabla 1)
s6lo el grupo de poliproteinas TBA-1 [41, 42] ha sido asociado al término
alérgeno por su similitud estructural con el grupo ABA-1 descrito en Ascaris spp
[43]. Se trata de un grupo de polipéptidos capaces de unir lipidos. En el
momento inicial de su sintesis son secretados en forma de grandes polimeros y
a medida que son excretados, son digeridos en pequefios polipéptidos con un
peso aproximado de 15 kDa [34]. Estas pequefas subunidades son las que
parecen inducir la respuesta alérgica en un amplio numero de hospedadores
[34].

Sin embargo, aunque TBA-1 es estructuralmente similar a ABA-1, actualmente
se desconoce su relevancia tanto diagndstica como clinica en los procesos de

hipersensibilidad mediada por IgE [41].
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Por otra parte tan solo diez antigenos de nematodos forman parte de la lista
oficial de alérgenos (www.allergen.org); de los cuales no hay ninguno que se

asocie al género Toxocara como fuente alergénica (Tabla 2).

Por tanto, desde el punto de vista alergologico en el momento actual no existen

datos que permitan definir alérgenos relevantes que posibiliten abordar

reacciones de hipersensibilidad asociada a la presencia de Toxocara.

Antigenos Nativos [44] Antigenos Recombinantes [9,41]
Excrecion- Superficie
Secrecion larvaria
PM (kDa) PM (kDa) (:[I;I;‘ ) Caracteristicas
26 Proteina de unién a
fosfatidiletanolamina
Lectina tipo C
32 32 32 (dependiente de calcio)
45 Lectina (no confirmado)
55 Cpmponeptes 55 Lectina
intermedios
70 70 Lectina tipo C
120 120 120 Mucina
400 400 Analogo de proteoglicanos
15 Poliproteina TBA-1

Tabla 1. Relacion de antigenos nativos y recombinantes de Toxocara canis.

2.2. Antigenos de Anisakis simplex [27].

A. simplex presenta 3 tipos de proteinas alergénicas:
a) Proteasas e inhibidores de proteasas liberados durante la penetracion
de la larva, conocidas como alérgenos de excrecidn/secrecion (ES).
b) Alérgenos somaticos obtenidos del cuerpo entero de A. simplex.
c) Alérgenos de cuticula secretados para proteger el cuerpo del A. simplex

de la accion de los jugos gastricos.
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Dependiendo del destino de la larva, los individuos se exponen a diferentes
alérgenos. Asi pues, durante la penetracion de la larva y posterior muerte de la
misma, los pacientes se exponen a todos los alérgenos, mientras que si la larva
se elimina intacta por el tracto gastrointestinal los pacientes s6lo se exponen a
los alérgenos ES. Por ultimo, si la larva ingerida muere enseguida, la
exposicidon principal es a alérgenos somaticos y cuticulares y minima a los de
ES.

El Sub-Comité de Nomenclatura de Alérgenos perteneciente a la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y a la Union Internacional de Sociedades de
Inmmunologia (UISI) indican que el nombre oficial de un alérgeno debe estar
identificado por las tres primeras letras correspondientes al género de la fuente
alergénica y la primera o las dos primeras letras correspondientes al nombre de
la especie, seguido de un numero arabigo que refleja el orden en el que se ha
identificado cada alérgeno.

En el caso de A. simplex se han descrito hasta el momento, doce alérgenos
pero sélo de los 9 primeros se conoce la familia a la que pertenecen y su
funcion (Tabla 2).

Los alérgenos Ani s 1, Anis 4, Anis 5, Anis 6, Anis 7, Anis 8 y Ani s 9 son
alérgenos de ES, mientras que Ani s 2 y Ani s 3 son alérgenos somaticos. De
todos ellos, solo se consideran alérgenos mayores a Anis 1, Anis 2, Anis 3y
Anis 7.

El alérgeno mayor Ani s 1 tiene un peso molecular de 24 kDa cuya funcion es
ser inhibidor de serin-proteasas. Es altamente especifico ya que entre el 86 y el
100% de los pacientes alérgicos a A. simplex desarrollan IgE especifica a este
alérgeno [45, 46].

Como se ha mencionado anteriormente, Ani s 7 es también un alérgeno mayor

de ES con un peso molecular de 139 kDa. Parece ser que la sensibilizacién a

dicho alérgeno ocurre durante la fase aguda de la infeccidn, cuando se liberan
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los antigenos de excrecion-secrecion, y que aunque la larva muera, los niveles

de inmunoglobulinas perduran en el individuo [47].

Alérgenos Funcién PM
Anisakis simplex Anis 1 Inhibidor de la serina proteasa 24 kDa
Anis 2 Paramiosina 97 kDa
Anis 3 Tropomiosina 41 kDa
Anis 4 Inhibidora de la proteasa cisteina 9 kDa
Anis 5 Inhibidor de la serina proteasa 15 kDa
Ani s 6 Familia de proteinas SXP/RAL- 2 7 kDa
Anis7 Glicoproteina 139 kDa

Anis 8 Familia de proteinas SXP/RAL-2 | 15 kDa

Anis 9 Familia de proteinas SXP/RAL-2 | 14 kDa

Anis 10 Desconocida 22 kDa
Ani s 11 Desconocida 27 kDa
Anis 12 Desconocida 31 kDa

Tabla 2. Alérgenos de nematodos incluidos en la nomenclatura oficial de

alérgenos (http://www.allergen.org).

En un estudio posterior [48], se ha demostrado que la utilizacion de Anis 1y
Ani s 7 como alérgenos recombinantes en métodos de inmunodeteccion, no
s6lo mejora la especificidad de la técnica, sino que permite distinguir entre una
infeccion antigua y una infeccién reciente por A. simplex. Es decir, la deteccidn
de IgE especifica frente a rAni s 1 podria ser un indicador de una infeccién
antigua, mientras que la deteccién de niveles elevados de IgE especifica frente

a rAni s 7 indicarian una infeccion reciente o actual.

Por ultimo, los alérgenos Ani s 2 y Ani s 3 son proteinas somaticas que tienen
un elevado porcentaje de homologia con otras miosinas, indicando su

participacion en procesos de reactividad cruzada con otros organismos. En el
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caso de Ani s 2 existe reactividad cruzada demostrada con Dermatophagoides
pteronyssinus | Blomia tropicalis y en el caso de Ani s 3 con acaros del polvo,

crustaceos, moluscos e insectos [49].

3. DIAGNOSTICO.

Debido a que las larvas de T. canis o las de A. simplex no crecen ni se
multiplican en el hospedador accidental humano y a que se distribuyen
ampliamente por todos los tejidos del organismo, en el primer caso, o
principalmente en el estbmago y duodeno en el caso de Anisakis, la
identificacion directa del parasito por los métodos parasitolégicos habituales es
muy dificultosa.

Como consecuencia, el diagnéstico de estas parasitosis, se basa en la
identificacion indirecta de dichos parasitos, principalmente mediante técnicas
inmunoldgicas. El objetivo, es detectar y cuantificar la presencia de anticuerpos
de diferentes isotipos frente a diversos antigenos parasitarios tal y como se
expresa en el apartado anterior.

El diagnostico basado en la deteccion de antigenos individualizados,
fundamentalmente de naturaleza proteica, define una manera de diagnéstico
molecular que no sélo permite identificar al parasito de forma indirecta, sino
que en algunos casos, dependiendo de la naturaleza y funcion de cada
antigeno, nos facilita informacion clinica relevante. A este respecto, se ha
podido demostrar que distintos antigenos pertencientes a una misma o a
diversas especies, podrian estar implicados en la expresion de diferentes
situaciones clinicas. Por lo tanto, podriamos predecir que el diagndstico
molecular por medio de componentes antigénicos seria de gran utilidad tanto
en el diagnostico, como el prondstico de las infecciones por parasitos y sus
expresiones clinicas [48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55].

Desde las primeras descripciones de los casos de toxocarosis hasta la

actualidad, el espectro clinico de esta infeccion ha variado ostensiblemente.
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En este sentido, la utilizacion de técnicas de inmunodiagndstico cada vez mas
sensibles y especificas ha permitido demostrar la presencia de casos de
toxocarosis, sin sintomas evidentes, con sintomatologia poco asertiva, con
sintomatologia encubierta, o con sintomas achacables a otras patologias tanto
infecciosas, como de base inmunoldgica. En esta linea, podemos encontrar
diversos trabajos donde se asocian toxocarosis y alteraciones cutaneas,
principalmente en forma de urticarias [56, 57, 58, 59, 60]. En gran parte de
€s0s casos, dichas alteraciones cutaneas son la Unica manifestacién que indica
presencia de enfermedad [61], sobre todo en aquellos en los que existe una

mala respuesta al tratamiento antihistaminico.

Sin duda alguna, la metodologia elegida, asi como la aplicacion del concepto
de diagnostico por componentes, ayudaria a relacionar algunas parasitosis con
expresiones clinicas poco relevantes. Bellanger y colaboradores [62] ponen de
manifiesto que mientras que si se utilizan técnicas de ELISA, se demuestra que
no existen diferencias significativas entre los pacientes con urticaria crénica y la
poblacién general, el empleo de la inmunotransferencia, permite discriminar
entre urticarias cronicas y dicha muestra control. Esto podria deberse a que
mientras el método ELISA emplea como antigenos una mezcla de
glicoproteinas, que presentan reactividad cruzada con otros helmintos como
Ascaris spp, Enterobius spp o Anisakis spp [63], la inmunotransferencia basa
su especificidad en el reconocimiento de grupos de bandas de bajo peso

molecular, exclusivas de Toxocara [50]

4. HIPERSENSIBILIDAD, PARASITOS Y URTICARIA.

La toxocarosis es una parasitosis cosmopolita con mayor prevalencia en las
regiones templadas y tropicales del mundo. El riesgo de que el ser humano
adquiera una toxocarosis resulta de la elevada prevalencia de esta parasitosis
en perros y gatos, sus hospedadores definitivos, y del gran numero de estos

animales que comparten habitat con los seres humanos [64].
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A pesar de que la mayoria de las infestaciones en humanos son asintomaticas,
tal y como se ha descrito anteriormente, esta parasitacion puede conducir a
estados de mayor gravedad, como el sindrome de la larva migrans visceral
[65].

Los datos de seroprevalencia de que disponemos en nuestro pais son muy
heterogéneos, con valores que oscilan entre el 1% [66, 67] y el 66% [66], en
funcion de las caracteristicas de la poblacion estudiada, la edad, el nivel
socioeconomico y las técnicas utilizadas en el diagnostico. Estos hechos hacen
que la comparacion de dichos resultados a nivel practico sea muy dificil de
interpretar debido precisamente, a la diversidad de protocolos de estudio

empleados y a la variedad de las técnicas de diagnéstico utilizadas.

Varios estudios epidemiologicos [68, 69, 70], sugieren que la infeccién por T.
canis predispone al ser humano al desarrollo de enfermedades alérgicas,
incluida el asma. La mayoria de estos estudios, son transversales, en los que
la exposicion a T. canis se define mediante la presencia de anticuerpos frente a

los antigenos secretores/excretores de las larvas de dicho nematodo [69, 70].

Por otra parte, los estudios realizados en modelos experimentales murinos de
la infeccion por T. canis, han podido demostrar que las larvas infectantes de
este nematodo inducen [71, 72], una inflamacién pulmonar persistente,
marcada por una fuerte eosinofilia, produccién de IgE e hiperreactividad
bronquial, caracterizada por la activacién de respuestas Th2. Sin embargo, no
se ha podido demostrar una relacion causal directa con el desarrollo de

enfermedades alérgicas.

Tan solo se ha comunicado que individuos adultos expuestos a T. canis,
presentan unos niveles de sensibilizacién a aeroalérgenos mas elevados, sobre
todo a acaros del polvo, indicando una posible relacion entre la exposicion a T.
canis y las manifestaciones atépicas, determinadas por los valores de IgE

especifica y por las pruebas cutaneas realizadas [70].
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La anisakiosis también se considera una parasitacion ubicua. A pesar de que el
90% de los casos se ha detectado en Japon, otras areas costeras de Europa,
entre las cuales destaca Espafia, estan aumentando su prevalencia debido a la
costumbre de comer pescado marinado o poco cocinado (sobre todo en la zona
centro y norte). Espafia tiene una de las tasas mundiales mas alta de consumo
de pescado (89g/personal/dia) [73] y gran parte del pescado de nuestros
mercados esta parasitado por A. simplex [74, 75]. La elevada prevalencia de
IgE especifica frente a A. simplex esta muy bien documentada, asi como la
asociacion entre IgE especifica y las manifestaciones clinicas [76]. En un
estudio multicéntrico llevado a cabo por la Sociedad Espafiola de Alergologia e
Inmunologia Clinica (SEAIC) se observo una sensibilizacion a A. simplex del
38,1% en los pacientes que habian presentado recientemente un episodio de
urticaria o edema y del 13,1% en el grupo de personas asintomaticas [77]. En
otros estudios realizados la sensibilizacion oscila entre el 22% [78] y el 75%
[79] en funcidn de la region estudiada.

En Japdn la mayoria de pacientes presentan anisakiosis gastrica y en Europa
en cambio, es mas frecuente la intestinal. Espafia debido a su aficién por
comer anchoas caseras y boquerones en vinagre, presenta una mayor

prevalencia de manifestaciones alérgicas [76].

La mayoria de las infecciones por parasitos inducen patologia crénica mas que
aguda, incluso en aquellos casos en los que se objetivan niveles altos de
parasitos y en los que a su vez, se desarrollan mecanismos que intentan evadir
la respuesta inmunoldgica del huésped para asegurarse su supervivencia.

El caso de la anisakiosis humana es peculiar porque este parasito no se adapta
a vivir en el cuerpo humano y la infeccion es transitoria. Ademas, mas del 90%
de los casos descritos estan producidos por una unica larva [30].
Recientemente se ha demostrado que mientras que en las otras parasitaciones
los cambios patolégicos ocurren en el tracto gastrointestinal durante la
infeccidn, con Anisakis simplex, estos cambios son el resultado de una

combinacion de la accion directa de la larva durante su invasion tisular y la
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compleja interaccion entre el sistema inmune del huésped y las sustancias
liberadas por el parasito o contenidas en su interior [30].

La alta prevalencia de sensibilizacion a Anisakis simplex sin sintomatologia
acompanante, a pesar del gran consumo de pescado, supone para los
facultativos un importante factor de confusion a la hora de establecer el

diagndstico [77].

Existen resultados controvertidos sobre si las infecciones por parasitos tienen
un papel protector o predictivo para la alergia y el asma [80]. Parece ser, que
las helmintiasis de baja prevalencia u ocasionales, tipicas de paises
industrializados, tendrian un papel estimulador de la reactividad alérgica,
mientras que las infecciones parasitarias de alta prevalencia, tipicas de los
paises en vias de desarrollo, tendrian un papel supresor [80, 81]. En estos
mismos trabajos queda claro que existe un vinculo de unién entre la exposicion
a Toxocara y las caracteristicas de la alergia, pero el mecanismo que explica
esta conexién esta todavia por esclarecer. Como en la mayoria de trabajos, los
autores proponen la necesitad de realizar mas estudios, puesto que la

toxocarosis es una parasitacion frecuente en los paises industrializados [15].

Siguiendo una linea similar, el grupo de Pinelli y colaboradores estudia el
efecto de la infeccién con T. canis en un modelo murino, que a su vez, se
somete a una inflamacion alérgica experimental de la via aérea [82]. Si varios
trabajos habian sugerido que las helmintiasis tenian potencial terapéutico frente
a diferentes inmunopatologias [83, 84], en este estudio se demuestra que una
infeccion previa con T. canis conlleva una exacerbacion de la inflamacién
alérgica experimental de la via aérea. El mecanismo por el cual las helmintiasis
modulan la respuesta inmune y la identificacion de las moléculas implicadas
también necesita de mas estudios, pero éste apoya la hipdtesis de que no
todos los parasitos son capaces de inhibir las enfermedades inflamatorias, o
que todas las situaciones en el parasitismo por una determinada especie no

estimula de la misma manera el sistema inmunolégico del hospedador.
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Ya se ha comentado con anterioridad que en el caso de Anisakis, se ha
demostrado que los metabolitos liberados por las larvas son potentes alérgenos

capaces de producir reacciones de hipersensibilidad mediadas por IgE [35, 36].

Las infecciones por nematodos, tanto las de alta prevalencia clasicamente
ubicadas en regiones tropicales y subtropicales del mundo como las de
distribucion universal, se han convertido en la actualidad, en un problema de
salud creciente en paises industrializados de Europa y Estados Unidos.

Entre los principales nematodos que se han implicado como posibles agentes
etiologicos de urticaria destacan Ascaris lumbricoides [85], Anisakis simplex
[86, 87], Enterobius Vermicularis [88, 89] y Toxocara Canis [62, 90].

Los cambios demograficos junto con los cambios climaticos y de nuestros
habitos en general, convergen para favorecer el incremento y diseminacion de
las parasitosis [91]. De los ascaridos patégenos para el hombre presentes en
nuestro medio, sin duda, los mas prevalentes en poblacion adulta con
implicacién en las urticarias son Toxocara y Anisakis [66, 67, 70, 76, 77, 78,
79].

La urticaria crénica se define como la aparicién espontanea de habones por lo
menos durante 6 semanas [92] y en nuestra area se estima que presenta una
prevalencia acumulada del 2.5-2.9% [93]. El 75% o mas de las urticarias
cronicas son espontaneas [92] o autoinmunes [94, 95] y de las urticarias
cronicas no autoinmmunes, se considera que los parasitos helmintos juegan un
papel destacado como uno de los principales grupos etiolégicos [96]. Demirci y
colaboradores [56], apoyan esta afirmacién demostrando una sensibilizacion de
Toxocara canis en un 29% de los pacientes con urticaria crénica frente a un
16% de los controles sanos y sefialan la importancia de conocer la prevalencia
de las parasitosis en cada region de cara a valorar una posible causa de

urticaria.

La urticaria aguda, segun el grupo de Daschner [97], deberia dividirse en 2

grupos: la que dura menos de 48 horas (producida por reacciones IgE
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mediadas en las cuales se relacionan alimentos, farmacos o venenos como
causas etiolégicas) y la que dura desde 48 horas hasta las 6 semanas que ya
la clasificamos como cronica. Es en este segundo grupo donde establecer la
causa etiologica es muy complicado.

En cuanto a su influencia en el estatus atopico de los pacientes con anisakiosis
gastroalérgica (GAA) Daschner [97] demostré que sélo el 17% de los pacientes
con GAA tenian alergia a inhalantes concomitantemente comparado con una
prevalencia de alergia del 30% en la poblacién general. Otra cuestidon distinta
es la sensibilizaciéon por via inhalada de un alérgeno ocupacional como en el
caso de manipuladores de pescado o harina de pescado en los cuales se ha
estimado que del 7 al 36% de estos trabajadores acaba desarrollando asma y

el 3-11% urticaria o dermatitis de contacto [98].

Alrededor del 50% de los pacientes que refieren urticaria crénica a los cuales
se les realiza un estudio alergolégico rutinario presenta sensibilizacion a
Anisakis simplex [99], sobre todo en poblaciones como la nuestra donde el
consumo de pescado es elevado. Y tanto los pacientes que tienen urticaria
aguda como cronica y estan sensibilizados a Anisakis presentan un patron de
sensibilizacion a aeroalérgenos donde los acaros del polvo son los mas
frecuentes [100]. La deteccidon de anticuerpos IgGs manifiesta un parasitismo
agudo previo y en general una dieta libre de pescado mejora los sintomas en la
mayoria de pacientes con IgG, especifica detectable [99]. Otros estudios como
el de Lépez-Saez [101] en Madrid no son capaces de establecer una relacién
causal directa entre la presencia de IgE especifica a Anisakis y la urticaria
cronica. En todos los pacientes que estudiaron a parte del Anisakis que fue
positivo en un 55%, también hallaron un 21,8% de sensibilizaciones a Ascaris
lumbricoides, 3 pacientes a Toxocara y 5 a Echinococus granulosus. De
manera que concluyen que a pesar de encontrar una alta sensibilizacién a
parasitos en su poblacion, ésta no puede considerarse la causa de la urticaria

cronica, o el factor que perpetue los sintomas.

