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Resumen

Los anticuerpos inmunes tienen una gran importancia clinica,
pues pueden producir reaccion hemolitica o enfermedad hemo-
litica del recién nacido. El objetivo de este trabajo era detectar
anticuerpos de inmunizacion ABO en nifios con ascariosis. Se
trabaj6 con muestras de suero obtenidas de una poblacién de
nifios con ascariosis y de otra poblacion control de nifios sanos.
Se determind el grupo ABO en los sueros y se registré si el nifio
habfa recibido tratamiento antiparasitario en el momento de la
extraccion de la muestra. El estudio de los anticuerpos anti-A
y anti-B comprendid: prueba de hemdlisis cualitativa, tiempo
hemolitico medio, aglutinacién y titulacién en medio salino y
enzimatico, titulacién en medio enziméatico antes y después del
tratamiento con 2-mercaptoetanol, y estudio de amplitud tér-
mica. Se realizd también la inhibicién con agarosa para los
anti-B.

El estudio de los anticuerpos ABO en la poblacién de nifios
parasitados demostré que el 52,63% de los anti-A y el 31,03%
de los anti-B tenfan caracteristicas de anticuerpos inmunes. No
se encontrd ningln anticuerpo ABO inmune en la poblacién
control. Se comprobd la existencia de 6 anticuerpos antigalac-
tosa de clase IgG en el grupo de nifios parasitados. Todos los
sueros con anticuerpos inmunes fueron obtenidos antes o du-
rante el tratamiento especifico. La ausencia de anticuerpos de
inmunizacion en los nifios que concluyeron el tratamiento y en
los nifios de la poblacién control sugerirfa que la ascariosis es
el estimulo externo para su aparicion. El seguimiento de los
anticuerpos inmunes serfa til para evaluar la evolucion de la
infeccion después del tratamiento.
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Abstract

Title: Study of ABO immune antibodies in children with asca-
riasis

Immune antibodies are of clinical importance because they
can produce a hemolytic reaction or hemolytic disease of the
newborn. The aim of this study was to detect ABO immune
antibodies in children with ascariasis. Serum samples were
collected from a population of children with ascariasis and
from a control population of healthy children. The ABO group
was determined in the sera, and it was recorded if the child
had received antiparasitic treatment at the time of the sample
collection. The study of anti-A and anti-B antibodies involved a
qualitative hemolysis test, mean hemolysis time, agglutination
and titration in a saline medium and an enzyme medium, titra-
tion before and after 2- mercaptoethanol treatment in an enzy-
me medium, and a thermal amplitude test. An inhibition test
for anti-B antibodies was also carried out in agarose.

The study of ABO antibodies in the population of children
with parasitemia showed that 52.63% of the anti-A and 31.03%
of the anti-B antibodies had characteristics of immune antibo-
dies. No ABO immune antibodies were found in the control
population. The presence of 6 anti-galactose antibodies was
demonstrated in the group with ascariasis. All the sera with
immune antibodies were collected before or during the specific
treatment. The absence of immune antibodies in the children
that completed the treatment and in the children of the control
population would suggest that ascariasis was the external sti-
mulus for their development. The monitoring of these antibo-
dies would be useful for the evaluation of the course of the
infection following treatment.
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Introduccion

Las parasitosis son un grave problema de salud de los paises
en vias de desarrollo, y la ascariosis es una de las helmintiasis
mas frecuentes en nuestro medio. Ascaris lumbricoides es un
nematodo patdgeno responsable de aproximadamente el 12-15%
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de las infecciones parasitarias. La infeccién alcanza mayor pre-
valencia en nifios y afecta a ambos sexos por igual’. Este para-
sito tiene un ciclo de vida que incluye la migracién larvaria por
el torrente sanguineo del hombre, lo que le permitirfa entrar en
contacto con los antigenos eritrocitarios. Se ha comunicado la
relacion entre ascariosis y el sistema ABOZS.
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La inmunizacién en el sistema ABO puede producirse por
heteroinmunizacion, a través de sustancias de origen animal o
bacteriano, o por aloinmunizacién durante las transfusiones o
el embarazo. Bajo la influencia de estimuladores externos, los
anticuerpos ABO pueden convertirse en anticuerpos inmunes
con propiedades particulares, que si bien tienen una especifi-
cidad aparentemente idéntica, son moléculas nuevas con un
comportamiento fisicoquimico diferente.

