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hipersensibilidad mediada por la IgE, provocando diversos sintomas alérgicos.
Objetivos: Evaluar la respuesta de la IgE en ratas Wistar tras la infeccion con larvas L3 del parasito.
Meétodos: Se ha procedido a la obtencién de antigenos ES del parasito y suero anti-Anisakis. Se investigan

Palabras clave: también en este trabajo ciertos factores que intervienen en la técnica de inmunotransferencia, como la

Anisakiosis
Inmunotransferencia
Anisakis simplex spp.

concentracién de poliacrilamida empleada en la preparacion de los geles, la concentraciéon antigénica
utilizada y la temperatura requerida para la desnaturalizacién de las proteinas.

Resultados: Las reacciones inmunolégicas (Ag-Ac) observadas mediante esta técnica muestran mayor
intensidad con los sueros obtenidos después de la reinfeccién, los cuales han reconocido proteinas que
podrian corresponder al antigeno principal Ani s 1y a otros polipéptidos de interés en el diagnéstico de

la anisakiosis humana.

Conclusion: En este trabajo, se pone de manifiesto que inmunotransferenciala inmunotransferencia es

una técnica atil para detectar anticuerpos de tipo IgE frente a proteinas de Anisakis.

© 2013 Elsevier Espafia, S.L.U. y Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica. Todos los derechos reservados.

Recognition of excretory/secretory antigens of Anisakis type 1 and evolution

of IgE in experimentally infected rats

ABSTRACT

l<€J{W0de{ Introduction: Anisakis spp., during parasitism, release excretory-secretory antigens that, in contact with
Anisakiasis ) the human immune system, can trigger a hypersensitivity response mediated by IgE, causing various
Immunoblotting allergic symptoms.

Anisakis simplex spp.

Spp.

Objectives: To evaluate the IgE response in Wistar rats after infection with L3 larvae of the parasite Anisakis

Methods: Some determining factors involved in the technique have been improved in this work, such as:
the concentration of polyacrylamide used in the preparation of the gels, the antigen concentration used,

and the temperature required for denaturation of proteins.

Results: Immune responses (Ag-Ab) observed by the immunoblotting technique showed a greater inten-
sity with serum obtained after reinfection, which have recognized proteins that may correspond to the
major antigen Ani s 1 and other polypeptides of interest in the diagnosis of human anisakiasis.

Conclusion: This paper concludes that immunoblotting is a useful technique to detect IgE antibodies

against Anisakis proteins.

© 2013 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica. All rights reserved.

Introduccion

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: avalero@ugr.es (A. Valero-Lépez).

Anisakis spp. son nematodos de organismos marinos que com-
pleta su ciclo biolégico en varios hospedadores. Asi, en los
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mamiferos marinos, los parasitos adultos se fijan a la mucosa del
estdbmago; la hembra deposita huevos que se liberan al mar, con-
tinuando su desarrollo hasta larva L3. Esta larva sale del huevo
envuelta por la cuticula de la larva L2 y nada hasta que la ingiere un
crustaceo. En el hemocele de estos hospedadores pierde la cuticula
de la L2 y alcanza una longitud de 4-6 mm. Peces, principalmente
telebsteos, y cefalépodos se infectan al ingerir crustaceos; también
pueden hacerlo por depredacién de otros peces o cefalépodos que
albergan el tercer estado larvario. Los nematodos en los peces se
localizan en la cavidad corporal, moviéndose libremente o bien,
enrollados en espiral y envueltos en tejido conectivo de las vis-
ceras; también las larvas pueden migrar a la musculatura. En los
calamares, en cambio, los parasitos se alojan principalmente en
la pared externa del estébmago. La presencia de Anisakis en los
pecesy calamares estd ampliamente distribuida por todo el mundo,
aumentando la carga parasitaria con la edad’.

