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INTRODUCCION

La fasciolosis es una enfermedad paresita-

ria gque afecta a une gren cantidad de animales, entre -

ellos al gmnasdo ovino y bovino, as{ como al hombre. Es -

producida por Pasciols hepetica. Su distribucibdn es cosmo

polita y endémica, principaimente en paises criadores de

ganado. La parssitosis se adquiere por la ingestidén de 1a
metacercaria, fase gque se encuestra enquistada en veéota-
les acudticos. En el Continente Americano el principal -
mecanismo para adquirir la parasitosis es mediante el cop
sumo de berro, Nasturtium officinale; el ganado se infec-
ta al ingerir cuaslquier tipo de planta acudtica, que cregz
ca en lagos, estanque=a, caneles o lechos de rios de lento
cause que contengan metacercarias, por esta razén el gana

do es considerado como el principal reservorio de esta pa

rasitosis,

Fasciola hepakica, se caracteriza por la -—
presencia en su desarrollo de diferentes estadios, tanto
en los caracoles gque actuan como huéspedes intermediariocos
como en el ganado y en el hombre. Figura}l.

Las metacercarias ingeridas, se desenquis-—

tan en el duodeno, atraviesan la pared intestinal, pasan
2 cavided peritoneal, se dirigen a gldndula hepdtica, pz
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san la Cdpsula de Glisson, penetran el parédnquima hepdti-

co y llegan a los conductos biliares donde se fijan y cre

cen hasta alcanzar la etapa adulta, inicimndose el ciclo

'nuevnmento con la puesta de huevos.

PATOLOGTIA
En el hombre se reconocen dos perfodos de

esta parasitosis. Bn el invasivo, los pardsitos Jjuveniles

migren desde el intestino hasta la gldndula hepdtica,
o microabcesos de con-

eoginofilia e infiltra

oca

sionando pequefios focos necrdéticos

tornos irregulares con una marxrcada

ocidn leucocitaria; si el nimero de pardsitos es elevado,

la reaccién inflamatorim 2 nivel intestinal sera més acen

tusda.

En el segundo perfodo, los pardsitos ya se

han establecido en el hfgado. Las infiltraciones leucoci-~

tarias que se originaron en el perfodo invasivo, son reem

plazadas por alteracioneas de tipo fibroso, con la descams

cién de los conductos biliares, metaplasia del epitelio y
1la formacién de adenomas.

Por otro lado el depésito de huevos frecuen
temente origina en loms tejidos miltiples focos de inflama

cidn y esclerosis. El dafic hepdtico es intenso por lo que
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incluso hay crecimiento del miswmo.

La sintomatologia Aevenderd de la intensi-
dad de la infeccidén, del perfodo de la parasitosis y de -
las co-plienciono-;, como pusde ser l1la presencia de bacte-.
rias que ven favorecido su establecimiento en el higado,
tal como Clostyridium oedematiegs.

Diversos estudios histolégicos ( 15 y 53 )
-usloro:n que los pardsitos inmaduros se alimentan de cé-
lulas hepdticas y conforme crecen, su alimentacién aumeg
ta por 1o que se ve reducida la funcién hepdtica. BEsto
se manifiesta al alterarse las pruebas de funcionamiento
hepdtico, como es la excresién de sustancias extrafins, en
el que se usa bromosulftaleina o verde de indocianida ( 4,
11, 22, 53 y 65 ). También se detecta mercada hiperbilirru
binemia y slevada concentracién de transaminasa glutdmioco
oxalacética. La sintesis de protefnas esta ligeramente dis
minufda y existe un contenido de hemoglobina bajo, condi-
cionada en parte por la hemorragis que causan los pardsi-
tos ( 15 ). En 1965 Dmes realizd un estudio con 32P para
determinar el consumo de sangre por parte del pardsito ob
ton:l.'ondo que cada pardsito adulto conau;no 0.2 & 0,3 ml de
sangre al df{a 10 que es suficiente para cossionar anemia

.aparente de tipo normocitica normocrdémica.
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Se ha demostredo que dos meses después ae
que le metacercaria ha aido ingerida, en el plasma se e
cuentra hipoalbuminemia e hipergammablobulinemia. A par—
t1ir del cuerto mes de la infeccifén, ss encuentra fibro -
sis erénica perihepdtica, diarrea mfs o menos persisten-
te e intensa, c8lico hepdtico y descamacién del epitelio
de los conductos biliares, 1o que provoca obstruccién de
los mismos ( 15 y 53 ). Posteriormente se presenta compli
caciones, como atrofia de las células hepdticas y vasos
portales, cirrosis hepdtica y de vasos portales, espleno-

megalia e infiltraciones bacterianas secundarias. -

IMPORTANCTIA BECONOMTICA

La infeccién producida por Pascjola hepati
ca es de suma importancis para los pafises gansderos, por
las grandes pérdidas que ocasionan en los productos cdrnj]
coa, ldcteos y lanares. ( 24 ).

La prevalencia en México de ganado parasi-
tado es alta y a coatinuacién se ofrecen algunos datos:
En el Rastro de Perreria de la Ciuded de México de 19695: a
1968 se decomisaron 52,404 visceras sometidas a examen
( 8.2 % del total de visceras sometidas a examen ). En el
Rastro Nunicival de Tulsancingo Hgo. de 197% a 1980_&0 de~

comisaron 42,341 visceras sometides a examen ( Haro A. I-
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rene 1981, cits personal ).

Magzoti y cols. en 1965 estudiaron la fas-
ciolosis del ganado en el pais, y encontraron que el Esta
do de Vermcruz el 92.5 % de los animmles estaban parasita
dos y que solamente en dos localidades: Saltillo y Mérids

no se presentaba esta parasitosis,

En estudios més recientes Bonilla ( 1974 ),
Martfnez ( 1972 ), Regalado Ortiz ( 1980 ), han repox:tado
que no existe la parasitosis en los estados de Baja Cali-
fornia Norte, Colims, Yucatdn, Quintana Roo y Nayarit (
citas personales ). '

Se han hecho algunos estudios en varias
regiones de la Repdblica Mexicana, para determinar a los
caracoles que sirven de hospedadores intermediarios des
Fasciola hepatica, habiendose encontrado los géneros Lym
puea, Physa y Helisoma, con las especies L, atte ta,

L. galva cubense, H, tepnuis y Phisa spp. Encontrandose
que Lympnes gulva cubense es la especie mds suceptible ya

que en varios eatudios se ha demostrado que esta infecta

do en forma natural hasta en un 100 ¥ (23 ¥ 33 ).



ANTIGENOS

Existen en la literatura reportes acerca
del estudio de los antigenos de Pasciola hepatioca, que
‘atilizan al pardsito completo, estadios larwvarios, hueve
cillos, productos de excresién y secreasién y en otros ca
soa de extrrctos fraccionados a partir de un antigeno to
tal. En la mayorias de los casos las fracciones que se han
utilizado son de bajo peso molscular, poco reactivas y
por lo tanto no ftiles para el diagndstico de esta parasi
tosis; en el caso de los antigenos totales, en algunos =

casos 88 reportan reaccilones cruzadas con otros pardsitos.

Con el propésito de hacer més adecuado el
diagnéstico de la fasciolosis, se han disefiado un sinnéme
ro de técnicas, que buscan mds sensibilidad y especifici-
dad en los resultados. En la actualidad el inmunodiagnés—
tico de fascioclosis se basa en las siguientes técnicas:
fijacién del complemento, doble difusidén en gel de egar,
contrainmuncelectroforesis, inmunoelectroforesis, hemaglu
tinacién indirecta 6 bien la introduccién de variantes a
las técnicas ya mencionadas. Sin embargo no han resultado
tan sensidbles y especfficos porgque en la mayoria de los
trabajos han utilizado antigeno crudo de Pasciola hepati

CR.
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Por esta razén s necesario investigar la
obtencién de antigencs gque puedan aumentar la sensibilidad
y especificidad de tales tdcnica pars logar una mejor he—
rramienta en el diagnéstico de la fasciolosis.

Bn México, uno de los primeros reportes -
acerca de la utilizacidn de un ant{geno crudo en el diag-
néstico de fasciolosis humana mediante las técnicas de in
tradermoreaccidén y cutireaccidédn fueron los de lhzzoti ¢
48 y 49 ), ademds el antigeno que 61 utilizé no prasentd
reaccién cruzada con pacientes oncocercosos. Este autor
propone la intradermoreaccién como una prusba de rutina en

el gmnado.

Tay ¥y cols. 1959 ( 33 ), diagnosticaron
fasciolosis a nivel familiar empleando la técnice de inmu
nodifusién. Se usmo para ello como antfigeno, un extracto to
tal del pardsito, confirmando el diegnéstico con copropara

sitoscéSpico de sedimentacién simple.

Biagi ( 7 ), ademds de emplear la intraderxr
moreaccién como un método de diagnéstico para esta parasi
tosis, correlaciona resultados para confirmar ls sensibi-—
1idad de su reaccién con coproparasitoscdpico por sedimen
tacién y reaccidén de fijgcidn del complemento; proponiendo

- que ademds ds las pruebas inmunoldégicas para la confirma-
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cién de la parasitosis es necesario investigar la presen

cia de huevos.

En 1953 Urquhart y cols. {( 64 ) utilizaron
'antigeno crudo de Pasciola hepatica puare inocular conejos
¥ encontraron que a partir de 1la segunde semana de inocu-
lacién es posible detectar anticuerpos. Inmunizaron ade -
mfs un lote de cone jos con antigenc de Fasciola hepatieca,
desafiandolo posteriormente con metacercarias, con el ob-
Jeto de observar el efecto de 1la respuesta inmune con res
pecto a una reinfeccidén. 51 sacrificar a los animales aé
detects que los pardsitos no habian “tenide un desarrollo

adecuado, pero que el nimero de los mismos no disminuyé.