Segun Cuéllar y colaboradores [51], la utilizacién de alérgenos recombinantes

nos ayuda a la hora del diagndstico y en el caso de Anisakis la determinacién
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de alérgenos Ani s 1 y Ani s 7 nos permite discriminar entre infeccion por
Anisakis y otras entidades alérgicas que se han relacionado con Anisakis. En
este trabajo dichos autores, observan que la IgE frente a Ani s 1 se asocia
principalmente a reacciones alérgicas debidas a anisakiosis gastroduodenal,
mientras que dicha molécula, no deberia considerarse un alérgeno mayor en

pacientes con urticaria cronica que a la vez estan sensibilizados a Anisakis.

Son muchos los trabajos que recomiendan incluir en la metodologia de trabajo,
el serodiagnostico de estos ascaridos, especialmente en aquellos pacientes
que presentan urticaria cronica idiopatica [56, 58] con exposicion ambiental alta
[60] (areas rurales, contacto elevado con perros), base atépica [70, 102] etc. y

en general, con mala respuesta al tratamiento habitual con antihistaminicos.

Dado que estas parasitosis se muestran silentes en la mayoria de casos, la
realizacion de este tipo de estudios de forma actualizada permitiria disponer de
una base de datos sodlida sobre la que se podrian proponer protocolos mas
eficaces para el diagnostico, con el fin de establecer programas de control de
dichas zoonosis y determinar su papel en el desarrollo de manifestaciones
alérgicas [66, 67, 70].

Con los antecedentes expuestos y ante la posibilidad de poder utilizar en la
actualidad antigenos individualizados que nos permiten establecer el
diagnostico molecular; la identificacion de los distintos isotipos de
inmunoglobulinas dirigidas contra diferentes antigenos, podria establecer unas
bases mucho mas sodlidas y eficaces tanto en el diagndstico como en el
pronostico de determinadas formas de parasitosis dificiles de identificar por si
mismas; o visto desde el punto de la alergologia, se podrian ver como causas

de reacciones de hipersensibilidad no usuales.
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OBJETIVOS

En base a lo expuesto anteriormente y a los antecedentes existentes, el
objetivo que se planted en el presente estudio fue evaluar la utilizaciéon de
componentes antigénicos/alergénicos de parasitos no diagnosticables
mediante métodos parasitolégicos rutinarios (analisis hematolégico o
coproparasitolégico), como posibles marcadores diagnésticos y/o
prondsticos en la toxocarosis y la anisakiosis, asi como su posible rol

en desarrollo de las urticarias de origen desconocido.

Para ello se plante6 realizar el analisis de los resultados del diagndstico
inmunoldgico clasico y del diagnostio molecular de la anisakiosis y la
toxocarosis en grupos de estudio que incluyeron una poblacién de sujetos
sin urticaria (de poblacién general) y otra compuesta por pacientes con

urticaria de origen desconocido.

Se planificaron los siguientes hitos:

1. Consecucién de las poblaciones de muestra y control para el estudio
protocolizado. Recogida y evaluacion de datos clinicos.

2. Diagndstico inmunologico clasico de los sujetos de las muestras
mediante pruebas cutaneas, cuantificacién de IgE total y ECP, técnicas
de ELISA e inmunotransferencia para la cuantificacion e identificacion
de antigenos larvarios.

3. Diagndstico inmunoldgico por componentes (Component Resolved
Diagnosis) mediante ELISA y/o FEIA con antigenos disponibles
(Anisakis) e inmunotransferencia como aproximacion al diagnostico
molecular para la identificacién de antigenos larvarios de Toxocara.

4. Analisis estadistico de los resultados.

31






MATERIAL Y METODOS






MATERIAL Y METODOS

1. SUJETOS DE ESTUDIO.

1.1.

Poblacion de sujetos alérgicos:

Se eligi6 una cohorte prospectiva en el ambito del Consorcio Sanitario de

Terrassa que atiende a una poblacion de referencia de unos 150.000

habitantes y engloba las poblaciones de Terrassa (areas basicas de Terrassa

Este, Terrassa Norte y Sant Llatzer), Castellbisbal, Sant Quirze del Vallés,

Sabadell (area basica de Can Rull) y Rubi (area basica de Anton de Borja).

En el presente estudio se incluyeron pacientes adultos que acudieron en

primera visita a la Unidad de Alergia, y que cumplieron los siguientes criterios

de inclusion:

Ser adulto (edad igual o superior a 16 anos).

Presentar sensibilizacion a neumoalérgenos comunes Yy clinica
compatible con alergia. (Ver panel de alérgenos utilizados en el presente
estudio, apartado 2.2).

Recogida de muestra de heces vy realizacibn de analisis
coproparasitolégico.

Firma de consentimiento informado.

Se consideraron criterios de exclusién el ser menor de edad o no cumplir

cualquiera de los otros criterios anteriores.

El periodo de inclusion fue de 24 meses.

1.2. Poblacién general o control:

Se estudiaron 123 sueros de donantes sanos (Registro Nacional de Biobancos.

Seccion colecciones. Cddigo: C.0002774. Instituto de Salud Carlos |ll.

Ministerio de Economia y Competitividad. Gobierno de Espafia). Laboratorio de

Parasitologia e Inmunoalergia. Centro de Investigacién Lascaray |kergunea,
UPV/EHU. Campus de Alava. Vitoria.
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El estudio presenta un informe favorable del Comité de Etica de Investigacion

Clinica del Consorcio Sanitario de Terrassa para su realizacién (Anexo II).

2. METODOLOGIA.

2.1. Cuestionarios clinicos.

Para la recogida de los datos de las muestras, se realizd, a todos los pacientes

incluidos en el estudio, una encuesta donde se reflejaban los siguientes items:

* Edad
* Sexo. Segun este parametro se dividio a la poblacién en dos grupos:
o Masculino.
o Femenino.
* Nacionalidad. Segun este parametro se clasificaron los pacientes en
dos grupos:
o Autoctono: persona nacida en nuestra area de influencia o que
llevara mas de 5 afos viviendo en la zona.
o Inmigrante: persona que llevara menos de 5 afios viviendo en la
zona.
* Habitat. Segun este parametro se clasificaron a los pacientes en dos
grupos:
o Rural: si el paciente procedia de una poblacion inferior a 20.000
habitantes.
o Urbano: si el paciente procedia de una poblacion superior a
20.000 habitantes.
* Contacto con animales de riesgo. En este parametro se valoraba si el
paciente tenia contacto asiduo con perros, gatos o ambos.
o Con contacto: si el paciente convivia con animales.
o Sin contacto: si el paciente no mantenia ningun contacto con

perros y/o gatos.
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* Geofagia. Segun este parametro se valoraba si existia riesgo de ingesta

de huevos y dividia a la poblacién en dos grupos:
o Sindrome de pica positivo.
o Sindrome de pica negativo.

* Motivo de consulta: Este apartado hacia referencia a los sintomas que
presentaba el paciente y que habian motivado su derivacion a la Unidad
como primera visita.

o Rinitis.

o Conjuntivitis.

o Asma bronquial.

o Alergia alimentaria.
o Urticaria aguda.

o Urticaria croénica.

2.2. Estudio alergolégico.

A todos los pacientes que acudieron a la Unidad de Alergia del Hospital de
Terrassa, se les realizaron pruebas cutaneas mediante prick con extractos
comerciales de los neumoalérgenos predominantes en nuestra area geografica:
acaros del polvo (Leti®, Madrid), hongos (Alternaria alternata, Cladosporium
herbarum) (ALK-Abell6®, Madrid), epitelios de perro y gato y polen de
Cupresaceas (Stallergenes®, Francia) y pdlenes de Lolium perenne, Cynodon
dactylon, Phragmites communis, Olea europaea, Platanus acerifolia, Pinus sp.,
Parietaria judaica, Plantago lanceolata, Artemisia vulgaris y Chenopodium
album (Bial-Aristegui®, Bilbao). Las pruebas cutdneas se realizaron segun la
técnica habitual que consiste en aplicar una gota del extracto alergénico en la
superficie volar del antebrazo y se rasca con una lanceta de 1 mm (Leti®,
Madrid) con un angulo de 90°. Como control positivo se emplea histamina a
concentracion de 10 mg/ml y como control negativo suero fisiolégico al 0,9%.
Se considera que la prueba es positiva cuando la papula a los 10 minutos de su
realizacién alcanza un diametro superior a 3 mm? [103].

Se les solicitd un analisis de sangre rutinario donde constaba una

determinacion de la eosinofilia periférica, IgE total e IgE especifica a los

37



MATERIAL Y METODOS

neumoalérgenos a los que estaban sensibilizados, y determinacién de la

proteina cationica del eosindfilo (ECP).

2.3. Clasificacion de la poblacion.

La urticaria crénica se define como la aparicién espontanea de habones por lo
menos durante 6 semanas y aguda la que dura menos de 48 horas [92]. En
base a la clinica que referian los sujetos desde el punto de vista dermatolégico
(presencia de urticaria y tipo) y el resultado obtenido en las pruebas cutaneas a
aeroalérgenos comunes, los 400 pacientes que engloban el estudio se

clasificaron en los siguientes grupos:

* No alérgicos sin urticaria o poblacion general: 123 individuos.

* Alérgicos con urticaria (aguda y cronica): 51 individuos.

* Alérgicos sin urticaria: 182 individuos.

* No alérgicos con urticaria (aguda y crénica): 44 individuos.

* Urticarias totales (agudas y cronicas en alérgicos y no alérgicos): 95
individuos.

* Urticaria aguda: 40 individuos.

* Urticaria crénica: 55 individuos.

* Alérgicos con urticaria aguda: 27 individuos.

* No alérgicos con urticaria aguda: 13 individuos.

* Alérgicos con urticaria cronica: 24 individuos.

* No alérgicos con urticaria cronica: 31 individuos.

2.4. Estudio coproparasitolégico.

A todos los pacientes que acudieron a la Unidad de Alergia del Hospital de
Terrassa se les solicitd un estudio de parasitos en heces. El estudio
parasitologico se realizd mediante un método de concentracion utilizando
Paraprep L SAF solution DiaMondial® (Alemania), segun instrucciones de la

compafia manufacturadora.
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2.5. Estudio inmunolégico especifico para Toxocara y Anisakis.

A todos los pacientes se les recogid una muestra de 5 cc de sangre. Las

muestras de sangre obtenidas de cada individuo fueron centrifugadas en el

laboratorio a 3000 r.p.m. durante 10 minutos para la obtencion de suero.

Dichas muestras fueron debidamente identificadas y se protegieron mediante la

ley de investigacion biomédica 14/2007 del 3 de Julio, y se emplearon codigos

apropiados identificativos de la historia clinica asociada a cada paciente.

Las muestras se conservaron a —40°C. En ningun caso dichas muestras han

sido utilizadas para otros objetivos que no fueran los descritos en este estudio.

El estudio inmunoldgico incluyo:

Deteccion y cuantificacidon de IgG e IgE especifica mediante ELISA,
utilizando antigeno excretor secretor de larvas L2 de Toxocara canis.
(EIA Toxocara IgG, TEST LINE Clin. Diag. Ltd, Republica Checa) [104].
Deteccion y cuantificacion de IgG e IgE especifica mediante FEIA,
utilizando antigeno larvario de Anisakis simplex. (ImmunoCAP FEIA,
Thermofisher Sci. USA).

Deteccion y cuantificacidon de IgG e IgE especifica mediante ELISA,
utilizando antigenos recombinantes de Anisakis (Ani s 1y Ani s 7)
(Trisakis 170, Santiago de Compostela, Espana) [47, 48, 51]

Deteccion de IgG e IgE especifica mediante inmunotransferencia,
utilizando antigeno excretor secretor de larvas L2 de Toxocara (BLOT
Toxocara IgG TEST LINE Clin. Diag. Ltd, Republica Checa) [50].
Deteccion de 1gG especifica a tropomiosina (ImmunoCAP FEIA,
Thermofisher Sci. USA).

Deteccion y cuantificacion de la proteina catidnica del eosindfilo
(ImmunoCAP FEIA, Thermofisher Sci. USA).

Cabe destacar que todo el estudio inmunoldgico de las muestras se ha llevado

a cabo en ciego en el laboratorio.
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3. PROTOCOLOS.

3.1. Protocolo EIA Toxocara. Medida de IgG especifica (TEST-LINE
CLINICAL DIAGNOSTICS).

MATERIALES:

Soluciéon amortiguadora para diluir las muestras.

Conjugado: IgG (de origen animal) anti-IgG humana conjugada a Peroxidasa.
Sustrato: TMB/H20;,

Solucion de lavado.

Solucién de parada: Acido sulfarico 1M.

METODO:

1. Diluir las muestras 1:100 en tampon de dilucién y mezclar.

2. Dispensar 100 microlitos de los controles y de las muestras en los
pocillos de las placas de microtitulacion.

3. Incubar a 37° C durante 30 minutos.

4. Aspirar el contenido de cada pocillo y lavar 5 veces con 200 microlitros
(cada vez) de solucion de lavado.

5. Anadir a cada pocillo 100 microlitros de conjugado.

6. Incubar a 37° ¢ 30 minutos.

7. Aspirar el contenido de cada pocillo y lavar 5 veces con 200 microlitros
(cada vez) de solucion de lavado.

8. Anadir a cada pocillo 100 microlitros de sustrato (TMB).

9. Incubar a 37°C durante 15 minutos.

10.Parar la reacciéon afadiendo 100 microlitros de solucion de parada a
cada pocillo.

11.Leer la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm.

CONTROL DE CALIDAD:
Valor de absorbancia del blanco: < 0,150
Valor de absorbancia del control punto de corte: 0,200 < cut-off < 0,800

Valor de absorbancia del control positivo: >1,5 x punto de corte

40



MATERIAL Y METODOS

Calculo del indice de positividad (IP):

IP= Absorbancia de la muestra/Absorbancia media punto de corte

Interpretacion de los resultados:

indice de positividad Evaluacién

<0,9 Negativo
0,9a1,1 Borderline
>1,1 Positivo

3.2. Protocolo EIA Toxocara. Medida de IgE especifica.

Se utilizaron como fase sodlida las placas de TEST-LINE CLINICAL
DIAGNOSTICS sensibilizadas con los antigenos de Toxocara. Para la
determinacién de la IgE especifica se siguid el procedimiento normalizado de
trabajo (PNT) del laboratorio.

1. AAadir 100 microlitros de cada suero problema sin diluir a los pocillos
seleccionados.

2. Incubar en cdmara humeda durante 2 horas a 37°C.

3. Aspirar el contenido de los pocillos y lavar las placas 5 veces con 200
microlitros/pocillo de solucién de lavado.

4. Diluir el conjugado anti-IgE FITC en relacion 1/10 en tampdn de dilucion
y afadir 100 microlitros/pocillo. Incubar en camara humeda durante 1
hora a 37°C.

5. Lavar la placa como en el paso 3.

6. Diluir el conjugado anti-FITC-HRP 1/10 en tampdn de dilucion y afnadir
100 microlitros/pocillo. Incubar durante 1 h a 37°C en camara humeda.

7. Lavar como en el paso 3.

8. Anadir 100 microlitros de la solucion cromégeno (ODP) a cada pocillo.
Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente y en ausencia de

luz.
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9. Anadir 25 microlitros/pocillo de solucion de parada.

10.Leer la absorbancia a una longitud de onda de 492 nm.

3.3. Protocolo inmunotransferencia IgG Toxocara. TEST-LINE CLINICAL
DIAGNOSTICS.

MATERIALES:

Tiras de PVDF transferidas con los antigenos de L2 de T. canis.

Control Negativo: Suero humano sin anticuerpos anti T. canis.

Control positivo: Suero humano con anticuerpos anti T. canis.

Conjugado: IgG de cabra anti IgG humana conjugada a peroxidasa.
Sustrato: BCIP/NBT.

Solucién de lavado.

METODO:

1. Pipetear 2 ml de solucién de lavado en cada pocillo y colocar las tiras de
PVDF. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

2. Retirar la solucién de lavado y afadir a cada pocillo 1,5 ml de las
muestras de suero diluidas en relacion 1:200 e incubar 1 hora a
temperatura ambiente y agitacion.

3. Retirar las muestras y lavar 3 veces durante 5 minutos con 1,5 ml de
solucion de lavado.

4. Retirar la solucién de lavado y anadir 1,5 ml del conjugado a cada tira.
Incubar 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion.

5. Retirar el conjugado y lavar 3 veces con 1,5 ml de solucién de lavado
durante 5 minutos.

6. Anadir 1,5 ml de Solucién substrato a cada pocillo e incubar durante 10
minutos a temperatura ambiente y en agitacion.

7. Retirar el substrato y lavar dos veces cada tira con 2 ml de agua

destilada durante 5 minutos.

8. Recoger las tiras y dejar secar.

9. Evaluar los resultados.
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EVALUACION DE LOS RESULTADOS.

La prueba es evaluada como positiva si las bandas correspondientes a los
antigenos altamente especificos estan presentes. Estas bandas se
corresponden con los antigenos del triplete de la banda de 120 kDa, la banda
de 32 kDa y la banda de 26 kDa.

La prueba es evaluada como negativa si unicamente se detecta alguna banda
(no las tres a la vez) correspondiente a los antigenos de alta especificidad, o si
se detecta alguno de los antigenos de baja especificidad que se corresponden

con antigenos de peso molecular: 70 kDa, 55 kDa y 40 kDa.

3.4. Protocolo inmunotransferencia IgE Toxocara.

Se utilizaron los antigenos transferidos a membrana procedentes del kit BLOT
IgG Toxocara de TEST-LINE CLINICAL DIAGNOSTICS y se siguio el PNT del

laboratorio para la determinacién de la IgE especifica.

MATERIALES:

Tiras de PVDF transferidas con los antigenos de L2 de T. canis.

Control Negativo: Suero humano sin anticuerpos anti T. canis.

Control positivo: Suero humano con anticuerpos anti T. canis.

Conjugado: IgG monoclonal de raton anti-IgE humana conjugada a peroxidasa
(SouthBiotech).

Revelado por Quimioluminiscencia (ECL plus).

METODO:
1. Pipetear 2 ml de solucién de lavado en cada pocillo y colocar las tiras de
PVDF. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.
2. Retirar la solucion de lavado y afadir a cada pocillo 1,5 ml de las
muestras de suero sin diluir e incubar toda la noche a 4°C y agitacion.
3. Retirar las muestras y lavar 3 veces durante 5 minutos con 1,5 ml de

solucién de lavado.
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4. Retirar la solucion de lavado y anadir 1,5 ml del conjugado una dilucién
1:10.000 a cada tira. Incubar 1 hora a temperatura ambiente y en
agitacion.

5. Retirar el conjugado y lavar 3 veces con 1,5 ml de solucién de lavado
durante 5 minutos.

6. Anadir 100 microlitros de Solucién substrato (ECL plus) a cada tira.
Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Capturar la imagen
mediante el sistema CHEMI-DOC XR.

3.5. Protocolo EIA Ani s 1y Ani s 7. Medida de IgG especifica.

Se utilizaron como fase soélida las placas de TRISAKIS 170 (Lab. Parasitologia.
Fac- Farmacia. Universidad de Santiago) sensibilizadas con los antigenos de
Anisakis. Para la determinacion de la IgG especifica se siguié el PNT del

laboratorio.