El hombre puede convertirse en un hospedador accidental de
la larva (L3) cuando ingiere pescado crudo, ahumado, adobado,
conservado en vinagre o poco cocinado, segln otras especialida-
des gastrondémicas. La infeccion humana transcurre con lesiones
en el tracto digestivo y a veces puede afectar a otros érganos,
causando erosién y/o lesion hemorragica, ascitis, perforaciéon y gra-
nuloma; también puede cursar con reacciones alérgicas que van
desde leves hasta choque anafilactico. Cuando ambas situaciones
coinciden en el tiempo, hablamos de anisakiosis gastroalérgica. En
estos procesos patolégicos, participan enzimas proteoliticas que,
ademads de otras funciones, se encuentran entre los principales
alérgenos. Desde el punto de vista inmunolégico, los antigenos
liberados por la larva desencadenan eosinofilia local, mastocito-
sis, activacion de basofilos, produccion de IgE especifica y otros
isotipos frente a Anisakis. Los anticuerpos IgE se producen en res-
puesta del organismo a la penetracién de la larva en los tejidos
y puede mantenerse elevada durante mas de 5 afios. La detec-
cién de estos anticuerpos IgE especificos es de utilidad para el
diagnéstico de la anisakiosis gastroalérgica e intestinal, y se suele
llevar a cabo mediante la técnica fluoro-enzimo-inmunoanalisis
(FEIA) (CAP-System, Phadia, Uppsala, Suecia). Entre otras técni-
cas usadas en investigacién, también se cita inmunotransferenciala
inmunotransferencia?>.

Como alérgenos de Anisakis simplex s.l. se han identificado hasta
la fecha 12 proteinas diferentes, aunque se cree que deben existir
otros alérgenos desconocidos®.

El 95% de los casos de esta enfermedad se registra en Japén.
Por lo que respecta a Espaiia, desde que se detecté en 1991 en
el hombre, se han sucedido otros muchos casos, tanto de infec-
ciones como de reacciones alérgicas. La ingestiéon de boquerones
en vinagre constituye la causa principal de infeccién, si bien el
consumo de merluza ha originado una mayor proporcién de casos
de alergia en el norte de Espafia®; en general, este pescado se
consume tras un tratamiento térmico, por ello, diversos autores
indican que podria atribuirse a la termoestabilidad de algunos alér-
genos del parasito’. En este sentido, Vidacek et al.® encuentran en
el misculo del pescado el alérgeno Ani s 4, después de un trata-
miento con calor y sugieren que dicho alérgeno es liberado por la
larva en el tejido circundante, conservando su alergenicidad. Asi-
mismo, la congelacién del pescado en condiciones comerciales y
periodos superiores a un afio no afecta al alérgeno Ani s 4°. Estos
hechos son de gran importancia para el consumidor, ya que las
medidas profilacticas recomendadas por la Unién Europea, tales
como la congelacién y la coccién adecuadas del pescado para inac-
tivarlalarva,y por tanto evitar la infeccion, serian insuficientes para
protegerse de las poibles respuestas de hipersensibilidad mediada
por la IgE.

En las dltimas décadas, la anisakiosis humana ha aumentado en
muchos paises, posiblemente debido a la mejora en las técnicas de
diagnéstico y el mayor conocimiento de la enfermedad.

Teniendo en cuenta que la anisakiosis es una enfermedad pre-
sente en nuestro entorno y que muchos aspectos del ciclo biolégico
del parasitoy de la enfermedad siguen sin dilucidarse, las investiga-
ciones llevadas a cabo en este campo son de gran interés. Por todo
ello, en este trabajo se ha estudiado la evolucién de la respuesta
de IgE tras la infeccién de ratas con larvas L3 de Anisakis tipo 1
mediante inmunotransferenciay lainfluencia de determinados fac-
tores sobre dicha técnica.

Metodologia
Material biolégico

Las larvas L3 de Anisakis tipo 1 se han aislado de la cavidad
corporal y visceras de bacaladillas (Micromesistius poutassou), pro-
cedentes del Océano Atlantico. La identificacion de los parasitos se
ha realizado bajo el microscopio segiin los criterios de Berland'©.

Obtencion de antigenos excretores-secretores de Anisakis

Entre 250-350 larvas de Anisakis se lavaron en solucién de CINa
al 0,9% y se sometieron a solucién antibiética durante 30 min, en
camara de flujo laminar. Posteriormente, se depositaron en un tubo
con 1-1,5ml con una solucién de CINa al 0,9% estéril y se mantu-
vieron a 37°Cy 5% de CO, durante un tiempo de 3, 6 y 9 dias. Tras
estos periodos, y retiradas las larvas, las soluciones antigénicas se
centrifugaron a 4.000 rpm, 4 °C, 30 min. Para comprobar la esteri-
lidad de los extractos, se realizaron siembras en medio infusién de
cerebro corazén (BHI), solidificado con 1,5% de agar; los cultivos se
llevaron a cabo tanto en aerobiosis como en atmésfera rica en CO,
a37°C, durante 48 h.