Hayesa y cols. ( 28 ), siguieron un modelo
de experimentacidén con el fin de demostirar que la inmuni .
dad adguiride dursnte la primera infeccién es importante
en la reinfeccién aunque los dafios ocasionados a nivel he
pdtico por el pardsito son potencialmente igusles a los
de la primera infeccién.

Hughes y Harnnes ( 36 ) demostraron que la
inmunidad natural es un mecanismo de defensa en la infec—
8i1én de Prnasciola hepatica; ya que los anticuerpos cirem -
lantes pueden inmovilizar o impedir que los pardsitos Ju—

veniles se desarrollen. En la segunda parte de su trabajo
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utilizaron un extracto de células peritoneales de conesjo
previamente sensibilizados con antigeno de Fasciola hepati
ca. Las células sse implantaronm en conejos & los que poste—
riormente desafiaron con metacercearias. La necropsia demosn
tré8 que los perdsitos no se dssarrollaron adecusdamente
perdiendo la habilidad de adherencia y ademés en los Ute—
ros no se les encontréd huevos, como en los eontfoles. Lo
que sigpltica gue la proteccién inmunolégica adquirida en
forma pesiva ( transferida ) podria emplearse como un con

trol epidemiolégico en el ganado.

Hayes y cols. ( 30 ), también estudiaron el
efecto de una primera infeccidn con respecto a una segunda
infeccién en ratas, concluyendo que la inmunidad adquirida
inicialmente afecta el desarrollo de los pardsitos, en el

desaf{o secundario.

El mismo autor ( 31 ), estudié el efecto
del suero inmune contra Paesciola hepatica en diferentes
gtapas de la infeccidén, notando que los pqrésitos Juveni-
les son los mds afectados ya que al realizar la necropsia
de animeles sometidos & la infeccién, mostraron un dess -

rrollc anormml.

Lang ( 43 ), estudié el efecto gue causa
.Pesciola hepatica de 12, 14, 18 y 24 dfas de evolucién al
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ser inoculmdos en ratones, concluyendo gue los pardsitos
jévenes ( de 12 dias o menos ) son los responsables de 1la
respuesta inmune por estar més tiempo en contacto con el
‘huésped ( hasta 32 dAf{ss ), antes de que este llegue a es
tablecerse en su habitad normml. Los pardsitos de 14 dfas
o més de evolucién muestran una fespuesta inmune disminuf

ds ya que el tiempo de contacto es menor.

Harnnes y cols. ( 27 ), observaron gue la
reapuesta pre-hepdtice en ratas, ya gque al necropsiarlas
después de haber sido desafiadas con metacercarias, deteg
taron pardsitos muertos o'degeneradoa. Concluyeron que el
moco intewtinsl es una barrera biolégica en las ratas que
les confiere resistencia evitando que los pardsitos puedan

establecerse en los conductos biliares.

Lang ( 44 ), reporta resultados comparati-
vos entre el efecto del au-ré inmune hacia Fasciola hepa-
tica y el sueroc normal, con respecto a la viadbilidad de
los pardsitos jévenes de Fasciola hepatica. Bncontrando
que los pardsitos sensibilizados tendfan a no migrar al
higado. ’

Hayes y cols. ( 30 ) trataron de demostrar
en ratas, 81 la proteccién que adquiere un organismo en -

la infeccién primaria, sirve como una barrera protectora
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en una reinfeccidén, encontrando que la mayor protocc;6n

se alcanza cuando los pardsitos no ss establecen en hi-

&ado.
Pautrizel ¥ cols. ( 56 ), usaron un extrac

to antigénico deslipidizado de Pasciola hepatica para ¢ —

fectuar reacciones intradérmicas, ean pacientes con parasi

tosis diversas, encontrande el 3.3 ¥ de casos positivos

( de un total de 46 pecientes ), confirmando posteriormen
te el diagnéstico por coproparasitoscédpicos y reacciones
de precipitacién ( doble difusién en gel y contrainmunos—
lectroforesis ). Concluyendo gque el antigeno deslipidizado

de Fasciols hepatica no presentaba reaccidn cruzada, ya
que entre los pacientes que estudiaron se encontreban ca

mos positivos a Schistosoma mangoni, Ascaris lumbricoides,

Quiste hidatidico y Taenia Spe

Biguet y cola. ( 6 ), compararon por inmu

electroforeais diferentes antigenocs parasitarios ( Cysti
cercus cellulosme, Ascaris lumbricoides, Paragonimus wes-

termani con los de Fasciola hepatica obtohidos de cutfcu-~
1la, total, de excresiones y secresiones. Concluyeron que

el antfgeno de excresiones y secresiones o8 altamente es-

pecifico por no presentar reacciones cruzadas y por lo
tento es 4til en el Aaiagndstico de esta distomatosis.
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Hyller ( 34 ), utiliza la coatrainmunoelegc
troforesis como una prueba rédpida ( 30 a 90 minutos ), pa
ra el diagnéstico de fasciolosis humana, comparandola con
‘doble difusién en gel. Concluyendo que la primera es una
técnica rdpida y sensible y que se puede utilizar como
una prueba de gabinete en el estudio de esta parasitosis.

Capron y cols. ( 10 ), estudiaron la efi -
clencia de 1la inmuncelectroforesis como un método de diag

nédstico en casos de fasciolosils, comparando resultados con

doble difusidén en gel, reaccidén de fijacidén del complemen
to y coproparasitosc6pico§. para tal efecto estudiaron a
60 pacientes que presentaban diferentes parasitosis que
podian dar lugar a reacciones cruszadas. De ellos obtuvie-
ron 14 casos positivos, dando en algunos casos hasta ocho
bandas de precipitacién. Concluyendo que la inmunoelectro

foresis es una prueba sensible y no costosa para demos

trar anticuerpos contra Pasciola hepatica en enfermos con
eata parasitosis y que el antigeno que sllos utilizgron no

presentaba reaccién crurzada.
Korach y Benex ( 39, 40 y 41 ) caracteriza

»on ant{genos de Pasciola hepetica con propiedades lipopro
tefcas, estudiaron su composicién gqufmica y sensibilidad

inmunoclégica, Pero por su baja reactividad resultaba poco

dtil en el diagnéstico de famscioloeis.
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Mds adelante cuando realizaron el fraccio-
namiento de un sntigeno deslipidizado de Fasciole hepati-
¢R obtuvieron cuatro fracciones, a las cuales me les de -
terminé contenido protefco y carbohidratos, y por doble
difusidén en gel y reaccién de fijacidén del complemento,
encontraron que la fraocidén dos era la mds reactiva, ya

que daba un t{tulo de 1:64 y dos bandas de precipitacién.

Cuperloviéd y cols. { 12 ), obtuvieron run
antigeno secretorio de Fasciola hepatica, lo purificaron
Yy fraccionaron con Sephadex G-100. Obtuvieron dos fraccio
nem activas & 1las cuales se les determiné contenido pro -
tefco. Posteriormente al antigeno secretor lo marcaron
con Selenio-metionina sometiendolo al proceso de fracclo-
namiento. Al estudiar la actividad antigénica por dotle
difusién en gel comprobaron gque la fraccién dos era la més

reactiva.,

Hillyer y cols. ( 35 ), purificaron un anti-
geno de Pasciola hepatica con el objeto de eliminer reac-—
ciones cruzadas con sueros inmunes a otros pardsitos. Bl
fraccionamiento con Sephadex G-200 produjo cuatro picos,
de éstos el pico dos era el méds veactivo, asunque el 3 y 4
reacclonaban con suero inmune en proporcifn menor. Ademds

.1la fraccidén dos no presents reaccidn cruzada con sueros

inmunes a Entamoeba histolytica, Erichinella spiralis y

3chistosoma mansoni.



OBJEBTIVOS

Ao—

B.-

Goe—

Obtencibén de antigeno de Pasciola hepa-

tica por el método de Sacaroas-acetona.

Obtencisn de una fraccién amtigénica a
partir de antigeno completo, mediante

fraccionamiento en columna.

Probar su resctividad antigénica y espe
cificidad en diferentes técnicas serols
&lcas, comparando los resultados con el

ant{geno completo.

fratar de eliminar teacciones cruzadas
con otros antigenos de helmintos, al u-

sar el antigeno fraccionado.

Estandarizar las diferentes técnicas em
pleadas ( hemaglutinacidn, inmunocelegc -
troforesis, contrainmunocelectroforesais

e inpmunodifusién ).

BEstablecer si la fraccién antigénice ob-
tenida nos sirve para el diagnéstico de

ssta parasitosis.

De las técnicas empleadas ver cual es la

que nos sirve como prueba de gabinete pa
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ra esta parsasitosis.



MATERTIAL

Centrifuga refrigerada, modelo PR-2 International.
Bomba de vacfo.

Balanzs analftica.

Bafio marfa,

Centrifuga clinica.

Esterilizador. Inter. Equip. Co.
Espectofotometro.

Liofilizadora.

Potenciometro.

Rotor. Eber hlanch Co.

Cédmara de electroforésis. Chemectron-Fank.
Base de agitador magnético.

Baiio helado.

Cémara htmeda.

Agitador magnético.

Fuente de boder L. K. B. .
Agitador de vidrio de 30,0 cm de longitud,
Botellas de centrifuga de 250 ml .

Cajas petri.

Columna de Praccionamiento. Pharmacia Fine Chemicals.
Cubas de pldstico. Chemetron-Tank mod. 220.
BEmbudo de separaciéne.



Gargolas.
Engargoladora manual.

Prascos de tapén esmerilado, boca ancha de 1,000 ml.
Homogeneizador. Virtis 23.

Jeringas desechables de 3, 5, 10 ¥y 50 m1 .

Matrag erlenmeyer de 250, 500 y 1,000 ml .

Matraz aforado volumétrico de 100, 250, 500 y 1,000 ml .
Microdilutores de 0.050 ml Cooke Engineering Co.
Mechero Bunsen.

Micropipetas de 0.02% y 0,050 ml Cooke Engineering.
Mortero.

Papel filtro Whatman No. 2 y 5 .

