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R E S U M E N 

ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DE DIFERENTES PRUEBAS 

SEROLOGICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE 

FASCIOLASIS EN OVINOS 

Se obtuvieron 100 muestras de suero de borre~o, en un pe 
r!odo de tres meses del rastro de San Felipe del Progre= 
so, Estado de México; y 15 sueros de ovino libres de - -
Fasciola hepatic~, del Centro Experimental Pecuario de -
Hueytamalco. Puebla. A todos los animales se lüs hizo -
un estudio post-mortem. para verificar la presencia de -
Fasciola hepatica en los ~onductos biliares y se obtuvo 
una muestra de bilis que se observ6 en un microscopio es 
tereoscopico, para verificar la presencia de huevecillos 
del tremátodo. Se preparó un antígeno somático de fas-
ciolas de bovino, así como un suero hiperinmune en cone
jo, para correr las diferentes pruebas. 

De los 100 sueros del rastro corridos, con la prueba de 
doble difusión en gel (DD), se obtuvo una sensibilidad -
del 23.68% y una especificidad del 85.48%; en la t~cnica 
de contrainmunoelectroforesis (CIE) resultó una sensibi
lidad del 55.26: y una especificidad del 58.06%. La té~ 
nic'S de inmunoensayo en capa delgada. (ICD) fue la que -
dió mejores resultados del 83.87%, la hemaglutinación p~ 
siva (HP) tuvo una sensibilidad del 28.94% y una especi
ficidad del 91.93%. 

Se sugiere ntili~ar una combinaci6n de las t~cnicas de -
ICO y HP, para el diagnóstico de hato de fasciolasis en 
ovinos. 
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I N T R o D u e e I o N 

La fasciolasis es una enfermedad parasitaria principalmente 

de los rumiantes, debida a la presencia y acción de Fasciol~ 

hepati~ en el parénquima hepático y conductos biliares. Por 

lo regular, es un proceso cr6nico que causa trastornos dige~ 

tivos y de la nutrición (19), que provoca severas pérdidas, 

principalmente debido a muertes, retardo en la ganancia de -

peso, baja producción de leche y baja calidad de la lana, -

entre otras (1). 

En nuestro país existen grandes pérdidas econ6aicas a causa 

de la infección por Fasciola hepatica en los rumiantes, sin 

embargo 7 sólo se dispone de informa~ión limitada acerca de -

dichas pérdidas a nivel nacional. Según datos obtenidos por 

la Direcci6n General de Sanidad Animal a través de la Ofici

na de Anllisis Epizootiol6gicos de la Subdirección de Epizo~ 

tiología en ovinos, en el afio de 1980, hubo una morbilidad -

por fasciolasis del 26.7% con una pérdida de 104.1 millones 

de pesos. La mortalidad, por otro lado, fue del 0.7X con -

una pérdida de 57.5 millones de pesos. Por concepto de p~r

didas indirPctas que coaprenden: tratamientos. depreciaci6n 

de instalaciones y p~rdidas ~or concepto de mano de obra, se 

obtuvo una suma de 220 millones de peso$ que, aunado a las -
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p~rdidas de morbilidad y mortalidad, hacen un total de 381.6 

millones de pesos (4). 

Con los datos anteriores, podemos decir que la fasciolasis -

de los ovinos continúa siendo un grave problema para la gan~ 

dería del país. 

Por otro lado, el examen coproparasitoscópico es la técnica 

que con mayor fracuencia es utilizada para el diagn6stico de 

la fasciolasis en bovinos y ovinos, debido a que es sencilla 

y econ6aica (24). 

El método de sedimentación no es el más óptimo para determi-

nar si el animal está libre de fasciola, ya que pueden obte-

nerse resultados falsos negativos cuando se hace el análisis 

de ias heces una sola vez, requiri~ndose 

taciones para determinar si el animal está libre de Fasciola 

hepatica (5,8). 

Durante su migración en el hígado de su hospedador, la Fascio 

la hepatica, provoca una serie de cambios patológicos e inmu 

nol6gicos. En e6tudios recientes se deter•inaron las clases 

de Inaunoglobulinas presentes en el suero de ovinos infecta-

dos con Fasciola hepati~ y ge correlacionaron los niveles de 

anticuerpos en el curso de la infecci6n. Loa resultados que 

obtuvieron con la t~cnica de Hemaglutinaci6n Pasiva indican 

que lo• nivele• de anticuerpos al inicio de la infecci6n se -
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incrementaban, y después decrecían notablemente. Esto lo a-

tribuyeron a que el tegumento de las fases migratorias estaba 

expuesto permanentemente al sistema inmune del huésped, lo 

que provocaría una fuerte respuesta inmunológica y una vez 

que los parásitos abandonaran el parénquima la estimualción -

antigénica del huésped sería nula. Las IgM fueron las inmun~ 

globulinas predominantes, mostrando sus máximos títulos entr~ 

la 7a. y lOa. semana, mientras que las IgG alcanzaron sus má

ximos niveles entre la 7a. y 14a. semana. Estos resultados -

parecen seguir el aodelo clásico de la respuesta inaune con -

una producci6n inicial de la IgM seguida por la IgG (16, 17, 

21). 