La solucién antigénica se dividi6 en 2 alicuotas: una se mantuvo
en estufa a 37°C durante 2 dias con el fin de evaporar el agua con-
tenida en los extractos y aumentar la concentracién antigénica, y
la otra no se someti6 a este proceso. La concentracién de proteinas
se midi6 mediante el método de Bradford'’.

Obtencion de sueros positivos frente a los antigenos
excretores-secretores de la L3 de Anisakis

Se emplearon 5 ratas machos Wistar infectadas con 8 larvas
de Anisakis, mediante sonda gastrica, y se reinfectaron a los 14 y
28 dias. Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena cocci-
gea. Un total 6 extracciones se llevaron a cabo en un periodo de
2 meses; durante el primer mes, se obtuvo la sangre cada 2 sema-
nas y durante el segundo mes, cada semana. Los sueros controles
procedian de 2 ratas machos sanos en los que se sigui6 la misma
pauta.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se utilizé un sistema de geles discontinuos'!2. Las concentracio-
nes ensayadas del gel separador fueron: 10% y 12%, y en gradientes
de 5-20%, 7-15%, 10-15% y 10-13%; en todos los casos, se utiliz6 una
solucién o bien 2, en el caso de gradientes, de bisacrilamida al 30%
en buffer tris-CIH a pH 8,8.

Previamente a su andlisis, las proteinas de antigenos excretores-
secretores (ES) se mezclaron con tampén de muestra (1:1) y se
desnaturalizaron en un bafio de agua hirviendo durante 4 min,
dejando enfriar a temperatura ambiente hasta su uso; también se
ensayo la muestra sin tratamiento térmico y sin tampén de mues-
tra. Para estas experiencias, se depositaron en cada pocillo entre
30-60 .l de extracto antigénico, excepto en el primero, en el que
se utilizaron 5 pl de una solucién estandar de proteinas de peso
molecular (PM) comprendido entre 250-2 kDa. Las condiciones de
la electroforesis fueron: temperatura ambiente, 200 V y aproxima-
damente 45 min, usando como indicador el azul de bromofenol.
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La determinacién de los PM de las proteinas objeto de estudio
se hizo por comparacién de sus movilidades relativas con las de
las proteinas de PM conocidos. Para ello, se midi6 la distancia
de migracién de cada proteina (estandar y problemas) y se dividié
porladistanciarecorrida por el colorante (movilidad electroforética
de la proteina o Rf). Posteriormente, se construyd una curva semilo-
garitmica con los logaritmos de los PM de las proteinas controles en
funcién de sus valores de Rf. Asi, conociendo la Rf de una proteina
puede calcularse su PM mediante interpolacién en la curva.

Inmunotransferencia

Tras la electroforesis, se equilibré el gel separador sumergién-
dolo en tampén de transferencia (Tris base 3 g/l, glicina 14,5 g/l
y 20% v/v de metanol) durante 20 min y, posteriormente, se rea-
liz6 la transferencia en una camara Mini-Trans Blot cell (Bio-Rad),
siguiendo la técnica descrita por Towbin et al.!3. El bloqueo de los
grupos reactivos libres de la nitrocelulosa se llevé a cabo con el
kit Attoglow Western Blot Enhancing Kit-with Millenium Enhancer
(Biochain), durante 30 min, a temperatura ambiente y con agi-
tacion. Para las incubaciones, se us6 un aparato Mini-Protean II
Multiscreen (Bio-Rad), manteniéndolas durante una hora a tem-
peratura ambiente y con agitacién. Como anticuerpo primario, se
utilizaron los sueros obtenidos de ratas Wistar infectadas con Ani-
sakis a la dilucién 1/7 y 1/100 para aquellos usados como control.
Para la incubacién con el anticuerpo secundario (anti IgE de rata),
se procedi6 del mismo modo que para el anticuerpo primario, pero
a la dilucién 1/5.000, tanto para los sueros positivos como para
los sueros controles. La membrana de nitrocelulosa se revel6 con
tetrametilbencidina 0,1 ml/cm?2.