Los anticuerpos inmunes del sistema ABO se caracterizan
por ser, generalmente, inmunoglobulinas G, fijadoras y activa-
doras del complemento, y presentar actividad en un amplio
rango de temperaturas (4-37 °C), con un maximo a 37 °C”8.

La importancia clinica de los anticuerpos inmunes se mani-
fiesta en la transfusion o en el embarazo, lo que provoca una
reaccién hemolitica o una enfermedad hemolitica del recién
nacido, respectivamente. En nifios recién nacidos, se ha aso-
ciado la presencia de anticuerpos inmunes del sistema ABO a
la parasitosis por helmintos de sus madres®.

El objetivo de este trabajo fue detectar anticuerpos de inmu-
nizaciéon ABO en una poblacién infantil con ascariosis.

Materiales y métodos

Se trabaj6 con muestras de suero obtenidas de dos poblacio-
nes infantiles integradas por nifios de ambos sexos, en un ran-
go etario entre 1y 12 afios. La primera poblacion estaba cons-
tituida por 34 nifios con diagnéstico de ascariosis realizado por
el hallazgo de huevos de este nematodo en heces y/o elimina-
cion del pardsito adulto. La segunda poblacién era control y
estaba integrada por 35 nifios aparentemente sanos.

Se determind el grupo ABO en el suero de todos los nifios,
por prueba inversa en medio salino. En el momento de la ex-
traccion de la muestra se registrd si el nifio habia recibido o
estaba en tratamiento especifico antiparasitario.

El estudio de los anticuerpos anti-A y anti-B incluyd las prue-
bas siguientes:

e Prueba de hemdlisis cualitativa. Se mezclan 100 pL de
suero con igual volumen de eritrocitos frescos de isogrupo al
5%. Después de 30 minutos a bafio Maria a 37 °C, se centri-
fuga un par de minutos a alta velocidad y se observa en el
sobrenadante la presencia de hemdlisis total, parcial, leve o
ausencia de hemolisis'™.

e Tiempo hemolitico medio. Los anticuerpos que presenta-
ron algun grado de hemdlisis por la prueba anterior fueron
estudiados por este método para detectar hemolisinas
ABO. Es una técnica fotométrica simple que aplica las reac-
ciones de hemdlisis por complemento. Se preparan sus-
pensiones de eritrocitos frescos al 0,1%, y, en el momento
de realizar la mezcla del anticuerpo con los eritrocitos de
isogrupo, se pone en funcionamiento el crondmetro. La
mezcla se agita por inversion durante 15 segundos, se in-
cuba 30 segundos a bafio Maria a 37 °C y se coloca en un
fotocolorimetro (Andali Digital; Rosario, Argentina) previa-

mente calibrado a 610 nm. Se registra el valor inicial de
absorbancia y el cronémetro se detiene cuando se alcanza
un valor igual a la mitad de la absorbancia inicial. La acti-
vidad hemolitica se evalta midiendo el tiempo requerido
para alcanzar una reduccién del 50% de la absorbancia
inicial. Este tiempo hemoalitico tiene significacion clinica
cuando es menor de 300 segundos, e indicaria la presencia
de hemolisinas ABO®.

e Aglutinacion en medio salinoy en medio enzimatico de
bromelina (15 min y 30 min a 37 °C). Se analiza la agluti-
nacién del anticuerpo puro con los eritrocitos de isogrupo y
se clasifica por puntuacion'":

— 10 (4+): 1-3 aglutinados grandes.

— 5(3+): mas de 10 aglutinados pequefios.
— 2(2+): 3-10 aglutinados pequefios.

— 1(14): trazas.

— 0(-): sin aglutinacién.

e Titulacion en medio salino y en medio enziméatico de
bromelina (15 min a 37 °C). Se determiné el titulo, la pun-
tuacion total y el pardmetro de sensibilidad (PS) con las se-
ries geométricas de diluciones séricas de radio 2.