MATERIALES:

Solucién amortiguadora para diluir las muestras.

Conjugado: 1gG (de origen animal) anti IgG humana conjugada a Peroxidasa
(SIGMA).

Sustrato: TMB/H20,,

Solucion de lavado.

Solucién de parada: Acido sulfarico 1M.

METODO:
1. Diluir las muestras 1:100 en tampdn de dilucion y mezclar.
2. Dispensar 100 microlitos de los controles y de las muestras en los
pocillos de las placas de microtitulacion.
3. Incubar a 37° C durante 30 minutos.
4. Aspirar el contenido de cada pocillo y lavar 5 veces con 200 microlitros

(cada vez) de solucion de lavado.
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Afadir a cada pocillo 100 microlitros de conjugado a una dilucion 1:
2500.

Incubar a 37°C 30 minutos.

7. Aspirar el contenido de cada pocillo y lavar 5 veces con 200 microlitros

8.
9.

(cada vez) de solucion de lavado.
Anadir a cada pocillo 100 microlitros de sustrato (TMB).

Incubar a 37°C durante 15 minutos.

10.Parar la reaccion afiadiendo 100 microlitros de solucion de parada a

cada pocillo.

11.Leer la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm.

3.6. Protocolo EIA IgE Ani s 1 Ani s 7 (TRISAKIS 170. Lab. Parasitologia.

Fac- Farmacia. Universidad de Santiago).

. AAadir 100 microlitros de cada suero problema sin diluir a los pocillos

seleccionados.

Incubar en camara humeda durante 2 horas a 37°C.

3. Aspirar el contenido de los pocillos y lavar las placas 5 veces con 200

microlitros/pocillo de solucién de lavado.

Diluir el conjugado anti-IgE FITC en relacion 1/10 en tampon de dilucion
y afadir 100 microlitros/pocillo. Incubar en camara humeda durante 1
hora a 37°C.

5. Lavar la placa como en el paso 3.

6. Diluir el conjugado anti-FITC-HRP 1/10 en tampdn de dilucién y anadir

100 microlitros/pocillo. Incubar durante 1 hora a 37°C en camara

humeda.

7. Lavar como en el paso 3.

9.

Anadir 100 microlitros de la solucién cromégeno (ODP) a cada pocillo.
Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente y en ausencia de
luz.

Anadir 25 microlitros/pocillo de solucién de parada.

10.Leer la absorbancia a una longitud de onda de 492 nm.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.
Las muestras son consideradas positivas si las absorbancias calculadas son

mayores que 0,09 para Ani s 1 y mayores de 0,05 para Anis 7.

4. ANALISIS ESTADISTICO.

Las variables cualitativas se han expresado como numeros y porcentajes y las
variables cuantitativas se han representado como media * desviacion estandar.
La comparacién entre variables cualitativas se ha realizado utilizando la prueba
Chi-Cuadrado vy el estadistico de Fisher en el caso de tablas 2x2. El nivel de
significacion estadistico considerado ha sido del 5%.

Los datos a analizar se han incluido por una sola persona en una base de
datos creada en formato Excel® 2003 para Windows®.

El analisis estadistico se ha realizado utilizando el programa estadistico

SPSS® (Statistical Package for Social Sciences) versidn 21 en espanol.
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1. POBLACION GENERAL (DONANTES SANOS).
Tamaro muestral: 123 individuos de poblacién general.
Caracteristicas: este grupo no presento clinica respiratoria ni dermatolégica.

El 32% de los individuos presento sensibilizacién a aeroalérgenos comunes.

2. POBLACION ALERGICA.

Tamano muestral: 277 individuos de poblacion atépica.

Caracteristicas: este grupo presentd sensibilizacion cutdanea a aeroalérgenos
comunes Y clinica respiratoria y/o cutanea.

La edad media de esta poblacion fue de 39,56 +/- 12,39 afios con un rango

comprendido entre los 17 y los 72 afos.

3. DATOS GENERALES DE FILIACION.

3.1. Distribucién por sexo.

Se estudié un total de 277 pacientes distribuidos en 174 mujeres (edad
media=39,06 afios) y 103 hombres (edad media=38,43 afios).

E0AD

SEXO

Figura 9. Distribucion de la edad en afios de los sujetos en funcion del sexo.
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En cuanto a la relacion entre sensibilizacion a Toxocara y distribucion por sexo
se encontraron diferencias significativas (p=0,01) entre hombres (20,2%) vy
mujeres (7,1%), a diferencia de lo que se observo en Anisakis (p=0,067) donde

se obtuvo una sensibilizacién del 44,6% en hombres y del 39% en mujeres.

3. 2. Origen de la poblacion y relaciéon con Toxocara canis.

Se obtuvo una poblacién de pacientes espanoles del 77% frente a un 23% de
poblacién inmigrante (definida como sujetos con residencia en Espafia por un
tiempo inferior a 5 afios) (Figura 10). Dentro de este grupo de inmigrantes se
detectaron pruebas positivas a Toxocara en un 43,4% con diferencias

significativas (p=0,000) comparado con la poblacion autéctona (3,6%).

350-
300+
250
200+
150
100

50+

m POSITIVO
m NEGATIVO

INMIGRANTE ESPANOLA
POBLACION

Figura 10. Relacion entre la nacionalidad de la poblacion y positividad del
estudio de Toxocara canis.
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3.3. Habitat de la poblacién y relacién con Toxocara canis.

Asi mismo, se tuvo en consideracion el habitat de la poblacién estudiada
diferenciando el grupo de individuos que vivia en zona urbana que fue del 94%
comparado con el grupo que lo hacia en zona rural que fue del 6% (Figura 11).
Tan solo un paciente del area rural mostré pruebas positivas a Toxocara, sin
que se pudieran observar diferencias significativas en comparacién con los

habitantes de la region urbana (p>0,05).

400-
350+
300+
250+
200+
150
100

50+

m POSITIVO
m NEGATIVO

RURAL URBANA
POBLACION

Figura 11. Relacion entre el habitat de la poblacién y positividad del estudio de

Toxocara canis.

3.4. Presencia de geofagia.

Ninguno de nuestros pacientes, manifesté habito de geofagia.
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3.5. Contacto con animales y relacién con Toxocara canis.

Al analizar cuantos de nuestros pacientes tenia contacto habitual con animales
nos encontramos que un 20,5% convivia con animales frente a un 79,5% que
no lo hacia (Figura 12) y cuando los separabamos en funcién del tipo de animal
al cual estaban expuestos un 52,5% de pacientes tenia solamente perro, un
34,1% soblo gato y un 13,4% tenia perro y gato en el mismo domicilio (Figura
13).

De todos los pacientes que mantenian contacto habitual con animales tan solo
el 4,8% presentd pruebas positivas a Toxocara, sin que se observaran
diferencias significativas al compararlos con los individuos que no convivian

con animales (p>0,05) (Figura 14).

CONTACTO CON NO CONTACTO
ANIMALES CON ANIMALES

Figura 12. Porcentaje de pacientes y contacto habitual con animales.
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PERRO GATO PERRO Y GATO

Figura 13. Porcentaje de pacientes que presentaba contacto con perro y/o gato

en domicilio.

300+
2504
200+
150+

100 /
50

@ POSITIVO
m NEGATIVO

Si NO
CONTACTO CON ANIMALES

Figura 14. Relacién entre el contacto habitual con animales y la positividad del
estudio de Toxocara canis.
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4. PARAMETROS ANALITICOS EN LA POBLACION ALERGICA.
El total de la poblacién alérgica definida de esta manera, mostré pruebas

cutdneas positivas al menos con uno de los extractos alergénicos ensayados
(Tabla 3).

Acaros Hongos Pdlenes Epitelios
35 5,5 53,5 22,5
Positivos a 1 grupo 37
Positivos a 2 grupos 18
Positivos a 3 grupos 12
Positivos a 4 grupos 2,5

Tabla 3. Pacientes positivos a extractos alergénicos expresado en porcentaje.

4.1. Proteina catidnica del eosinoéfilo (ECP).

Si establecemos como valor normal de la ECP hasta 15,00 pg/L segun
indicaciones de la casa comercial, encontramos una elevacion de dicha
proteina en un 69,5% de nuestros pacientes.

Utilizando los valores normales calculados por Valero [105], en una poblacion
general localizada en el mismo entorno que la estudiada en el presente
proyecto (<29 ug/L), encontramos un 34 % de la poblacién con ECP elevada.

El 21,4 % los pacientes seropositivos a Toxocara presentaron valores elevados
de ECP (>29 pg/L), mientras que 37,2 % de los sujetos seronegativos a
Toxocara presentaron valores elevados de ECP (>29 ug/L).

No existe significacion estadistica entre valores positivos a ECP vy
seropositividad a Toxocara (p=0,135).

El 41,09% de los pacientes seropositivos a Anisakis presentaron valores
elevados de ECP (>29 pg/L), mientras que 31,5% de los seronegativos a

Anisakis presentaron valores elevados de ECP (>29 ug/L).
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No existe significacion estadistica entre valores positivos a ECP vy
seropositividad a Anisakis (p=0,218).

El 43% de los pacientes seropositivos a alguno de los parasitos ascaridos
estudiados presentaron valores positivos de ECP (>29 pg/L).

No existe significacion estadistica entre valores positivos a ECP vy
seropositividad a los ascaridos estudiados (p=0,163).

El 44% de los pacientes con urticaria revelaron valores altos de ECP (>29
pg/L). Igualmente el 45% de los pacientes con urticaria y seropositividad a los
ascaridos estudiados revelaron valores altos de ECP (>29 pg/L).

La correlacion entre el grupo de sujetos con valores de altos de ECP (>29 ug/L)
y con urticaria mostré una p=0,005.

La correlacion entre el grupo de sujetos con valores de altos de ECP (>29 ug/L)
y con urticaria mas seropositividad frente a los parasitos ascaridos estudiados

mostré una p=0,75.

4.2. Eosinofilia periférica.
La eosinofilia en sangre periférica se considera elevada por encima de un
recuento superior a 500 eosindfilos por mm® y se observé en el 5% de los

individuos.

4.3. IgE total.

El valor de la IgE total se considero elevado por encima de 100 U/mL utilizando
como valores de referencia los suministrados por la casa comercial
(Thermophisher®, Upsala, Suecia). Nuestra muestra mostr6 un 61% de
individuos con valores de IgE superiores a los considerados como valores

normales.

4.4. |gE especifica.
El valor de IgE especifica (CAP) se consideré positivo por encima de 0,10 kU/I
utilizando como valores de referencia los suministrados por la casa comercial

(Thermophisher®, Upsala, Suecia).
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4.5. Parasitos en heces.

La presencia de parasitos en heces se obtuvo en un 2,5% de los pacientes que
presentaban urticaria aguda (1 unico paciente) y en un 9,3% de los pacientes
afectos de urticaria crénica (5 pacientes).

En todos los casos el agente etioldgico identificado fue Blastocystis hominis.

5. RESUMEN GRAFICO DE SENSIBILIZACION.
En los dos apartados que se describen a continuacion se resumen de forma
grafica la distribucion de sujetos atdpicos y no atdpicos asi como la de

pacientes con y sin urticaria dentro de los grupos en estudio.

5.1. POBLACION GENERAL.
La figura 15 muestra que el porcentaje de sujetos atdpicos en la poblacion

general es del 32%.

POBLACION GENERAL

32%

mATOPICOS
m SIN SENSIBILIZACION

Figura 15. Porcentaje de sujetos atdpicos en la poblacién general o control.

En esta misma poblacion se puede observar que el porcentaje de seropositivos
por IgE y/o 1gG es de 17% para Anisakis simplex y de 7% para Toxocara canis
(figura 16).
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La prevalencia de seropositividad por Anisakis en la poblacion general fue del
13% cuando se utilizé el parametro de medida IgG especifica y del 4,1%

cuando se evalu6 mediante IgE especifica.

La prevalencia de seropositividad por Toxocara en la poblacion general fue del
3,25% cuando se utilizé el parametro de medida IgG especifica y del 6,5%

cuando se evalu6 mediante IgE especifica.

POBLACION GENERAL

17%

7% m ANISAKIS +
mTOXOCARA +
o NO SENSIBILIZACION

76%

Figura 16. Porcentaje de sensibilizacién por anticuerpos antiparasitarios en la

poblacion general.

5.2. POBLACION ALERGICA.
La muestra de pacientes alérgicos mostré un 34% de sujetos que a su vez

padecian urticaria frente al 66% que no revel6 estas formas clinicas. (Figura
17).

La poblacion de sujetos alérgicos que no presentaron urticaria mostraron

porcentajes de seropositividad (IgG y/o IgE) del 26% para Anisakis simplex y

del 9% para Toxocara canis (Figura 18).
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POBLACION DE ALERGICOS

m CON URTICARIA
m SIN URTICARIA

Figura 17. Porcentaje de pacientes con urticaria en la poblacion alérgica.

La prevalencia de seropositividad por Anisakis en la poblacion de pacientes
alérgicos sin urticaria fue del 17% cuando se utilizo el parametro de medida IgG

especifica y del 15% cuando se evalué mediante IgE especifica.

La prevalencia de seropositividad por Toxocara en la poblacion de pacientes
alérgicos sin urticaria fue del 5,5% cuando se utilizdé el parametro de medida

IgG especifica y del 7% cuando se evalué mediante IgE especifica.

ALERGICOS SIN URTICARIA

B ANISAKIS +
B TOXOCARA +
O NO SENSIBILIZACIO

65%

Figura 18. Porcentaje de sensibilizacion por anticuerpos antiparasitarios en

sujetos alérgicos sin urticaria.
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La poblacion de sujetos alérgicos que presentaban urticaria mostraron
porcentaje de seropositividad (IgG y/o IgE) del 59% para Anisakis simplex y del

16% para Toxocara canis (Figura 19).

La prevalencia de seropositividad por Anisakis en la poblacion de pacientes
alérgicos con urticaria fue del 21,5% cuando se utilizo el parametro de medida

IgG especifica y del 25,5% cuando se evalué mediante IgE especifica.

La prevalencia de seropositividad por Toxocara en la poblacién de pacientes
alérgicos con urticaria fue del 6% cuando se utilizo el parametro de medida 1gG

especifica y de 8% cuando se evalué mediante IgE especifica.

ALERGICOS CON URTICARIA

25%

m ANISAKIS +
mTOXOCARA +
@ NO SENSIBILIZACION

Figura 19. Porcentaje de sensibilizacion por anticuerpos antiparasitarios en

sujetos alérgicos con urticaria.
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6. COMPARACION DE LOS GRUPOS DE POBLACIONES ESTUDIADAS EN
BASE A LA PREVALENCIA.

6.1. Determinacion de IgG especifica frente a Toxocara.

En la tabla 4 se muestran los resultados de prevalencia de toxocarosis en los
grupos de poblaciones estudiadas mediante la determinacion de IgG especifica
y en la tabla 5 los valores de significacién (valor p) obtenidos tras el analisis
estadistico.

Como se puede observar (tabla 4), el valor mas alto de prevalencia se obtuvo
para la poblacion de individuos no alérgicos con urticaria aguda (7,69%),
mientras que la prevalencia en la poblacién control (no alérgicos sin urticaria)
este valor fue del 3,25%. Sin embargo, el analisis estadistico (tabla 5), no pudo
mostrar diferencias significativas (p>0,05) entre ninguno de los grupos

analizados.

AU AsU | nAcU | nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr | AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

% 588 | 549 | 4,55 3,25 5,26 7,5 364 | 7,41 4,17 7,69 3,23

n 51 182 44 123 95 40 55 27 24 13 31

Tabla 4. Prevalencia de toxocarosis (seroprevalencia) en los grupos estudiados

(IgG frente a Toxocara).

AU AsU nAcU nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

AU nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AsU p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAcU p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAsU p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p=0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag+Ucr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p=0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Ucr p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05

NAcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05

NAcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd

Tabla 5: Toxocarosis. Resultados del estudio estadistico. Comparacién entre
los grupos estudiados en base a los datos de seroprevalencia medida a través

de 1gG especifica.
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6.2. Determinacidén de IgE especifica frente a Toxocara.

En la tabla 6 se muestran los resultados de prevalencia de toxocarosis en los
grupos de poblaciones estudiadas mediante la determinacién de IgE especifica
y en la tabla 7 los valores de significacién (valor p) obtenidos tras el analisis

estadistico.

Como se puede apreciar (tabla 6), los valores mas elevados de prevalencia se
muestran en el grupo de individuos no alérgicos con urticaria aguda (23,08%),
mientras que en el grupo de individuos no alérgicos sin urticaria, este valor fue
del 6,5%.

Al igual que en el apartado anterior, el analisis estadistico no mostré diferencias

significativas (p>0,05) entre los grupos analizados.

AU AsU | nAcU | nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr | AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

% 7,84 | 7,14 | 1591 | 6,5 11,58 12,5 11091 | 7,41 8,33 23,08 12,9

n 51 182 44 123 95 40 55 27 24 13 31

Tabla 6. Prevalencia de toxocarosis (seroprevalencia) en los grupos estudiados

(IgE frente a Toxocara).

AU AsU nAcU nAsU | Uag+Ucr Uag Ucr AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

AU nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AsU p>0,05 nd p=0,07 | p>0,05| p>0,05 | p>0,05| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p=0,07 | p>0,05

nAcU p>0,05 | p=0,07 nd p=0,07 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAsU p>0,05 | p>0,05 | p=0,07 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p=0,07 | p>0,05

Uag+Ucr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Ucr p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05| p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05

NAcUag | p>0,05 | p=0,07 | p>0,05 | p=0,07 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05

NAcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd

Tabla 7: Toxocarosis. Resultados del estudio estadistico. Comparacién entre
los grupos estudiados en base a los datos de seroprevalencia medida a través

de IgE especifica.
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6.3. Determinacion de IgG especifica frente a Anisakis.

En la tabla 8 se muestran los resultados de prevalencia de anisakiosis en los
grupos de poblaciones estudiadas mediante la determinacion de IgG especifica
y en la tabla 9 los valores de significacién (valor p) obtenidos tras el analisis

estadistico.

AU AsU | nAcU | nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr | AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

% 21,67 1 17,03 | 36,36 | 13,01 | 28,42 22,5 | 32,73 | 18,52 25 30,77 38,71

n 51 182 44 123 95 40 55 27 24 13 31

Tabla 8: Prevalencia de anisakiosis (seroprevalencia) en los grupos estudiados

(IgG frente a Anisakis).

Como se puede apreciar (tabla 8), entre los valores mas elevados de
prevalencia se muestra el grupo de individuos no alérgicos con urticaria
(36,36%), si bien, la prevalencia mas elevada se detecta en el grupo de
individuos no alérgicos con urticaria cronica (38,71%). En cuanto al grupo
control, individuos no alérgicos sin urticaria, esta prevalencia fue del 13,01% vy
en este caso, si se pudieron establecer diferencias significativas entre algunos

de los grupos estudiados (tabla 9, color amarillo).

AU AsU nAcU nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

AU nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AsU p>0,05 nd p<0,05 | p>0,05 [ p=0,06 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05

nAcU p>0,05 | p<0,05 nd p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAsU p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 nd p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p=0,07 | p<0,05

Uag+Ucr | p>0,05 | p=0,06 | p>0,05 | p<0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Ucr p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05

NAcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p=0,07 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05

NAcUcr | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd

Tabla 9: Anisakiosis. Resultados del estudio estadistico. Comparacién entre los
grupos estudiados en base a los datos de seroprevalencia medida a través de

lgG especifica.
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Es de destacar que la determinacion de IgG especifica frente a A. simplex,
discrimina entre individuos alérgicos sin urticaria y las poblaciones de
individuos no alérgicos con urticaria, las urticarias cronicas y las de no alérgicos
con urticaria crénica. Ademas, existen diferencias significativas entre los grupos
de pacientes no alérgicos sin urticaria y los no alérgicos con urticaria, las

urticarias totales, las urticarias crénicas y los no alérgicos con urticaria cronica.

