<03

UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE  MEDICINA  VETERINARIA Y  ZOOTECNIA

\N\\'ERS\D:\DNACIONAL-D MEXicp

T

APLICACION DE LA PRUEBA MICRO ELISA EN LA
SERCEPIDEMIOLOGIA DE LA FASCIOLASIS BOVINA

T E S | §

GUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTIA |
R S E N T A

P E
VICTOR MANUEL TRUEBA COURET

ASESORES: M. V. Z. MANUEL RAMIREZ VALENZUELA
M. V. Z. ZEFERINO GARCIA VAZQUEZ
MEXICO, D. F. 1881

o




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



it
.1,
1i.1.a)
11.1.b)
ti.1.c)
1.2,
11.3.
b,
i1.4,a)
I1.4.b)

Vi,
Vil.

INDICE

RESUMEN, ceveeceacaceccessaccscecsasncsscsssascsse
INTRODUCCION. s iiieeeceeerecocaccscoccccconcace
MATERJAL Y METODOS v eevvsecncccocsnosonoscsnsss
Preparacion de AntigenO0S..ceeecescsncscscsnnsas
AntTgeno Al....ciceeetiecsoceeaoncasssnsscsanse
ANtigeno A2, . ...ceeeseacascossasacscssossnccsas
ANtTgeno A3...cceeceeconrscocsscsssaoascccosncsas
Obtencidn de SUEros TeStigO.e..c.esseseocncssns
Procedimiento de micro-ELISA. . ccecececsaccscnan
Areas Muestreadas...ceeccerecceccoccccccscsscas

Zona Temp]adaﬂ.i.....l.‘.'..l...'l.".l.....'...

Zona de TrdpiCO Hﬁmedoocooo.ooo-.-.o..o....‘t...

RESULTADOS' ® ® 0 @ O & P O & @ O 0 G eSO S s P SN O NN S 900 eSO e s
AntrgenOSo ® 98 8 & & 0 0 O O P &8 S OO C s SO O SO0 S e 0 s e s
Prueba micro-ELISA en Santa Marfa Rayén, Edo. -

de Méx...lD.‘....OO...l.'..“...O‘C......l.....

Prueba micro-ELISA en Hueytamalco, Puebla,,....

DISCUS|0N.....‘.‘.'....'O.‘.O.....00'..‘....‘..
CONCLUS‘ONESOOQOQO'.C.'.C........O.O..I‘.....O.

BIBLIOGRAFIA. . et eeeeecececcoscnssssanncnssne
APEND‘CEOOU.IODOOU00--o-.o--.o-ol‘.".o'-.'on..

Pag.
1

0O N N O 0 N

15
16

18
18

20
2L

27
34
35
L2




RESUMEN,

Este trabajp se realizé con el objeto de utilizar en un-

estudio seroepidemiolégico 1a prueba de micro-ELISA que emplea

una anti 1g-G bovina marcada con un enzima, para detectar anti

cuerpos en contra de Fasciola hepatica. La prueba micro-EL|SA~

fue realizada en el Centro Nacional de Parasitologia Animal, -

Fideicomiso Campafia Nacional contra la Garrapata y en el Depar
tamento de Medicina Preventiva, de la Facultad de Medicina Ve~
terinaria y Zootecnia de la U.N.A/M. Se elaboraron tres prepa-
raciones de antfgenos somdticos (Al, A2, A3) a partir de trema
todos adultos, obtenidos de hfgados decomisados en el rastro -
de Ferrerfa. Las concentraciones Sptimas de proteinas de los -
antigenos para estandarizar la prueba micro-ELISA fueron para-
A1, 7.5 nanogramos / 0,5 mi; para A2, 12,5 nanogramos / 0.5 ml
y para A3, 34,3 nanogramos / 0.5 ml., En el estudio seroepide--
mioldgico se usé el antfgenc Al. Se estudiaron 38 sueros de -
bovinos procedentes de una zona templada en Santa MarTia Rayén,
Edo., de México. Ademds se usaron 88 sueros de una zona tropi--
cal hidmeda, en Hueytamalco, Puebla, En el estudio seroepidemio
I6gico de los bovinos de la zona templada, el 94,7% de los ani

males muestreados presentaron anticuerpos contra Fasciola hepa

tica, mientras que en la zona de trépico hdmedo, fue del 18,18%




I. INTRODUCCION,

La Fasciplasis es una enfermedad parasitaria importante -
va que afecta a los bovinos, ovinos y caprinos, ocasionando ~--
pérdidas econémicas, como la baja en la produccién l13&ctea, de-
ficiencia en la conversi6n del alimento, predisposicién a enfer
medades bacterianas, decomiso de hfgados afectados en los ras-

tros y en ocasiones, la muerte del animal (4 ).

En el frigorffico de Villahermosa, Tabasco, se encontré -
un 75% de higados afectados por Fasciolasis bovina ( 2 ). En
un estudio comprendido en el perfodo de 1965-1968, se encontré
que el decomiso en el rastro de Ferrerfa, fué de un total de -
52,404 hTgados, con un equivalente de 439,429 kg, E1 48.7% del
ganado afectado procedTa de los estados de Tabasco y Chiapas vy
las pérdidas correspondieron a $ 760,251, calculado con un pre
cio de § 1.75 por kilogramo de visceras, segin lo sefialado en-

ese afio por la Secretarfa de Industria y Comercio ( (8 )..