Lns rasultados de la t~cnica de Inmunofluorescencia indirecta 

auestran una intensa actividad de la clase IgG a partir de la 

3a., semana correspondiendo con el período de aigración de 

los parisitos en el parfnquima hepitico; el aiximo título se 

registro a la lOa. semana, lo que corresponde a las fases tem 

pranas del pertodo patente de la infección (16, 17, 21). 

Se de•~ono~e ai la. diaainuci6n del estímulo al •iste11a inmune 

juega un papel importante en la falt- de una respuesta prote~ 

tora a Faaciola hepatica en ovinos, así mismo, se ha observa

do que existe poca o nula resistencia contra el parisito en -

esta especie (16, 17, 18, 22·). 

El estudio de estas alteracione•t puede conducir al mejor en

tendi•iento de la enfer•edad. de tal manera que puede ayudar 



-5-

a establecer un mejor diagnóstico (23). 

Es de $uma importancia determinar cuál o cuáles antígenos son 

relevantes para diagnosticar una enfermedad o producir un in

mun6geno, (1, 2): ta estructura anatómica de los organismos 

pat6genos se torna m&s compleja conforme se avanza en la ese~ 

la filogen~tica y puesto que Fasciola hepatic! es un metazoa

rio. el número de antígenos que posee es muy grande y a la 

vez estos antígenos son diferentes entre sí, por lo tanto, 

Fasciola hepatica representa un "mosaico antig~nico" con alto 

grado de complejidad. Bisica~ente los antígenos de Fasciola 

hepatica pueden diferenc~arse en dos grupos: 

a) Antígeno• aoatticoa~ que se obtienen de l• integridad ene 

t6aica de los parásitos, y b) Antígenos aetab6licos o -

productos de excreci6n y/o sec~eci6n de loa parisitoa man 

tenidos!!!.__!~ (1, 9). Existen varios trabajos sobre -

la obtenci6n de antígenos !!_!a~ciola hepatica, así, en -

uno de los trabajos pioneros se analizó por medio de las 

t~cnicas de electroforesis e inmuno-electroforesis, un -

extracto salino deslipidizado de Fasciolas adultas y aeñ~ 

laron la existencia de 7 fracciones prot,icaa, 2 glucopr2 

te!naa y 6 lipoproteínas; de l~s cuales, S fueron especí

ficas a Faaciola hepatica y el resto dieron reaccione• -

cruzadas con suero de ani•ales parasitndo• con otro• bel-

aintos (3). 
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Otros investigndoru~ han nbs~rvado que, los a~tígenos me 

l:ibvl ir·o-> r!1· F:1l'-i~'.1•>1_~ h<·e~~Li.~::1, posc~E!n un menor número -

rlP comp0nüntus anti~Gnicos (llJ. 

Al filtrar un extracto salino de fasciolas adultas con - - -

sephadex G-200, otros autores obt1lvieron 4 fracciones. De -

éstas, las fracciones II y III eran altamente reactivas en -

las pruebas de contrainmunoelectrof oresis con el suero de ra 

tas fasciolosas (12). 

En un extensivo trabajo sobre el fraccionamiento de antíge-

nos de Fasciola hepatica adulta, se obtuvieron 41 fracciones 

antigénicas utilizando diversos métodos y probándolas con di 

ferentes pruebas inmunol6gicas. Se determin6 que los ant!g! 

nos con mayor actividad fueron los antígenos somáticos, los 

me~ab6licos y los polisacáridos de la fracción CI, (11). 

Se puede observar que existen diversos métodos para obtener 

y aislar antígenos de Fasciola hepatica, por lo cual es dif! 

cil determina! cuál o cuáles antígenos son satisfactorios p~ 

ra utilizarse en el diagnóstico práctico de fasciolasis, ya 

que se han obtenido resultados muy variables (1). 

Algunas de las prueb~s que se han utilizado para el diagn6a~ 

tico de fasciolasia incluyen: Pruebas intrad~raicaa v pru~

bas serológita~; dentro de las pruebas intradérmicas~ se ti~ 

nt• la intr.1derr .. nrrra"("ión '}lle l'S frecuenrementl· utilizada 
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con bovinos y ovinos debido a sus resultados ~elativamente -

confiables, a su bajo costo y a su facilidad para ser aplic~ 

da en condiciones de campo. Los tipos de respuesta inflama

toria que se present~n en los animales f asciolosos a la ino

culación intradármica de antígenos de Fasciola hepatica, se 

pueden observar las siguientes reacciones: · 

a) Hipersensibilidad tipo I mediada por IgE, (1, 14, 20). 

b) Hipersensibilidad tipo III o reacción de Arthus mediada 

por IgG (1, 14, 20), 

Dentro de las pruebas sero16gicas, existen las reacciones de 

precipitación; la sensibilidad de estas pruebas, como la do

bla difusi6u en agar (DD) y ía Contrainmunoelectroforesis -

(CIE), generalaente es baja cuando se compara con otras pru~ 

bas •erológicas, pero es dif!cil que se presenten reacciones 

fal••• positivas (6, 23). La sensibilidad de la DD por otra 

parte, es mayor cuando se utili%a la prueba de CIE (23). 