6.4. Determinacion de IgE especifica frente a Anisakis.

En la tabla 10 se muestran los resultados de prevalencia de anisakiosis en los
grupos de poblaciones estudiadas mediante la determinacién de IgE especifica
y en la tabla 11 los valores de significacion (valor p) obtenidos tras el analisis
estadistico.

Como se puede apreciar (tabla 10), entre los valores mas elevados de
prevalencia se muestra el grupo de individuos no alérgicos con urticaria
(43,18%), si bien, la prevalencia mas elevada se detecta en el grupo de
individuos no alérgicos con urticaria aguda (61,54%). En cuanto al grupo
control, individuos no alérgicos sin urticaria, esta prevalencia fue del 4,07% y
en este caso, si se pudieron establecer diferencias significativas entre algunos

de los grupos estudiados (tabla 11, color amarillo).

AU AsU | nAcU | nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr | AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

% 25,49 | 14,84 | 43,18 | 4,07 33,68 35,7 | 30,91 | 25,93 25 61,54 35,48

n 51 182 44 123 95 40 55 27 24 13 31

Tabla 10. Prevalencia de anisakiosis (seroprevalencia) en los grupos

estudiados (IgE frente a Anisakis).

La determinacion de IgE especifica frente a Anisakis discrimina a los individuos
no alérgicos sin urticaria (grupo control) de todas las demas poblaciones
estudiadas. También se observan diferencias significativas entre el grupo de
sujetos alérgicos en general y los no alérgicos con urticaria aguda. Y entre los

alérgicos sin urticaria y los grupos de sujetos no alérgicos con urticaria, los que
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presentan urticaria aguda y/o crénica y los individuos no alérgicos con urticaria

aguda o crénica.

AU AsU nAcU nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr
AU nd p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05

AsU p>0,05 nd p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p<0,05
nAcU p>0,05 | p<0,05 nd p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAsU p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 nd p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,05 | p<0,05
Uag+Ucr | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p=0,06 | p>0,05

Uag p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05
Ucr p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p=0,05 | p>0,05

AcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05
AcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p<0,05 | p>0,05

NAcUag | p<0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 [ p=0,06 | p>0,05 | p=0,05 | p>0,05 | p<0,05 nd p>0,05

NAcUcr | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd

Tabla 11: Anisakiosis. Resultados del estudio estadistico. Comparacién entre
los grupos estudiados en base a los datos de seroprevalencia medida a través

de IgE especifica.

6.5. Determinacién de IgE especifica frente a Ani s 7.

En la tabla 12 se muestran los resultados de prevalencia de anisakiosis en los
grupos de poblaciones estudiadas mediante la determinacién de IgE especifica
frente a Ani s 7 y en la tabla 13 los valores de significacién (valor p) obtenidos
tras el analisis estadistico.

Como se puede apreciar (tabla 12), entre los valores mas elevados de
prevalencia se muestra el grupo de individuos con urticaria aguda (17,5%), si
bien, la prevalencia mas elevada se detecta en el grupo de individuos no
alérgicos con urticaria aguda (23,08%). En cuanto al grupo control, individuos
no alérgicos sin urticaria, esta prevalencia fue del 4,35%. Sin embargo, el
analisis estadistico (tabla 13), no pudo mostrar diferencias significativas

(p>0,05) entre ninguno de los grupos analizados.
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AU AsU | nAcU | nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr | AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

% 9,8 8,54 | 11,36 | 4,35 10,53 175 | 545 | 14,81 | 4,17 23,08 6,45

n 51 82 44 23 95 40 55 27 24 13 31

Tabla 12. Prevalencia de anisakiosis (seroprevalencia) en los grupos

estudiados (IgE frente a Ani s 7).

AU AsU nAcU nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

AU nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AsU p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAcU p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAsU p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag+Ucr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Ucr p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p=0,07 | p>0,05

AcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05

NAcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p=0,07 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05

NAcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd

Tabla 13. Anisakiosis. Resultados del estudio estadistico. Comparacién entre
los grupos estudiados en base a los datos de seroprevalencia medida a través

de IgE especifica (anti-Ani s 7).

6.6. Determinacion de IgG especifica frente a Ani s 7.

En la tabla 14 se muestran los resultados de prevalencia de anisakiosis en los
grupos de poblaciones estudiadas mediante la determinacion de IgG especifica
frente a Ani s 7 y en la tabla 15 los valores de significacién (valor p) obtenidos
tras el analisis estadistico.

Como se puede apreciar (tabla 14), entre los valores mas elevados de
prevalencia se muestra el grupo de individuos alérgicos con urticaria aguda
(7,41%), si bien, la prevalencia mas elevada se detecta en el grupo de
individuos no alérgicos con urticaria aguda (15,38%). En cuanto al grupo
control, individuos no alérgicos sin urticaria, esta prevalencia fue del 13,04%. Al

igual que ocurre en el grupo anterior, el analisis estadistico (tabla 15), no pudo
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mostrar diferencias significativas (p>0,05) entre ninguno de los grupos

analizados.

AU AsU | nAcU | nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr | AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

% 588 | 7,32 | 6,82 | 13,04 6,32 10 364 | 7,41 4,17 15,38 3,23

n 51 82 44 23 95 40 55 27 24 13 31

Tabla 14. Prevalencia de anisakiosis (seroprevalencia) en los grupos

estudiados (IgG frente a Ani s 7).

AU AsU nAcU nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

AU nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AsU p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAcU p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAsU p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag+Ucr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Ucr p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05| p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05

NAcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05

NAcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd

Tabla 15. Anisakiosis. Resultados del estudio estadistico. Comparacién entre
los grupos estudiados en base a los datos de seroprevalencia medida a través

de 1gG especifica (anti-Ani s 7).

6.7. Determinacidén de IgE frente a Ani s 1.

En la tabla 16 se muestran los resultados de prevalencia de anisakiosis en los
grupos de poblaciones estudiadas mediante la determinacién de IgE especifica
frente a Ani s 1 y en la tabla 17 los valores de significacién (valor p) obtenidos
tras el analisis estadistico.

Como se puede apreciar (tabla 16), entre los valores mas elevados de
prevalencia se muestra el grupo de individuos no alérgicos con urticaria
(9,09%), si bien, la prevalencia mas elevada se detecta en el grupo de

individuos no alérgicos con urticaria aguda (15,38%). En cuanto al grupo
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control, individuos no alérgicos sin urticaria, esta prevalencia fue del 1,63% vy
en este caso, si se pudieron establecer diferencias significativas entre algunos
de los grupos estudiados (tabla 17, color amarillo).

La determinacion de IgE especifica frente a Ani s 1 discrimina entre los
individuos no alérgicos sin urticaria (poblacion general) y los sujetos de las
poblaciones de no alérgicos con urticaria, las urticarias totales y los individuos

no alérgicos con urticaria aguda.

AU AsU | nAcU | nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr | AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

% 5,88 44 9,09 | 1,63 7,37 7,5 7,27 3,7 8,33 15,38 6,45

n 51 182 44 123 95 40 55 27 24 13 31

Tabla 16. Prevalencia de anisakiosis (seroprevalencia) en los grupos

estudiados (IgE frente a Anis 1).

AU AsU nAcU nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

AU nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AsU p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAcU p>0,05 | p>0,05 nd p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAsU p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 nd p<0,05 | p>0,05 [ p=0,07 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05

Uag+Ucr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Ucr p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p=0,07 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05| p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05

NAcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05

NAcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd

Tabla 17. Anisakiosis. Resultados del estudio estadistico. Comparacién entre
los grupos estudiados en base a los datos de seroprevalencia medida a través

de IgE especifica (anti-Ani s 1).

6.8. Determinacidén de IgG frente a Ani s 1.

En la tabla 18 se muestran los resultados de prevalencia de anisakiosis en los
grupos de poblaciones estudiadas mediante la determinacion de IgG especifica
frente a Ani s 1 y en la tabla 19 los valores de significacién (valor p) obtenidos

tras el analisis estadistico.
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Como se puede apreciar (tabla 18), entre los valores mas elevados de
prevalencia se muestra el grupo de individuos no alérgicos con urticaria
(15,91%), si bien, la prevalencia mas elevada se detecta en el grupo de
individuos no alérgicos con urticaria aguda (23,08%). En cuanto al grupo
control, individuos no alérgicos sin urticaria, esta prevalencia fue del 3,25% vy
en este caso, si se pudieron establecer diferencias significativas entre algunos
de los grupos estudiados (tabla 19, color amarillo).

La determinacién de IgG especifica frente a Ani s 1 discrimina las poblaciones
de sujetos no alérgicos sin urticaria (poblacion general) y la mayoria de los
otros grupos (alérgicos sin urticaria, no alérgicos con urticaria, urticaria aguda

y/o cronica y los no alérgicos con urticaria aguda).

AU AsU | nAcU | nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr | AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

% 7,84 | 9,89 | 1591 | 3,25 11,58 10 12,73 | 3,7 12,5 23,08 12,9

n 51 182 44 123 95 40 55 27 24 13 31

Tabla 18. Prevalencia de anisakiosis (seroprevalencia) en los grupos

estudiados (IgG frente a Ani s 1).

AU AsU nAcU nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

AU nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AsU p>0,05 nd p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05| p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAcU p>0,05 | p>0,05 nd p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAsU p>0,05 | p<0,05 | p<0,05 nd p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p=0,08 | p<0,05 [ p=0,05

Uag+Ucr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Ucr p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p=0,09 | p>0,05

AcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p=0,08 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05

NAcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p=0,09 | p>0,05 nd p>0,05

NAcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p=0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd

Tabla 19. Anisakiosis. Resultados del estudio estadistico. Comparacién entre
los grupos estudiados en base a los datos de seroprevalencia medida a través

de 1gG especifica (anti-Ani s 1).

68



RESULTADOS

6.9. Determinacion de IgG especifica frente a tropomiosina.

En la tabla 20 se muestran los resultados de prevalencia de anisakiosis en los
grupos de poblaciones estudiadas mediante la determinacion de IgG especifica
frente a tropomiosina y en la tabla 21 los valores de significacion (valor p)

obtenidos tras el analisis estadistico.

AU AsU | nAcU | nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr | AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

% 588 | 165 | 2,27 0 4,21 2,5 5,45 3,7 8,33 0 3,23

n 51 182 44 123 95 40 55 27 24 13 31

Tabla 20. Prevalencia de anisakiosis (seroprevalencia) en los grupos

estudiados (IgG frente a tropomiosina)

Como se puede apreciar (tabla 20), entre los valores mas elevados de
prevalencia se muestra el grupo de individuos alérgicos con urticaria (5,88%), si
bien, la prevalencia mas elevada se detecta en el grupo de individuos alérgicos
con urticaria crénica (8,33%). En cuanto al grupo control, individuos no
alérgicos sin urticaria, no se detectd tropomiosina. En este caso, si se pudieron
establecer diferencias significativas entre algunos de los grupos estudiados
(tabla 21, color amarillo). La determinacion de la IgG especifica frente a
tropomiosina discrimina entre los sujetos no alérgicos sin urticaria (poblacion
general) y los alérgicos con urticaria, las urticarias totales o crénicas y los

alérgicos con urticaria cronica.

AU AsU nAcU nAsU | Uag+Ucr | Uag Ucr AcUag | AcUcr | NAcUag | NAcUcr

AU nd p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AsU p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAcU p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

nAsU p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag+Ucr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Uag p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

Ucr p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05 | p>0,05

AcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p<0,05 | p>0,05 | p>0,05| p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05 | p>0,05

NAcUag | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd p>0,05

NAcUcr | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 | p>0,05 nd

Tabla 21. Anisakiosis. Resultados del estudio estadistico. Comparacién entre
los grupos estudiados en base a los datos de seroprevalencia medida a través

de IgG especifica (anti-tropomiosina).
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7. RESULTADOS INMUNOTRANSFERENCIA.

La figura 20 muestra los resultados de la inmunotransferencia con los sueros

de los sujetos seropositivos por IgG e IgE (ambas) a Toxocara.

En ella se muestra como la banda de alto peso molecular (120 kDa) es la que

origina mayor numero de respuestas duales (9 de los 9 sujetos seropositivos a

Toxocara): componentes fijadores de IgG e IgE.

IgE-inmunotransferencia IgG-inmunotransferencia

123 4 56789 1" 2*3*4*5 6 7 89

70 kDa
55 kDa

40 kDa
32 kDa
26 kDa

Figura 20. T. canis. SDS PAGE-IgE e IgG-inmunotransferencia con los sueros

positivos frente a IgE e 1gG especifica

(*): Sueros que cumplen criterios de positividad pata toxocarosis activa.
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La figura 21 muestra los resultados de la inmunotransferencia con los sueros

de los sujetos seropositivos por IgE a Toxocara.

En ella se muestra como las bandas de 120, 70, 40, 32 y 26 kDa son reveladas
por el mayor numero de individuos seropositivos por Toxocara a través de la
IgE especifica.

En la muestra estudiada, no se puede definir ningun componente como
alérgeno mayor, dado que todos ellos se revelan en menos del 50% de dicha

poblacion.

123 45 678 9101112131415161718192021

1l

|
1 120 kDa
: 70 kDa
O
55 kDa
40 kDa
—» | 32 kDa
: 26 kDa

Figura 21. T. canis. SDS PAGE-IgE-inmunotransferencia con los sueros solo

positivos frente a IgE especifica.
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La figura 22 muestra los resultados de la inmunotransferencia con los sueros

de los sujetos seropositivos por IgG a Toxocara.

En ella se muestra como la banda de 120, 70, 40, 32 y 26 kDa se revela por el
mayor en todos lo individuos Toxocara-seropositivos a través de IgG
especifica. Los componentes de 40, 32 y 26 Kda sélo fueron revelados por la

mitad de los individuos Toxocara-seropositivos a través de IgG especifica.

120 kDa

70 kDa

55 kDa

40 kDa

32 kDa

26 kDa

Figura 22. T. canis. SDS PAGE-IgG-inmunotransferencia con los sueros sélo

positivos frente a IgG especifica.
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La tabla 22 muestra tanto el antigenograma (componentes fijadores de 1gG)
como el alergograma (componentes fijadores de IgE) correspondiente a los
resultados obtenidos de los individuos seropositivos a Toxocara y con

referencia a la expresion de la clinica de urticaria que presentaron.

IGG

POBLACION

- Y
ool N oo s w22

Tabla 22. T. canis. Resultados Inmunotransferencia. Representacion
esquematica del antigenograma y del alergograma.

AsU: alérgicos sin urticaria, nAsU: no alérgicos sin urticaria, AcUag: alérgicos
con urticaria aguda, NAcUag: no alérgicos con urticaria aguda, AcUcr: alérgicos

con urticaria crénica, NAcUcr: no alérgicos con urticaria cronica.
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La tabla 23 muestra el porcentaje de individuos seropositivos a Toxocara que
revelan anticuerpos IgE e IgG especificos en relacion a presencia o ausencia
de urticaria.

Se puede observar que el componente de 120 kDa se revela de forma
mayoritaria tanto a través del isotipo de IgG como del isotipo IgE siempre con
valores superiores al 50%, con independencia de la expresion o no de urticaria.
Es el componente de 70 kDa y a través de la IgE, quien reacciona de forma
mayoritaria (62,5%) en sujetos con urticaria.

Los componentes de 32 y 26 kDa, revelados con IgG, reaccionan con el 50% o
mas de los individuos con y sin urticaria, mientras que lo hacen con el 25% o

menos de los sujetos con o sin urticaria estudiados por medio de la IgE

especifica.
lgG lgG IgE IgE
PM (kDa) Sin urticaria  Con urticaria  Sin urticaria ~ Con urticaria
120 77,7 62,5 55,5 87,5
70 22,2 25 11,1 62,5
55 11,1 25 0 0
40 33,3 25 22,2 12,5
32 55,5 50 11,1 12,5
26 55,5 50 11,1 25

Tabla 23. T. canis. Antigenograma y alergograma. Porcentaje de individuos
que revelan anticuerpos IgE e IgG especificos en relacidbn a presencia o

ausencia de urticaria.
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Toxocara canis.

La toxocarosis es una parasitosis cosmopolita con mayor prevalencia en
regiones templadas y tropicales del mundo. La exposicion humana a la
toxocarosis resulta, de la elevada prevalencia de esta parasitosis en perros y
gatos, sus hospedadores definitivos, y del gran numero de ellos que comparten
habitat con los seres humanos [64].

Los datos de seroprevalencia de que disponemos en nuestro pais son muy
heterogéneos puesto que van del 1% [66, 67] al 66% [66], en funcion del tipo
de poblacion estudiada, la edad de los individuos parasitados, el nivel
socioeconomico de las muestras, las técnicas de medida, etc.

La comparacién de dichos resultados a nivel practico es muy dificil de
interpretar debido a la diversidad de protocolos de estudio y las técnicas de
identificacion y medida empleadas.

La combinacion de técnicas que revelan la respuesta IgE la respuesta IgG,
ofrece mas informacion inmunopatolégica de la infeccion por T. canis en el
hospedador humano. Asi mismo, la mejoria en las técnicas diagnosticas ha
permitido aumentar la sensibilidad y la especificidad al combinar las técnicas de

ELISA e inmunotransferencia.

En este trabajo se ha estudiado el papel que juega el diagndstico molecular con
antigenos de T. canis en un total de 400 individuos: 277 de los cuales
acudieron como primera visita a la Unidad de Alergia durante un periodo de 2
afnos y 123 correspondientes a donantes sanos del banco de sueros.
La urticaria crénica se define como la aparicién espontanea de habones por lo
menos durante 6 semanas y aguda la que dura menos de 48 horas [92]. En
base a la clinica que referian los sujetos desde el punto de vista dermatoldgico
(presencia de urticaria y tipo), la historia y el resultado obtenido en las pruebas
cutdneas a aeroalérgenos comunes, los 400 pacientes que engloban el estudio
se clasificaron en los siguientes grupos:

* No alérgicos sin urticaria o poblacion general: 123 individuos.

* Alérgicos con urticaria (aguda y cronica): 51 individuos.

* Alérgicos sin urticaria: 182 individuos.

* No alérgicos con urticaria (aguda y crénica): 44 individuos.
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* Urticarias totales (agudas y cronicas en alérgicos y no alérgicos): 95
individuos.

* Urticaria aguda: 40 individuos.

* Urticaria crénica: 55 individuos.

* Alérgicos con urticaria aguda: 27 individuos.

* No alérgicos con urticaria aguda: 13 individuos.

* Alérgicos con urticaria cronica: 24 individuos.

* No alérgicos con urticaria cronica: 31 individuos.

Segun un estudio de Gaig y colaboradores realizado en 2004, se demostré una
prevalencia de alergia, mediante pruebas cutaneas, del 21.6% en poblacién
general adulta espafiola [93].

En cuanto a la evaluacion del fendmeno atopico en general, se ha validado el
método de la determinacion de la IgE especifica frente a alérgenos multiples
como una buena técnica estimando una prevalencia global de alergia en la
poblacién espafiola del 30% al 40% [106]. En este parametro, nuestro trabajo
se ajusta a resultados ya citados, dado que la prevalencia en nuestra muestra
control (poblacion general) fue del 32%.