La puntuacién total se calculé como XS;, donde S; es la pun-
tuacion correspondiente a la dilucion D{"".
El PS fue definido por Valverde de Rasia y Rasia'? como:

PS= Z (S‘ / DI) 10_3

e Titulacion en medio enzimatico de bromelina (15 min a

37 °C) antes y después del tratamiento con 2-mercap-

toetanol al 1% (45 min; 37 °C). Se determind el titulo, la

puntuacion total y el PS antes y después del tratamiento con
2-mercaptoetanol.

Estudio de amplitud térmica. Los anticuerpos fueron incu-

bados durante 30 minutos a 37, 20 y 4 °C. Se determind el

titulo, la puntuacion total y el PS del anticuerpo a las tres
temperaturas’.

e [nhibicidn con agarosa. Los anticuerpos anti-B se titularon
en medio enzimatico de bromelina (15 min a 37 °C) antes y
después de estar en contacto durante 15 minutos con una
suspension de agarosa al 0,25%, usando como sistema re-
velador una suspension al 5% de eritrocitos frescos B. La
experiencia se repitié previo tratamiento con 2-mercaptoe-
tanol al 1% (45 min; 37 °C). Se determin¢ el titulo, la puntua-
cion total y el PS en ambas experiencias'.

Resultados

Determinacion del grupo ABO

en las poblaciones

e Poblacién infantil con ascariosis. De los 34 nifios parasita-
dos, 14 eran grupo A, 15 0, 4 By 1 de grupo AB. Por tanto,
en la experiencia los anticuerpos estudiados fueron 29 anti-
By 19 anti-A.

e Poblacion infantil control. De los 35 nifios, 6 eran grupo A, 22
grupo Oy 7 grupo B. Los anticuerpos estudiados fueron 28
anti-B y 29 anti-A.
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Estudio de anticuerpos anti-A

Prueba de hemdlisis cualitativa

y tiempo hemolitico medio

e Poblacion infantil con ascariosis. La prueba de hemélisis cuali-
tativa mostré que 14 de los 19 anti-A presentaban hemélisis
parcial o total. A estos 14 anticuerpos se les midié el tiempo
hemolitico medio, y se encontrd en 10 de ellos valores compren-
didos entre 1 minuto 40 segundos (1" 40") y 3 minutos 30 segun-
dos (3' 30"), lo que demostrd la presencia de hemolisinas ABO.
En los 4 restantes el tiempo hemolitico medio fue superior a 5
minutos en 2 de ellos y superior a 10 minutos en los otros 2.

e Poblacion infantil control. De los 29 anti-A estudiados, sola-
mente 6 presentaron una hemoélisis parcial o leve, pero el
tiempo hemolitico medio fue superior a 10 minutos, lo que
indica ausencia de hemolisinas.

Aglutinacion en medio salino y en los dos
medios enzimaticos de bromelina

Los anticuerpos puros (sin diluir) de ambas poblaciones mos-
traron un comportamiento similar en los 3 medios estudiados.

Titulacion en medio salino

y en medio enzimatico de bromelina

e Poblacién infantil con ascariosis. Los valores de PS obteni-
dos indicaron que 7 de los 19 anti-A tenfan mayor actividad
en el medio enzimético (3 de ellos habian evidenciado hemo-
lisinas); la diferencia de titulo de estos anticuerpos en los
dos medios fue igual o mayor a dos diluciones.

e Poblacién infantil control. Se trabajé con 21 anti-A. Se en-
contré que 9 presentaban, en el medio enzimatico, un valor
de PS superior y una diferencia de titulo igual o mayor a dos
diluciones con respecto a la titulacién en el medio salino, lo
que indic6 la mayor reactividad de estos anticuerpos al ser
aglutinados con eritrocitos tratados con bromelina.

Titulacion en medio enzimatico

de bromelina antes y después del tratamiento

con 2-mercaptoetanol

e Poblacién infantil con ascariosis. Esta prueba se realizé en
17 de los 19 anti-A. Se encontrd que 15 eran anticuerpos de
clase IgM e IgG, mientras que los dos restantes sélo IgM. La
presencia de anticuerpos IgG se confirmd en los 10 anti-A
que evidenciaron hemolisinas ABO.

e Poblacién infantil control. Se investigé la presencia de anti-
cuerpos clase IgG en los 29 anti-A de esta poblacién. Se
encontré anticuerpos clase IgG e IgM en 10 sueros y sélo
anticuerpos IgM en los 19 restantes.