Pipetas serdlogicas de 0.1, 1, 5, y 10 ml.
Sacabocados.

Transiluminedor. Hyland.

Tubos capilares.

Tubos de centrifuga de 15, 50 y 100 ml .

Tubo de membrana de diflisis.

Tubos Waserman.

Vagos de precipitados de 25, 50, 100 y 250 ml .
Vasos Coplin. ’



REAC?T IVOS

Acetonma.
. Acido acético glacilal,.

Acido t4Anico.

Acido clorhidrico.

Adyuvante completo de Freund.
Adyuvant; incompleto de Preund.
Albdmina sérica bovina.

Negro de amido 100 B.
Agarosa.

Azida de sodio.

Buffer de referencia pH 4 y 7 .
Carbonato de sodio anhidro.
Citrato de sodio,

Cloruro de sodio.

Veronal.

Bstreptomicina,

Foasfato de sodio aibdsico.
Fosfato de potsio dibdsieo.
Glicerins.

Antrona recristalizada,
Glucoaa anhidra.

Hidréxido de sodio.

Ién agar.



Penicilina.

Reactivo de Polin.

Sacarosa.

Sephadex G-100.

Sulfato de cobre.

Partrato doble de sodio y potasio.
RoJjo de tiacina.

MAT ERTIAL BIOLOGICO

Conejos New Zeland.

Antigeno de Ascaris lumbricoides.

Antigeno de Cysticercus cellulosae. completd.
Antigeno de Cysticercus cellulosae incompleto.
Antigeno de Cysticercus cellulosae excresiones y secresiones.
Antigeno de Cysticercus cellulosae flufdo vesicular.
Antigeno de FPasciola hepatica completo.

Antigeno de Pasciola hepatica fraccionado.

Antigeno de Leishmania donovani.

Antigeno de Paragonimus mexicanus.

Antigeno de Prichinella spiralis.

Antigeno de Toxocara canis.

Sueros controles positivos a todos los anfigenos anteriores.
Sueros humanos con diagnﬁstico de Paaciolosis.

- Sueros humanos positivos a: Cisticercosis,
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Quiste hidat{fdico.
Ascariasis.
Triquinosis,
Tripanosomiasis.
Amibiasis.

PREPARACICON DE REACT IVOS

Buffer salino de fosfatos
{ P. B. sS. )

Soluciones madre
Posfato de sodio dibdsico 0.15 M

NagHPO, -cececvicccoscescncccscccsce 22.3 &

Agua destilada CebePeecverceccccssss 1,000 mx .,
Posfato de potasio monobdsico 0.15 M.
204 £ o

1,000 m1 .

KHpPO e cecssacocesossssscscaaccnsnsse

Agusn desti1lada C.bDePeccvoccscccsccsse
Cloruro de sodio 0.1% M.

NABCL cccceccocsccnccnnssscccccencece 3.8 g8 .

Agun destilada CabePrecerccccecssese 1,000 ml .
Solucién salina isoténica

8.5 & .

NaCl acccecvecccsvaccsscsccccncsncans

Agun destilada C.b.Pesscsscsncccess 1,000 mi .



- 2 =

fosfatos a diferentes

4

Buffer salino de

Reactivo 6.4 T.2
=i m1

132904 32.3 24.0

Na HFO 67.7 76.0

NaCl 100.0 100.0

Estreptomicina 10 mg / ml
0.01 g .
10,0 ml .

Estreptomicing .s.ccevcccscccsscsssocce

Agua destiladf .c.iccececcoccsssscsvccsce
Penicilina 10 U. X. / ml

0.043 g «

10.0 m1 .

Poniclline eccecccecccaccccscscccascose
Agua destilada .ccceccecccccsccrsasccne
Sacarosa
7T1.60 g .
Agua destilada C.beDececcccccscscsncace 1,000 mi
Solucién de albimins sérica bovina
100 mg / ml

S8CArosaA QePe crcsrsccccacevscacccsscace

Albéming 86rica ...ccccceccsssvancscees 10.0 mg .
Agus destilada C.b.Piceccoersecvscscacosces 100.0 ml .
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Soluc1én de carbonato de sodio al 2.0 ®

Carbonato de 80410 cccececreccvovrsssenssecs 20.0 & &

. Hidréxi1do de 80d10 c.cevcccsncsscccccass 1,000 m1l .
Solucidén de sulfato de cobre al 1.0 %

Sulfato Q@ CODXre sececcscpscsccvoascansese 10.0 & o

Agus destilada C.D.Pececccscscsecnwssscane 1,000 ml .
Solucién de hidréxido de sodio 0.1 N

Hidréx1do d@ 80310 ecececsscccsscncsccsce 4.0 @ .

Agua deatilada C.bDePecsccnccccscnsssccsae 1,000 ml
Reactivo de Polin 1 W.

Reactivo de Polin 2 N .eccescevecsscenes 10.0 ol .

Agus destilada ..cceecveccssccrcscscsccees 10,0 ml .
Solucién de tartrato de sodio y potasio

2.0 %

Tartrato de s0dio y potaBslo ceecccccsaces 20.0 & .

Agua dastilada CcebePecesccscscecsncsceces 1,000 ml
Solucidn I

Sulfato de cobre 8l 1.0 % .evesccccsccss 0.1 m1

Tartrato de sodio y potasio 2l 1.0 ¥ ... 0.1 m1 .

Carbonato de s0dio al 2.0 ¥ cccoeesces.e 10.0 ml .
Solucidén de antrona al 0.2 %

Antrona recrimtalizada ..c...cccccecsecse 0.2 g .

AC1d0 SULLETLICO QePe oveescecscccccssnss 100.0 ml .
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Solucién eetandar de glucosa 100 ug / ml

Glucosa &nhldra G.Peecccccscssrscasssesees 10.0 mg .

Agua destilada C.DiPecsccsscscssscossesse 100.0 ml .
A partir de esta soluycién se preparan los estandares a

diferentens concentraciones,

Agarosa al 1.0 %
1.0 & .

AZATOBEA cecevecscrossvscevcscccsvrcsnscnccanacces
Agua dest118d8 .c.escccccccccsrccccnvaves 50.0 ml .
Veronal ..oceescesccscccoccconscacsanssss 50.0 ml .
Arida de B80AQ10 seecscecccccsncccccsccssss 0.10 g
Se disuelve la agarosa con el agua, ocalentando hasta que
la solucién este cristalina, agregar el veronal y azida
de sodio.

Solucidén de Negro de amido
Negro de Amido ecccscecccsecscsscsansnseses 0.5 g.
Acetato de 80310 .ccecccceccccccscccccane 4.0 & .
Ac1do 8Cét1C0 ceccecccccccccrccscacncncs 1.0 ml .

Agua degtilade weceeseccsscsssseasscsssses 10,0 ml,
Acido acético al 1.0 % »
Acido acético glacial c.c.ceccecsccceces 1.0 ml.

Agun destiladB .c.ecccenmcceaccncccncsenss 100.0 mi.
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Elicerina acidulada
1.0 m1 .

1.0 ml .
100.0 ml .

Glicering cecccecccsccccocccsncnccnnse

Acido acético glaciBl ecccscceccccacses

Agun destlla C.DiDeesccscencvcncsncoe
Sorenasen’'s

160.0 m1 .

NaZHPO4 aseacaccescssescosncscscsnscvone
$52.0 ml .

KH2P04 eceseccemssessssscsssnsmsssane ,
Tomar de la solucién anterior 200 ml y mezclarla con 3,800
mililitros de solucidn salina isoténica.

Solucidn de anticosgulante

Citrato de 8010 cececcecvecacccscaces 3.8 & .«

Agun destilada C.D.Ps sccsceveccscceee 100.0 ml .

Solucién madre de dcido tdaico
cecssccssensaccsscssssece $.10 & .

10.0 ml .

Acido ténico

Po Boe Se PH Te2 cevecccesonccsscacesne
Solucién de dcido tAnico 1:20,000

2.0 m1 .
38.0 m1 .

Solucidn MBAY® ceccccscscsccrsccancace

Po Be Se DH TeZ cecccconncoccacsnoces
Solucién de suero normal de conejo al 1.0 %

1.0 ml .
99.0 m1 .

Suero normal de CONGJO cssccsccaccvces

Pe Be Sue PH Te2 ceeessssesasccancscns



METODOS

Obtencidén del antigeno somdtico crudo de FPasciola hepatica
Método sacarosa-acetona. Beltrdn y cols. 1974 ( Camunica-
eién personsl ).

Los pardsitos obtenidos de hf{gados de bovi

nos en el Rastro Municipal de Tulanocingo Hgo., se tratan

de la siguiente maneras
1.~ Diseccidén de conductos biliares de higa
dos y aislamiento de los parfsitos adul
tose.
2,- Lavado repetido con sclucidn salina iso
ténica estéril.
3.- Dejar reposar una hora con megcla de an
tibiéticos, penicilina y estreptomicina.
4.~ Eliminar los antibidticos por lavados
sucesivos con solucidn salins isotdénica
estéril,
S5e~ Liofilizar los parﬁsifas. pesarlos y tri
turarlos en un mortero estdril.
) 6.— Al polvo obtenido agfegarle una pequefia
cantidad de sacarosa 0.24 M., pasarlo
al homogensigador y adicionarle el res-

to de sacarosa en uns proporcidn de un
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&ramo por 80.0 ml . ( p/ v ) .

Con unse aguja de calibre 16 y 9.5 cm de
longitud depositar lentamente el homoge
nado en el fondo de los frascos de boeom
ancha que contiene la acetomna, tapar y
agitar vigorosamente durante 1 minuto.
Dejar reposar 15 minutos en bafio helado.
Aspirar el sobrenadante de acetona y re-
suspender en igual volumen de acetona, ]
Agitar energicamente duranfo 15 minutos
Yy dejar reposar en bado helado una hora.
Por aspiracién con bomba de vacfo, reti-
rar la mayor cantidad de acetonay en 200
mililitros de acetons limpia, resuspen —
der el sedimento obtenido, agregando pri
meramente un pequefio volumen con el fin
de desprender las partfculas adheridas
al fondo ¥y en las paredes de los frascoa
Homogenizar inmediatamente y pasarlos =
botellas de centrifuga de 250 ml .
Centrifugsr &8 3,000 r.p.m. durante 15 mi
nutos a 4°C

Descartar el sobrenadante, colacar los
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frascos con el sedimento en baiio helado.
Liofilizarx.