Es interesante tener en cuenta que se ha utilizado el Phadiatop® junto con la
IgE especifica a Salsola como herramienta para medir la alergia evitando
sesgos, puesto que el Phadiatop® es una técnica que no incluye la
determinacién de la Salsola. A pesar de que en nuestra zona no hay Salsola, si
que esta presente en otras regiones de donde procede parte de la muestra de

poblacién general aqui estudiada.

En el presente estudio la prevalencia de Toxocara canis (por IgG y/o IgE) en
poblacién general fue del 7%, un valor bastante mas elevado que el obtenido
en el trabajo de Valero que fue del 0.6% [105] o en el de Portus (0.6%) [107].
En cambio son inferiores a los resultados obtenidos por Fenoy [67] o Gonzalez-
Quintela [70] que muestran valores del 28% y 23% respectivamente también en
poblacion adulta. Estos autores sélo evaluaron valores de IgG especifica.

Estas diferencias, encontradas entre nuestro estudio y los de los otros autores

citados, podrian deberse a diferencias existentes entre el tipo de poblacion y
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los factores de riesgo (origen de poblacion, contacto con animales, habitat rural
o urbano, etc.) a que estan sujetas cada una de las poblaciones asi como al
hecho de que en este estudio se han evaluado mas isotipos de

inmunoglobulinas y se ha realizado diagndstico por componentes.

En paises industrializados, se pueden observar tasas de prevalencia de T.
canis por debajo del 10% en general. Giaccometti [108] en Italia obtiene valores
del 8%, Stlurcheler [109] en Suiza del 5%, Matsamura y Endo [110] en Japdn
del 4% y Van Knapen [111] en Holanda del 7% entre otros autores.

Por otro lado en paises en vias de desarrollo los valores de seroprevalencia de
la toxocarosis son mucho mas elevados y en la mayoria de ocasiones son
cifras que superan el 30%. Alonso [112] observa un 39% en Argentina,
Espinoza [113] un 33% en Peru y Alderete [114] un 38% en Brasil entre otros

autores.

La prevalencia del 7% obtenida (por IgE y/o 1gG) en este trabajo esta
perfectamente integrada en los valores de los paises industrializados de

nuestro entorno.

A pesar de que el total de muestra correspondiente a poblacién inmigrante es
pequefia (46 individuos) si tenemos en cuenta la prevalencia de T. canis en
dicha poblacion (43,5%), ésta, fue claramente superior a la de la poblacién
autoctona con diferencias estadisticamente significativas. Estas diferencias se
podrian explicar, por un lado, a partir de las prevalencias elevadas de sus
paises de origen, como también, a partir de factores de riesgo asociados a
esas poblaciones como a su nivel socioecondémico, tal y como describen Cilla
[66] o Campos [115].

El presente estudio mostrd correlacion entre niveles altos de IgE total y
presencia de anticuerpos IgE especificos anti-Toxocara, demostrando que el
68,75% de los pacientes seropositivos a Toxocara tenian elevada la IgE total.

Segun Bell [116], esto se podria deber a que la respuesta IgE policlonal frente
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a la infeccién por nematodos, forma parte de la respuesta inmunitaria natural
frente a parasitos helmintos.

En la poblacion de alérgicos sin sensibilizacion a Toxocara el porcentaje de
elevacion de la IgE total fue del 58%. En estos individuos esta cifra elevada de

la IgE total se explicaria por el propio fendmeno de la atopia.

El contacto con perros y / o gatos no demostrd ser un factor de riesgo asociado
a la seropositividad en ninguna de las poblaciones estudiadas tal y como
manifiestan otros autores como Valero [105] y Overgaauw [117]. Ellos
consideran que el contacto con animales no es un factor de riesgo potencial

para adquirir esta parasitosis.

Las diferencias entre la poblacion urbana y la rural, tampoco demostraron ser
un factor de riesgo en la infestacion por Toxocara. Estos datos también
coinciden con los presentados por Valero [105]. En cambio, Conde vy
colaboradores [118], en Salamanca, si encontraron diferencias entre estos
parametros; pero tal y como se expone en el estudio de Buijs y colaboradores
[119], estas diferencias serian minimas si las poblaciones rural y urbana

tuvieran un nivel socioecondmico e higiénico-sanitario parecido.

Esta demostrada la asociacion entre los eosindfilos y la proteina catidnica del
eosinofilo (ECP) y la alergia y las enfermedades parasitarias como la

toxocarosis [15, 70].

En el trabajo aqui presentado, la relacion entre contajes altos de eosindfilos en
sangre periférica y seropositividad a T. canis no mostrd ninguna concordancia.
Tan solo se observéd en menos de un 5% de esos individuos. Buijs y
colaboradores [119] proponen que, dependiendo del momento de la infeccion,
la migracion de los eosindfilos puede ser mas o menos activa y esto podria
justificar la variabilidad de los datos en los individuos seropositivos.

Tampoco se observo correlacion entre valores altos de ECP y seropositividad.
Tan solo el 21,4 % los pacientes seropositivos a Toxocara presentaron valores

elevados de ECP (p<0,1). Aunque Magnaval y colaboradores [15] proponen el
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uso de la ECP como parametro util para distinguir entre toxocarosis activa y
pasiva, independientemente de como sea el contaje de eosindfilos, en este
estudio, en el que por otra parte pudimos definir tan solo casos de toxocarosis
asintomaticas, encubiertas o con formas urticariformes, no pudimos comprobar
dicha afirmacion, y tan solo se pudo observar que existe una cierta correlaciéon

(p=0,05) entre ECP y expresion de la urticaria.

Desde que De Savigny [120] describié el método para el mantenimiento de las
larvas L2 de Toxocara en cultivos in vitro como fuente de obtencion de
antigenos de excrecidn-secrecion de esas larvas y su posterior aplicacion al
serodiagnostico de la toxocarosis humana, la utilizacion del ELISA para el
diagnostico individual de la toxocarosis, asi como para la realizacion de
estudios seroepidemioldgicos, se ha convertido en el método de eleccién con

unos valores de especificidad de >90% y sensibilidad de >80% [34].

Pocos estudios analizan al mismo tiempo anticuerpos de las clases IgE e 1gG
frente a Toxocara [563, 121, 122, 123]. La mayoria de trabajos se limitan a
estudiar sélo la respuesta IgE. Magnaval y colaboradores [123] ya en 1992 cit6
que la IgE especifica como parametro unico, es insuficiente en el
serodiagnostico de la toxocarosis. Posteriormente, los mismos autores
plantearon el uso conjunto de IgE e IgG especificas para realizar un
diagndstico mas fiable [123].

Esta respuesta IgG/IgE frente a los antigenos de E-SL2 de T. canis, sugiere
una respuesta conjunta frente a la infeccion en la que la IgE podria reforzar la
respuesta protectora del hospedador intermediario frente a la infeccion por las
larvas del parasito.

Por otro lado, la coexistencia de IgE e IgG especificas pueden competir por los
mismos antigenos del E-SL2 pudiéndose producir un enmascaramiento en la
presencia de los anticuerpos IgE por inhibicion competitiva con los de la clase
G [53]. Esa, precisamente, seria una de las justificaciones que reforzarian el
uso conjunto de la medida de los dos isotipos en el diagndstico serologico de la

toxocarosis humana.
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Sin duda alguna, la utilizacién conjunta de diferentes técnicas inmunoldgicas
asi como la evaluacién de distintos parametros inmunolégicos, ofrece mayor
sensibilidad y especificidad [121, 122] al diagndstico complementario de las
parasitosis, incluida y especialmente la toxocarosis.

Con esa justificacidon se utilizaron diferentes métodos inmunolégicos (ELISA e
inmuntransferencia) y se evaluaron diversos parametros inmunolégicos (1gG,
IgE y ECP). Asi mismo y como valor afiadido, se realiz6 una aproximacion al
diagndstico molecular en donde se evalud el papel diagndstico y prondstico que
pudiesen tener algunos de los antigenos/alérgenos que estan incluidos en el
material larvario de estas especies.

En este trabajo se pudo observar un total de 21 individuos seropositivos
utilizando la combinacion de las técnicas de ELISA e inmunotransferencia. La
aproximacion al diagnéstico molecular realizada mediante inmunotransterencia
que se reveld con anti-IgE y anti-lgG demostr6 que 17 de esos sueros
mostraron anticuerpos IgG y/o IgE frente a uno o mas componentes del
antigeno ES-L2 entre pesos moleculares de 120 y 26 kDa, revelados mediante
esa técnica.

Se pudo observar que el componente de 120 kDa se revela de forma
mayoritaria tanto a través del isotipo de IgG como del isotipo IgE siempre con
valores superiores al 50%, con independencia de la expresion o no de urticaria.
Es el componente de 70 kDa y a través de la IgE, quien reacciona de forma
mayoritaria (62,5%) en sujetos con urticaria, por lo que podriamos sugerir que
este componente (TES-70), ademas de mostrarse como alérgeno relevante
(alérgeno mayor), podria constituir un marcador diagnéstico de urticarias en las
que podria intervenir el parasito Toxocara, cuando dicho diagnostico se realiza
detectando los anticuerpos especificos (anti-TES-70) de la clase IgE.

Los componentes de 32 y 26 kDa, revelados con IgG, reaccionan con el 50% o
mas de los individuos con y sin urticaria, mientras que lo hacen con el 25% o
menos de los sujetos con o sin urticaria estudiados por medio de la IgE
especifica.

Al contario que en el trabajo realizado por Valero [105], en el presente estudio
el componente de 32 kDa (TES-32) no se revel6 como alérgeno mayor, aunque

si como antigeno relevante al igual que el componente de 26 kDa. En ambos
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casos mas del 50% de los individuos reacciond con dichos componentes, por
medio de la IgG.

Una posible explicacién seria el sesgo existente en las poblaciones estudiadas,
en la que tanto la inclusién de muestra pediatrica y de poblacion general sin
sintomatologia aparente de Toxocarosis (formas asintomaticas) fueron los
puntos mas importantes en la inclusion de pacientes tenidos en cuenta por
Valero [105].

Asi mismo se observd que 9 pacientes presentaron una respuesta dual
mediada tanto por IgG como por IgE especifica frente a los antigenos ES de
Toxocara canis.

Dicha respuesta dual se dio en 4 de 9 pacientes del grupo de individuos sin
urticaria y en 5 de 8 pacientes del grupo de sujetos con urticaria.

No parece que la respuesta dual esté relacionada con la presencia de urticaria
en individuos seropositivos.

Tan solo uno de los nueve pacientes con respuesta dual no mostré anticuerpos
IgG e IgE frente al componente de 120 kDa. Todos los demas si lo hicieron, no
habiendo diferencias significativas entre los grupos con y sin urticaria, en
referencia a este componente de elevado peso molecular.

Aunque se desconoce el papel real de esta respuesta dual, es probable que en
aquellos individuos en los que la respuesta de la IgE anti-Toxocara sea
evidente, la posible relacién con fendmenos de hipersensibilidad frente a dichos
antigenos sea también obvia tal y como ocurre con la anisakiosis [99].

Tal vez seria interesante conocer cuales de los antigenos de Toxocara son
capaces de inducir la produccién de IgE especifica para poder estudiar la

posibilidad de respuesta alérgica en relacion con la infeccion por Toxocara.

Magnaval y colaboradores [50] afirman que los antigenos de menor peso
molecular (24-35 kDa) son los mas especificos para el diagndstico de
toxocarosis humana sin describir cual es la naturaleza de estos antigenos. Es
muy probable que el antigeno de 35 kDa descrito por Magnaval [50] se
corresponda con la lectina tipo C TES 32 identificada por Loukas vy

colaboradores [52] capaz de inducir una respuesta Th2 en el hombre.
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Algunos autores indican que la deteccion de IgE especifica frente a los
antigenos de excrecién-secrecion de T. canis junto con la determinacion de la
ECP son marcadores de infeccion activa en la toxocarosis humana tal y como
se ha comentado con anterioridad [50, 53].

Segun esta afirmacién 9 de los individuos seropositivos frente al antigeno de
Toxocara podrian corresponder a formas activas de toxocarosis aunque en
ninguno de ellos pudimos demostrar indicios de actividad manifiesta.
Hablariamos en estos casos de toxocarosis encubierta o de toxocarosis con
expresion de formas urticariformes como resultado de una respuesta inmune

asociada a fenomenos de hipersensibilidad.

Cuando analizamos la prevalencia segun valores de seropositividad de la IgE y
la 1IgG frente a T. canis no pudimos encontrar diferencias significativas entre
ninguna de las poblaciones estudiadas (grupo control y pacientes alérgicos con
y sin urticaria). Si bien es cierto que cuando nos fijjamos en la 1gG, existe una
tendencia a la significacién estadistica (p=0,05) entre el grupo control
(poblacion general) y el grupo de las urticarias totales. Esta tendencia no se

observa en la IgE.

Varios autores comentan la especificidad de los componentes de 24-35 kDa
[50,124] e indican que existe reactividad cruzada entre los componentes de alto
peso molecular (>32 kDa) con anticuerpos de helmintos relacionados
filogenéticamente (Ascaridida).

No se conocen estudios de reactividad cruzada del TES-32 con otros antigenos
individualizados de helmintos, por lo que tal y como afirma el grupo de Garcia
[125] el TES-32 se puede considerar un antigeno especifico de T. canis. Se ha
visto que sueros de pacientes reactivos a Toxocara muestran reactividades
cruzadas débiles a extractos de Anisakis sin clinica sugestiva de anisakiosis.
Anadon [48] y Garcia [125] plantean que la reactividad cruzada entre Anisakis y
Toxocara se deberia a otros componentes distintos al TES-32, Anis 1y Ani s
7.

84



DISCUSION

En cuanto a la realizacion de la inmunotransferencia, si tenemos en cuenta que
para considerar positivo un resultado para toxocarosis debe presentar el triplete
de bandas de 120 kDa mas el de 32 kDa mas el de 26 kDa sin ninguna banda
mas, tan solo 4 pacientes fueron positivos.

Referente a la deteccidén de alguna banda, de todos los pacientes estudiados
tan solo 21 presentaron alguna banda siendo la mayoria positivos para la de
120 kDa en lo que a la IgE especifica frente a T. canis se refiere y para la de 32
kDa y 26 kDa en cuanto a la IgG. Las bandas de 32 y 70 contienen los
antigenos especificos de Toxocara.

El porcentaje elevado de pacientes que aunque no cumple la presencia del
triplete especifico pero tienen bandas en IgE, en IgG y presentan una ECP
elevada, apoyan el diagnostico de toxocarosis activa. Con ello tenemos
criterios de seroposivitidad superiores a si solo tenemos en cuenta el triplete (4
pacientes). Es por este motivo, que el criterio de positividad de la
inmunotransferencia deberiamos valorarlo con precaucion y proponemos
asociar los resultados de la ECP a la seropositividad de la IgE, la IgG y la
inmunotransferencia para demostrar que por lo menos los individuos han
estado en contacto con las larvas de Toxocara y por lo tanto, deberiamos
considerarlos formas de toxocarosis encubierta.

En base a todo lo expuesto, consideramos que asociar la IgE a la IgG juega un
papel importante en el diagndstico de las toxocarosis y mientras que entre la
poblacién control y la de alérgicos sin urticaria la prevalencia de toxocarosis se
ha mantenido alrededor de 7-9%, en la poblacion de alérgicos con urticaria ha
sido del 16%. Por tanto, en lo que a Toxocara se refiere y en concreto a la
valoracion de la IgG encontramos diferencias practicamente significativas

(p=0,005) entre los sujetos alérgicos afectos de urticaria y los que no.

Anisakis simplex.
La anisakiosis también se considera una parasitacion ubicua intimamente

ligada al consumo de pescado crudo, en vinagreta o en forma de algunos

encurtidos. Espafia tiene una de las tasas mundiales mas alta de consumo de
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pescado (89 g/personal/dia) [73] y gran parte del pescado de nuestros
mercados tienen cifras de parasitacion por Anisakis simplex realmente muy
altas [75, 76].

En un estudio multicéntrico llevado a cabo por la Sociedad Espafiola de
Alergologia e Inmunologia Clinica (SEAIC) se observé una sensibilizacién a
Anisakis simplex del 38.1% en los pacientes que habian presentado
recientemente un episodio de urticaria o edema y del 13,1% en el grupo de
personas asintomaticas [77]. En otros estudios realizados la sensibilizacion
oscila entre el 22% [78] y el 75% [79] en funcidn de la region estudiada.

Las manifestaciones clinicas de estos pacientes suelen ser debidas a
anisakiosis gastroalérgica [78] que puede llegar a alcanzar la anafilaxia en el
25% de los casos.

La sensibilizacion a A. simplex se ha asociado a la presencia de urticaria tanto
aguda como croénica. A pesar de que alrededor del 24% de los pacientes con
urticaria aguda presentan IgE especifica a A. simplex, tan solo en el 36% de
estos casos el parasito es el agente causal [78]. Las pruebas diagndsticas
rutinarias (prick test e IgE especifica) frente al extracto completo de A. simplex
pueden sobreestimar el numero de pacientes alérgicos, de manera que, en
muchos trabajos se han observado individuos con sensibilizacion a A. simplex
tanto en personas sanas como en pacientes con urticaria cuya anamnesis no
concuerda con la tipica de alergia a este parasito (16-22%) [126].

Tal y como ocurre con T. canis, la falta de una prueba diagndstica que sea un
“gold standard” hace que, para reforzar el diagnostico, tengamos que realizar
una buena historia clinica (que relacione la clinica con la ingesta de pescado
fresco en horas previas), las pruebas cutaneas y la IgE especifica frente a A.
simplex [46].

Gracias a los avances obtenidos en los ultimos afios en lo que a biologia
molecular se refiere, se han purificado y producido componentes moleculares
alergénicos procedentes de la fuente completa del extracto larvario. Hasta la
fecha se han identificado 19 alérgenos diferentes de A. simplex
(www.allergome.org) de los que 12 tienen nomenclatura oficial. De ellos, Ani s
1y Ani s 7 se consideran alérgenos mayores, siendo capaces de detectar el

85% y el 100% respectivamente de los pacientes realmente alérgicos a A.
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simplex [54]. Ademas la presencia de IgE especifica frente a Ani s 1 se ha
asociado a una parasitacion por A. simplex mas antigua que la presencia de
Ani s 7 que se relaciona con parasitacion reciente [48, 51].

Recientemente el grupo de Daschner [55] ha propuesto un origen multifactorial
en la urticaria crénica, en la cual la presencia de IgE se debe interpretar como
un parasitismo previo de A. simplex pero el papel real de esta inmunoglobulina
es incierto. Ellos han observado que la patologia alérgica asociada a Anisakis
tiene un comportamiento mixto entre enfermedad parasitaria y enfermedad
alérgica. Parece ser, que la produccion de IgG,4 frente a Ani s 7 se asocia con
GAA y esto implica no sélo un marcador para diferenciar esta entidad de la
urticaria cronica sino también un factor que podria actuar como protector frente
a la urticaria crénica.

Otro de los alérgenos de importancia en el diagndstico de Anisakis que se ha
estudiado en este trabajo es el Ani s 3 (tropomiosina) responsable de la
reactividad cruzada y que podria explicar la sensibilizacion a Anisakis simplex a

través de la alergia a los acaros del polvo [127] o a otros nematodos.

En este trabajo se ha estudiado el papel que juega la biologia molecular frente
a los alérgenos de A. simplex tanto en extracto completo como frente a Ani s 1,
Ani s 3 y Ani s 7 pertenecientes a las mismas poblaciones que en el estudio de
T. canis:

* No alérgicos sin urticaria o poblacion general: 123 individuos.

* Alérgicos con urticaria (aguda y cronica): 51 individuos.

* Alérgicos sin urticaria: 182 individuos.

* No alérgicos con urticaria (aguda y crénica): 44 individuos.

* Urticarias totales (agudas y cronicas en alérgicos y no alérgicos): 95

individuos.