Estudio de amplitud térmica

e Poblacién infantil con ascariosis. Se estudid la amplitud tér-
mica en 8 sueros que presentaron hemolisinas A. Los resul-
tados indicaron una mayor reactividad a 37 °C en todos, muy
manifiesta en 7 y leve en el suero restante. En 3 de estos 8
sueros se realiz6 tratamiento con 2-mercaptoetanol y un
nuevo estudio de amplitud térmica, que determind que el
anticuerpo IgG tenia mayor actividad a 37 °C.

También se estudié la amplitud térmica en 4 sueros de esta
poblacién que no habfan presentado hemolisinas. En 3 de
ellos se observé la misma actividad a todas las temperaturas
estudiadas y en el suero restante la mayor reactividad fue a
20°C (20 °C »37 °C > 4 °C).

Poblacién infantil control. De los 10 anti-A a los que se les hizo
el estudio, sélo uno mostré la misma reactividad a todas las
temperaturas. En los 9 anti-A restantes se observaron 5 con
mayor actividad a dos de las temperaturas estudiadas (3 anti-
cuerpos a 37 °C=20°C >4 °C; 2 anticuerpos a 4 °C= 20 °C >37 °C)
y los otros 4 anti-A la presentaron a 4 °C (4°C >20 °C= 37 °C).

Los resultados en la poblacién infantil con ascariosis demos-
traron que 10 de los 19 anti-A estudiados tenfan caracteristicas
de anticuerpos de inmunizaciéon ABO (tabla 1), pero no se en-
contré ningln anticuerpo ABO inmune en la poblacién control
(tabla 2). Se observo que de estos 10 nifios con anticuerpos de
inmunizacion anti-A, seis no habian recibido tratamiento anti-
parasitario especifico y cuatro estaban en tratamiento en el
momento de extraccion de la muestra de suero.

Estudio de anticuerpos anti-B

Prueba de hemdlisis cualitativa

y tiempo hemolitico medio

e Poblacion infantil con ascariosis. Del total de los anti-B es-
tudiados (29 anticuerpos), 16 presentaron algtn grado de
hemdlisis, por lo que se les realizd la técnica de tiempo he-
molitico medio. Los resultados mostraron que 9 de estos 16
anticuerpos tenfan hemolisinas B con tiempos comprendidos
entre T minuto 90 segundos (1 90") y 3 minutos 30 segundos
(3'30").

e Poblacién infantil control. Sélo 3 de los 28 anti-B de este
grupo infantil tuvieron una hemdlisis parcial o leve, pero sus
tiempos hemoliticos fueron mayores a 10 minutos, lo que
indica la ausencia de hemolisinas B.

Aglutinacion en medio salino y en los dos
medios enzimaticos de bromelina

El comportamiento de los anticuerpos puros (sin diluir) de am-
bas poblaciones fue similar en todos los medios estudiados.

Titulacion en medio salino

y en medio enzimatico de bromelina

e Poblacién infantil con ascariosis. Se observé que 12 anti-B
de los 29 estudiados presentaban en el medio enzimatico un
valor de PS superior y una diferencia de titulo igual o mayor
a dos diluciones con respecto a la titulacién en medio salino,
lo que indica una mayor actividad de los anticuerpos al ser
aglutinados con eritrocitos tratados con bromelina. En cinco
de estos sueros se habfa constatado la presencia de hemo-
lisinas B. Los 17 anti-B restantes presentaron valores de PS
similar en ambos medios y no mostraron una variacion de
titulo significativa entre las dos titulaciones.

e Poblacion infantil control. Los valores de PS demostraron
que 10 de los anti-B eran més reactivos en el medio enzi-
matico y se observé que sus titulos presentaban una dife-
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Inmunizacion

Estudio de anticuerpos de
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rencia igual o mayor a dos diluciones con respecto al medio
salino. Los 18 restantes tenfan una reactividad comparable
en los dos medios, como mostraron sus valores de PS y sus
titulos.

