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Resumen

Introducción: El parásito Ascaris lumbricoides es el más grande 
de los nemátodos que parasita el intestino humano. En Venezue-
la, la infección por Ascaris lumbricoides es la geohelmintiasis de 
mayor importancia en zonas rurales, por su alta frecuencia y mor-
bilidad. La infección estimula una respuesta de anticuerpos IgA, 
sin embargo se conoce poco sobre las proteínas responsables de 
la respuesta para este isotipo. La identifi cación de estas proteínas 
podría ayudar al diseño de pruebas para el diagnóstico y la detec-
ción en el medio ambiente o en individuos expuestos a este parási-
to. Nuestro trabajo se basó en identifi car proteínas antigénicas en 
extractos y fracciones de A. lumbricoides para la respuesta espe-
cifi ca IgA en el suero de niños infectados. Materiales y méto-
dos: Fueron evaluados 85 sueros de niños de ambos sexo entre 3 
y 14 años de edad, de comunidades rurales del Estado Miranda. 
Los niños fueron clasifi cados según el resultado coprológico en tres 
grupos, Ascaris positivos en heces; Ascaris negativos con otras 
parasitosis y un grupo libre de parásitos en heces. Las proteínas 
fueron identifi cadas por Western Blot y el nivel de anticuerpos IgA 
medidos por ELISA. Resultados: Se detectaron en el extracto de 
A. lumbricoides un mínimo de 17 proteínas con pesos moleculares 
de entre 26 y 205 KDa aproximadamente, siendo reconocidas 
por el suero de los niños infectados proteínas de 205, 148, 95, 75 
y 45KDa. Conclusiones: El presente trabajo permitió medir los 
niveles de anticuerpos específi cos IgA anti-Ascaris e identifi car las 
proteínas responsables de la respuesta IgA. 

Palabras clave: Ascaris lumbricoides, Inmunoglobulina A, elec-
troforesis, extracto, ELISA, Western Blot, respuesta inmunológica. 

IMMUNOLOGICAL EVALUATION OF EXTRACTS OF AS-
CARIS LUMBRICOIDES FOR IgA IMMUNOGLOBULINS 
IN SERUM OF INFECTED INDIVIDUALS

Summary

Introduction: The parasite Ascaris lumbricoides is the largest 
nematode parasitizing the human intestine. In Venezuela, in-
fection with Ascaris lumbricoides is the most important STH in 
rural areas, because of its high frequency and morbidity. Infec-
tion stimulates an antibody IgA response, however little is known 
about the proteins responsible for this isotype. The identifi cation 
of these proteins could aid the design of tests for the diagnosis 
and detection in the environment or individuals exposed to this 
parasite. Our work was based on the identifi cation of antigenic 
proteins in extracts and fractions of A. lumbricoides for specifi c 
IgA antibody response in serum of infected children. Materials 
and Methods: A total of 85 sera from children (boys and girls) 
between 3 and 14 years old, from rural communities in Miran-
da State. Children were classifi ed according to the stool results 
in three groups, Ascaris positive in stool; negative for Ascaris, 
but with other parasites and a group no parasites in feces. Pro-
teins were detected by Western blotting and the IgA antibody 
levels measured by ELISA. Results: We detected in the extract 
of A. lumbricoides at least 17 proteins with molecular weights of 
between 26 and 205 kDa and were recognized by the sera of 
infected children, proteins of 205, 148, 95, 75 and 45kDa chil-
dren. Conclusions: This study allowed us to measure the levels 
of specifi c IgA anti-Ascaris and identify the proteins responsible 
of this response.