Pesar el polvo obtenido y resuspender
en solucién amortiguadora de fosfatos
pH 7.2 estéril y fria en proporecisn de
un gramo en 40 ml de buffer de fosfates
(p/v). )
Pasar el matraz con solucidén a un baﬂo
helado 4§ en cuarto frio y mantenerlo

en agitacidén constante durante 16 horas.
Repetir la centrifugacién como se indi
ea en el paso 13, pero por una horae.
Bajo condiciones de esterilidsd, sepa-—
rar el sobrenadante.

Determinar del sobrenadante: protefnas
por el método de Lowry ( 47 ).
Determinar del sobrenadante:z carbohidra
tos por el método de Antrona ( 19 ).
Envasar y etiquetar loe frascos, en ali
cuotas de 3.0 ml con una concentracidn
de 3.0 mg / ml y 1.12 a 0.5 mg / ml de
proteinas y carbohidratos respectivamen
te.

Liofilizar una parte y la otra conser-
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varla en congelacién.

DETERMINACION DE PROTEINAS DEL ANTIGENO DE PASCIOLA HEPATICA.

- Lowry 1951 ( 47

1.~
2.~

3e=

).

Numerar los tubos del uno al ocho.

Del tubo uno al cinco agregar 1.0 ml

de la solucién estendar a diferentes
concentraciones ( 100, 75, 50, 25, 12.5
Mg/ md ).

Al tubo ndmero seis agregarle 1.0 ml de
agua destilada. ( blanco ).

A los dos tubod reatantes agregarles
1.0 ml del antfgeno a diferentes concen
traciones ( Ailuciones 1:10 y 1:100 ).
Afindir a todos los tubos 3.0 ml de la
solucidén XI. Agitar y dejar reposar a tem
peratura ambiente 10 minutos.

Agregar a cada uno de los tubos 0.3 ml
del Reactivo de Polin,

Agitar y dejar en revncso durante 30 minu
tos.

Efectuar la lectura en el espectofotdéme
tro, a 500 nm,

Grdficar la concentracidén contra densi-
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dad éptica de los estandares e interpo-

1lar la densidad d4dptica de los problemas

en la curva patrdm, peara conocer la con

centracidén de protefnas del antfgeno so

mdtico de Fasciola hevatica.

DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS DRL ARTIGENO DE PASCIOLA HEPATICA
Método de la Antronz ( 19 ). Drewocod 1946,
l.~ Marcar los tubos del uno al ocho.

2.~ Colocar a cada uno de los tubos 2.0 ml

del reactivo de antrons y pasarlos a

bario helado.
A los tubos del uno nl einco agregar

3o

1.0 ml de las soluciones eastandares a

diferentes concentraciones ( 100, 75,

50, 25 y 12.5 pig / m1 ).

Al tubo gelis agregar 1.0 ml de agua des

tilada ( blenco ).

A los tubos restantes agreger 1.0 ml

del antigenc a diferentes concentracio-—

nes: ( diluciones 1:10 ¥ 1:100 ).

6.~ Agitar vigorosamente cada uno de los tu
bos sin sacarlos del bafio helado.

Tapar los tubos con papel alaminio, co-—
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locarlos en bafio maria a ebullicidn,
durante 16 minutos exactamente.
8.- Pasar los tubos & bafio helado.
9.— Leer oen empectofotometro a 625 nm.
10.- Grédficar densidad éptica contra con-
centracién.
1l.- Interpolar la 1ec£ura de los proble-
mas en ls curve natrdén para conocer

su concentracidn.

FRACCIORAMIENTO DEL ANTIGENRO DE PASCIOLA HEPATICA EN SEPHA

DEX G - 100.

l.~ Pesar 8.0 g de Sephadex.

2.~ Hidratarlo en 130 ml de P. B. S« pH T7.2.

3.~ Dejarlo reposar 72 horas a temperatura
ambiente.

4.~ Lienar la columnz con eluyente ( P. B.
S. pH 7.2 ).

S5«.— Colocar en la parte superior de la co -
lumna un embudo de sesparmacidén y sellar-
le para evitar la entrada de aire y fu-
gas del 1iquido eluyente.

6.~ Decantar el exceso de eluyente que con-

tiene el Sephadex.
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Agregar el Sephadex al embudo de separs
eidn para llenar la columna.

Dejar reposar la columns durante 24 ho=-
ras.

Retirar el exceso de Sephadex de la co—
lumna.

Bestandarizar el goteo en furicidn del tiem
po a 40 gotas por } minutos.

De jar reposar la columna durante 30 minu

tos.
Cerrar el flujo.

Agregar 1.0 mil. de la muestra a fraccio-

nar, procurando no alterar la estabilidad
del gel. .
Eluir la muestra con P. B. S. pH 7.2.
Colectar 2.0 ml por tudbo la muestra frac-—
cionada.

Hacexr 12 lectura a 280 nm.

A las fracciones con maiar lectura deter
minarles contenido protefco por el métocdo

de Lowry.
Suardar las fracciones en refrigeracién.
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PRACCIONRAMIENTO DEL ANTIGENO

La finalidad de la cromatografia de exclu
- s1én molecular es la separacién de sustancia de acuerdo

a su pagso molecular. E1 astudio de enzimas, polisacédrida
protef{nas, dcidos nuclefcos, se debe a Porath y PFPlodin

( 1959 ), quienes introdujeromn la cromatrografis de fil}
trucidn gtravés de un gel.

El Sephadex se prepara a partir de resi-
duos de glucosa en epiclorhidrine, es altamente expansi
vo en agua y soluciones electroliticas.

En el transcurso del proceso de elucidn
se: puede hacer una curva de fraccionamiento y poder so-
meter a cada una de las fracciones recolectadas a un eg
tudio posterior.

En este trabajo se uso una columna de la
marca Pharmacia Pine Chemicals, con una longitud de 30
centimetros, 1.2 centimetros de didmetro y 40 mililitros
de volumen.

. Lag fracciones colectadas se guardaron en
refrigeracién, para determinarles contenido de protefnas
¥ carbohidratos, a las que presentaban mayor ocontenido
protefco, se estudio su reactividad antigénica en.reac -
ciones de precipitacién y hemaglutinacién respectivamen-

te.



- 33 -

REACCIONES DE PRECIPITACION
Los ant{genos son sustancias de peso mole

cular elevado, estructura compleja, soluble o particula-
dos, Cuando se utiliza antfgeno soluble para inocular. a-
nimales de laboratorio se induce en ellos la formacidén

ae anticuerpos, mismos que al interaccionar con el antf{-

geno inductor da lugar 8 reacciones de precipitacidn?

DOHLE DIPUSION EN GEL DE AGAR
La reacién consiste fundamentalmente en

colocar el sistema antfgeno-anticuerpo por separado en un

soporte de sgar solidificado, con la finslidad de gue ca

da sistema difunda, los cusles al encontrarse y unirse
dan lugar a bandas de precipitacién visibles. Genexralmepg

ta se utiliza portaobje€tos, siendo el sustrato empleado

agarosa, la cual es horadada como se indica en la figura

2.
Después de dejarlos difundlr 24 a 48 horas

la obaservacién de las bandas se hace por medio de luz in-

directa. Para una meJjor observacién se tiffie 1la placa con
Negro de amido,

DESARROLLO DE LA PRUEBA
l.- Con un hisopo baxrnizar las laminillas
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con agarosa al 2.0 %, Dejarlas solidi
ficar a temperature ambients.

Colocar las laminillas sobre una super
fieie horizontel nivelada,

Agregar con una pipeta 3.0 ml de agarg
sa al 1.0 %, repartiendola uniformemen
te en 1a laminilla.

Con sacabocados y plantilla especial
realizar las perforaciones.

Utilizando un capilar, colocar en la ~
poza central el ant{geno, llendndola

al raz.

Con capllares diferentes, se llenan las
pozas dea la periferia con los sueros =
problema y controleé positivo y negati
e .

Colocar la placa en cdmara hédmeda duran
te 24 a 48 horas.

Observar las bandas con lug indirecta.
Registrar los resgultados.

Tefiir las placas,
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Pigura 2

INEUNOELECTROPORESIS ( IEP )
‘ En esta técnica se aprovecha la movilidad
que preséntan las sustancias, cuando son sometidas a un
campo eléctrico. Las proteinas contienen radicales que

al ser disoclados dan iones. negativos como el grupo carbo
xilo ( -C00™ ) y positivos como el grupo amino ( —lIH3"' )
los: que dependiendo del medio en que se encuentran, y al
ser sometidos al campo eléctrico, se movilizan a diferen
tes planos, siendo este: el primer paso que sa efectua en
la inmunoelectroforesis., E1 paso siguiente es agregar el
otro componente: que forma el sistema pé.ra que difunda a-
través del gel. ( medio de soporte ), y que al encontrar
se: ¢an el componente que indujé am produccién formardn

bandas de precipitacién. lLa reacciédn se efectua en la
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placa de egar, en la cunl se hacen dos pozos centrales

¥ una canal horizontal que abarca practicamente casi to-

aa la longitud de la plaaa. Pigurs 3

O

Pigura 3

Besarrollo de la técmnica

le=

2.~

Usando un hisopo barnigar las lami
nillas con agarosa al 2.0 %. Dejar
solidificar a temperatura ambiente.
Coloear las laminillas sobre una -
superficie horizontal nivelada.
Agregar 3.0 ml dea agarosa al 1.0 £
rapartiendola uniformemente en la-
laminilla.