* Urticaria aguda: 40 individuos.

* Urticaria crénica: 55 individuos.

* Alérgicos con urticaria aguda: 27 individuos.

* No alérgicos con urticaria aguda: 13 individuos.

* Alérgicos con urticaria cronica: 24 individuos.

* No alérgicos con urticaria cronica: 31 individuos.
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No se pudo encontrar ninguna correlacion entre los valores de ECP vy
seropositividad frente a Anisakis, ni en el grupo control ni en el grupo de
pacientes con urticaria (p superiores a 0,1).

Como se comentd anteriormente sélo se encontré una cierta correlacion entre

ECP y pacientes con urticaria (p=0,005).

En nuestro estudio del total de 64 individuos con IgE especifica frente a
Anisakis, 34 de ellos (53,12%) mostraba niveles elevados de IgE total.

Diversos autores han observado que los pacientes alérgicos a A. simplex
presentan niveles de IgE total mas elevados que los pacientes con urticaria
aguda que estan sensibilizados al parasito pero sin tener alergia [97].

Anisakis es un parasito helminto y los humanos, como hospedadores
aberrantes, parece que han desarrollado mecanismos generales de defensa
similares a los se observan en otros helmintos ascaridos como Ascaris o
Toxocara. Uno de estos mecanismos seria la produccion de IgE [128]. En este
sentido la urticaria se ha propuesto como una respuesta clinica exagerada a un
mecanismo inmunoldgico que se podria catalogar como beneficioso [129].

De este modo, el grupo de Daschner [54] afirma que la produccion de IgE
frente a Anisakis es una caracteristica normal y evolutiva mantenida, donde la
urticaria/angiodema o la anafilaxia pueden acompanar al episodio parasitario
agudo.

El alto porcentaje de pacientes con IgE elevada que se observa en este estudio
es de alguna manera coincidente con los datos observados por los autores

anteriormente mencionados.

La cuantificacion de IgE especifica frente al extracto completo de A. simplex,
tal y como se ha visto en un estudio realizado por Del Rey y colaboradores
[130] da lugar a falsos positivos. Ellos observan que hay sueros de pacientes
sin historia clinica sugestiva de alergia a A. simplex que muestran
seropositividad frente a antigenos larvarios de dicho parasito. No obstante, se
debe tener en cuenta que existen sujetos seropositivos con presencia del

parasito y sin clinica ninguna de anisakiosis.
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Los datos de prevalencia que se obtuvieron para Anisakis simplex (por IgE y/o
IgG) fueron del 17% en poblacion general, del 26% en la poblacion de alérgicos

sin urticaria y del 59% en la de alérgicos con urticaria.

En este estudio la determinacién de IgE especifica frente al extracto completo
de A. simplex discrimina a la poblacién general o control de todas las demas
con significacion estadistica (p < 0,05).

Si lo que estudiamos es la IgG frente a A. simplex en extracto completo en
nuestra poblacién observamos diferencias significativas en cuanto a la
prevalencia entre la poblacion control y las urticarias en general, entre los
pacientes no alérgicos con urticaria y los no alérgicos sin urticaria y entre los

alérgicos sin urticaria y los individuos con urticaria cronica.

La determinacion de IgE especifica frente a Ani s 1 nos permitié discriminar
entre la poblacién control y las urticarias totales mientras que la IgG lo hizo con
casi todos los grupos aqui definidos (p< 0,05).

No se pudo encontrar ninguna diferencia estadisticamente significativa entre

ninguna poblacion a la hora de determinar la IgE y la IgG frente a Ani s 7.

En cuanto al papel de la tropomiosina (Ani s 3), diversos autores han sugerido
que podria ser la responsable tanto de la sensibilizacién asintomatica como de
los resultados falsos positivos debido a la reactividad cruzada de este tipo de
panalérgenos [49, 131]. En nuestro estudio la tropomiosina permitié discriminar
entre la poblacion general y los pacientes con urticaria tanto aguda como
cronica en general y entre la poblacion general y los pacientes alérgicos con
urticaria con diferencias estadisticamente significativas.

El grupo de Ventura [86] sugiere que los individuos con urticaria cronica
idiopatica y los que poseen sensibilizacion asintomatica a Anisakis podrian ser
sujetos con una sensibilizacion primaria a los acaros del polvo, destacando el

papel de la tropomiosina acarina como alérgeno de reactividad cruzada.

En relacion a la alta prevalencia de sensibilizacion a A. simplex sin repercusion

clinica se han buscado otras causas a parte de las tropomiosinas ya descritas
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anteriormente. Asi pues, parte de esta sensibilizacion se puede atribuir a la
reactividad cruzada con otros parasitos helmintos de humanos como Toxocara
canis, Ascaris lumbricoides, etc. [54, 132, 133]. En estos casos el origen de
esta reactividad cruzada podria estar relacionada con los determinantes de
carbohidratos (CCD) a los que se ha responsabilizado de la mayoria de falsos
positivos obtenidos en la determinacién de IgE especifica [133, 134], aunque
esto, todavia necesita estudiarse en mayor profundidad en el caso de los

antigenos larvarios de parasitos helmintos.

Es por todo lo descrito anteriormente y tal y como se demuestra también en el
trabajo de Martinez [135], que la determinacion del alérgeno recombinante Ani
s 1 puede considerarse como un marcador diagndéstico de relevancia clinica.
No solo es reconocido por el 100% de los pacientes alérgicos a A. simplex, sino
que ademas es capaz de discriminar pacientes alérgicos a A. simplex de
pacientes con urticaria aguda sensibilizados a este parasito y cuyos sintomas
no tienen relacion con el consumo de pescado.

Este autor también observa que la determinacion de la IgE especifica frente al
extracto completo mediante ELISA es menos especifica y pueden comportar un
sobrediagndstico si se compara con la de Ani s 1. Al final concluyen, que la
mejor técnica para discriminar a los pacientes alérgicos al A. simplex de los
pacientes sensibilizados es la prueba cutanea con Ani s 1, seguida de la
determinacién de la IgE especifica frente a Ani s 1.

Finalmente, los resultados aqui presentados demuestran que la determinacion
de 1gG e IgE especificas frente a extractos larvarios de Anisakis, de Anis 1y
Ani s 3, nos ofrecen mayor informacion de uso clinico en cuanto que combinan
la alta sensibilidad, con la especificidad y ademas se pueden utilizar los datos
discriminativos que originan Ani s 1 como marcador de urticaria en estos
pacientes.

La determinacion de IgG en Anisakis es poco frecuente dado que la mayor
parte del diagndstico inmunolégico de esta parasitosis se ha realizado en el

ambito de la alergia.
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En este estudio se muestra util la evaluacion de ambos parametros dado que
nos aumenta la sensibilidad diagndstica y nos ayuda a realizar el diagndstico

molecular bajo un marco mas holistico.
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. La prevalencia de parasitacion por ascaridos no diagnosticables por
estudio coproparasitologico es elevada: 24% en poblacién general y
44% en poblacion alérgica con diferencias estadisticamente

significativas (p=0,01).

. La poblacion inmigrante posee prevalencias de toxocarosis mas altas
que la poblacibn autoctona con diferencias estadisticamente

significativas (p=0,00).

. Los pacientes alérgicos con urticaria poseen prevalencias de
parasitacién (Anisakis/ Toxocara) superiores a las del grupo control (75%
vs. 24%).

. La ECP es un valor a tener en cuenta en las urticarias pero no posee

correlacion con la seropositividad a los parasitos estudiados.

. En este estudio la determinacion de IgE especifica frente al extracto
completo de A. simplex discrimina a la poblacién general o control de

todas las demas con significacion estadistica (p < 0,05).

. La determinacién de IgG frente a A. simplex en extracto completo en
nuestra poblacion permite observar diferencias significativas en cuanto a
la prevalencia entre la poblacién control y las urticarias en general, entre
los pacientes no alérgicos con urticaria y los no alérgicos sin urticaria y

entre los alérgicos sin urticaria y los individuos con urticaria cronica.

. La determinacion de IgE especifica frente a Ani s 1 nos permitio
discriminar entre la poblacién control y las urticarias totales mientras que

la IgG lo hizo con casi todos los grupos aqui definidos (p< 0,05).
. La determinaciéon de la IgE y/o IgG especifica frente a Ani s 7 no

encontrd ninguna diferencia estadisticamente significativa entre ninguna

de las poblaciones estudiadas.
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9. La determinacion de la tropomiosina permitié discriminar entre la
poblacién general y los pacientes con urticaria tanto aguda como crénica
en general y entre la poblacién general y los pacientes alérgicos con
urticaria con diferencias estadisticamente significativas. Habria que tener
en cuenta que a pesar de discriminar, por otra parte, la tropomiosina
puede indicarnos urticaria a través de otras especies que no sean estos

parasitos por reactividad cruzada.

10.La utilizacién de la IgG/IgE tanto en Toxocara como en Anisakis,
aumenta la sensibilidad y en ese sentido Toxocara “estimula” mas la IgE

y Anisakis la 1gG.

11.El diagnéstico molecular nos da mas datos clinicos porque la
determinacién de Ani s 1 y Ani s 3 se relaciona con formas urticariformes

y reactividad cruzada.

12.Los componentes larvarios de Toxocara de peso molecular elevado (120
kDa) estimulan la respuesta tanto en IgG como en IgE y tanto en
poblacién general como en poblacion alérgica (en todos los grupos de

poblacion estudiados).

13.Los componentes de bajo peso molecular (26, 32, 40 kDa) estimulan
mayoritariamente la IgG en todas las poblaciones. Sin embargo, la
respuesta IgE es mucho mas pobre y limitada. Tan solo el TES 70 (70
kDa) parece estimular mas la respuesta en IgE y esta relacionado con

las formas clinicas asociadas a urticaria.

14.En este estudio la evaluacion IgG/IgE especifica frente a estos parasitos
aumenta la sensibilidad diagndstica frente a los extractos larvarios y
frente a los antigenos individualizados de ambos parasitos, a la vez que

permite realizar aproximaciones clinicas al diagndstico de laboratorio.

96



BIBLIOGRAFIA






BIBLIOGRAFIA

. Glickman LT, Schantz PM. Epidemiology and pathogenesis of zoonotic
toxocariasis. Epidemiol Rev 1981;3:230-50.

. Lewis JW, Maziels RM. Toxocara and toxocariasis: Clinical,
Epidemiological and Molecular Perspectives. London: Institute of Biology

and British Society for Parasitology; 1993.

3. www. Taxonomicon. Taxonomy. nl.

4. Warren, G Studies on the morphology and taxonomy of the genera

Toxocara Stiles, 1905 and Neoascaris Travassos, 1927. Zoologischer
Anzeiger; 1970 Vol. 185 No. 5/6 pp. 393-442.

5. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=6264.
6. Nagakura K, Kanno S, Tachibana H, Kaneda Y, Ohkido M, Kondo K,

Inoue H. Serologic differentiation between Toxocara canis and Toxocara
cati. J Infect Dis 1990;162(6):1418-9.

. Sprent JF. One the migratory behavior of the larvae of various Ascaris
species in white mice. |. Distribution in tissues. J Infect Dis 1952;
90(2):165-176.

. Burke TM, Robertson EL. Prenatal and lactational transmission of
Toxocara canis and Ancylostoma caninum: experimental infection of the
bitch at midpregnancy and at parturition. Int J Parasitol 1985;15 (5):485-
90.

. Maizels RM, Loukas A. The surface and secreted antigens of Toxocara
canis: Genes, Protein Structure and Function. Parasite Nematodes-
Molecular Biology, Biochemistry and Immunology. Kennedy MW and
Harbett W (Eds). CABI Publishing, Wallingford England 2001;229-246.

10.Beaver PC. Toxocarosis (visceral larva migrans) in relation to tropical

eosinophilia. Bull Soc Pathol Exot Filiales 1962;55:555-576.

11.Beaver PC. Zoonosis with particular reference to parasites of veterinary

importance. New York: Biology of Parasites. Soulsby, EJL (Ed.).
Academic Press; 1966:215-227.

12.Sturchler D, Weiss N, Gassner M. Transmission of toxocariasis. The J

Infect Dis 1990;162(2):571.

99



BIBLIOGRAFIA

13.Hoffmeister B, Glaeser S, Flick H, Pornschlegel S, Suttorp N, Bergmann
F. Cerebral toxocariasis after consumption of raw duck liver. Am J Trop
Med Hyg 2007;76(3):600-602.

14.Salem G, Schantz P. Toxocaral visceral larva migrans after ingestion of
raw lamb liver. Clin Infect Dis 1992;15(4):743-4.

15.Magnaval JF, Glickman LT, Dorchies P, Morassin B. Highlights of human
toxocariasis. Korean J Parasitol 2001(1);39:1-11.

16.Wilder HC. Nematode endophthalmitis. Trans Am Acad Ophthalmol
Otolaryngol 1950;55:99-109.

17.Beaver PC, Snyder CH, Carrera GM, Dent JH, Lafferty JW. Chronic
eosinophilia due to visceral larva migrans; report of three cases.
Pediatrics 1952;9(1):7-19.

18.Phan SH, Kunkel SL. Lung cytokine production in bleomycin-induced
pulmonary fibrosis. Exp Lung Res 1992;18(1):29-43.

19.Abe K, Shimokawa H, Kubota T, Nawa Y, Takeshita A. Myocarditis
associated with visceral larva migrans due to Toxocara canis. Intern Med
2002;41(9):706-8.

20.Glickman LT, Magnaval JF, Domanski LM, Shofer FS, Lauria SS,
Gottstein B, Brochier B. Visceral larva migrans in French adults: a new
disease syndrome? Am J Epidemiol 1987;125(6):1019-1034.

21.Taylor M, Keane CT, O’Connor P, Mulvihill E, Holland C. The expanded
spectrum of toxocaral disease. Lancet 1988;1(8587):692-5.

22.Beautyman W, Woolf AL. An ascaris larva in the brain in association
with acute anterior poliomyelitis. J Pathol Bacteriol 1951;63(4):635-647.

23.Finsterer J, Auer H. Neurotoxocarosis. Rev Inst Med Trop Sao Paulo
2007;49:279-287.

24.Audicana MT. Alergia al Anisakis simplex. Libro de las enfermedades
alérgicas de la Fundacion BBVA. Bilbao: Fundacién BBVA; 2012:345-
353.

25.DPdx. Anisakiasis-Biology. Life Cycle. Avalilable on: http://www.cdc.gov/
parasites/anisakiasis/biology.htim.

26.Van Thiel PH. Anisakiasis. [Abstract]. Parasitology 1962;52:16-17.

100



BIBLIOGRAFIA

27.Pravettoni V, Primavesi L, Piantanida M. Anisakis simplex: current
knowledge. Eur Ann Allergy Clin Immunol 2012;44(4)150-6.

28.Barbarroja J, Rodriguez M, Sanchez MJ, Antolin D, Alvarez M. Anisakis
simplex: a new etiological agent of kounis syndrome. Int J Cardiol
2013:167(6):e187-9. doi:10.1016/j.ijjcard.2013.04.058.Epub 2013 Apr 29.

29.Choi SJ, Lee JC, Kim MJ, Hur GY, Shin SY, Park HS. The clinical
characteristics of Anisakis allergy in Korea. Korean J Intern Med 2009;
24(2):160-3.

30.Audicana MT, Kennedy MW. Anisakis simplex: from obscure infectious
worm to inducer of immune hypersensitivity. Clin Microbiol Rev 2008;
21(2):360-79.

31.Afibarro B, Seoane FJ, Mugica MV. Involvement of hidden allergens in
food allergic reactions. J Investig Allergol Clin Immunol 2007;17(3):168-
172.

32.Garcia F, Blanco JG, Garcés M, Juste S, Fuentes M, Herrero D.
Freezing protects against allergy to Anisakis simplex. J Investig Allergol
Clin Immunol 2001;11(1):49-52.

33.Valls A, Pascual CY, Martin M. Anisakis y anisakiosis. Allergol
Immunopathol 2003;31(6):348-355.

34. Despommier D. Toxocariasis: Clinical aspects, epidemiology, medical
ecology and molecular Aspects. Clin Microbiol Rev 2003;16(2):265-272.

35.Doedens A, Loukas A, Maizels RM. A cDNA encoding Tc-MUC-5, a
mucin from Toxocara canis larvae identified by expression screening.
Acta Trop 2001;79(3):211-217.

36.Badley JE, Grieve RB, Bowman DD, Glickman LT, Rockey JH. Analysis
of Toxocara canis larval excretory-secretory antigens: physicochemical
characterization and antibody recognition. J Parasitol 1987;73(3):593-
600.

37.Page AP, Rudin W, Fluri E, Blaxter ML, Maizels RM. Toxocara canis: a
labile antigenic surface coat overlying the epicuticle of infective larvae.
Exp Parasitol 1992;75(1):72-86.

38.Maizels RM, Holland MJ. Parasite immunology: pathways for expelling
intestinal helminths. Curr Biol 1998;8(20):R711-714.

101



BIBLIOGRAFIA

39.Weis WI, Taylor ME, Drickamer K. The C-Type lectin superfamily in the
immune system. Immunol Rev 1998;163:19-34.

40.Loukas A, Maizels RM. Helminth C-type lectins and host-parasite
interactions. Parasitol Today 2000;16(8):333-3309.

41.Yahiro S, Cain G, Butler JE. Identification, characterization and
expression of Toxocara canis nematode polyprotein allergen TBA-1.
Parasite Immunol 1998;20(8):351-357.

42.Kennedy MW. The nematode polyprotein allergens/antigens. Parasitol
Today 2000;16(9):373-380.

43.Xia Y, Spence HJ, Moore J, Heaney N, McDermott L, Cooper A, Watson
DG, Mei B et al. The ABA-1 allergen of Ascaris lumbricoides: sequence
polymorphism, stage and tissue-specific expression, lipid binding
function, and protein biophysical properties. Parasitology 2000;120:211-
224.

44 Maizels RM, de Savigny D, Ogilvie BM. Characterization of surface and
excretory-secretory antigens of Toxocara canis infective larvae. Parasite
Immunol 1984;6(1):23-37.

45.Moneo |, Caballero ML, Gémez F, Ortega E, Alonso MJ. Isolation and
characterization of a major allergen from the fish parasite Anisakis
simplex. J Allergy Clin Immunol 2000;106(1):177-82.

46.Gamboa PM, Asturias J, Martinez R, Antépara |, Jauregui |, Urrutia I,
Fernandez J, Sanz ML. Diagnostic utility of components in Allergy to
Anisakis simplex. J Investig Allergol Clin Immunol 2012;22(1):13-19.

47.Anandon AM, Romaris F, Escalante M, Rodriguez E, Garate T, Cuéllar
C, Ubeira FM. The Anisakis simplex Ani s 7 major allergen as an
indicator of true Anisakis infections. Clin Exp Immunol 2009;156(3):471-
8.

48.Anadon AM, Rodriguez E, Garate MT, Cuéllar C, Romaris F, Chivato T,
Rodero M, Gonzalez-Diaz H, Ubeira FM. Diagnosing human anisakiasis:
recombinant Ani s 1 and Ani s 7 allergens versus the UniCAP 100
fluorescence enzyme immunoassay. Clin Vaccine Immunol 2010;
17(4):496-502.

102



BIBLIOGRAFIA

49.Guarneri F, Guarneri C, Benvenga S. Cross-reactivity of Anisakis
simplex: possible role of Ani s 2 and Ani s 3. Int J Dermatol 2007;
46(2):146-50.

50.Magnaval JF, Fabre R, Maurieres P, Charlet JP, de Larrad B. Application
of the Western blotting procedure for the immunodiagnosis of human
toxocariasis. Parasitol Res 1991;77(8):697-702.