Resultados
Concentracion de las soluciones antigénicas

La concentracién de antigenos ES mads alta conseguida (sin apli-
car evaporacién) ha sido de 1,8 pg/pl, con 370 L3, mientras que con
evaporacioén fue de 4,00 pg/l (tabla 1).

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE): influencia de determinados factores

De todas las concentraciones de los geles de poliacrilamida ensa-
yadas, con la que se obtuvo mejores resultados fue en gradiente
10-13%. En este gel, las proteinas ES del pardsito presentaron un
perfil electroforético nitido, incluso a concentracién tan bajas como
de 0,66 pg/pl, originando bandas entre 235 y 3 kDa (fig. 1A).

Serealizaron ensayos en los que se separaron las proteinas meta-
bélicas del parasito con una concentracion de 4,0 p.g/j.l (obtenidas
mediante evaporacién)y de 0,8 pwg/pl. En el primer caso, a pesar de

Tabla 1
Relacién del ndmero de larvas L3, modo de preparacién, tiempo de mantenimiento
y concentracién de proteinas ES

Nimero de larvas L3 Evaporacién Tiempo (dias) Concentracién

(g/pl)
300, 280, 250, 240,230,  Si 9 4,00
220, 160, 155, 100,
73,60
370 No 9 1,80
350 No 9 1,54
270 No 9 1,03
250 No 9 0,72
240 No 9 0,66
100 No 9 0,57
No 6 0,48
No 3 042

la mayor concentracién lograda, la falta de definicién de las bandas
detectadas hizo que descartasemos este proceso (fig. 1B).

Por otro lado, se compararon los patrones moleculares de
los productos ES (PES) de las larvas a distinta concentracién tras
9 dias de mantenimiento. Dichos productos mostraron un perfil
de bandas casi idéntico a concentraciones entre 1,8 y 0,66 g/l
de antigeno; no obstante, se detectaron un desdoblamiento y una
intensidad mas notable en las bandas de 75 y 35 kDa: asi mismo,
también presentaron mayor coloracién las de 107 y 30 kDa en los
extractos de 1,8 y 1,5 pg/pl (fig. 1C).

En los ensayos realizados se emple6 el extracto antigénico des-
naturalizado con tampén de muestra (1:1), hervido durante 4 min
y sin hervir. Las bandas obtenidas en el primer caso han aparecido
mejor delimitadas (fig. 1D).

Inmunotransferencia

La respuesta inmunolégica en 2 de los animales tuvo lugar a
los 15 dias de la infeccién primaria, mientras que el resto fueron
positivas a los 15 dias de la primera reinfeccién.

El patrén de bandas originado en los distintos blots oscil6 entre
213-11 kDa, observandose PM altos, medios y bajos con el suero de
todos los animales. Fue comdn la aparicién de bandas mas inten-
sas a partir de la segunda semana después de la infeccién con las
larvas y también la estabilizacién de una respuesta inmunolégica
mayor tras las sucesivas reinfecciones. No obstante, se detectaron
diferencias dignas de mencién:

- Rata 1: los PM de las bandas visibles fueron de 145 hasta 13
kDa. El nimero de bandas aumenté a partir de la cuarta toma
de sangre y las bandas de 49,5 y 19 kDa se hicieron mas intensas
(fig. 2A).

- Rata 2: los PM de las bandas detectadas oscilaron entre 178 y
17 kDa, aumentando también desde el cuarto suero obtenido.
Destacé la mayor coloracion de las bandas de 42 y 24 kDa (fig. 2B).

- Rata 3:1as bandas presentes en la nitrocelulosa tuvieron PM entre
213 y 11 kDa. Se incrementé el nimero de bandas a partir del
tercer suero, apareciendo mas intensas aquellas con PM préximos
a45y 19 kDa (fig. 2C).

- Rata 4: se observaron bandas con PM desde 135 a 13 kDa. A partir
del tercer suero, el patrén molecular de las bandas fue homo-
géneo. Dos bandas, una de 52 y otra de 21 kDa, mostraron una
reaccién mas coloreada a partir del cuarto suero (fig. 2D).