De jar solidicar a temperaturs am -

biente.
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Perforar las laminillas, con un sacabo
eados retirar el gel de las pozas cen
trales y con un cortador especial mar
ocar el canal central.

Colocar en una de las pozas el suer’
problema y en la otra el control posi
t1 o, agregar una pequefia gota de bro
mofenoll, eomo indicador del corrimieg
to. )
Depositar la laminilla en la cuba pa-—
ra electroforesis, colocando adecuada

mente los puentes de papel filtro.

Conectar la fuente de poder durante
90 minutos ( & 120 minutos ).

Retirar 1la laminilla de la cdmara de
electroforesis y colocarla en una su-—
perficie horizontal.

Retirar el canal horizoantal el gel.
Con un capilar, agregar el antigeno
que se: usa, teniendo especial cuidado
de que este no rebase la superficie.
Dejar difundir de 24 a 48 horas.

Leer las laminillas con luz indirecta
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Registrar los resultados.
1l4.—~ Tefilr las plaans.

.. CONTRAINMUROREECTROFPORESIS ( CIEP )

En esta técnica se toman en cuenta las _
propiedades del buffer, del gel, de los reactantes y de
un aampo: eléctrieo; ya que debido al femnémeno electroen
donmético los antigenos protefcos difunden hacia el dna
do y los anticuerpos hacia el cdtodo, de tal manera que
cuando ambos se encuentran producen bandas de preeipita-
eién. Los resultados son rdpidos, pues la lectura se rea

liza generalmente: en 90 minutos.
Es un método apropiado para la determina.

cién semicuantitativa de proteinas presmsentes en el plag—
ma o en algunos flufdos del orgenismo. La placa se hora-

da como se indica en la figura 4.

.00 OO OO
oo o0oO0O OO
OO OO OO
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Desarrolloc de la téonica.

CONTROLES

Preparar las placas, igual gque para
DID e XIEP.

Perforar con un sacabocados las pla—
cas de agar utilizando la plantilla
egpeacial.

Colocar los sueros en las pozas €O =—
rrespondientes a 1a fila A1 y ol an-—
tigeno en la fila Bye.

Agregar los cgntroles en las pozas
de la hilera

Colocar las placas en el aparato de

" electroforesis, revisar que el amox

7.~
8.~

tiguador no este cristalizado y que

81 cubra los electrodos.

Hacer el corrimiento con voltaje de
130 a 160 mV.

De jar correr durante 60 minutos.
Observar las bandes de preeipitacidén

entre los espacios de las pozas A/B.

Controles positivoa. Antfigeno de Fas

giola hepatica y su suero homélogo.
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2.~ Centrol negativo. Ant {geno de Paseilo

la _hepatica y suero normal de consjo.

3.~ Se puede usar como control de los an

TINCION DE PLACAS

tigenos y sueros homologos que ya £e

mencionaron.

A¥n cuando las lineas de precipitacidn gue

se forman son visibles a simple vista, para umna mejor oh

servecién es conveniente tefiirlas, esto se logre con co-

lorantea como el Negro de amido, nt:;jc: de tiazinma o RoJo

de Poncceu.

Desarrollo de la técnicea

le.=~ Colocar la placa en un reécipiente
econ agusa destilada y de jJarlas 24
horas,

2.~ Secarlas a temperatura ambiente,
cubriendolas con papel filtro What
man Ro. 5.

3.~ Lavarlas con solucidén de Sorensers
durante 48 horas.

4 .~ Pueden pasarse laam placas a un re '
cipiente con citrato trisélico al

5.0 ¥ durante tres horas.
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Se~ Dejar dos dfas mds em agua destila
da, cembidndola dos o treas veces
al dfa.
6.~ Colocar la placa eén un recipiente
con colorante de Negro de amido du
rante. cinco minutos { si se utiliza
Rojo de tiazina o Poncceu, dejar 15
minutos ). '
7.~ Sacar las placas del recipiente.
8.~ Lavar con 4cido acédtico al 1.0 #
hasta que desaparezca el exceso de
colorante.
9.~ Pijar las placas con solucidn de
glicerina sl 1.0 %.
10.,~ Seczr a temperatura ambiente.
1l.—- Guardar en cajas para su mejor con
7 servacidén.
REACCION DE AGLUTINACIDN
La reaccidén de aglutinacién tiene una gran
aplicacidédn en clinica especialmente en el diagnéstico de
enfermedades parasitarias. Ya que se pﬁeden detectar pe-—
quefias cantidades de anticuerpos circulantes en el suerao
Cuando se tiene ya sea el antfgeno o los

snticuerpos en solucidén y se reguiere efectuar la reac-—
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se puede recurrir al artificio de

aién de aglutinacién,
la adsorcién de los mismos A la superficie ya sea de eri

trocitos o en caso necesario de uso ds particulas inex
" tes como ldtex, bentonita, poliacrilamina, 6 bien leuco

bacterias, ricketsias u hongos.

eitos,
Netexr e 1946 observdéd que los eritrocitos

sin tratamiento alguno, adsorvian alguna proteimes y po-
lisacéAridos. Mie tarde Boyden ( 1951, 9 y 32 ). dsmostrs
que despuds de tratar a los eritrocitos con fcddo tédnico
ademds de unir & su superficie polisacdridos, adsorvian

a =u membrana lipoproteinéa, lipopolisacdridoas y algunas
otras moléculas produciendo un aumento en la aglutinabi-

log mismos.

lidad de
Como se ha mencionado hay una gran varie-

dad de partfculas que se emplean como soporte ya sea de

antfigeno o de anticuervos, pero los mis empleados en la

prdctice clinica soan loa gldédbulos rojos humanos del gra—

o de carnero, los cuAales sé tratan previamente

po " O =,
con formaldehfdo, dcido tdnico, glutaraldehido y otras

sustancias quimicas.
En la hemaglutinacién indirecta, es utili

zada la técnica de Boyden modificada { 9 ) 1a cual cons~

ta de pasos fundamentales,
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l.- En ol piinnr paso se eliminsn protef
nas: sfricas que podrfan interferir

) en el desarrollo de la técnica.

2.~ Se utilira el tansdo de eritrocitos
con el fin de alterar y aumentar la
receptabilidad de la membrana celu-
lar, y asfi poder unir a ella an?!gg
nos variados.

3.= La sensibilizacidn de los eritroci-
tos ya tanados con el antigeno co -
rrespondiente; ya qus el tanado fa-
cilita que 4ste se una por medio de
enlaces covalentes inespecificos.

TANADO DE ERITROCITOS
l.- Los glébulos rojos suspendidos en an
ticoagulante se lavan tres veces con
P.B.S. pH Te2, centrifugdndolos a
3,000 r.p.m. duranxé‘aiito minutos
eliminandose proteinas sé€ricas que
puedan_interferir ia reacclén siguien

te.

2.— Medir y ajustar el pagquete a una sus
rencién de 2.5 % en P.B.S. pH 7.2.
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Medir el volumen de eritrocites, afin
dir el mismo volumen de acido tdn . o
1:20,000.

Incubar a 37°2¢. durante 10 minutos.
Centrifugar a 3,000 r.p.m.

Decantar y medir el paquete, ajustan
dolos.a una suspencién al 2.5 ¥ con

P.B.S. pH 6.4.
CONCERTRACIONR OPTINMA DE ANTIGENO

Preparacién de diferentes diluciones
de antigeno con P.B.S. pH 6.4.

1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1l:64 ¥
1:128 con antigeno fraccionedo de Pas
ciola hepatica.

1:20, 1:40, 1380, 1:160 y 1:320 con
los demds anti{geno.

Sensibilizar los glébulos rojos ya
tanados con las diluciones de antize
no, agregando el mismo volumen de am
bos en pH 6.4.

Incubar la mezcla en bafio maria duran
te 15 minutos a 37°C.

Agregar suerc normal de conejo al 1.0%
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en P.B.S. pH 7.2.
Retirar las oélulas del bafio maria,

centrifugsx a 3,000 r.p.n. durante
einco minutos.

Lavary dos veces mds con suero pnormal
de conejo.

AJustar el paquete de células a una
concentracién del 1.5 % en P.B.S.

P T.2.

Los eritrocitos sensibilizados con an

tigeno de FPascilola hepatica completo

¥ fraccionado, as{ como con los demds
antigenos, son los que se utilizan en
la técnica de nicrohonaglutinacidn.
Colocar en 1la placa de microhemagluti
nacién 0.050 ml de suero normal de co
nejo a2l 1.0 %, en cada una de las po-
zas.

Con microdilutor ( pr;;iamente-cali—

brado ), agregar 0.050 ml de suero

control positivo.
NMezclar vigorozamente y preparsr las
doce diluciones, transfiriendo 0.050

mililitros a cada una de las pozas.
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12.~ Agregar las diluciones de los eritro
citos a la placa con un micropipeta
de 0.025 ml.

1l3.-~ Colocar las placas en un rotor dwran
te tres minutos.

14~ Dejar las placas a temperatura am -
biente por tres horuas hasta que loa
eritrocitos se observen completamen
te sedimentados ( control negativo ).

15.- La dilucidén mds baja del antigeno que
de el titulo mds alto con el suero
control positivo se considera como la
dilucién o concentracidédn Sptima de

antfgeno.
TITULACIOR DE LOS SUBROS

l.- Inactivar los sueros problema a 56°G
durante 30 minutos.

2.~ Agregar con una micropipeta 0,050 ml
de suero normal de conejo al 1.0 %
en P.B.S. pH 7.2, a todas las pozas,

3.- Agregaer con un microdilutor 0.050 ml
de los sueros problema, en la.primera

poza de cada linea de la placa, mez
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clar perfectamente y transferir a la
siguiente 0.050 ml y asi sucesivamen
te hasta la d1tima poza, de l1la cual
se eliminan los 0,050 ml finales.