Key words: Ascaris lumbricoides, Immunoglobulin A, electrofo-
resis, extract, ELISA, Western Blot, immunologic response.
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Introducción

La Ascariasis es una infección cuyo agente etiológico es el pa-
rásito llamado Ascaris lumbricoides (del griego Askarís, que sig-
nifi ca gusano) y el cual es el más grande de los nemátodos que 
parasita el intestino humano. Un parásito es un organismo que se 
benefi cia de otro al obtener los nutrientes de los tejidos vivos del 
hospedador, sin daño tisular o muerte del hospedador. En la ma-
yoría de los casos, los parásitos dañan o causan enfermedades 
al organismo hospedador.1 Es transmitida por vía oral a través 
del consumo de agua o alimentos contaminados con huevos del 
parásito y afecta a una gran parte de la población especial-
mente en las zonas tropicales y subtropicales del planeta, espe-
cífi camente en las zonas en donde las condiciones ambientales 
(temperatura y humedad) y socioeconómicas son favorables para 
el desarrollo del parásito y la transmisión de la enfermedad. Se 
presenta en personas de todas las edades pero es más común en 
niños debido a sus hábitos de juegos al aire libre a nivel del sue-
lo.2 La ascariasis intestinal es considerada como una de las diez 
infecciones parasitarias más comunes en el mundo, calculándose 
que existen entre 800 y mil millones de individuos infectados 
con Ascaris lumbricoides; aunque la mortalidad es relativamente 
baja, las complicaciones frecuentemente requieren de atención 
hospitalaria.3 En Venezuela, la infección por Ascaris lumbricoides 
es la geohelmintiasis de mayor importancia en salud pública, 
por su alta frecuencia, morbilidad y la determinación de com-
plicaciones graves.4 Según el Ministerio de Salud y Desarrollo 
Social, entre 1990 y 2002, en nuestro país prevaleció una tasa 
del 49,25% de helmintiasis, aproximadamente, identifi cando las 
especies como: Trichuris trichiura 25,82%, Ascaris lumbricoides 
5,75% y Necator americanus en menor proporción.5 La infección 
estimula una respuesta de anticuerpo IgA, sin embargo se cono-
ce poco sobre las proteínas responsables de esta respuesta. Es 
por ello, que nos planteamos la identifi cación de las proteínas 
asociadas a la respuesta IgA anti-Ascaris que permitan la detec-
ción del parásito en el medio ambiente.

Pacientes y Métodos

La muestra estuvo conformada por 85 niños pertenecientes a las 
comunidades de El Marqués, Los Médanos, La Peica, El Guapo 
y El Teleférico, todas del Edo. Miranda en edades comprendidas 
entre 3 y 14 años. Este trabajo fue aprobado por el comité de 
Bioética del Instituto de Inmunología de la UCV.

Diagnóstico parasitológico
La detección de individuos infectados con Ascaris lumbricoides se 
realizó mediante el examen de heces por el método de Kato para 
la observación directa de huevos en el microscopio.11 Los indivi-
duos fueron clasifi cados según su diagnóstico parasitológico en: 
a) Pacientes positivos en heces con Ascaris lumbricoides (Asc.+); 
b) Pacientes con otras parasitosis sin Ascaris lumbricoides (Asc-
OP+); c) Individuos a los cuales no se le detectaron parásitos en 
las heces (NSOP).

Preparación del extracto de A. lumbricoides
La preparación del extracto de Ascaris lumbricoides fue realiza-
da por lisis mecánica en PBS con Tritón X-100 al 0.5%. Luego 
de la lisis, el homogenato fue centrifugado a 1200 Xg durante 
10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y fi ltrado en 

membranas de 0,22µm para la obtención de un extracto soluble. 
La determinación de la concentración de proteínas totales fue 
realizada por el método de Lowry.8

Obtención de fracciones del extracto de A. lumbricoi-
des por centrifugación diferencial
Las fracciones fueron obtenidas a partir del homogenato soluble 
del gusano adulto de A. lumbricoides por centrifugación dife-
rencial. El homogenato fue centrifugado inicialmente a 252 Xg 
durante 5 minutos a 4°C, para obtener el primer sedimento (Frac-
ción 1), luego el sobrenadante fue centrifugado nuevamente a 
504 Xg por 10 min a 4ºC para obtener el segundo sedimento 
(Fracción 2). El sobrenadante fue centrifugado por tercera vez a 
1.680 Xg por 10 min a 4ºC para la (Fracción 3). Finalmente, el 
sobrenadante restante fue centrifugado a 2.352 Xg por 10 min a 
4ºC para generar el cuarto sedimento (Fracción 4).