Titulacion en medio enzimatico

de bromelina antes y después del tratamiento

con 2-mercaptoetanol

e Poblacién infantil con ascariosis. Esta técnica fue aplicada
en 24 anti-B. Los resultados evidenciaron anticuerpos de
clase IgM e IgG en 13 sueros y sélo IgM en los 11 restantes.
El total de los 9 anticuerpos con hemolisinas B presentd an-
ticuerpos de clase IgG.

e Poblacién infantil control. Se demostré la presencia de anti-
cuerpos de clase IgM e IgG en 11 de los 28 anti-B estudia-
dos. En los otros 17 se determinaron sélo anticuerpos IgM
con ausencia de IgG.

Estudio de amplitud térmica

e Poblacion infantil con ascariosis. Este estudio se realizé en

15 anti-B, de los cuales 7 habian presentado hemolisinas
ABO. Los resultados mostraron que la totalidad de los anti-
cuerpos con hemolisinas B tenian mayor actividad a 37 °C; a
2 de ellos se les realizd tratamiento con 2-mercaptoetanol y
un nuevo estudio de amplitud térmica, donde se determiné
una mayor reactividad a 37 °C para IgG.
El estudio de amplitud térmica en los otros 8 anti-B mostré:
3 con igual reactividad a todas las temperaturas, 3 con un
leve aumento a 20 °C (dos a 20°C >37 °C=4°Cy unoa 20 °C
>37°C >4 °C) y los 2 restantes tuvieron la misma reactividad
a dos de las temperaturas estudiadas (uno a 20 °C= 37 °C >4
°C y uno a 20 °C= 4 °C >37 °C).

e Poblacién infantil control. Se estudiaron 13 anti-B. Los resul-
tados demostraron mayor reactividad a4 °Cen 8 (7 a 4 °C
>20 °C= 37 °C; uno a 4 °C >20 °C >37 °C), 2 a dos de las tem-
peraturas (uno a 20 °C= 37 °C >4 °C; uno a 20 °C= 4 °C >37 °C)
y los 3 restantes mostraron la misma reactividad a las tres
temperaturas estudiadas.

Inhibicion con agarosa

e Poblacion infantil con ascariosis. Se encontrd que 9 de los 13
anti-B estudiados eran inhibidos por la agarosa. A estos an-
ticuerpos se les repiti¢ la prueba previo tratamiento con 2-
mercaptoetanol. Se determiné que 6 de los anticuerpos inhi-
bidos por la agarosa eran IgG.

e Poblacion infantil control. La inhibicién con agarosa se reali-
76 en 11 sueros de este grupo infantil. Solamente 4 pre-
sentaron anticuerpos antigalactosa. El tratamiento con
2-mercaptoetanol determiné en todos los casos que la in-
munoglobulina involucrada en la inhibicién de la agarosa era
de clase IgM.

Los resultados de las experiencias realizadas permitieron
demostrar que 9 de los 29 anti-B de la poblacién de nifios
con ascariosis tenfan caracteristicas de anticuerpos de in-
munizacion (tabla 3), y que ninguno de los anticuerpos de la
poblacion control presentaba estas caracteristicas (tabla 4).

De los 9 sueros con anticuerpos inmunes anti-B, 6 fueron
extraidos antes del tratamiento antiparasitario y 3 durante el
tratamiento. Se comprobé también la existencia de 6 anti-
cuerpos antigalactosa de clase IgG en el grupo de nifios pa-
rasitados.

Discusion y conclusiones

El estudio de los anticuerpos ABO en la poblacién de nifios
parasitados demostré que 10 del total de los 19 anti-A (52,63%)
y 9 de los 29 anti-B (31,03%) tenfan caracteristicas de anticuer-
pos inmunes. Se observo que todos estos sueros fueron obte-
nidos antes o durante el tratamiento antiparasitario especifico.
La ausencia de anticuerpos de inmunizacién en los nifios que
concluyeron el tratamiento y en los nifios de las poblaciones
controles, sugeriria que la ascariosis podria ser el estimulo
externo para su aparicién, en coincidencia con lo observado en
experiencias previas®.

La prueba de hemdlisis cualitativa es una metodologia sim-
ple que permite la identificacion de distintos grados de hemo-
lisis en los sueros y la seleccion de ellos para su posterior es-
tudio por la técnica de tiempo hemolitico medio. Este dltimo
método se caracteriza por su simplicidad, rapidez y acceso a
cualquier laboratorio® y se recomienda debido a su buena co-
rrelacion con la metodologia convencional™.