4.~ AGrOgar con uns micropipeta 0.025 ml
de eritrocitos semnsibilizados con los
respectivos antigenos.
S5e.=- Colocar la placa en un rotor durante
cinco minutos.
6.~ Dejar 1las placas reposar tres horas a
temperatura ambilente.
7.— Realizar 1la lectura correspondiente.
GON'.fROI.ES DE LA PLACA
Suero normal de cone Diluciones del Eritrocitos
Jo el 1.0 %. 0.050 suero normal de sensibilizra nega
ml, cone jo con el deos tivo
suero ocontrol

negativo,

Suero normal de cone Dilucionea del Eritrocitos

Jo 21 1.0 % 0.050 ml. suero control . sensibiliza posi
positivos dos. tivo

Sﬁero normal de cone Diluciones del Exritroeitos

Jo al 1.0 % 0.050 ml, suero control tanados nega
positivo. tivo



RESULTADOS
Después de obtener el antigeno completo
de Fasciola hepatica, se procedid a 1la estandarizacién
>de la columna de cromatografia. Se realizaron diez frac
ecionamientos de prueba, varidndose en cada uno de ellos
el volumen de elucién, la concentracién y volumen de an
t1igeno asi como el volumen de Sephadex G-100 utilizado
persa empacar la columna; Quedando estandarizada como al
gues
Volumen de elucifn ccecceccccecces 100.0 ml
Volumen debantigeno eesssscsses 1,0 ml
Concentracién de antfgeno
ProteinBB cecssessccsancassscsee 3.02 mg/ml
Carbohidratos c..cccceccccencess 1.02 mg/ml
Concentraeién de Sephadex ..... 4.02 g

Se realizaron otros fraccionamiewmtos, con
@] objeto de corroborar sl los datos obtenidos eran los
adecuzadoa. Despuds de efectuar el fraccionamiento del an-—
tigeno, se leys cada fraccién a 280 nm. Las fraccilones
que contenfan la mayor absorvancia se le determind conte
nido de proteinas por el método de Lowry ( 47 ). Se rea-—
11z6 un total de 120 fraccionemientos para temer un lote

adecuado del antigeno fraccionado.
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La grifica 1 muestra las fracciones obteni

dae del antigeno completo de Fasciola hepatica, siendo
las de mayor contenido protefco 1a 9. 10 y 1ll.

Se: inoculéd un lote de coneJos con antfgeno
completo de Fasciola hepatica para tener suero control
positivo y poder tener mssf{ un marco de referencia pars
comparsax las fracciones 9, 10 y 11l. Cuadro 1

Seleccionandose la fracocién No. 9 como en
tigeno fraccionsdo. Despuds de observar los resqltadoa-

Se efectusron pruebas de 1nmunodifusi&nﬂ
contrainmunoelectroforesis, inmunoelectroforesis y hema—

€lutinecidén en los siguientes sistemss:

Sistema a.—- Antigeno fraccionado con suero contra antige
no crude de Fasciola hepatica. Figures 7, 8
Yy 10.

Sistema b.—- Antigeno completo de Pasciola hepatica con

suero contra antigeno fraccionado de Pascio-

la hepatiaan. Figuras 7 y 9.
Sistema c.- Antigeno completo de Pasciola hepatica con

su suero homologo. Piguras 5, 6, 8 y 10.

Con los datos obtenidos, una vez estandari

zadas las técnicas ya mencionadas, se procedid a analizar
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posibilidad de encontrar reacciones cruzadas que pudie-—
ran en un momento dado presentarse con los antigenos
complefo y fraccionndo de Pasciola hepatiea, con sueros
positivos a otras parasitosis. Para tal efecto se recu
rrié al Benco de Antigenos y Sueros del Laboratorio de
Inmunoparasitologia de la Facultad de Medicina, del cunl
g8 seleccionaron 100 susros positivos a varias parassito-
sis ¥y 42 sueros positivos a Pasciola hepatica.

En el cuadro 2 se muestra la cuantifica-

c¢ién de anticuerpos en los conejos inmunizados con: Lote

A homogenado de pardsitos adultos de PFasciola hepatica.
Lote B con anti{geno fraccionado de Pasciola hepatica. El

sangrado periédico mostrd que el ti{tule mayor de anti
cuerpos: ss alcanza tres dfas despuds de la cuarta inocu-
lacidén con 1:4096 y 1:1024 para los lotes A y B respecti
vamente. En easte momento se sangraron los eonejoé a blan
co para tener suero hiperinsmne.

En el cuadro 3 se presentan los resultados

obtenidos al utilizar los sistemas A, B y C.

En el cuadro 4 se compara la sensibilidad

del antfigeno fraccionado con el antigeno completo de Pas—~

ciola henatica que tradicionalmente se emplea en el diag

néstico de la fasciolosis usando 42 sueros positivos a




Fasciols hepatioa.

En los cuadros siguientes se presontan
los resultados obtenidos con los diferentes antigenos y
sueros positivoa a otras parasitosis, usando antfgeno
fraccionado y completo de Pasciola hepetioa.

En el cuadro 5 se ohserva la relecién de
100 sueros positivos a diferentes antigenos paresitarios

empleados para estudiar la especificidad de los antige -
nos de Pasciola hepatica.

En el cuadyro 6 se comparan los resultados
del antigeno de Fasciola hepatica en diferentes pruebas
contra diez sueros controles positivos usados en el Labo
ratorio de Inmunoparasitologia, con titulo conocido en
hemaglutinecién, para los diferentea pardsitos. Observan
dose que solo con Cysticercus cellulosae completo da un
tftulo en hemaglutinacién 1:64, y se presenta una banda
de precipitacidn; este tfi{tulo es bajo en comparacién con
el suero especifico, pero las pruebas de precivnitacién r
resultaron positivas, lo que indica que hay una reaccidén

cruzade en este sistema.

En el cuadro 7 se observa la comparacidén

de resultados del antigeno fraccionado de Pasciola hepa—~
tica en diferentes pruebas con los diez sueros positivos

addistintos pardsitos, haciendoae notar gque los tftulos
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en hemaglutinacién fueron bajos; y en las pruebas de pre
cipitacién los resultados fusrom negativos.
) -En el cuadro 8 se analizan los resultadas

obtenidos con 36 sueros de pacientes positivos a Cysticer
cus cellulosae en hemaglutinacidn ( tomografie positiva )
¥ probados con antigeno somdtico completo de Pasciola he

patica en hemaglutinacién y pruebas de precipitacién, ob

sarvandose que en hemaglutinacién y pruebes de precipita
cién hay 13 sueros con t{tulc de 1:128 que dan positivos
en las pruebas de precipitacién.

En el cuadro 3 se observan los resultados

obtenidos al probar 36 sueros de pacientes poaitivose a

Cysticercus cellulosae con antigeno fraccionado de Fas-

ciola hepatica en pruebas de precipitacién y aglutinacién,

las cuales son negativas.

Bn los cuadros siguientes se muestran los
resultados con los demfs sueros positivos a otras parasi
tosis los cuales son negativos o tienen tf{tulos muy bajos

los cuales son considerados negativos,
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CUADRO 1

RESULTADO DE HEMAGLUTINACION Y PRUEBAS DE PRECIPITACION
DE LAS FRACCIONES 9, 10 y 11 CONTRA SUERO HIPERINMUNE A
PASCIOLA HEPATICA

FRACCION HEMAGLUTINACION NOMERO DE BANDAS
&
TITULO TITULO DD IRP CIEP
AG AC
9 32 1024 2 2 2
10 16 512 1 1 1
11 8 256 1& 1‘& 1&

& Reofproco del titulo.
& Una banda débil positiva,
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Cuadro 2

CUANTIFICACYON DE ANTICUERPOS POR HEMAGLUTINACION INDIRECTA
DE LOS CONEJOS INNUNIZADOS CON HOMOGENADO DE PARASITOS ADUL
TOS Y ANTIGENO PRACCIONADO DE FASCIOLA HEPATICA

Némero de ino Dias de ti Hemagilutinacidén
culacidn. tulacién

de Ac. . Lo;e A Lo;e b: 3
1la, 21 - -
2a. 8 8 4

10 ) 16 8
11 32 ' 16
3a. 15 256 64
16 512 128
42, 22 1024 256
24 2048 512
25 4096 1024
27 4096 1024

Lote A.—- Homogenado de pardsitos adultos de Pasciola hepatica

Lote B.Q Antigeno fraccionado de Pasciola hepatica
& «— Reciproco del tifitulo.
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CUADRO 3

RESULTADO DE LO3 TRES SISTEMAS EMPLEADOS PARA CONOCER LA
REACTIVIDAD DE I0S ANTIGENOS Y SUEROS CONTROLES POSITIVOS

Sistemn Tiftulo en hema Precipitacién No. de bendas
€lutinacién. & D IEF CIEPF
a 1024 2 2 2
b ) 1024 2 2 2
c 4096 8 8 8

& Recfiproco del tftulo.
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CUADRO 4
CONPARACION DE LA SENSIBILIDAD DEL ANTIGENO CONMPLETO Y -
FRACCIONADO DE FPASCIOLA HEPATICA EN HENAGLUTZINACION IN -
DIRECTA UTILIZANDO 42 SUEROS POSITIVOS A PASCIOLA HEPATICA

Ndémero de sueros

Hemaglutinacién

& Ag. completo Ag. fraccionado

16 - 5

32 8 6

64 [ 6

128 S 9

256 S 6

512 9 5

1024 9 S

& Reciproco del titulo.
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CUADRO 5

RELACION DE SUEROS DE PACIENTES POSITIVOS A DIFERENTES AN-
TIGENOS PABASITARIOS

Antigeno Ndmexo de sueros

Cysticeraus cellnlosae 36

frichinella spiralis 19
28

Ascaris lumbricoides-

Toxacara canis 10
qQuiste: hidatidico 1
Entamoeba histo ica 2

4

Trypanosoma cruzi

100
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CUADRO 6

COMPARACION DE RESULTADOS DEL ANTIGENO SOMATICO COMELETO

DE FASCIOLA HEPATICA

EN DIPERENTES PRUEBAS CONTRA LOS 10

SUEROS CORNTROLES POSITIVOS A DISTINTOS PARASITOS Y RITU-

IO CONOCIDO BN HEMAGLUTINACION

Sueros posi
tivos a

P{tulo especifico
en HIA.