Análisis del extracto por electroforesis en geles de 
poliacrilamida
El análisis del extracto se realizó mediante electroforesis en geles 
de poliacrilamida al 10%.10 El extracto fue colocado a 30µg/
pista y migrado a 100 voltios a temperatura ambiente. Para vi-
sualizar las proteínas el gel fue teñido con azul de Coomasie. Los 
pesos moleculares de las proteínas identifi cadas fueron estima-
das a partir de la comparación con proteínas de pesos molecu-
lares (PM) conocidos.

Respuesta de anticuerpos IgA anti-Ascaris por ELISA
Para medir la respuesta de anticuerpos IgA contra las proteínas 
de Ascaris lumbricoides se utilizó la técnica de ELISA9, cual fue 
estandarizada en nuestro laboratorio. El extracto de Ascaris lum-
bricoides fue acoplado en placas de 96 pozos a una concentra-
ción de 5µg/pozo en PBS pH 7,2 e incubada por 1 hora a 37°C. 
Las placas fueron lavadas con PBS y bloqueadas en PBS-Leche 
descremada al 2% e incubadas 1 hora a 37°C. Luego, fueron 
incubados los sueros de los individuos infectados y los controles 
diluidos a 1:50 en PBS-Tween 20 0,1% a 4°C toda la noche. 
Las placas fueron lavadas 3 veces con PBS-Tween 20 0,1% por 
10 min y subsecuentemente, estas fueron incubadas con anti-IgA 
humana (SIGMA ALDRICH®) acoplada a peroxidasa y diluida 
1:750 en PBS-Tween 20 0,1% durante 1h a 37°C. Las placas 
fueron lavadas 4 veces con PBS-Tween 20 0,1% por 10 min y re-
veladas con Tetrametilbenzidina (TMB) agregando 100μL/pozo 
e incubando durante 10 minutos en la oscuridad. La reacción 
fue detenida con 50µl de H2SO4 1N. La placa fue leida en un 
lector de ELISA (SUNRISE serie 801000880) con el programa 
Magellan Tecan V 6.4 a 450 nm. El valor del punto de corte 
fue determinado del promedio de las densidades ópticas de 20 
individuos no infectados más o menos 2 veces el valor de la 
desviación estándar.

Identifi cación de proteínas reactivas para la respues-
ta IgA anti-Ascaris por inmunodetección
Para la identifi cación de proteínas antigénicas del extracto solu-
ble y las fracciones, de A. lumbricoides, estas fueron separadas 
por electroforesis y transferidas a papel de nitrocelulosa 0,45µm 
para la identifi cación del isotipo IgA por Western Blot.7 Las mem-
branas fueron bloqueadas con PBS-Leche descremada 1% duran-
te 1 hora a temperatura ambiente, en agitación constante. Las 
membranas fueron lavadas con PBS-Tween 20 0,1% durante 10 
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minutos. Incubadas con un pool de sueros de niños infectados 
o no, diluidos 1:50 en PBS-Tween 20 0,1% toda la noche en 
agitación constante. Las membranas fueron lavadas 3 veces con 
PBS-Tween 20 0,1% durante 10 minutos cada uno en agitación 
constante. Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo 
secundario anti-IgA humano acoplado a peroxidasa (SIGMA 
ALDRICH®) en una dilución 1:750 en solución PBS-Tween 20 
0,1% durante 1:30 horas en agitación constante y a temperatura 
ambiente. Las membranas fueron lavadas 4 veces con PBS-Tween 
20 0,1% durante 10 minutos en agitación constante. El revelado 
se realizó con un kit comercial de 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina 
(TMB) para la visualización de las proteínas. Finalmente, se pro-
cedió a fotografi ar las membranas para digitalizarlas.