Otros trabajos en México citen una infeccién de 89,3% por

Fasciola hepatica en ganado bovino en pastoreo y de 70.1% en -

el ganado estabulado en los Valles de Morelia y Querétaro -
( 32 ). En el estado de Hidalgo, Municipio de Tulancingo, se-
detectd una infeccién de 74.8% ( 14 ), en el estado de Jalig-
co, en los Municipios de Atoyac y Amacueca, de 35.7% y b 1% -
respectivamente ( 41 ). En inspecciones macroscépicas de hfga-
dos en rastros de diferentes estados de la Repdblica, se encon

traron solamente dos local idades 1 ibres de ésta parasitosis, =
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Saltillo, Coahuila y Mérida, Yucatdn ( 29 ).

El1 diagnéstico de la Fasciolasis _in vivo, se realiza ba-
sicamente con exdmenes clinicos y pruebas de laboratorio, co-

mo lo son las técnicas coproparasitoscdpicas e inmunolégicas.

La técnica cualitativa mas empleada para el diagnéstico-
de Fasciolasis es la que se realiza por medio de la deteccidn
de huevecillos en las heces fecales, conocida como prueba de-
sedimentacién, Sin embargo es inexacta, debido a 1a actividad
biol6gica del trematodo, la cual se manifiesta por una dismi=-
nucién del nudmero de huevecillos en las heces fecales despué€s
de la semana 30 de infestado el bovino. Por lo tanto los re--
sultados coproparasitoscépicos, estardn condicionados al tiem
po de infestacién y a la actividad biolégica del parésito

( 10 ).

Entre las pruebas inmunolégicas utilizadas para el diag-
néstico de la Fasciolasis, se cita a la prueba de intradermo-
rreaccién ( 17 ), que detecta la hipersensibilidad retarda--
da. Consecuentemente, proporciona informacién sobre la inmuni
dad celular en contra del pardsito. Las pruebas de tipo sero-
16gico que han sido empleadas para detectar anticuerpos espe-

cificos contra Fasciola hepatica son: fijacién de complemento

( 19 ), inmunofluorescencia ( 24 ), contra-inmunoelectrofo-
resis ( 22 ), precipitacién en gel ( 25 ), hemoaglutinacién
( 25 ) e inmunoensayo en capa delgada ( 25 ), utilizédndose-

algunas de éstas no solo con fines diagnésticos sino también,




en estudios seroepidemiolégicos,

Recientemente se ha puesto especial atencién a marcado--
res enzimdticos conjugados a antfgenos o anticuerpos, Algunos-
inves tigadores, siguiendo la técnica descrita por Engvall y --
Perimann ( 13 ), han adoptado 1a prueba denominada "Prueba de-

I nmuno-Adsorcién con enzima conjugada (ELISA)"*( 43 ),

Las ventajas de la prueba ELISA han influenciado a los -
investigadores para su adaptacién al estudio de diferentes en-
fermedades, ya que es facil de realizar, sensible,especifica y
se pueden procesar un buen ndmero de muestras en forma ré&pida.
Ademds, no necesita equipo'sofisticaéo y se ﬁuede adaptar a --
condiciones de campo. Los reactivos son estables por largos --

periédos de tiempo ( 6, 33, L2, 43 ),

La prueba ELISA presenta aplicaciones, no solo en el -~
campo de la investigacién ( 26 ), y diagn6stico, sino también,
en estudios seroepidemiolégicos { 4L ), La prueba ELISA ha si-~
do empleada en endocrinologla, hematologia, inmunologfa, asl -
como para el diagnéstico de enfermedades bacterianas, virales~

y parasitarias ( 43 ).

Con relacién a las enfermedades parasitarias, la prueba-
ha sido empleada en el diagndstico de Malaria ( 37 ) Amibiasis
y Schistosomiasis ( 11 ) Onchosercosis ( 43 ) Toxoplasmosis ==
( 30 ) Hidatidosis, Tripanosomiasis ( 1 ) Triquinelosis ( 35 )

Babesiosis ( 33 ) y Fasciolasis ( 6 ).

* ELISA son las siglas del nombre de la prueba en inglés, =--
"Enzyme L inked Immunosorbent Assay'.
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El principio basico del método indirecto de la prueba --
ELISA es que un antlgeno se adsorba a una superficie, pudiendo
ser esta de diferentes materiales. Una dilucién del suero pro-
blema es agregada. y si contiene anticuerpos especificos, se -
unirdn al antfgeno, form&ndose un complejo antfgeno-anticuerpo.
Al agregar el conjugado marcado (anti-anticuerpo especie espe-
cffico, con la enzima conjugada) se va a unir al complejo antf
geno-anticuerpo, al cual se le agrega un sustrato para activar
la enzima, produciendo un cambio de coloracién. Se agrega una-
solucién para detener la reaccién. El color final, es directa-
mente proporcional a la concentracidén de anticuerpo desconoci-
do. El resultado puede ser leido directamente por observacién-
visual o con la utilizaci6én de un espectrofotémetro, para me--

dir 1a densidad &6ptica de la reaccidén ( 6, 33, 42, L3 ),

Los objetivos del presente érabajo son el emplear el mé-
todo indirecto de la prueba micro-ELISA para el diagnéstico de
la Fasciolasis bovina y analizar la aplicacién de ésta prueba-
en un estudio seroepidemiolégico de Fasciolasis bovina, tanto-

de una zona templada como de una zona tropical hdmeda.
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I, MATERIAL Y METODOS,

El presepte trabajo se realiz6é en el Departamento de Pa-
rasitologfa del Centro Nacional de Parasitologfa Animal ( C.
N.P.A,) del Fideicomiso Campafia Nacional contra la Garrapata,
S.A.R,H,, ubicado en el Rancho Pachita, Delegacién Contreras,
D.F. ¥ en el laboratorio de Epidemiologia del Departamento de
Medicina Preventiva de la Facultad de Medicina Veterinaria y-

Zootecnia,U.N.AM,

1t. 1. Preparaci6n de Antfgenos.