&

Anti{igeno completo de

Fasaiola hepatica

Hgt DD TIEP

CIR»Y

1+

Cysticercus cellu

losas completo
Cysticercus celln
losae incompleto
Cysticercus cellu
losae excraesionas

¥ secresiones

Cysticercus cellu

losae rfluido vesi

cular.
Asearis Jumbricoides

ZErichinella gpiralis

Toxocara caniks
Paragonimus mexica-~

nuas
——

Trxypanosona cruzl

Leishmania donoveni

4096

4096

1024 .

2048

1024
2048
2048
1024

2048
2048

64

8

NN

1-0-

14-

& Reciproco del titulo.

+ une banda en todos los esasos.
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CUADRO 7

COMPARACION DE RESULTADOS DEL ANTYIGENO FRACCIONADO DE FAS

CIOLA HEPATICA EN DIPERENTES PRUEBAS CONTRA 10 SUEROS CON

TROLES POSITIVOS A DISTINTOS PARASITOS Y TITULO CONOCIDO
EN HENAGLUTINACION

Sueros positi Tritulo especifico Ant{geno fracoionado

an He¥ Hs, DD XIEP CIEP

voS a

Cysticercus cellu 4096 - 4
losge completo

Cysticercus cellu 4096 2 - -

. losae incompleto

Cysticereus cellu lo24 - - L=

losae excresiones
¥y secresiones

Cysticercus cellu 2048 & -

losae flufdo wvesicular

Agoaris lumbricoidea 1024 2 - : -
Leishmania donovani 2048 - - - -
Toxocara_canis 2048 - - - -
Paragonimus mexica— 1024 - - - -
aus

Trypanoscma cruazi 2048 - - - -
2richinella spiralis 2048 - - - -

& Recfproco del titulo.
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CUADRO 8

RESULTADO DE IOS 36 SUEROS POSITIVOS A CYSTICERCUS CELLULO
SAB PROBADOS CON ANTIGENO SOMATICC COMPLBTO DE FASCIOLA HE
PATICA UTILIZANDO DIFBRENTES TECNICAS

Nédmero de Hemaglutinaocidén Precipitaciédn No. bandas

sUueros & DD IRP CIEP
2 4 - - -
3 8 - - -
8 16 - - -
5 32 - - - -
5 64 - - -
13 128 . *10/13 *7/13 *7 /13

& Reciproco del tftulo.
+ on todos los casos una banda de precipitacién.
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CUADRO 9

RESULTADO DE LOS 36 SUEROS POSITIVOS A CYSTICERCUS CELLU
LOSAE PROBADOS CON ANTIGENO FRACCIONADO DE FASCIOLA HEFPX
TICA UTILIZANDO DIFERENTZES TECNICAS

Ndmero de Hemaglutinscién Precipitacién No. bandas
& p119) TEW CIEF

sueroa

HENDAY o
(- - I
|
)

2 1

& Reciproco del t{ituloe.
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CUADRO 10
RELACION DE LO3 19 SUEROS PO3SITIVOS A TRICHINELLA SPIRALIS

PROBATOS CON ANPIGENO COMPLETO DE FPASCIOLA HEPATICA UTILI-
2ANDO DIFERENTES TERCNICAS

Hemzaglintinacisn Precipitacién No. bandes

Némero da
sueros & DD IRP QIRF
3 2 - - -
5 4 - - -
11 8 - - -

& Recf{proco del titulo.

CUADRO 3%

BELACION DE LOS 19 SUEROS POJITIVOS A TAIOHINELLA SPIRALIS
PROBADOS CON ANTIGENO FRACCIONADO DE FASOCTOLA HEPATICA UTI
LIZANDO DYPERENTES TECNICAS

Rdémero de Hemaglutinacidn Precipitaecién No. Bandas

sueros & pris) IEF CIEP
5 2 - - -
14 4 - - -

& Reciproco del t{tulo.
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-CUADRO X2

RELACION DB LOS 28 SUEROS POSITIVOS A ASCARIS LUMERICOIDES
PROBADOS CON ANTIGENO COMPLEYO DE PASCIOLA HEPATICA UPILI-
ZANDO DIFERENTES TACNICAS

Némero de Hemaglutinacién Pracipitecién No, bendms

susros & DD IEPF = OCINF
1e 2 . - - -
. 4 - - -
7 8 - - -

& Readproco del tftulo,.

CUADRO 13

RELACION DE LOS 28 smos POSITIVOS & ASCARIS LUMERICOIDES
PROBADOS CON ANTIGENO FRACCIONADO DE FASCIOLA HEPATICA UTI
LIZANDO DIPERENTES TRECNICAS

Ndmero de Hemaglutinacién Fegcipitacidén No. bandas

susros & . -DD IEF CIEPF
19 2 ' - - -
& 4 - - -

1 8 - - K -

& Recfproco del tf{tulo.
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CUADRC 14
RELACION DR 10 SURROS POSITIVOS A TOXOCARA CANIS CON ANTY

GANoO comno DR FASCYOLA HEPATICA urn.mm J:nnm
EWRICA.S

Némero de . Hoemmglutinacién Ecigitmdn No. bandas

saerona ' & DD - IEF CIR®
7 4 s - - -
3 8 - - -

& Reciproco del tfitulo.’

GUADRO 15

RELACION DE 10 SUEROS POSITIVOS A TOXOCARA. CANIS CON ANTI
GENO PFRACCIONADO DE rnsggx.% ax;argtu UTILIZANDO nnmﬂ
BCNICA .

~ Némero de Honaélut:l.naci&i Preeipitacién No, 'g" dns

sueros & p11] IRy CIEP.
8 2 - - -
2. ) 4 - - -

& Reciproco del tftulée. -
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CUADRO 16

RELACIOR DE.UN SUERO POSITIVO AQUISTE HIDATIDICO FROBADO
CON ARTIGENO COMPRETO DE FASCIOLA HEPARICA UTILIZANRDO DI
PERENTES TECNICAS

Némero de Hemaglutinacidn Preaipitacién No. bandas
sueros & DD IEP CIEF
1 2 -— - -

& Reciproco del titulo.

CUADRO 17

RELACION DE UN SUERO POSITIVO A QUISTER HIDATIDICO FPROEADO
CON ARTIGENO FRACCYONADO DE FASCIOLA HEPATICA UTILIZANDO
DIPERENTES TECNICAS

Ndédmero de Heomaglutinacién Preeipitacién No. bandas
‘sueros & DD I8P CIEP
1 - - - -

& Reciproéo del titulo.
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CUADRO 18

RELACION DE DOS SUEROS POSITIVOS A ENTAMOBEA HISTOLYTICA
PROEA_'DOS CON ANTIGENOC COMPLEPFO DR FPASCIOLA HEPATICA UTIX
LIZARDO DIFERENTES TECNICAS

Némero de Hemaglutinacidén Precipitacién Ne. bandas

sueros & DD IBPF CIEF

2 4

& Reciproco del titulo.

CUADRO 19

RELACION DE DOS SUEROS POSITIVOS A ENTAMORBA HISTOLYTICA
PROBADOS CON ANTIGENO FPRACCIONADO DE FASCIOLA HEPATICA
UTILIZANDO DIFERENTES TECNICAS

Ndémero de Hemeglutinaeidn Precipitacién No. bandasg

sueros - - & DD IEP CIEPF

2 - - -

% Reciprodo del tftulo.
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CUADRO 20
RELACION DE 4 SUEROS POSITIVOS A TRYPANOSOMA CRUZI PROBADOS

CON ANTIGENO COMPLETO DE PASCIOLA HEPATICA UTILIZANDO DIFE
RENTES TECNICAS )

Némero de Hemaglutinacidén Precipitacién No. bandas

sueros & DD IEF CIEF
2 - - - -
2 2 - - -

& RecIproco del titunlo.

CUADRO 21

RELACION DE 4 SUEROS POSITIVOS A TRYPANOSOMA CRUZI PROEBADOS
CON ANTIGENO FRACCIONADO DE FPASCIOLA HEPATICA UTILIZANDO DI
RENT =S TECNICAS

Precinitacidn No. bandas

Ndémero de Hemaglutinecidn
sueros & DD IEF CIEP
4 - - - -

% Reciproco del titulo.
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CICLO BIOLOGICO de _ )
fascio/a Hepalica

Cavidad abdominal

Penetra la pared intestinal Atraviesa el higado °

Se desenquistan en Adulto en un
el duodeno conducto biliar

HERBIVOROS
(HOMBRE))

Huevos no
embrionados
en las heces

Metacercarias en ( forma
plantas acualticas ’

(forma infectante ) diagostica )

CARACOLES
PLANTAS ACUATICAS
Huevos

embrionados
en el agua

Redia en el tejido
del caracol

Figura 1
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Pigura 5
Contrainmunoelectroforesis la cual se

monté con anti{igeno completo de Pascio

la hepatica contra suero homélogo
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Pigura 6

Inmunoelectroforesis en la cual se probéd
el antigeno completo de PFasciola hepati-
ea, as{ eomo el suero hiperinmune corresg

pondiente.



Pigura 7

Inumunoelectroforesis que se monts ocon -
Ant{geno fraccionado de Fasciola hepati

ca con sueros controles positivos a Anti
geno fraccionado y completo de Fasciola
hepatica.

[0 PR Ant;geno fraccionado de Pasciola hepatica

@.~ Suero control positivec a Antigeno fraccio

nado de Fasciola hepatica.

ce— Suero control positivo a antfgeno comple-

to de Pasciole hepatiea.