La aglutinacion en medio salino y enzimético de los anti-
cuerpos puros (sin diluir) de todas las poblaciones presenté
un comportamiento similar, si bien la titulacion demostré
mayor actividad de los sueros en el medio enzimatico de bro-
melina con respecto al medio salino. El 36,84% de los anti-A
y el 41,38% de los anti-B de los nifios con ascariosis, asf
como el 42,86% de los anti-Ay el 35, 71% de los anti-B de los
nifios de la poblacion control, presentaron mayor actividad en
el medio enzimatico. Se demostré que este aumento de activi-
dad en el medio enzimético fue semejante para todas las po-
blaciones, como revelaron los valores obtenidos de la pun-
tuacion y PS.

La bromelina es una enzima proteasa que se utiliza en las
pruebas seroldgicas para aumentar la agregacion de los hema-
ties porque reduce su carga superficial al hidrolizar las sialo-
glucoproteinas de la superficie celular™.

El 2-mercaptoetanol es capaz de destruir las moléculas de
IgM, por lo que éstas pierden su capacidad aglutinante, sin
interferir con las de IgG'. EI tratamiento de los sueros con
este compuesto permiti¢ identificar anticuerpos de clase IgG,
involucrados en la heteroinmunizacion.

Los anticuerpos ABO de clase IgG tienen una temperatura
6ptima de reaccién de 37 °C, mientras que los de clase IgM
pueden reaccionar entre 4 y 27 °C. El estudio de amplitud
térmica mostré que la totalidad de los anticuerpos con hemo-
lisinas ABO eran mds reactivos a 37 °C, que es otra de las
caracteristicas de los anticuerpos de inmunizacion. Estas ob-
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servaciones son coincidentes con las otras comunicaciones
previas’.

Los anticuerpos antigalactosa son anticuerpos naturales,
cuyo nivel en el suero se encuentra aumentado en pacientes
con infecciones por Vibrio cholerae, Staphylococccus aureus'y
Tripanosoma cruzi.

T cruzi presenta al sistema inmune determinantes antigéni-
cas que son residuos galactosil de los glucoconjugados de
membrana. Mediante el uso de conjugados especificos de iso-
tipo se determiné por ELISA que los anticuerpos son IgG. Estos
anticuerpos pueden estar también presentes en cantidades
menores, en personas no chagasicas, lo que se deberfa a que
durante la maduracion del sistema inmune aparecen anticuer-
pos reactivos contra los residuos glucidicos de las bacterias
constitutivas de la flora intestinal. Estos anticuerpos contribui-
rian a la inmunidad innata o natural®.

La fraccion antigénica F2/3de T cruzi esta constituida por
glucoconjugados, anclados a la membrana por glicofosfatidili-
nositol, con caracteristicas de mucinas: alto contenido de ami-
noacidos hidrofilicos, acido sialico y oligosacaridos con unién
O-glucosidica a la proteina. Estos oligosacaridos representan
el 60% de la masa de esta glucoproteina de T. cruziy son ricos
enresiduos o-galactopiranosil. Se demostré con certeza que la
negativizacion de los anticuerpos anti-F2/3 (antigalactosa) es
un marcador temprano de curacion®.

Debido a la presencia de anticuerpos antigalactosa en algu-
nas infecciones, se investigaron en los nifios con ascariosis
mediante la técnica de inhibicién con agarosa. El estudio de-
terminé la existencia de 6 anticuerpos antigalactosa de tipo
lgG, en concordancia con comunicaciones previas'®.

En 1940, Landsteiner y Wiener determinaron el antigeno res-
ponsable de la enfermedad hemolitica perinatal. Desde enton-
ces hasta la fecha se han producido grandes progresos en el
conocimiento de los grupos sanguineos que han permitido pre-
cisar que esta enfermedad no sélo se debe a anticuerpos fren-
te al antfgeno D, sino que también estan involucrados otros
antigenos del sistema Rh, ABO y de otros sistemas antigéni-
cos'®. La presencia de anticuerpos de inmunizacion ABO en la
ascariosis tiene significacion clinica en las transfusiones por el
riesgo de aparicion de una enfermedad hemolitica. Como estos
anticuerpos desaparecen cuando cesa el estimulo antigénico,
serfan Gtiles para evaluar la evolucién de la infeccion después
del tratamiento. [N
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