Como una fase inicial de éste trabajo se obtuvieron tres

antigenos somdticos de Fasciola hepatica adul ta decomisados -

de higados afectados en el rastro de Ferrerfia, por medio de -

técnicas diferentes:

11, 1, a) Antfgeno A1 ( 6 ).

Los trematodos adultos fueron lavados con solucién sali-
na fisiolééica (ssf) y posteriormente con agua destilada. Se-
congelaron. Se secaron con papel filtro y fueron molidos en -
un mortero, hasta obtenerse un polvo fino, En 25 ml de solu--
cién amortiguadora (pbs) * (pH 6.8), se disolvieron 0.5 g del
polvo, agitdndose en un rotor magnético por 30 minutos. La --
preparacién se mantuvo a 4 C, durante 12 hs. Posteriormente,-
se centrifugé a 5,000 revoluciones por minuto (rpm) durante -

45 minutos.

E1 sobrenadante se usé como antfgeno, el cual se congelé

¥ pbs, son las siglas en Inglés para el Phosphate buffer sa

line.
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a -4 C hasta el momento de empleo.
il. 1. b) Antfgeno A2 ( 31 ).

Los pardsitos adultos fueron lavados en una solucién de -
cloruro de sodio a 0.15 M y se congelé a -4 C por 24 hs., Des--
pués se descongelaron a temperatura ambiente y se procedié a-

homogenizarse empleando un mortero de tejidos Ten Broeck,

E1 homogenizado se mantiivo a b C por 24 hs, Las partfcu--
las grandes fueron sedimen tadas por 10 minutos = 5,700 rpm a -
L C, El.sobrenadante se centrifugé a 35,000 rpm ( 56,500 grave
dades ) por 45 minutos a 4 C y se obtuvieron 3 capas en el tu-
bo. E1 sedimento compuesto por partfculas finas, la capa media
que fue usada como antfgeno y la capa superficial que probable

mente sea de origen lipfdico., E1 antfgeno se congelé a -4 C --

hasta su empleo,
it. 1. c) Antfgeno A3 ( 25 ).

Las Fasciolas adultas se lavaron con ssf hasta que el so-=-
brenadante se observé claro, Se realizé un nuevo lavado con ==

agua destilada. Se congelaron a -4 C y se liofilizaron.

E1 liofilizado se molié en un mortero en bafio de hielo., El
polvo obtenido se desengrasé con acetona frfa y se mantuvo 10 -
minutos en el congelador, Se lavé posteriormente con acetona a
temperatura ambiente. E1 Gltimo lavado se hizo en caja de Petri
con papel filtro en el fondo, dejédndose evaporar la acetona a -

temperatura ambiente. Se pesaron 2 g del polvo y se suspendie--




- 8 -

ron en 20 ml de pbs (pH 6.8).

Posteriormente, se dejé la suspensién en agitacién lenta
con un rotor magnético por 12 hs, a temperatura ambiente y se
centrifugé a 3,000 rpm durante 15 minutos el sobrenadante se-
filtré con papel filtro (Whatman |), congeldndose a -4 C has-

ta su empleo.

La concentracién apropiada de cada preparacién antigéni-
ca se determiné por titulacién en placa, usdndose diferentes-
diluciones para establecer la concentracidn Sptima y se les -

determiné la cantidad de protefna, por el método de Lowry -~
( 28 ).

it., 2, Obtencidn de Sueros Testigo.

Los sueros testigo se obtuvieron de animales positivos y
negativos a Fasciolasis por el método coproparasitoscépico de
sedimentaci6n y por la‘'prueba de Inmunodifusién doble de Ouch

terlony.
11. 3. Procedimiento de micro-ELISA.

Se colocaron 50 microlitros de Tas diferentes diluciones
de antfgenos a las diluc}ones S6ptimas disueltas en amortigua-
dor carbonato-bicarbonato (pH 9.5)*, en cada una de las 96 =~
cavidades de la microplaca de poliestireno**, dejandose duran
te 12 hs a 4 C para que se adsorha el antigeno a las paredes

de los pozos de la microplaca.

* Ver apéndice.
** Dynatech inc. Co, plato # M 129 A, Alexandria, Yirginia.




Al dfa siguiente se lavaron las microplacas 3 veces con-

solucién de lavado, ssf, conteniendo 0.5% de Tween 20.

Se colocé en cada serie de 8 cavidades 50 microlitros de
las diluciones dobles seriadas de cada suero problema, ini---
cidndose con la concentracién de 1:25 y terminando con la di-
lucién 1:3200, dilufdos en amortiguador Tris, con albdmina -
sérica para reducir efectos no especificos ( 9 ), y se incu-

b6 a 37 C por una hora.

Nuevamente, se lavaron las cavidades 3 veces como previa

mente se menciond,

Se colocaron 50 microlitros de conjugado anti~-inmunoglo-
bulina 1g9G bovina* proveniente de una casa comercial, empledn
dose una dilucién 1:500 ( 21 ) disuelta en amortiguador Tris.
Se colocS en las cavidades de la microplaca y se incubé a 37-

C por una hora.