- T2 -

Pigura 8

Inmqnod'ifusidn en 1w gque se utilizé an-
“tigeno completo ¥ fraccionado de Pascio
1s hepatica, con susro control positivo
nont;-s antigeno completo de Fascisla he

Ppatice
Sistema A.~ Ant{geno fraccionado y suero

homélogoe.
Sistema B.~ Antigeno completo y suero ho
mélogo.



Figura 9

Inmunodifusidén en la que: se: utilizé la
mezcle de las fracciones No. 9 que se
utilizard como antigeno fraccionado de

Fasciola hepatica.
Sistema A.- Poza 2-3 Praceién No. ¢
Poza 6 Antigeno completo
de Pasciola hepatica
Poza e Suero homélogo a An
t1igeno fraccionado
de Pascilola hepatica
Sistema H.- Poza 5-6 Praccién Ro. 9
Poza e Suero homdlogo a an—~
tigeno  completo de

Fasciola hepatica.



Flgura 10

Tnomunodifusién que se mont8 con antfgenoc
fraccionade y completo de Pasciola hepa—
ﬁi_ce con sus respectivos sueros homélogos.
Sistema A.~ Antfgeno fraccionado y suero
' homélogo.
‘'Sistema B.~ Antigeno completo y suero homé
logoe



Pigurs 11

Contrainmuncelectroforesis gue se mon-—

46 utilizando antigeno completo de Fas
ciola hepatica, asi como seis sueros
humanos a los cuzles se les detectd eg

+a parasitosis.




Figura 12

Contrainmunoelectroforesis que se mon=-
té6 utilizando antigeno fraccionado de
Pasciola hepatice, asi como seis sue_
ros humanos & lo® cuales se les detege

t6 la parasitosis,



Pigura 13
Contreinminoelectroforesis en la cual
se: prueba antfgeno completo y fracedio

nado de Fasciola hepatica contra sue—

ros de pacientes con cisticercosis.

Sistema A.- Antigeno fraccionzdo Y
sueros de pacientes con -
cisticercosis.

Sistema B.- Antfgeno completo y sueros
de pacientes con cisticer-
cosis.

Sistema C.~ Controles de 1la placa.



Pigura 14
Contrainmunocelectroforesis que se mon-—

t68 utilizando antigeno fraccilonado con
‘sueros de pacientes con cisticercosis.

Sistema A y B.—~ Sueros de pacientes con
cisticercosis y ant{geno frac

aionado de Pasciola hepatica.

Sisteme C_ - Contfoles de la placa.
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GRAFICA 1

DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEICO DE LAS DIFERENTES
FRACCIONES DEL ANTIGENO COMPLETO DE FASCIOLA HEPATICA.
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GRAFICA 2
CURVA DE PRODUCCION DE ANTICUERPOS EN LOS CONEJOS

INMUNIZADOS CON HOMOGENADO DE ADULTOS DE FASCIOLA
HEPATICA Y ANTIGENO FRACCIONADO DE FASCIOLA HEPATICA
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DISCUSION
Por 1o que se refiere al fraccionasmien

to tal y como se muestra en la grafica 1, en la que se
obagerva una gerie de picod, indica cada uno de ellos a4t
farentes concentraciones de protefnas. De aeste fraccio-
namiente ae seleeclond la fraccidén que tenia el mayor-cop
ténido. de proteinas ( 0.280 mg/ml ), siendo esta la ndme—

ro
Se sensibilizaron dos lotes QQ cone jos,

une. ¢on homogenado de pardsitos adultos de Pasdiola heéa
tice ¥ el otro con el antigeno fraccionado de Fagciola ~
hepatiea ( fraccidn 9 ), con el fin de obtener sueros

controles positivos que sirvieran para realizar con ellos

realizar las pruebas ya mencionadas.
N Como se observa en la grdfica 2 y cuadro

.2 el antigeno fraccionado dié un tftulo de 1:1024 y el
completo de 1:4096, en amboa casos el titulo de anticuex
pos se detectd 2% dias despuds de la primera inmunizacidén.

Al efectuaxr las pruebas de ipmunodifusidén,

1nmunoelectroforesis, contrainmunocelectroforesis y hemaglu

tinseibn indirecta, con el antigeno completo de Fasciola
hepatice y su suero homfdlogo, =e observan .dho bendas de

_precipitacién, figuras 5 y 6.



- 83 -
De tigual menera al combinar ambos siste-

mas 8 sea antfigeno fracoionado de PFasciola hepatiea con

suero control positivo de antfgeno completo de Pasciole

-hepatica, se detectan dos bandas de precipitacidén, figu
ra 8. AL invertir los sistemas, empleando antigeno com-—
pleto de Fasciolm hepatica con suero control positivo a
antfgeno fraccionado ae FPasciola hepatica, se detectaron
de igual manera dos bandas de precipitacién, figura 9.
Al probar antigemo fraccionado con su suero homélogo se
detectan dos bandas de precipitacién, figura 10. Esto
era de esperarse ya que si se hace reaccionar antigeno
completo de Pasciola hepatica més suero control positivo
de- antigeno fraccionado, estos anticuerpos van a reaccipo
nar contra un nimero menor de determinantes antigénicos
y especificamente selectivos. En el caso contrario del
antigého fraccionado con el suero control positivo a an-
tigeno completo de Pasciola hepatica los determinantes an
tigénicos que el s-uero reconoce son menores y a esto se

debe 1la escasa reactividad del mismo.

Esto nos dié la pauta para que la fraccién
9 se sigulera empleando en la segunda parte de este traba
Jo: que consistié en efectuar reacciones con 100 sueros

positivos a diferentes pardsitos y 42 sueros positivos con
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fasclolosis, que se seleccionaron del Banco de Sueros,
el estudio se hizo comparativamente con el antigeno ecom
pleto y fraccionado de Pascicla hepetica.

- Respecto al estudio que se hicieron con
sueros almacenados en el Banco de Sueros del Laboratorio
de Inmunoparasitologfa, hay que tomar en cuenta gque 1la
mayor perte de les mismos provenfian de pacientes a los
que se les dilagnédstico le parasitosis, los cuales estaban
congelados o en algunos casos liofilizados. Estos sueros
antes &e utilizarlos se retitularon en hemaglutinaci6n y
en técnicas Ae irecipitacién,_donde se presentan de 2 a 4

bandas de precipitacién. Cuzdro S .

Hay que seflalar que se probaron sueros
de pacientes con diegnéstico temprano de fasciolosis ( Ing
tituto Nacional de Pediatria, Instituto Nacional de Enfex
medades Tropicales y Hospital de Oncologfa del Centro Mé-
dico Nacional ). Los resultados ( cuadro 4 ) muestran la
cantidad de sueros pocsitivos con antigeng\completo y frag
cionado de Fasciola hepatica y el nimero de bzndas varid
de 2 a & tandas de precipitacién ( figuras 11 y 12 ).

Existe bibliografia en la que se reporta

que el uso de antfgeno completo presenta reacciédn cruzada
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con otroms helmintoes ( 35 y 39 ), por lo gue en este tra-—

bajo tratamos de verificar este problema; probando en pxi
mer lugar los diferentes antfgenos parasitarios que prepa
ran en el Laboratorio de Inmuanoparasitologi{a, con sus res
pectivos sueros homélogos pare poder confirmar la reacti-
vidad de ambos, ya que se utilizar n mds adelante como

controles en las tdcnicas ya mencionadas.

En el cuadro 6, figura 13 se observa que
el suero contra antigeno de Cysticercus cellulosae com -
pleto es el dnico que presenta reécciGn cruzada con el
antfgeno de Pasciola hegatica completo, esto era de espe
rarse'§a que el uso de ant ‘genos crudos origina este ti-

po de reacciones.

En el cuadro 8 se muestran los resultados
de los 36 sueros positivos a Cysticercus cellulosae que
) tambidn dan reaccién cruzada. Observandose que aflo se
presenta con sueros cuyo titulo es mayor de 1l:64 en hema
glutinaeién. Con e} qntigeno fraccionado nme se presenta

esta situacién. Cuadro 9.

Con demés sueros positivos & tros parésé
tos no se obtuvéd resultado positivo alguno, con ambos an
tigenos de Fascilola hepatica. Cuadros 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 139, 20 y 21 .
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Estos vesultados eran de esperarse, ya
que al someterse un a.ntlgen6~ completo a fraccionar, se
eliminan de Cl constituyentes: quimicon, eomo lipidos, 1i
poproetinas, que pudieran ser afines y seme jantes a otros
helmintos, por 1d que el uso dé. ant{igenos fraecionados

las eliminan.



CONCILUSIONRES

Considerando que esté estudio se efactud

en forma comparativa

¥y que en la mayoria de los experi -

mentos se egtablecieron llevando una relaciédn antfgeno-

completo-ant{geno fraccionado se concluyé:

1.~

Que la fraccién 9 obtenidu a partir
del antfgeno completo, es una frae—
e¢ién aspecifica para interaccionar
eon su suero homélogo, asf como con
el suero homdélogo del antfgeno com—
pleté. '

Que en ambos antigenos, el titulo ma
yor de anticuerpos se obtuvé a los
25 dfzs después de la primera inocu
lacién: sosteniendose as{ 11 dias —

mds, para después disminuir,

Que es mAs facil efectuar la técnica
de'contrainmunoelectroforesis, con
la que se obtienen resultados cuali
tativos en una hora por 1lo gque se
recomienda para el diagnéstico de es

ta parasitosis,
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No se puede correlacionar el titulo
de anticuerpos que se detectan atra
vés. de la hemaglutinacién con res -
pecto a la sintomatologfa ya quea el
némero de casos gque: ae mane jaron,
no son son suficientes para hacer

dicha correlacién.

Que el uso de esta fraccidn, efiimi—
na cuslquier tipo de reaccién cruza
de con los helmintos aqui utiliza -
dos, por lo que nos da una mayor eg
pecificidad.

Que el uso de antfgenos completos ya
no debe segulir empleandosa en el -
diagnéstico de parasitosis por gue

da lugar a reacciones cruzadas.
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