Análisis estadístico
Se utilizó estadística descriptiva de datos tales como: media, 
desviación estándar, frecuencia y porcentaje. Para el análisis de 
los resultados obtenidos en el inmunoensayo ELISA, se utilizó el 
Programa Estadístico MedCalc (MedCalc Statistical Software) 
9.3.0.0. La comparación de los promedios entre los grupos, fue 
realizado por (U de Manwhitney) con un intervalo de confi anza 
del 95% y se consideró estadísticamente signifi cativa un valor p 
<0,05.

Resultados

Epidemiología
La muestra estudiada estuvo conformada por 85 pacientes per-
tenecientes a las comunidades de El Marqués, Los Médanos, La 
Peica, El Guapo y El Teleférico, todas del Edo. Miranda, cuyas 
muestras de heces fueron analizadas en la cátedra de parasito-
logía de la escuela de medicina José María Vargas de la UCV. 
La distribución de los individuos evaluados fue de: 27 individuos 
pertenecían a la comunidad de El Teleférico. 33 individuos per-
tenecían a la comunidad de los Médanos, 7 pertenecían a la 
comunidad de El Marqués, 9 pertenecían a la comunidad de El 
Guapo y 9 pertenecían a la comunidad de la Peica (Cuadro 1).

Análisis bioquímico del extracto
Los resultados obtenidos a partir de la electroforesis en geles de 
poliacrilamida al 10% y su posterior tinción con azul de Coo-
massie mostraron un mínimo de 17 proteínas visibles de distintos 
pesos moleculares entre 26 y 205 kDa (Figura 1). Las proteínas 
que más se destacaron fueron las de: 205 kDa, 148 kDa, 75 
kDa, 45 kDa y 32 kDa respectivamente.

Determinación de los niveles de anticuerpos IgA anti-
Ascaris
Se realizó la técnica de ELISA utilizando como antígeno el extrac-
to de un gusano hembra de A. lumbricoides, se calculó el prome-
dio de densidades ópticas (D.O) leídas a 450 nanómetros de los 
individuos de cada grupo y se obtuvo un promedio general por 
grupo más o menos la desviación estándar. Al analizar los niveles 
de anticuerpos IgA anti-Ascaris mediante ELISA para cada uno 
de los grupos de estudio, se observó que los niveles de IgA para 
el grupo de A. lumbricoides positivos eran signifi cativamente ma-
yores (p<0,05) en comparación a los otros dos grupos estudiados 
(Cuadro 2). Sin embargo, no se encontró diferencia estadística-
mente signifi cativa cuando se compararon los niveles de anticuer-
pos del grupo no infectado con respecto al grupo de individuos 

A. lumbricoides negativos con otras parasitosis positivos. Para 
el grupo de individuos A. lumbricoides positivos, se observó un 
promedio de D.O de 0,39 + 0,06; mientras que el grupo no 
infectados el promedio fue de 0,17 + 0,06. Los valores de este 
grupo fueron utilizados para obtener el valor del punto de corte 
(cut-off) que correspondió un valor de 0,17 + 0.06. En el grupo 
de individuos A. lumbricoides negativos y con otras parasitosis, 
se observó un promedio de D.O de 0,22 + 0,07 (Cuadro 2).

Seroprevalencia de A. lumbricoides para la respuesta 
IgA
La seroprevalencia frente al extracto de A. lumbricoides fue del 
59% en el grupo de individuos infectados por A. lumbricoides 
según el análisis coproparasitológico (27/85). El grupo de  ni-
ños negativos para Ascaris, pero con otras parasitosis mostró un 
valor de seroprevalencia de (41%).