Se lavé 3 veces la microplaca, de 1la misma manera antes-

c itada.

Se deposité en cada cavidad 100 microlitros de la solu--

cién sustrato (ABTS**) y se incub6é a 37 C por 10 a 15 minutos.

Para detener la reacci6n, se agregaron 100 microlitros -

de la solucién de paro.

Se practicé la lectura por el cambio inmediato de colora

cién. E1 color del punto final de la dilucién del suero pro--

* Capel Laboratories.
** Sigma Chemical Co., St., Louis Mo,
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blema, se comparé con la coloracién de l1os sueros testigos po-

sitivo y negativo.

En todas las placas se tuvieron 4 columnas de cavidades -
para el sustrato testigo (CS), en el cual se omite el paso de-
la adicién del conjugado; el conjugado testigo (CC), en el ==
cual se omite la adicién del suero problema para verificar los
cambios de la coloracién de 1a solucién de sustrato.i o la ad--
sorcién inespecfifica del conjugado. Asimismo se dejaron 2 co--
lumnas con los sueros testigo positivo (+) y negativo (-) para

comparar la reaccién completa.




Fotograffa 1., Adicién del antigeno.




&

Fotografia

Fotografia

3.

b,

- 12 =

Se agrega el

PO EEN L AT N

Lavado,

susro problema.

%

#

%




Fotograffa 5. Se agrega una anti-inmunoglobulina | g G bovina.

Fotograffa 6. Solucién usada como sustrato,




Ll

Fotografifa 7. Solucién de paro.

Fotografia 8. Se realiza la lectura, comparando los testigos
con el suero problema. En la columna 7, como --
ejemplo, la titulacién es 1:1600,




1t., 4, Areas Muestreadas,

i11. 4, a) Zona templada:

El Municipio de Santa Marfa Rayén, Edo, de Méx,, donde -
se obtuvieron las muestras, se encuentra en una latitud norte
de 99°27' y 19°11!' de longitud oeste, a 2,630 m de altitud, -
con precipitacién pluvial anual media de 1,035.5 mm, tempera-
tura de 18,3 C y de 13.3 C en el mes mas caluroso (junio) y -
el mas frfo (enero) respectivamente y con un promedio anual -

de 16.3 C, EI fipo de suelo es arcilloso,

En los meses de septiembre y octubre de 1980 se tomaron-
muestras de sangre y heces fecales de 38 bovinos de diferen--
tes propietarios. El ganado era de tipo lechero de la raza --
Holstein Friesian y cruzas de ésta, con edades comprendidas -
entre 1 y 11 afos. Los animales pastoreaban por las mafianas -
en el potrero comunal de la poblacién el que presenta un ca--
nal de agua que corre ientamente, circundando al potrero y a=-
los caminos que llevan a éste y que se conecta con aguas de -
otras poblaciones. El pasto no era muy abundante y el terreno
se encontraba fangoso. Los propietarios no llevan a cabo pro-
gramas de medicina preventiva y no cuentan con asistencia téc

nica,

Los sueros se examinaron por el método indirecto de mi--
cro-EL1SA, utilizdndose el antfgeno 1 (Al) para la titulacién

de anticuerpos contra Fasciola hepatica; las heces fueron es-

tudiadas por la técnica de sedimentacidn,
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i11.4.b) Zona de trépico himedo,

En el Municipio de Hueytamalco, Puebla, a una altura de=-
350 m sobre el nivel del mar se localiza el Rancho La Carolina,
de propiedad privada, a 97 °27' de latitud norte y 19°57' de --
longitud oeste, con una precipitaci6n pluvial media de 3,500 -
mm y temperatura media de 21.4 C, siendo la mas alta en el mes
de junio de 25.4 C y 1a mas baja en enero de 16.8 C. El tipo -
de suelo es arcilloso pesado con diverso contenido en sales --

siendo rico en elementos como el calcio.

En este rancho, constantemente se hacen estudios copropa
rasitoscépicos (cps) para determinar la parasitosis del gana--
do; en cuanto al control de 1a Fasciolasis, practican la despa
rasitacion del hato a la presencia de un solo animal positivo-
al examen cps. Asimismo, cada mes practican el bafio garrapati-
cida, pesaje, vacunaciones correspondientes de acuerdo a la --
época y a lo determinado por su programa de medicina preventi-

va o por los registros 1levados mediante tarjetas,

En el mes de diciembre de 1980 se tomaron muestras de --
sangre de 88 bovinos tomados al azar en dos potreros. El prims
ro, con 55 novillos de engorda de 365 kg de peso promedio al -
momento de tomar la muestra, siendo animales cruzas de Charo--
lais, Simmental, Pardo Suizo y Cebd, con edades que fluctuaban

entre 18 y 22 meses, Se tom6 muestras de excremento para hacer

una mezcla de 10 excrementos,

E1 otro potrero, con 33 vacas cebid de 3 a 7 afos de edad




de 550 kg de peso aproximados, en buen estado nutricional., Se =~
tomaron varias muestras de excremento y se hizo una mezcla de =~

10 casos tomados al azar.




18 -

i11. RESULTADOS.

Iti., 1. Antigenos.