- Rata 5: se origin6 un menor nimero de bandas que en el resto de
los animales infectados (entre 55y 17 kDa). La banda de 54 kDa
se mostré mas intensa a partir del cuarto suero y apareci6 una
banda de 19 kDa (fig. 2E).

Discusion

Los antigenos ES de la larva L3 de Anisakis son los principales
responsables de laalergenicidad provocada en los humanos'4. Estas
proteinas se liberan al medio en la primera fase de la parasitacion,
desempefiando un papel fundamental en la digestién de los tejidos
del hospedador y, por tanto, en la invasién tisular y en la respuesta
humoraly celular’>-!7, Por ello, en este trabajo, se han usado dichas
proteinas de la L3 del parasito porque incrementan la sensibilidad
y especificidad de la técnica de inmunotransferencia.

Obtencion de soluciones antigénicas

Son muchos los factores implicados en los fendmenos metab6-
licos de excrecion y secrecion de las larvas de Anisakis, como el
tamafio de las mismas, el posible remanente de antibiético en el cul-
tivo, etc.,y, segtin lo observado, es complicado establecer una pauta
general con el fin de obtener la concentracion de PES deseada. En
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Figura 1. . Proteinas ES de Anisakis en un gel de poliacrilamida en gradiente 10-13% (A). Extractos antigénicos de Anisakis, uno concentrado mediante calor (4,0 pg/.l) y otro
no (0,8 pg/wl) (B). Productos ES de Anisakis con distinta concentracion antigénica en g/l (C). Mezcla de extracto antigénico ES de Anisakis con tamp6n de muestra hervida

(1) y sin hervir (11) (D).

este trabajo, en ninguno de los ensayos se superé 1,8 j.g/l, valor
alejado de 4,0 pg/pl recomendado por Laemmli'?; sin embargo,
la concentraciéon obtenida fue suficiente para obtener resultados
aceptables.

Por lo que respecta al tiempo de mantenimiento de las larvas,
conviene indicar que las soluciones antigénicas obtenidas pasados
9 dias han originado valores de concentracién proteica mas altos
que tras 3 y 6 dias; tales datos concuerdan con Valero et al.'8. Moneo
y Caballero'® comprobaron que, incubando las larvas durante 2 h
en acido HCl diluido a 37 °C, aumenta la liberacién de alérgenos;
este método no se ha contemplado en el presente trabajo, ya

que en experiencias anteriormente realizadas por este grupo de
investigacion los resultados obtenidos en inmunotransferenciala
inmunotransferencia no fueron muy alentadores.

Por otro lado, teniendo en cuenta la demostrada termoestabi-
lidad de algunos alérgenos de A. simplex32° y las concentraciones
recomendadas por Laemmli'? para el analisis de la IgE por inmu-
notransferencia (4,0 pg/wl), se considerd, en un principio, la
evaporacién del agua contenida en la solucién antigénica como
método adecuado. Sin embargo, los extractos antigénicos logrados
por este método (4,0 pg/wl) han originado bandas poco definidas en
la electroforesis, compartiendo la idea de que los diferentes deter-

Figura 2. A-E)Respuesta de IgE correspondiente a las cinco ratas infectadas con Anisakis. SC: pocillos que se incuban con sueros controles, uno con anti-IgE y otro sin anti-IgE.
Los pocillos siguientes se incuban con los sueros positivos en orden: 1.%,2.4, 4.2, 52y 6.2 toma de sangre.
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minantes antigénicos de cada una de las moléculas de menos de
100 kDa podrian tener distinta respuesta al calor”.

Concentracion de geles de poliacrilamida e influencia de algunos
factores

Para optimizar la técnica SDS-PAGE, se han ensayado los geles
a distinta concentracién de poliacrilamida. El amplio patrén mole-
cular originado cuando se emple6 el gradiente 10-13% concuerda
con el agrupamiento de las bandas polipeptidicas mostrado por
Martin?!, si bien este autor utiliza un gradiente entre 5-20%. La
deteccion de proteinas menores de 5 kDa puede deberse a una
irregular polimerizacién del gel.

Un dato de mencién hallado en las experiencias realizadas
mediante SDS-PAGE fue la necesidad de aplicar tratamiento tér-
mico a la mezcla antigénica mas tampén para mejorar la definicién
de las bandas. Segtin Laemmli'Z, este proceso seria ttil para defor-
mar las proteinas y que estas alcancen su estructura primaria.