51.Cuéllar C, Daschner A, Valls A, De Frutos C, Fernandez-Figares V,
Anadon AM et al. Ani s 1 and Ani s 7 recombinant allergens are able to
differentiate  distinct Anisakis simplex-associated allergic clinical
disorders. Arch Dermatol Res 2012;304(4):283-8.

52.Loukas A, Mullin NP, Tetteh KK, Moens L, Maizels RM. A novel C-type
lectin secreted by a tissue-dwelling parasitic nematode. Curr Biol
1999;9(15):825-828.

53.Genchi C, Falagiani P, Riva G, Tinelli M, Brunello F, Boero M, Almaviva
M. IgE and IgG antibodies in Toxocara canis infection. A clinical
evaluation. Ann Allergy 1988;61(1):43-46.

54.Daschner A, Cuéllar C, Rodero M. The Anisakis allergy debate: Does an
evolutionary approach help? Trends Parasitol 2012;28(1):9-15.

55.Daschner A, Fernandez-Figares V, Rodero M, Valls A, De Frutos C,
Ubeira FM, Cuéllar C. Specific IgG4: Possible Role in the Pathogenesis
and a New Marker in the Diagnosis of Anisakis-associated Allergic
Disease. Scand J Immunol 2014;79(2):120-126.

56.Demirci M, Yildirim M, Aridogan BC, Baysal V, Korkmaz M. Tissue
parasites in patients with chronic urticaria. J Dermatol. 2003;30(11):777-
81.

57.Wolfrom E, Chéne G, Boisseau H, Beylot C, Géniaux M, Taieb A.
Chronic urticaria and Toxocara Canis (letter). Lancet 1995;21;
345(8943):196.

58.Wolfrom E, Chéne G, Lejoly-Boisseau H, Beylot C, Geniaux M, Taieb A.
Chronic urticaria and Toxocara canis infection. A case-control study. Ann
Dermatol Venereol 1996;123(4):240-6.

103



BIBLIOGRAFIA

59.Humbert P, Niezborala M, Salembier R, Aubin F, Piarroux R, Buchet S,
et al. Skin manifestations associated with toxocariasis: a case-control
study. Dermatology 2000;201(3):230-4.

60.1smail MA, Khalafallah O. Toxocara canis and chronic urticaria in
Egyptian patients. J Egypt Soc Parasitol 2005 Dec;35(3):833-40.

61.Humbert P. Toxocariasis: a parasitosis that should be recognized by
dermatologists. Les Nouvelles Dermatologiques 1995;14:424-5.

62.Bellanger AP, Humbert P, Gavignet B, Deschaseaux AD, Barisien C,
Roussel S, et al. Comparative assessment of enzyme-linked
immunosorbent assay and Western Blot for the diagnosis of toxacarasis
in patients with skin disorders. Br J Dermatol 2010; 162(1):80-2.

63.Ishida MM, Rubinsky-Elefant G, Ferreira AW, Hoshino-Shimizu S, Vaz
AJ. Helminth antigens (Taenia solium, Taenia crassiceps, Toxocara
canis, Schistosoma mansoni and Echinococcus granulosus) and cross-
reactivities in human infections and immunized animals. Acta Trop
2003;89(1):73-84.

64.Ghiani H. Toxocariasis y asma. Arch Alergia Immunol Clin 2001;
32(Suppl 2 P2):S102-S105.

65. Taylor MR, Keane CT, O’Connor P, Mulvihill E, Holland C. The expanded
spectrum of toxocaral disease. Lancet 1988;26:692-5.

66.Cilla G, Pérez-Trallero E, Gutiérrez C, Part C, Gomariz M. Seropreva-
lence of Toxocara infection in middle-class and disadvantaged children in
northern Spain. Eur J Epidemiol 1996;12(5):541-543.

67.Fenoy S, Cuéllar C, Guillen JL. Seroprevalence of toxocariasis in
children and adults in Madrid and Tenerife, Spain. J Helminthol 1996;
70(2):109-113.

68.Pinelli E, Dormans J, Van Die |. Toxocara and Asthma. In: Holland C,
Smith H, eds. Toxocara: the enigmatic parasite. Oxfordshire, UK: CABI
Publishers; 2006:42-57.

69.Buijs J, Borsboom G, van Gemund JJ, Hazebroek A, van Dongen PA,
van Knapen F, et al. Toxocara seroprevalence in 5-year-old elementary
schoolchildren: relation with allergic asthma. Am J Epidemiol
1994;140(9):839-47.

104



BIBLIOGRAFIA

70.Gonzélez-Quintela A, Gude F, Campos J, Garea MT, Romero PA, Rey J,
Meijide LM, Fernandez-Merino MC, Vidal C. Toxocara infection
seroprevalence and its relationship with atopic features in a general adult
population. Int Arch Allergy Immunol 2006;139(4):317-24.

71.Buijs J, Egbers MW, Nijkamp FP. Toxocara canis-induced airway
eosinophilia and tracheal hyporeactivity in guinea pigs and mice. Eur J
Pharmacol 1995;293(3):207-15.

72.Pinelli E, Withagen C, Fonville M, Verlaan A, Dormans J, van Loveren H
et al. Persistent airway hyper-responsiveness and inflammation in
Toxocara canis-infected BALB/c mice. Clin Exp Allergy 2005;35(6):826-
32.

73.La alimentacion en Espana. 1992. Madrid: Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion, 1993:346.

74.Gémez A, Merchante E, Moreno JC, Fente P, lIzquierdo R. Parasitacion
por nematodos de la familia Anisakidae en pescados comercializados en
el Municipio de Madrid. Laboratorio Municipal de Higiene de Madrid,
1990.

75.Sanmartin ML, Quintero P, Iglesias R, Santamaria MT, Leiro J, Ubeira
FM. Nematodos parasitos en peces de las costas gallegas. Madrid: Diaz
de Santos; 1994.

76.Caballero ML, Asero R, Antonicelli L, Kamberi E, Colangelo C, Fazii P,
De Burgos C, Rodriguez-Pérez R. Anisakis allergy component-resolved
diagnosis: clinical and immunologic differences between patients from
Italy and Spain. Int Arch Allergy Immunol 2013;162(1):39-44.

77.Fernandez de Corres L, Del Pozo MD, Aizpuru F et al. Prevalencia de la
sensibilizacién a Anisakis simplex en tres areas espafolas, en relacién a
las diferentes tasas de consumo de pescado. Relevancia de la alergia a
Anisakis simplex. Alergol Inmunol Clin 2001;16:337-346.

78.Del Pozo MD, Audicana M, Diez JM, Mufioz D, Ansétegui IJ, Fernandez
E, et al. Anisakis simplex, a relevant etiologic factor in acute urticaria.
Allergy 1997;52(5):576-579.

79.Montoro A, Perteguer MJ, Chivato T, Laguna R, Cuéllar C. Recidivous
acute urticaria caused by Anisakis simplex. Allergy 1997;52(10):985-991.

105



BIBLIOGRAFIA

80.Weiss ST: Parasites and asthma/allergy: what is the relationship? J
Allergy Clin Immunol 2000;105:205-210.

81.Hagel I, Lynch NR, DiPrisco MC, Lopez RI, Garcia NM. Allergic reactivity
of children of different socioeconomic levels in tropical populations. Int
Arch Allergy Immunol 1993;101(2):209-214.

82.Pinelli E, Brandes S, Dormans J, Gremmer E, van Loveren H. Infection
with the roundworm Toxocara canis leads to exacerbation of
experimental allergic airway inflammation. Clin Exp Allergy 2008;
38(4):649-58.

83.Kitagaki K, Businga TR, Racila D, Elliott DE, Weinstock JV, Kline JN.
Intestinal helminths protect in a murine model of asthma. J Immunol
2006;177(3):1628-35.

84.Smits HH, Hammad H, Van Nimwegen M, Soullie T, Willart MA, Lievers
E, et al. Protective effect of Schistosoma mansoni infection on allergic
airway inflammation depends on the intensity and chronicity of infection.
J Allergy Clin Immunol 2007;120(4):932-40.

85.Kaji K, Yoshi H, Yoshikawa M, Yamazaki M, Ikenaka Y, Noguchi R, et al.
Eosinophilic cholecystitis along with pericarditis caused by Ascaris
lumbricoides: a case report. World Gastroenterol 2007;21;13(27):3760-2.

86.Ventura MT, Napolitano S, Menga R, Cecere R, Asero R. Anisakis
simplex hypersensitivity is associated with chronic urticaria in endemic
areas. Int Arch Allergy Immunol 2013;160(3):297-300.

87.Daschner A, Rodero M, De Frutos C, Valls A, Vega F, Blanco C, Cuéllar
C. Different serum cytokine levels in chronic vs. acute Anisakis simplex
sensitization-associated urticaria. Parasite Immunol 2011;33(6):357-62.

88.Clark RF. Localized urticaria due to Enterobius vermicularis. Arch
Dermatol 1961;84:1026.

89.Montag A. Ulrich R. Chronic urticaria in enterobiasis vermicularis
(oxyuriasis). Hautarzt 1992;43(10):652-3.

90.Gavignet B, Piarroux R, Aubin F, Millon L, Humbert P. Cutaneous
manifestations of human toxocariasis. J Am Acad Dermatol 2008;59
(6):1031-42.

106



BIBLIOGRAFIA

91.Macpherson CN. Human behaviour and the epidemiology of parasitic
zoonoses. Int J Parasitol. 2005;35(11-12):1319-31.

92.Zuberier T, Aberer W, Asero R, Bindslev-Jdensen C, Brzoza Z, Canonica
GW et al. The EAACI/GA’LEN/EDF/WAOQO Guideline for the definition,
classification diagnosis and management of urticaria: the 2013 revision
and update. Allergy 2014;D01:10.1111/all.12313.

93.Gaig P, Olona M, Mufoz Lejarazu D, Caballero MT, Dominguez FJ,
Echechipia S, et al. Epidemiology of urticaria in Spain. J Investig Allergol
Clin Immunol 2004;14(3):214-220.

94.Greaves M. Chronic urticaria. J Allergy Clin Immunol 2000;105(4):664-
672.

95.Grattan CE, Francis DM, Hide M, Greaves MW. Detection of circulating
histamine releasing autoantibodies with functional properties of anti-IgE
in chronic urticaria. Clin Exp Allergy 1991;21(6):695-704.

96. Pasricha JS, Pasricha A, Prakash OM. Role of gastro-intestinal parasites
in urticaria. Ann Allergy 1972;30(6):348-351.

97.Daschner A, De Frutos C, Valls A, Vega F. Anisakis simplex
sensitization-associated urticaria:  short-lived immediate type or
prolonged acute urticaria. Arch Dermatol Res 2010;302(8):625-629.

98.Jeebhay MF, Robins TG, Lehrer SB, Lopata AL. Occupational seafood
allergy: a review. Occup Environ Med 2001;58(9):553-562.

99.Daschner A, Pascual CY. Anisakis simplex: sensitization and clinical
allergy. Curr Opin Allergy Clin Immunol 2005;5(3):281-5.

100. Daschner A, Cuéllar C, Valls A. Towards a differential definition of
atopy: Anisakis simplex and the relationship between parasites and
arthropods in respiratory allergy. Parasite Immunol 2008;30(8):417-424.

101. Lopez-Saez MP, Zubeldia JM, Caloto M, Olalde S, Pelta R, Rubio M,
Baeza ML. Is Anisakis simplex responsible for chronic urticaria? Allergy
Asthma Proc 2003;24(5):339-345.

102. Kim YH, Huh S, Chung YB. Seroprevalence of Toxocariasis among
healthy people with eosinophilia. Korean J Parasitol 2008;46(1):29-32.

103. Brasé JV, Jorro G. Pruebas cutaneas y otras exploraciones in vivo con

alérgenos. Manual de Alergia Clinica. Barcelona: Masson 2003;64-65.

107



BIBLIOGRAFIA

104. Fillaux J, Magnaval JF. Laboratory diagnosis of human toxocariasis.
Vet Parasitol. 2013; Apr15;193(4):327-36. doi:10.1016/j.vetpar. 2012.12.
028. Epub 2012 Dec 20.

105. Valero A. Estudio de la respuesta dual de anticuerpos IgE e IgG en la
Toxocarosis humana y su relacion con el fenomeno de la alergia.
Descripcidon de alérgenos relevantes. Tesis doctoral. Alicante.
Universidad Miguel Hernandez. Departamento de Medicina y Psiquiatria.
2006.

106. Vega JM, Garcia JJ, Pérez M, Carmona MJ, Miranda A, Fernandez S,
Amela A, Anguita JL, Romero E, Reina E. Epidemiologia del asma en
Malaga. Alergol Inmunol Clin 2000;15:170-172.

107. Portus M, Riera C, Prats G. A serological survey of toxocariasis in
patients and healthy donors in Barcelona (Spain). Eur J Epidemiol
1989;5(2):224-227.

108. Giaccometti A, Cirioni O, Fortuna M, Osimani P, Antonicelli L, Del Prete
MS, et al. Environmental and serological evidence for the presence of
toxocariasis in the urban area of Ancona, ltaly. Eur J Epidemiol.
2000;16(11):1023-2026.

109. Sturchler D, Bruppacher R, Speiser F. Epidemiological aspects of
toxocariasis in Switzerland. Schweiz Med Wochenschr
1986;116(33):1088-1093.

110. Matsamura K, Endo R. Seroepidemiological study on toxocaral
infection in man by enzyme-linked immunosorbent assay. J Hyg (Lond)
1983;90(1):61-65.

111. Van Knapen F, Van Leusden J, Polderman AM. Visceral larva migrans:
examinations by jeans of ELISA of human sera for antibodies to
excretory-secretory antigens of second stage larvae of Toxocara canis.
(Abstract). Zentralblatt fur Parasitenkunde 1983;69:13-118.

112. Alonso JM, Lépez MA, Bojanich MV, Marull J. Infeccion por Toxocara
canis en poblacion adulta sana de una area subtropical de Argentina.
Parasitol Latinoam 2004;59:61-64.

108



BIBLIOGRAFIA

113. Espinoza Y, Huapaya P, Sevilla C, Huiza A, Jiménez S, Naquira C.
Toxocarosis humana: seroprevalencia en Lima mediante la técnica de
ELISA. An Fac Med 2003;64(4).

114. Alderete JM, Jacob CM, Pastorino AC, Elefant GR, Castro AP, Fomin
AB, Chieffi PP. Prevalence of Toxocara infection in schoolchildren from
the Butanta region. Sao Paulo, Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz
2003;98(5):593-597.

115. Campos D, Elefant GR, de Melo e Silva EO, Gandolfi L, Jacob CM,
Miuki C, et al. Frenquency of seropositivity to Toxocara Canis in children
of different socioeconomic strata. Rev Soc Bras Med Trop 2003;
36(4):509-513.

116. Bell RG. IgE, allergies and helminth parasites. A new perspective on an
old conundrum. Immunol Cell Biol 1996;74(4):337-345.

117. Overgaauw PA. Aspects of Toxocara epidemiology: human
toxocarosis. Crit Rev Microbiol 1997;23(3):215-231.

118. Conde-Garcia L, Muro-Alvarez A, Simén-Martin F. Epidemiological
studies on toxocariasis and larva migrans in a zone of western Spain.
Ann Trop Med Parasitol 1989;83(6):615-620.

119. Buijs J, Borsboom G, Renting M, Hilgersom WJ, Van Wieringen JC,
Jansen G, et al. Relationship between allergic manifestations and
Toxocara seropositivity: a cross-sectional study among elementary
school children. Eur Resp J 1997;10(7):1467-1475.

120. De Savigny DH. In vitro maintenance of Toxocara canis larvae and a
simple method for the production of Toxocara ES antigen for use in
serodiagnosis test for visceral larva migrans. J Parasitol 1975;61(4):781-
2.

121. Guisantes JA, Postigo |, Garcia-Ricobaraza M, Martinez J. Dual (IgG
and IgE) specific immune response in human toxocarosis. Analysis of
relevant IgE-binding excretory-secretory proteins. Book of abstracts:
XVIIl Congreso Latinoamericano de Parasitologia (FLAP). 2007.

122. Magnaval JF, Malard L, Morassin B, Fabre R. Immunodiagnosis of

ocular toxocarosis using Western-blot for the detection of specific anti-

109



BIBLIOGRAFIA

Toxocara IgG and CAP for the measurement of specific anti-Toxocara
IgE. J Helminthol 2002;76(4):335-339.

123. Magnaval JF, Fabre R, Maurieres P, Charlet JP, de Larrad B.
Evaluation of an immunoenzymatic assay detecting specific anti-
Toxocara immunoglobulin E for diagnosis and posttreatment follow-up of
human toxocariasis. J Clin Microbiol 1992;30(9):2269-2274.

124. Smith H, Holland C, Taylor M, Magnaval JF; Schantz P, Maizels R.
How common is human toxocariasis? Towards standardizing our
knowledge. Trends Parasitol 2009;25(4):182-188.

125. Garcia M. Obtencion y caracterizacion de antigenos de Toxocara canis
que intervienen en reacciones de hipersensibilidad mediada por IgE en
el hospedador definitivo y en el hombre. Tesis doctoral. Vitoria-Gasteiz.
Universidad del Pais Vasco. Departamento de Inmunologia,
Microbiologia y Parasitologia. Facultad de Farmacia. 2010.

126. Puente P, Anadon AM, Rodero M, Romaris F, Ubeira FM, Cuéllar C.
Anisakis simplex: the high prevalence in Madrid (Spain) and its relation
with fish consumption. Exp Parasitol 2008;118(2):271-274.

127. Nieuwenhuizen NE, Lopata AL. Anisakis -- a food-borne parasite that
triggers allergic host defences. Int J Parasitol 2013;43(12-13):1047-1057.

128. Cooper P. Interactions between helminth parasites and allergy. Curr
Opin Allergy Clin Immunol 2009;9(1):29-37.

129. Daschner A, Cuéllar C. The hidden sense of symptoms: urticaria can
be beneficial. Med Hypotheses 2010;75(6):623-626.

130. Del Rey A, Valero A, Mayorga C, Gémez B, Torres MJ, Hernandez J,
et al. Sensitization to Anisakis simplex s.l. in a healthy population. Acta
Trop 2006;97(3):265-269.

131. Pascual CY, Crespo JF, San Martin S, Ornia N, Ortega N, Caballero T,
et al. Cross-reactivity between IgE-binding proteins from Anisakis,
German cockroach and chironomids. Allergy 1997;52(5): 514-520.

132. Iglesias R, Leiro J, Ubeira FM, Santamarina M, Navarrete |, Sanmartin
ML. Antigenic cross-reactivity in mice between third-stage larvae of
Anisakis simplex and other nematodes. Parasitol Res 1996;82(4):378-
381.

110



BIBLIOGRAFIA

133. Lorenzo S, Romaris F, Iglesias R, Audicana MT, Alonso JM, Leiro J, et
al. O-glycans as a source of cross-reactivity in determinations of human
serum antibodies to Anisakis simplex antigens. Clin Exp Allergy
2000;30(4):551-559.

134. Moneo |, Audicana M, Alday E, Curiel G, del Pozo M, Garcia M.
Periodate treatment of Anisakis simplex allergens. Allergy 1997;52(5):
565-569.

135. Martinez RM. Aplicacién del diagnéstico molecular in vitro mediante
componentes en alergia a Anisakis simplex. Tesis doctoral. Pamplona:
Universidad de Navarra. Departamento de Alergologia e Inmunologia
Clinica; 2014.