Los resultados de las diluciones de los 3 antigenos somdti

cos obtenidos de Fasciola hepatica y sus concentraciones &pti-

mas de proteina, se indican en el cuadro 1. A partir de estos=
resul tados se decidi6 utilizar el antigeno Al para la realiza-
cién de la prueba micro-ELISA para los estudios seroepidemiold

gicos de las dreas muestreadas.




Cuadro 1. Tfltulo y concentracidn proteica de los antTgenos

"de Fasciola hepatica.

Titulo correspondiente Concentracidén de
AntTgeno No. a la dilucién, prote fna
( ng/0.5 ml )

Al 1:150 7.5
A2 1:800 - 12,5
A3 1:800 34,3

ng = nanogramos

VMTC
Vi11/80




111, 2. Prueba micro-ELISA en Santa Marfa Rayén, Edo., de Méx,.

En el cuadro 2, se pueden observar los resultados en tér-
minos de tTtulo de micro-ELISA y la técnica de sedimentacién -

en cada uno de los 38 animales en estudio. Se indica también -

su edad y sexo,

De los 38 bovinos, 36 animales (94.7%) fueron positivos a
micro~ELISA y 2 fueron negativos. Los resultados del examen --
coproparas itoscépico practicado en los mismos bovinos, mostra-
ron que 17 de 38 fueron positivos (44.73%), en tanto que 21 -

(55.25%) fueron negativos.

En el resultado del tftulo de anticuerpo por micro-ELISA,
se puede notar que 24 de los 38 animales (83.32%) tuvieron tf-
tulos de 1:400 o menores lo cual indica una parasitosis alta,
Esto es de esperarse dada las bajas condiciones sanitarias de-
la zona. Es interesante hacer notar que los 6 animales restan=~
tes positivos a micro-ELISA y a tTtulos mayores de 1:400  ---
(cuadro 3) también 1o fueron a la técnica de sedimentacién, ==
coincidiendo ambos resultados en una inminente presencia del -
trematodo, manifiesta clinicamente en la pobre condicién del -

ganado y su baja produccién,
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Cuadro 2. Resultados de la prueba micro-ELISA y de los exdme-

nes cps en los bovinos de Santa MarTa Rayén,

No Edad Tltulo - Sedimenta
indiv, Sexo (Afios) micro-ELISA cidén.”
1 h L 1:200 +
2 h 5 1:400 -
3 o h o 8 {1563 N +
*ﬂzi h 2 1:100 -
5 h 2 1:200 -
6 h 9 1:50 -
7 h 8 1:400 +
8 h L 1:400 -
9 m 1 1:1600 +
10 h 8 1:400 -
11 h 2 1:100 -
12 h 11 1:100 -
13 h 6 1:1600 +
14 h 2 1:200 -
15 h 6 1:200 +
16 h 3 _ -
17 h 2 1:50 -
18 h 11 1:50 -
19 h L 1:200 -
20 h 7 1:200 -
21 h 7 1:100 -
22 h L 1:100 +

¢ s Berane ima
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Cuadro 2. continua,
No Edad Titulo - Sedimenta--
indiv. Sexo (Afos) micro-ELISA cion.

23 h 6 1:400 +

24 m 1 1:800 +

25 m 1 1:3200 +

26 h 3 1:3200 +

27 h 2 1:100 +

28 h L 1:100 +

29 h 7 _ -

30 h 5 1:50 +

21 h 6 i:100 -

32 h L 1:100 -

33 h 7 1:100 -
34 h 2 1:50 -

35 h 1 1:200 +

36 m 6 1:50 -

37 6 1:400 +

38 h 6 1:50 -

VMTC

X / 80,




- 23 -

Cuadro 3, Titulacién del total de bovinos positivos a micro-

ELISA de Santa Marfa Rayébn.

TITULOS | 1:50 }1:100 | 1:200 ] 1:400 1:800 1:1600 1:3200

BOVINOS 7 9 8 6 2 2 2
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itl, 3. Prueba micro-ELISA en Hueytamalco, Puebla.

En el cuadro 4, se pueden observar los resultados en los-

sueros y materia fecal en los bovinos del Rancho La Carolina.

De los 88 animales 16 (18,18%) fueron positivos a la prue
ba de micro-ELISA y 72 fueron negativos. Con respecto a los --
exdmenes coproparasitoscSpicos practicados en los bovinos de -

esta zona se obtuvieron resultados negativos,

E1 resultado de 1la tifhlacién de anticuerpos en los bovi=
nos en la zona de Hueytamalco, di6 titulaciones mas bajas de =~
1:400, siendo solamente 4 novillos problema del total de posi=-
tivos, 2 con tftulo de 1:50 de los 8 totales a esa dilucién vy
2 de 1:100 de los 5 animales correspondientes a esta dilucién,
Los otros bovinos positivos que faltan para completar el total
(cuadro 5) fueron vacas y sus tftulos de 1 ; 200 para dos de -
ellas y un solo animal con 1:400, estos bovinos corresponden =
a animales mayores de edad y su permanencia en el hato podrla-

indicar la presencia de un caso crénico a Fasciolasis.
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Cuadro 4, Resultados de la prueba micro-ELISA y de los -=
exdmenes coproparasitoscépicos de los bovinos -

procedentes de Hueytamalco, Puebla,

Grupo - No. de micro - ELISA Sedimen~-
(edad- Animales Positivos[Negativos tacién,

meses) # + % # - %

Novillos

(18-22) 55 L L, 54 51 | 57.95| Negativo
Vacas

(36-8L4) 33 12 |13.63 21 | 23.86| Negativo
Total 88 16 18.18 72 | 81.81] Negativo

VMTC

X11/80




Cuadro 5, Titulacién del total de novillos y vacas positivos a

micro-ELISA en Hueytamalco.