Identifi cación de antígenos para la respuesta IgA an-
ti-Ascaris en las fracciones
La identifi cación de proteínas inmunogénicas para la respuesta 
de anticuerpos IgA anti-Ascaris, se muestra en la Figura 2 pa-
nel A y B, se muestran los resultados de un pool de pacientes 
seropositivos por ELISA y presencia de huevos en las heces para 
el extracto y las diferentes fracciones, donde fueron reconocidas 
principalmente proteínas de 205 kDa, 148 kDa, 95 kDa, 75 
kDa, 45 kDa y 32 kDa respectivamente (Figura 3). Se observa-
ron diferencias en la reactividad en cada fracción. Por ejemplo 
se observó mayor reactividad en el extracto, la fracción 2 y la 
fracción 4, siendo las proteínas más reactivas las de 205 kDa y 
148 kDa respectivamente (Figuras 2 y 3). Mientras que el suero 
de individuos negativos en heces y seronegativos en ELISA no 
reaccionaron a ninguna proteína (Figuras 3 y 4).

Cuadro 1 Distribución de individuos infectados por A. lumbri-
coides en comunidades del Estado Miranda

Grupos          Teleférico    Los             El            El        La      Total

                                    Médanos Marqués Guapo Peica 

A. 

lumbricoides 7  8     3     1  8        27

NSOP              9 18     4     8  -         39

Ascaris              11  7      -      - 1        19

Otras 

Parasitosis 

Total             27 33     7      9 9         85

Prevalencia de A. lumbricoides en las comunidades de La Peica, Los Méda-
nos, El Guapo, El Marqués y el Teleférico del Estado Miranda. Se observa el 
total de individuos estudiados y el número de individuos infectados según el 
examen de heces para cada grupo.
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Figura 2 Perfi l electroforético del extracto de A. lumbricoides. 
A la izquierda: patrón de peso molecular de referencia y a 
la derecha pesos moleculares de las bandas visibles luego de 
coloración con azul de Coomassie.

Figura 3 Cuantifi cación de los niveles de anticuerpos IgA anti-
Ascaris por ELISA.

Figura 4 Identifi cación de proteínas inmunogénicas con anti-
cuerpos de tipo IgA

Figura 1 Seroprevalencia de A. lumbricoides en el grupo de 
A. lumbricoides positivos en heces (n=27).

Cuadro 2 Niveles de IgA anti- A. lumbricoides en los diferentes 
grupos

Grupos                                n             Prom D.O+ds

ASC +                                 n= 27                 0,39 + 0,06

NSOP*                                 n= 39                 0,17 ± 0,06

ASC-OP+                  n= 19                 0,22 + 0,07

Promedio de densidades ópticas obtenidos de cada grupo y sus desviaciones 
estándar. Se utilizó el promedio de D.O de este grupo + dos desviaciones es-
tándar para el cálculo del  punto de corte  (cut-off). Valor cut-off=0,17 + 0.06

Niveles de anticuerpos IgA contra extractos de A. lumbricoides en niños de 
comunidades del estado Miranda por ELISA. Asc: A. lumbricoides positivos. 
NSOP: negativos en heces. Asc -OP+: A. lumbricoides negativos con otras 
parasitosis.

Reconocimiento de bandas antigénicas correspondientes a proteínas del ex-
tracto y las fracciones de pesos moleculares de 50, 55, 75, 95, 130,148 y 
205 kDa en el suero de individuos infectados. PM: Peso molecular de referen-
cia. Ext: Extracto del parásito. F: Fracción.1, 2, 3,y 4.(3A). Reactividad de 
individuos negativos en heces para Ascaris lumbricoides y clasifi cados como 
seronegativos mediante la técnica inmunológica de ELISA.