Estudio de la respuesta inmunoldgica en ratas infectadas con L3
de Anisakis

La técnica SDS-PAGE ha puesto de manifiesto que las concen-
traciones de antigenos obtenidas entre 1,8 y 0,66 p.g/jLl producen
resultados casi idénticos, detectindose una reaccién inmunolégica
positiva con los sueros de las ratas problemas. En lo que se refiere
al tiempo transcurrido entre las infecciones de los animales, hay
que indicar que con el suero de todas ellas aparecieron bandas mas
intensas después de la segunda reinfeccion. Este resultado se apoya
en las investigaciones sobre la cinética de produccién de anticuer-
pos especificos frente a Anisakis en ratas infectadas oralmente??,
Iglesias et al.23 obtuvieron una amplificacién de la respuesta en IgM
e IgG1 tras las sucesivas inmunizaciones de ratones con antigenos
de ES de A. simplex.

Por otra parte, los sueros de las ratas, tanto infectadas como tras
la segunda reinfeccién, reconocieron una proteina soluble entre 19
y 24 kDa, por lo que podria tratarse del antigeno principal Ani s 1
especifico de Anisakis?324. Conviene resaltar las bandas encontra-
das de alrededor de 50 kDa en las ratas parasitadas; tales antigenos
se han reconocido después de la reinfeccién, como la mayoria de las
polipéptidos transferidos. Ademas, con los sueros de 4 de los anima-
les aparecieron bandas entre 50 y 140 kDa. Estos resultados estan
en consonancia con los de Akao et al.2>, quienes indican bandas
antigénicas con un PM entre 50 y 120 kDa en la anisakiosis gastrica
humana. En el caso de las bandas detectadas correspondientes a los
antigenos de bajo (14-18 kDa) y medio (30-50 kDa) PM, podrian ser
indicativas de una anisakiosis intestinal segin Dominguez-Ortega
et al.?5; sin embargo, Garcia et al.2’ asocian este patrén de bandas
de bajo y medio PM a individuos alérgicos al parasito. Tal observa-
cién podria evidenciar una respuesta IgE, que puede ser un primer
paso hacia una futura respuesta alérgicaZ. La heterogeneidad pre-
sente en las bandas de una de las ratas podria atribuirse, de acuerdo
con Kennedy et al.?8, a las diferencias genéticas entre los indivi-
duos, especificamente en la regién de clase 11 del complejo mayor
de histocompatibilidad.

Hay que tener en cuenta que la complejidad de los antigenos
parasitarios, y en concreto la ocurrencia de reacciones cruzadas
con otros miembros del infraorden Ascaridomorpha, condiciona la
fiabilidad, la sensibilidad y la especificidad de las técnicas?’ y, en
consecuencia, dificultan el diagnéstico inmunolégico. Sin embargo,
las ratas objeto de nuestras experiencias no se han infectado con
otros helmintos intestinales, como se ha comprobado durante y al
término del estudio; por tanto, tales proteinas reconocidas por la
IgE en el suero de los animales corresponderian a Anisakis tipo 1.

Asi se pone de manifiesto que inmunotransferenciala inmuno-
transferencia es una técnica til para detectar anticuerpos de tipo

IgE frente a proteinas de Anisakis. Es importante destacar que la
infeccion se llevé a cabo de manera experimental en ratas, por lo
que los resultados no pueden extrapolarse directamente a las res-
puestas alérgicas producidas en el hombre; sin embargo, Cho et al.?2
han demostrado que lainfeccién oral con L3 de Anisakis en estos ani-
males ejerce una reaccién inmunolégica con produccién regular de
anticuerpos. También se ha observado en ratones una sintomato-
logia alérgica, tanto con las larvas vivas como con los antigenos
procedentes del parasitoC.

Debido al alto nadmero de especies de peces parasitados que
forman parte de la dieta cotidiana humana, el contacto con los
antigenos de este parasito es muy elevado y, por tanto, el riesgo
de presentar una reaccién alérgica a tales proteinas esta presente
en nuestro entorno. Por otro lado, Iglesias et al.?> indican que los
roedores de laboratorio pueden ser un modelo ttil para el estudio
inmunolégico de A. simplex en el hombre.
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