TITULOS 1:50 | 1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:800 | 1:1600{ 1:3200
NOVILLCS 2 2 0 0 0 0 0
VACAS 6 3 2 1 0 0 0
TOTAL 8 5 2 1 0 0 0
VMTC

X11/80,
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1V, DISCUSION,

Las tres preparaciones de antfgeno a las diluciones indi-
cadas en la fitulacién, dieron una reaccidén similar a la prue-
ba micro-ELISA, Aunque la concentracidén de protefna fue mayor-
en los antfgenos A2 y A3 en comparacién con Al, por la facili-
dad de realizacién se considerS emplear el antfigeno Al en la -
real izaci6n de las pruebas; por otra parte, es dificil compa=--
rar la actlividad de antigenos parasitarios empleados en prue--
bas inmunol&gicas ya que efi: comportamiento de los anticuerpos-
a los determinantes antigénicos puede variar con antigenos di-

ferentes ( 23 ).

La naturaleza y fuente de los antigenos empleados contri-
buye significativamente a la especificidad y a la sensibilidad
de las pruebas inmunolégicas ( 8 ). Sin embargo, hay una gran-
dificultad de obtener antigenos purificados y especfificos para
ciertas enfermedades, especialmente las parasitarias produci--
das por helmintos. Esto se debe a que el mosaico antigénico es
complejo y variable, ya sea por las estructuras del pardsito --
como por los productos de su metabolismo ( 16, 4O ), Por lo --
tanto existe una gran cantidad de antlgenos posibles en los --
helmintos, para tener una prueba inmunol&gica exacta en la de-
terminacién diagnéstica. Burden y col. (1979) emplearon dife--
rentes antfigenos con la prueba de ELISA, incluyendo los obteni
dos de trematodos inmaduros y adultos, huevecillos de estos y-
productos del metabolismo. Estos autores encontraron resulta--

dos similares con las diferentes preparaciones antigénicas y -
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comprobaron, en animales libres del pardsito que alguno de los
componentes del antfgeno crudo en la prueba de ELISA reacciona
ban inespecificamente ( 7 ). Por esta razén se consideré a la-
reaccién 1:25 como negativa, a semejanza con otros trabajos en

pardsitos como son Toxoplasma gondiily Triquinella spiralis ==

( 30, 35 ).

La sensibilidad y especificidad de todas las pruebas dise
fliadas para detectar anticuerpos especfficos se debe a la canti

dad y calidad de los antfgéhos (1),

La prueba micro-ELISA presenta una alta sensibilidad y --
especificidad ( 34, 36, 45 ); sin embargo, el empleo de canti-
dad insuficiente de antfgeno para adsorverse puede.dar res==-
puestas falsas positivas; asimismo, las preparaciones crudas -
aumentan la posibilidad de reacciones cruzadas, didndonos falsos

positivos e influyendo en la sensibilidad de 1a prueba ( 1 ).

La prueba se realiz6 en 1a microplaca de poliestireno se-
gln 1o sugiere Ruitemberg y col ( 35 ) y Bullock y col ( 5 ) -
como la mas adecuada para la adsorcién del antfgeno, E1 sustra
to ABTS empleado en la prueba, es considerado por Saunders
( 36 ) como el mas sensible y estable, que se puede adquirir -
comercialmente, en su forma pura. Este sustrato da un cambio -
de color a la reaccién antfgeno-anticuerpo-conjugado ( 43 ) de
terminado por un punto final colorimétrico que es leido vi-=--
sualmente. Cuando no se cuenta con un aparato espectrofotomé--

trico especial para micro-ELISA, dicha medicién, aunque adecua
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da ( 45 ) estd sujeta a la tendencia del observador. La lectura
correcta es la dada por un espectrofotdmetro donde se cuantifi-
ca numer icamente, dando rangos de distribucién para determinar-
el suero positivo y el suero negativo ( 20 ); es decir, determi
nar el grado de absorbancia para el suero positivo y negativo =
( 36 ). Los tiempos de incubacién empleados correspondieron a =
los sefialados por Hillyer y col ( 21 ) y Bidwell y col ( 3 ) en

tre otros.

Se eligieron, para la obtencién de las muestras de sueros,
la zona templada de Santa Marfa Raydn, Edo, de Méx. y la zona -
tropical hdmeda de Hueytamalco, Puebla. Ambas tienen caracteris
ticas apropiadas para el desarrollo del huésped intermediario -

de Fasciola hepatica, particularmente un gasterdpodo pulmonado-

del género Lymnaea, que necesita un rango de temperatura de 9 a

27 C y un habitat humedo,

En México ( 39 ) han sido encontrados L. bulimoides: en --

Hidalgo; L. humilis en Hidalgo, Puebla, Durango y Sonora; L. cu
bensis, en Hidalgo, Puebla, Veracruz y Edo. de Méx.; L. obrussa
en Durango; L, columella, en Puebla, y L. attenuata, presente -

en casi toda la Repablica.