Discusión

El parásito Ascaris lumbricoides es el más grande de los nemáto-
dos que parasita el intestino humano. En Venezuela, la infección 
por Ascaris lumbricoides es la geohelmintiasis de mayor impor-
tancia, por su alta frecuencia y morbilidad.1 Se sabe que la infec-
ción por A. lumbricoides estimula una respuesta de anticuerpos, 
sin embargo, no existen estudios que se hayan llevado a cabo 
para evaluar la capacidad antigénica de extractos de Ascaris 
lumbricoides y la producción de anticuerpos contra dichas es-
tructuras y principalmente la estimulación de la respuesta inmu-
nológica por la Inmunoglobulina A que se produce en la mucosa 
intestinal con el propósito de detener la infección.8 Por lo tanto, 
se propuso en el presente trabajo de investigación, a determinar 
si hay una respuesta de anticuerpos IgA en el suero de individuos 
que habitan zonas rurales contra las proteínas de los extractos de 
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A. lumbricoides3 y la identifi cación de proteínas asociados con la 
respuesta IgA específi ca.
    En los experimentos previamente señalados se observó y se de-
mostró la reactividad de los sueros de los pacientes seropositivos 
mediante la técnica de ELISA frente a distintas proteínas inmuno-
génicas presentes en el extracto de Ascaris lumbricoides, en los 
cuales se reconocieron proteínas comunes para ambos grupos 
de sueros de los pacientes seropositivos que desarrollaron anti-
cuerpos de tipo IgA fue del 59%. El resto de los individuos estuvo 
por debajo del punto de corte, tal vez debido a una exposición 
reciente del parásito o a que la edad era muy baja. Las proteínas 
reconocidas por los individuos infectados fueron de 205 kDa, 
y 148 kDa y también en menor proporción las de 75 kDa, 50 
kDa, 45 kDa. En este sentido es la primera vez que se reportan 
proteínas específi cas para la respuesta de anticuerpo IgA anti-
Ascaris. Asimismo, se demostró la especifi cidad de la respuesta 
de anticuerpos ya que no hubo reactividad en los sueros de los 
individuos no infectados hacia los extractos o las fracciones de-
mostrados como seronegativos mediante la técnica de ELISA. El 
resultado de la técnica de ELISA demostró que la infección por 
A. lumbricoides estimula una respuesta de anticuerpos especi-
fi co de tipo IgA. Se desprende que existe diferencia signifi cati-
va diferencia cuando se compara los niveles de anticuerpos del 
grupo (Asc+) versus el grupo de individuos no infectados ni los 
individuos no infectados por Ascaris, pero si con otra parasitosis 
intestinal. 
    Por otra parte, las campañas de desparasitación de manera 
indiscriminada que se realizan en zonas rurales donde las in-
fecciones helmínticas son endémicas, siendo probable que esos 
individuos hayan sido tratados con antihelmínticos antes de la 
realización de este estudio sin haber recibido tratamiento para 
protozoarios.6 La infección por Ascaris lumbricoides estimula una 
respuesta inmunológica de tipo IgA en los individuos infectados 
(seropositivos), sin embargo un porcentaje importante de los in-
dividuos a los cuales no se les detectaron huevos en las heces, 
presentaron seropositividad en ELISA (% porcentaje), indicando 
una posible exposición previa al parásito. Estos resultados de-
muestran que esta técnica tiene la capacidad para detectar los 
individuos infectados. Lo que podría sugerir que dicha inmuno-
globulina tiene una alta probabilidad de ser detectada no solo 
a nivel de la mucosa intestinal, donde su respuesta prevalece 
incluso después de haber erradicado la infección, sino además 
a nivel sistémico. En cuanto a la reactividad se pudo observar el 
reconocimiento de proteínas principalmente de 205, 148 y 75 
KDa en el grupo de pacientes seropositivos para IgA frente a los 
extractos de A. lumbricoides en comparación a los individuos 
no infectados. Estas tres proteínas fueron reconocidas en ambos 
experimentos (Figuras 2 y 3), en los que utilizamos sueros de 
distintos pacientes donde observamos que hubo respuesta sig-
nifi cativa a las fracciones, sobre todo a la fracción 2 y 4. Estas 
proteínas podrían ser utilizadas como antígenos candidatos en 
modelos de pruebas serológicas que permitan complementar el 
diagnóstico y seroprevalencia de la Ascariasis en poblaciones 
con baja o mediana carga parasitaria. Esta es la primera vez 
que se reportan proteínas específi cas para la respuesta de an-
ticuerpo IgA anti-Ascaris. Asimismo, no hubo reactividad en los 
sueros de los individuos no infectados y demostrados como sero-
negativos mediante la técnica de ELISA. 
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