111






ANEXO |






ANEXO |

AU

Paciente]gG Toxocara|lgG Anisakis [IgC Tropomiosing IgG Ani s 1 |1gC Anis7
0,088 0,125
2 0,084 0,061
3 0,072 0,052
4 0,086
5 0,097
6 0117
7 0,070 0,048 0,073
8 0,022 2,330 2,450 0,063 0,051 0,057
9 0,105 3,710 2,120 0,029 0,027 0,061 0,007 0,000
10 0,038 0,022 0,029 0,059 0,007 0,000
11 0,076 0,077 0,104 0,066 0,000 0,020 0,005
12 0,056
13 0,251
14 0,010
15 0,201

0,022

2,330

2,450

0,063

0,051

0,057

0,263

0,011

0,000

39 0,055

40 0,012 2140 0,000

41 0,230 2,960 0,000

42 0,011 0,000 0,000

43 0,071 H 0,000
Promedid 0,174 4,234 0,932

TABLA 24. Grupo de pacientes con alergia y con urticaria con resultados de I1gG

y/o IgE positivos frente a antigenos/alérgenos de Toxocara y/o Anisakis. Numero

total de pacientes incluidos en este grupo n=51. Los valores positivos se

muestran encuadrados en color verde. IgG: mg/ml; IgE: kU/L.
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49

0,876

2,860

0,000

Paciente|lgG Toxocara [lgG Anisakis|lgG Tropomiosingd IgG Ani s 1|IgG Anis7
44 0,261 3,720 0,000 0,085 0,095 0,110
45 0,161 0,000 0,075 0,062
46 0,876 3,090 0,000 0,103 0,082
47 0,261 2,340 0,000 0,088
48 0,161 3,910 0,000 0,051

63

54 0,593
55 0,172
nacy 38 0,215
57 0,062
58 0,109
59 0,041
60 0,347
61 0,737
62 0,056

0,000

IgE Toxocara|lgE anisakigIgE Ani s 1|/IgE Ani s

0,016 0,029
0,008 0,005
0,005 0,000

0,018

0,016

0,052

65 0,031
66 0,604
67 0,020
68 0,880
69 0,016
Promedid 0,372

0,000

0,049 0,022
0,004 0,010
0,000 0,000
0,000 0,002
0,000 0,000
0,198 0,226

TABLA 25. Grupo de pacientes sin alergia con urticaria con resultados de 1gG

y/o IgE positivos frente a antigenos/alérgenos de Toxocara ylo Anisakis.

Numero total de pacientes incluidos en este grupo n=44. Los valores positivos

se muestran encuadrados en color verde. IgG: mg/ml; IgE: kU/L.
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Paciente |IlgG Toxocara |1gG Anisakis |lgG Tropomiosingd 1IgG Anis1 | 1gG Ani s 7 |IgE Toxocara |IgE anisakig IgE Ani s 1 |IgE Anis7
70 0,186 4,260 0,072 0,088 0,000 0,001 0,002
71 0,373 0,063 0,089 0,000 0,000 0,000
72 0,196 0,074 0,086
73 0,153 0,074 0,070
74 0,131 4,060 0,000 0,077 0,062 0,082 0,000
75 0,149 0,000 0,086 0,067 0,040
76 0,267 0,094 0,084 0,051 0,000 0,000
77 0,084 0,100 0,073 0,117 0,000 0,000
78 0,128 2,760 0,093 0,065 0,095 0,002 0,002

0,000 0,068 0,040 0,022 0,002
0,000 0,076 0,059 0,005 0,000
81 0,120 0,000 0,057 0,086 0,000 0,006 0,000
2,030 0,078 0,062 0,159 0,000 0,000
0,000 0,070 0,055 0,087 0,000 0,000
0,000 0,076 0,056 0,000
0,000 0,000 0,065 0,062 0,071 0,006
86 0,068 3,860 0,000 0,128 0,099 0,095
87 0,195 2,040 0,101 0,097 0,163
88 0,081 0,069 0,085
90 0,786
91 0,116 3,370 2190 0,066 0,081 0,005 0,001
AsU 3,790 0,000 0,096 0,080 0,018 0,007
0,000 0,122 0,073 0,000 0,010 0,004
3,680 0,000 0,109 0,101 0,044 0,000 0,007 0,002
3,660 0,000 0,087 0,068 0,001 0,013 0,003
3,770 0,000 0,000 0,022 0,018
97 0,071 3,330 0,000 0,083 0,000 0,000 0,000
98 0,062 3,260 0,000 0,071 0,085 0,000 0,000 0,004
99 0,069 0,081 0,078
100 0,166 0,082 0,074 0,001 0,005
101 0,139 0,032 0,022
0,082 0,072 0019 | 0000
0,000 0,116 0,120 0,170 0,006
3,690 0,043 0,017 0,072 0,000
0,000 0,052 0,024 0,041
106 0,010 2,380 0,000 0,081 0,054
107 0,017 0,000 0,000 0,076 0,053 0,023 0,010
108 0,023 0,059 0,051 0,005 0,007
109 0,071 0,000 3,010 0,090 0,047 0,000 0,003 0,007
110 0,055 3,350 0,000 0,077 0,072 0,000 0,007 0,001
111 0,794 3,250 0,000 0,059 0,002
112 0,737 0,104 0,000 0,001 0,003
113 0,061 2,280 0,000 0,090 0,067 0,000 0,006 0,001
114 0,187 2,190 0,000 0,108 0,006 0,003
115 0,023 0,000 0,010 0,004
2,840 0,000 0,000 0,005 0,005
2,26 0,000 nd 0,1 nd
118 0,338 3,28 0,000 nd 0,1 nd
119 0,294 0,000 0,000 0,000 nd 0,1 nd
120 0,265 0,000 0,000 0,000 nd 0,1 nd
121 0,305 0,000 0,000 0,000 nd 0,1 nd
0,000 0,000 0,000 nd 0,1 nd
0,000 0,000 nd 0,1 nd
0,000 0,000 nd 0,1 nd
0,000 0,000 nd 0,1 nd
0,000 0,000 nd 0,1 nd
0,000 0,000 nd 0,1 nd
0,000 0,000 nd 0,1 nd
0,000 0,000 nd 0,1 nd
130 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
131 0,397 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
132 0,361 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
133 0,185 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
134 0,375 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
135 0,499 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
136 0,344 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
137 0,382 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
138 0,209 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
139 0,369 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
140 0,114 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
141 0,291 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
Promedio] 0,408 0,649 0,082 0,090 0,165 4,014 0,099 0,060

TABLA 26. Grupo de pacientes con alergia y sin urticaria con resultados de IgG y/o IgE positivos frente a

antigenos/alérgenos de Toxocara y/o Anisakis. Numero total de pacientes incluidos en este grupo n=182. Los valores

positivos se muestran encuadrados en color verde. IgG: mg/ml; IgE: kU/L
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Paciente [lgG Toxocara [lgG Anisakis [|lgG Tropomiosing IgG Ani s1 | I9G Ani s 7 | IgE Toxocara | IgE anisakis| IgE Anis 1| IgE Anis7
142 2,002 5,850 0,000 0,109 0,493 0,984 0,000 0,008 0,000
143 0,485 5,660 3,430 0,076 0,067 0,243 0,000 0,173 0,000
144 0,144 2,370 0,000 0,076 0,059 0,077 0,000 0,082 0,061
145 0,163 2,990 0,000 0,183 0,110 0,078 0,000 0,045 0,020
146 0,544 2,830 0,000 0176 0,093 0,690 0,320 0,013 0,000
147 0,049 4,880 0,000 0,101 0,076 0,083 0,000 0,015 0,013
148 0,097 4,570 0,000 0,106 0,078 0,050 0,000 0,012 0,006
149 0,109 8,020 2,620 0,180 0,235 0,086 2,100 0,004 0,004
150 0,043 2,580 0,000 0,106 0,326 0,047 0,000 0,048 0,006
151 0,237 14,300 0,000 0,108 0,089 0,478 1,910 0,033 0,012
152 0,579 3,390 0,000 0,145 0,105 0,193 0,000 0,021 0,011

nAsU 153 0,049 2,970 0,000 0,120 0,081 0,160 0,150 0,004 0,000
154 0,748 2,280 0,000 0,062 0,051 0,160 0,860 0,007 0,001
155 0,345 317 0,000 0,000 nd 018 0,1 0,1 nd
156 0,185 8,57 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
157 0,104 14,9 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
158 0,389 6,56 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 01 nd
159 0,304 11,6 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 01 nd
160 0,361 4,81 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
161 0,082 4,54 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
162 0,181 5,26 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
163 1,031 0,02 0,000 0,000 nd 0,17 0,1 01 nd
164 0,933 3,6 0,000 0,000 nd 0,2 0,1 0,1 nd
165 0,090 4,41 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
166 0,107 4,64 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 0,1 nd
167 0,164 8,57 0,000 0,000 nd 0,1 0,1 01 nd
168 1,118 3,21 0,000 0,000 nd 0,1 01 01 nd

Promedio 0,394 5,428 0,224 0,057 0,143 0,184 0,250 0,069 0,010

TABLA 27. Grupo de pacientes sin alergia y sin urticaria con resultados de IgG
y/o IgE positivos frente a antigenos/alérgenos de Toxocara ylo Anisakis.
Numero total de pacientes incluidos en este grupo n=123. Los valores positivos

se muestran encuadrados en color verde. IgG: mg/ml; IgE: kU/L.
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ind 1gG Anis1 | IgG Ani s 7 | IgE Toxocara | IgE anisakis| IgE Anis1

Paciente

169 0,206 0,088 0,125 0,090

170 0,084 0,061 0,141
0,000 0,072 0,052
0,000 0,086
5,000 0,097
0,000 0117
0,000 0,070

176 0,022 2,330 2,450 0,063

177 0,105 3,710 2,120 0,029

178 0,038 0,022

179 0,076 0,077

180 0,056

181 0,251

182 0,010

183 0,226

184 0,748

185 0,078

186 0,261

187 0,161

0,065 0,000

0,064

Uag+Ucr

215

216 0,604 0,004 0,010

217 0,020 0,000 0,000

218 0,880 0,000 0,002

219 0,016 0,000 0,000
Promedio 0,300 0,119 0,214

TABLA 28. Grupo de pacientes con urticaria aguda o crénica con resultados de
IgG y/o IgE positivos frente a antigenos/alérgenos de Toxocara y/o Anisakis.
Numero total de pacientes incluidos en este grupo n=95. Los valores positivos

se muestran encuadrados en color verde. IgG: mg/ml; IgE: kU/L.
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241

Paciente ing 19G Ani s 1 |1gG Ani s 7 |IgE Toxocara| IgE anisakis | IgE Ani s 1
220 0,088 0,125
221 0,084 0,061 J
0,072 0,052
0,086
0,097
0.117
0,070 0,048 0,073
227 0,022 2,330 2,450 0,063 0,051 0,057
228 0,105 3,710 2,120 0,029 0,027 0,061 0,007 0,000
229 0,038 0,022 0,029 0,059 0,007 0,000
230 0,076 0,077
Uag 231 0,056
232 0,251
233 0,010
234 0,226
235 0,748
236 0,078
237 0,261 2,340 0,000 0,081 0,088
238 0,161 3,910 0,000 0,068 51

242 0,177
243 0,010
Promedio 0,330

TABLA 29. Grupo de pacientes con urticaria aguda con resultados de IgG y/o

IgE positivos frente a antigenos/alérgenos de Toxocara ylo Anisakis. Numero

total de pacientes incluidos en este grupo n=40. Los valores positivos se

muestran encuadrados en color verde. IgG: mg/ml; IgE: kKU/L.
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Paciente |lgG Toxocara |IgG Anisakis ||lgG Tropomiosing I1gC Anis 1 | IgG Ani s 7 | IgE Toxocara | IgE anisakis| IgE Anis 1| IgE Anis7
244 0,201 0,107 0,064
245 0,098 0,086 0,088 0,000 0,004 0,000
246 0,100 0,018
247 0,004 0,009
248 0,019 0,021

Ucr

262 0,737 0,018 0,016
263 0,056 0,000
264 0,052 0,000

266 0,031 0,049 0,022
267 0,604 0,004 0,010
268 0,020 0,000 0,000
269 0,880 0,000 0,002
270 0,016 0,000 0,000

Promedio 0,274 0,066 0,099

TABLA 30. Grupo de pacientes con urticaria cronica con resultados de IgG y/o
IgE positivos frente a antigenos/alérgenos de Toxocara ylo Anisakis. Numero
total de pacientes incluidos en este grupo n=55. Los valores positivos se

muestran encuadrados en color verde. IgG: mg/ml; IgE: kKU/L.
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Paciente |IgG Toxocara | I9G Anisakis |[lgG Tropomiosingd IgG Ani s 1 | IgG Ani s 7 | IgE Toxocara| IgE anisakis| IgE Ani s 1 |IgE Ani s 7|
271 0,206 11,200 3,730 0,088 0,125 0,090 32,600 0,003 2,306
272 0,097 2,070 0,000 0,084 0,061 0,141 0,940 0,002 0,000
273 1,004 0,000 0,000 0,072 0,052 0,335 0,000 0,009 0,003
274 0,134 2,230 0,000 0,086 0,580 0,100 0,000 0,194 0,076
275 1,413 48,960 5,000 0,097 0,073 0,842 6,020 0,026 0,007
276 0,104 2,390 0,000 0,117 0,145 0,100 0,000 0,008 0,009

Acuag| 277 0,225 4,850 0,000 0,070 0,048 0,073 1,650 0,026 0,115
278 0,022 2,330 2,450 0,063 0,051 0,057 0,000 0,020 0,145

279 0,105 3,710 2,120 0,029 0,027 0,061 0,700 0,007 0,000

280 0,038 3,440 0,000 0,022 0,029 0,059 0,240 0,007 0,000

281 0,076 5,860 0,000 0,077 0,104 0,066 0,000 0,020 0,005

282 0,056 2,060 0,000 0,162 0,087 0,071 0,000 0,007 0,005

283 0,251 4,990 0,000 0,109 0,077 0,124 0,000 0,007 0,000

284 0,010 0,000 0,000 0,084 0,053 0,071 0,370 0,003 0,000

Promedio 0,267 6,721 0,950 0,083 0,108 0,156 3,037 0,024 0,191

TABLA 31. Grupo de pacientes con alergia y urticaria aguda con resultados de
IgG y/o IgE positivos frente a antigenos/alérgenos de Toxocara y/o Anisakis.
Numero total de pacientes incluidos en este grupo n=27. Los valores positivos

se muestran encuadrados en color verde. IgG: mg/ml; IgE: kU/L.
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Paciente |IgG Toxocara |IgG Anisakis |lgG Tropomiosingd 19G Anis1 | IgG Anis 7 | IgE Toxocara| IgE anisakis| IgE Anis1 |IgE Anis7
285 0,201 4,760 2,060 0,107 0,064 0,405 0,130 0,230 0,000
286 0,098 2,770 0,000 0,495 0,086 0,088 0,000 0,004 0,000
287 0,051 8,540 5,830 0,335 0,090 0,089 0,000 0,100 0,018
288 0,064 7,740 0,000 0,100 0,064 0,076 0,000 0,004 0,009
289 1,097 4,140 0,000 0,021 0,017 0,390 0,740 0,019 0,021

AcUcr 290 0,263 3,160 2,060 0,011 0,008 0,043 0,360 0,006 0,009
291 0,055 8,990 3,830 0,091 0,066 0,065 0,130 0,011 0,000

292 0,012 2,140 0,000 0,058 0,130 0,059 0,000 0,010 0,000

293 0,230 2,960 0,000 0,140 0,081 0,086 0,000 0,003 0,005

294 0,011 0,000 0,000 0,070 0,054 0,067 2,880 0,067 0,028

295 0,071 6,680 0,000 0,066 0,107 0,068 25,600 0,112 2,295

Promedio 0,196 4,716 1,253 0,136 0,070 0,131 2,713 0,051 0,217

TABLA 32. Grupo de pacientes con alergia y urticaria cronica con resultados
de 1gG y/o IgE positivos frente a antigenos/alérgenos de Toxocara y/o
Anisakis. Numero total de pacientes incluidos en este grupo n=24. Los valores

positivos se muestran encuadrados en color verde. IgG: mg/ml; IgE: kU/L.
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Paciente |IgG Toxocara [lgG Anisakis |IgG Tropomiosing1gG Ani s 1|1gG Ani s 7|IgE Toxocara|lgE anisakis| IgE Ani s1|IgE Ani s 7|
296 0,226 3,720 0,000 0,085 0,095 0,110 6,360 0,000 2,237
297 0,748 13,780 0,000 0,075 0,062 0,161 0,520 0,021 0,017
298 0,078 3,090 0,000 0,103 0,082 2,229 0,580 0,016 0,029
299 0,261 2,340 0,000 0,148 0,081 0,088 0,130 0,008 0,005

NAcUag| 300 0,161 3,910 0,000 0,163 0,068 0,051 0,000 0,005 0,000
301 0,876 2,860 0,000 0,122 0,072 1,499 0,600 0,014 0,000

302 1,553 81,700 3,800 1,255 1,550 0,402 100,000 2,223 2,479

303 0,081 5,720 0,000 0,032 0,058 0,053 11,300 1,556 0,801

304 0,177 4,500 0,000 0,061 0,052 0,076 1,140 0,035 0,006

305 0,010 0,000 0,000 0,066 0,205 0,065 0,000 0,053 0,008

Promedio 0,417 12,162 0,380 0,211 0,233 0,473 12,063 0,393 0,558

TABLA 33. Grupo de pacientes sin alergia y con urticaria aguda con resultados
de 1gG y/o IgE positivos frente a antigenos/alérgenos de Toxocara y/o
Anisakis. Numero total de pacientes incluidos en este grupo n=13. Los valores

positivos se muestran encuadrados en color verde. IgG: mg/ml; IgE: kU/L.
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315

0,000

Paciente |IlgG Toxocara |IgG Anisakis |IgG Tropomiosing IgG Ani s 1 IgE Ani s 1|IgE Ani s 7

306 0,593 2,900 0,086 0,075 0,000 0,000
307 0,172 0,000 0,081 0,066 0,020 0,000
308 0,215 0,073 0,055 0,090 0,011 0,000
309 0,062 3,450 0,000 0,122 0,046 0,008 0,009
310 0,109 0,000
311 0,041
312 0,347

NAcUcr 313 0,737
314

317 0,031 0,049 0,022

318 0,604 0,004 0,010

319 0,020 0,000 0,000

320 0,880 0,000 0,002

321 0,016 0,000 0,000

Promedio] 0,329 0,076 0,019
TABLA 34. Grupo de pacientes sin alergia y con urticaria crénica con

resultados de IgG y/o IgE positivos frente a antigenos/alérgenos de Toxocara

y/o Anisakis. Numero total de pacientes incluidos en este grupo n=31. Los

valores positivos se muestran encuadrados en color verde. IgG: mg/ml; IgE:

kU/L.
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ANEXO Il

@ Ctra. Torrebonica, s/in t+34 937310007
CST ¢ CONSORCI SANITARI DE TERRASSA 08227 Terrassa www.cst.cat

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION CLINICA

La Dra. Esther Jovell Fernandez, Vicepresidenta del Comité de Etica de Investigacion
Clinica del Consorci Sanitari de Terrassa

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado con fecha 15 de diciembre de 2008 el estudio titulado
“‘Determinacién de prevalencia de toxocara canis” que sera realizado por la Dra.
Marta Virias Domingo como investigadora principal.

Se acuerda emitir INFORME FAVORABLE condicionado a las siguientes

recomendaciones:
« Se deberian definir el protocolo los términos “autoctono” e “inmigrante”.

Y que este Comité acepta que dicho estudio sea realizado en el Consorci Sanitari de

Terrassa por la Dra. Marta Vifias Domingo como investigadora principal.

Lo que firmo en Terrassa a 19 de diciembre de 2008

Firmado:

Dra. Esther Jovell Fernandez
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