En la zona templada de Santa MarfTa Raydn el manejo del ga-
nado es deficiente y la mala condicién de los animales, se re--
fleja en la baja produccidén de leche y de ganancia de peso, Se-

encontré un total de 36 animales positivos ( 94.7% ) de 38 ==

muestreados con la prueba de micro-ELISA, En los exdmenes cps =




- 30 -

practicados en cada uno de los mismos animales, solo 17 (44.73%)
fueron positivos. En la otra zona muestreaaa, en Hueytamalco, ==
Puebla, se encontré de un total de 88 animales a 16 positivos ==
( 18,18% ) usando micro-ELISA siendo negativa en los mismos ani-~
males las pruebas cps a Fasciolasis. Los animales en esta zona -
estdn sujetos a un manejo adecuado y se encontraron en condicio-
nes satisfactorias, Los conocimigntos de las personas encargadas
hacen posible controlar la Fasciolasis, la cual estuvo presente-
en el afio de 1379, a partir. de entonces realizan desparasitacién
de todo el hato, a la presencia de un solo animal positivo al --
cps, evitando con esta medida la aceleracidn del ciclo parasita-
rio, interrumpiendo la diseminacidén de huevecillos y eliminando-
el trematodo de los animales preservando su potencial econémico-
( 2 ). E1l rancho estudiado no es representativo de la zona, don-
de la mayorfTa de las explotaciones tienen caracteristicas sanita

rias deficientes y donde el problema de la Fasciolasis puede ser

grave,

El estudio coproparasitoscédpico no resulta tan especffico -
como la técnica de micro-ELISA, debido a la intermitencia de la-
postura de huevecillos de Fasciola y la expulsién de eilos por -
las contracciones de la vesicula biliar, Aunque la inmunidad hu-
moral no es determinante en la resistencia al pardsito la presen
cia de anticuerpos es de gran utilidad al diagnéstico, Los bovi-
nos son mas resistentes que otros animales a una infestacién por

Fasciola hepatica debido a la distribucién y cantidad de tejido-

conjuntivo en el parenquima hepatico, aunque la susceptibilidad-

es variable ( 38 ). La susceptibilidad es menor a medida que las
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reinfestaciones se sucedan, expulsdndose los trematodos entre-
los 3 y 9 meses después de la infestacién sobreviviendo unos =
cuantos por peridédo mas largo. El rechazo aparente es debido a
la reaccién epitelial de los conductos biliares con infiltra--
cién fibrosa y calcdrea, que impide la nutricién de los parédsi
tos. En el caso de formas inmaduras, existe cierta inmunidad =
contra la reinfestacién en las 12 semanas posteriores a la pri
mera infeccidén, siendo destrﬁidas en el parénquima hepatico.-=-
La metacercaria penetra a 1a luz del intestino y a la cédpsuia-
del hlgado,. gracias a secreciones enzimdticas que son inmunogé
nicas; en animales sometidos a reinfestacién estas formas inma

duras no logran penetrar al hfgado ( 2 ).

Se indica la evidencia de anticuerpos especificos a Fascio
1a hepatica consecutivos a la infestacién y un incremento en =--
las globulinas séricas, al llegar el trematodo al hfgado ( 8 )
Se considera que la ausencia de huevecillos en las heces no in-
dica que el animal no esté€ parasitado ( 2 ); es decir, la pre--
sencia de falsos negativos demostrado en la diferencia de pore--
centajes en cuanto a la presencia de anticuerpos y de hueveci--

11
il

us en heces, hace estimar que la prueba micro~-ELISA tiene una

especificidad conveniente,

En el caso de pruebas serolégicas, la interpretacién de --
las titulaciones alta; es debida a la infestacién existente, a-
la sensibilidad de la prueba y al uso de antfigenos crudos (27);
las titulaciones bajas son debidas a infestaciones rec{entes o~

a casos crénicos y las medias son causadas por casos en regre--
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sién o en desarrollo; ademds, pueden influir en los resultados

de la prueba, factores relacionados con el operador.

Las titulaciones altas se encontraron en los animales pro
cedentes del Municipio de Santa MarTa Rayén que mostraron visi
ble retraso en el crecimiento y positividad al cps. Asimismo -
se observaron diferencias en los animales de acuerdo a las eda
des, Estas diferencias no pueden ser analizadas debido a que -
el nidmero de animales estudiados a las diferentes edades no -~
fueron uniformes. Es imporfénte mencionar que se pretendfla es-
tudiar la prueba de micro-ELISA y que la planeacién de traba--
jos epidemiolégicos requiere de un apoyo muestral estadfsticos
Los dos animales negativos a micro-ELISA también lo fueron al-

examen cps y fueron bovinos recientemente introducidos en el -

potrero,

En Hueytamalco, & novillos de los 55 muestreados fueron -
positivos a la prueba micro-ELISA, aunque a tfTtulos bajos, Es-
tos animales tuvieron un peso al nacer y al destete inferior -
al promedio del hato lo cual puede indicarnos un menor desarro
1lo y por lo tanto una mayor susceptibilidad., Las madres de -=-

estos novillos habTan sido desechadas dei hato por baja pro--

duccién,

El tTtulo mayor en esta zona fue en una vaca, 1o cual pue
de indicar que su permanencia en el hato, le hace parecer como
un caso crénico, En general los tftulos que se obtuvieron en -
Hueytamalco son bajos, probablemente debido al estado de regre

si6n del sistema inmunocompetente después de la infestacién de
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1979. Ademds, el cps fue negativo en contra de lo que se pudie
ra esperar en la zona., De aqufl se infiere que la parasitosis -
fue eliminada debido a las medidas de control por su programa-

de medicina preventiva.

En los animales de la zona templada, los tftulos fueron -
altos probablemente debido a la continua exposicién al parédsi-
to, propiciada por deficiencias técnicas, culturaies y econémi

cas, que no permiten el control 'de la Fasciolasis,

Es necesario, para dar mayor confiabilidad a los resulta-
dos de los estudios seroepidemiolSgicos, un programa de mues--
treo de los mismos animales en las diferentes épocas del aifio,-
debido a que la influencia de diversos factores sobre el paré-
sito y el huésped hacen variar su interrelacién. Experimentos-
controlados de infestacién en animales sanos pueden indicar -=-
con mayor exactitud los tfTtulos a considerarse como pos it ivos=-
y las curvas de reduccién de tftulos en animales curados. Asi-
mismo, es necesario determinar con precisién la sensibilidad y
especificidad de esta prueba de seleccién, siguiendo los anima
les tanto positivos como negativos hasta el rastro, para cone-

firmar la deteccién o no, con el examen post-mortem. Esto per=-

mitiria conocer mejor la historia natural de la enfermedad en-
estas zonas y determinar, las medidas de prevencién y control=-

a cumplirse,




- 34 -

V. CONCLUSIONES.

1.

La prueba micro-ELISA fue satisfactoria para detectar la -

presencia de anticuerpos contra Fasciola hepatica.

La prueba presenta ventajas como su facil realizacién cuan
do se cuenta con el material adecuado. Los reactivos son -
estables por largo fiempo, pudiendose adaptar para manejar
un gran numero de muestras en forma rdpida por automatiza-

cién y usc de algunos aparatos.

Su uso en México puede dedicarse.no solo al diagndstico e=-
investigacién, sino también, como herramienta para estu---
dios epidemiolSgicos en diferentes regiones de la Reputbli-

ca Mexicana, También podrfa utilizarse para otras enferme-

dades,

En la comparacidén de los dos lugares estudiados, el factor
determinante para la presencia de Fasciolasis en bovinos,-

fue el programa sanitario o de medicina preventiva llevado

a cabo,
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Vil. Apéndice,

Preparacién de reactivos de ELISA,

Amor tiguador carbonato-bicarbonato, pH 9.5

1.

Preparar 0.1 M solucién base de carbonato de sodio  ===a=-

(Na2C03) pH 11,2 como sigue:

a) Agregar 10.6 gramos de Na,C0, a un matraz,

3

b) Decantar a un litro de agua destilada.

Preparar 0,1 M de la solucién base de bicarbonato de sodio

(NaHCO3) pH 8.1 como sigue:

a) Agregar 8.4 gramos de NaHCO; a un matraz.

b) Decantar a un litro de agué destilada.

Agregar 13 partes de la solucién base 0.1 M de N32003 y ==
4O partes de la solucidn base 0.1 M de NaHCOj; diluirse -~

1:10 en agua destilada.

Amortiguador Tris.

1.

Solubilizar los siguientes reactivos en 850 ml de agua des

tilada con un rotor magnético,

8.7 gramos Na cl - cloruro de sodio
0.372 gramos EDTA -- etilen-diamino-tetracético~di sédico,
6,05 gramos Tris base -- hidroxi-metil-amino-metano.

0.2 gramos deazida de sodio -~

Ajustar a pH 7.4 con &cido clorhfdrico concentrado, 1levar
se a un litro de agua destilada. Cuidadosamente llene la--
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superficie con 1 gramo de albumina sérica bovina y dejelo -
inmévil por 15 minutos. Disuélvase lentamente en un rotor -

magnético. Agregue finalmente 0,5 ml de tween 20,

Solucién de lavado.

Disuelva 8,5 gramos de cloruro de sodio (NaC1) a 1 litro de

agua destilada y agregue 0,5 ml de tween 20,

Sustrato,

1. ABTS 40 nM 2,2'-azino-di(4cido 3-etil-bentiazalin-sulfénico)

solucién base:

a) Agregue 274.4 mg de ABTS en un matraz.
b) Decantar a 12,5 ml de agua destilada.

c) Almacenarse a 4 C (pH aproximado de 6),

0.5 M de Peréxido de Hidrégeno (HZOZ) solucién base:
a) Poner 0.5 ml de una solucién 8 M de peréxido de hidrégeno
(solhcién 30%) en una botella,

b) Agregue 7.5 ml de agua destilada,

c) Almacene a 4 C,

0,05 M citrato pH 5 de soiucién base:

a) Agregue 9.6 gramos de &cido cfitrico a un matraz.

b) Disoiver en 800 ml de agua destilada y ajustar a pH 4 con

iM de hidréxido de sodio (NaOH) y llevarse a un volumen -

de un litro.
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La solucidén que se usard en la técnica realizada al momen-

to de uso.

Agregar en un vaso de precipitados:

a) 0.025 ml de ABTS, solucién base,
b) 0,02 ml de peréxido de hidrégeno, solucién base.

c) 5 ml de 1a solucién base del amortiguador citrato,

Reactivo de paro de reaccioén.

LIS

800 ml de 28.8M de dcido flourhfdrico; ajustario a pH 3.3

con solucién 1M de NaOH y llevarse a 1 iitro,

0.001 M de EDTA 0.29 gramos disolverlo en 1 litro de agua -

destilada.

Solucidén que se realizé al momento de uso: agregar 0,1 ml -

de EDTA a 100 ml de &cido flourhidrico,

o,
v REEA
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