Tambi•n se cuenta con las pruebas de aglutinaci6n, entre las 

que se encuentra la t~cnica de la hemaglutinaci6n pasiva que 

detecta cantid3des muy pequeña~ de anticuerpos, por lo que -

parece ser superior en •ensibilidad y especificidad ruando -

se co•para con otra• pruebas (1, 2, 8, 17, 21). 
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La tGcnirn de Tnmuno~nsayo en capa delgada, que es una nueva 

l~cni•·u atlaptadu paro Pl diagn6stico de fascioJasis, tiene -

01 otroctivo de s~r sencilla y susceptible de ser usada con 

relativa facilid~d en condiciones de campo; esta técnica pa

r1·1 e tener una aceptable sensibilidad por lo que puede ser -

útil en muestreos masivos (2, 9, 15). 

En los estudios realizados hasta la fecha, la sensibilidad -

y especificidad de las pruebas serológicas utilizadns, se 

han correlacionado con estudios coproparasitoscópicos (5, 8, 

9, 10, 15). 

En México, no se han reportado estudios que comprueben la -

sensibilidad y especificidad de diferentes pruebas serológi

cas en f asciolasis mediante la correlación de éstas y el - -

hallazgo de f asciolas en el hígado de los animales al sacri

ficio, por lo cual se decidió llevar a cabo el presente tra

bajo. 
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H I P O T E S I S 

En estudios realizados en el Instituto Nacional de Investigaci~ 

nes Pecuarias,sobreel diagnóstico inmunológico de fasciolasis -

en ovinos (9) de una zona enzóotica y otra libre de fasciolasis, 

se observaron los siguientes porcentajes de sensibilidad y esp~ 

cificidad, utilizando el antígeno somático de Fasciola hepatica: 

P R U E B A S % % 
SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD 

Doble Difusión en Gel (DD). 44.8 100 

Contrainmunoelectroforesis (CIE). 58.6 78.1 

Inmunoensayo en Capa Delgada (ICD)= 93.1 9ó.8 

Hemaglutinación Pasiva (HP). 44.8 100 

Se concluyó que una combinación de las pruebas de HP e ICD, pu~ 

de ser empleada para el diagnóstico de la f asciolasis en los ru 

miantes. 

En estos estudios, se determinó que los animales estaban o no -

párasitados con Fasciola hepatica, utilizando el examen coprop~ 

rasitosc6pico (9). El presente trabajo, pretende saber si se -

encuentran porcentajes semejantes al utilizar esas pruebas, en 
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una zona ecol6gica diferente, tomando como animales parasitados 

aquellos que presentaban fasciolas adultas en hígado y hu0veci

llos en la vesícula' biliar. 

Se supone que hay una relaci6n directa entre el título de anti

cuerpos anti-f asciola y el número de f asciolas que se encuen- -

tran en el hígado de los borregos, y que las pruebas inmuno16g! 

cas más adecuadas para detectar esos anticuerpos son la Hemagl~ 

tinación pasiva y el Inmunoensayo en capa delgada. 
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O B J E T I V O S 

1) Determinar la especificidad y sensibilidad de diferen

tes ~ruabas serológicas, utilizadas en el diagnóstico 

de fasciolasis en ovinos, en relación a la presencia -

en hígado de Fasciola bepatica y/o sus huevecillos en 

la vesícul& biliar. 

2) Correlacionar los títulos de anticuerpos detectados -

por diferentes pruebas serológicas y la presencia en -

hígado de Fascio_la hepatica, y/o sus huevecillos en la 

vesícula biliar. 
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MATERIAL Y METODOS. 

Obtención del antígeno somático de Fasciola hepatica:~~) 

l. Se recolectaron fasciolas adultas de hígados infect~ 

dos de bovino del rastro. 

2. Se procedió a un lavado con solución salina fisiold

gica, hasta· que el sobrenadante se observó claro. 

3. Se pesaron 10 gr. de fasciolas y se agregaron SO •1. 

de PBS*pH 7.2 y arena de mar est~ril en un mortero -

en baño de hielo, y se procedió a triturar hasta fnr 

mar una pasta. 

4. Se dejó en agitación lenta (con un rotor magndtico) 

a 4°C durante 24 horas. 

5. Se centrifugó a 3,000 rpm. durante 15 minutos en uda 

centrífuga refrigerada (4ºC). 

* PBS (Solución salina buferada). 
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6. E~ sobrenadante se filtró con un filtro Seitz EKS ó 

Millipore de 0.22 micras; recolectándolo en tubos de 

ensaye estériles. 

7. La cantidad de proteína se determinó por medio del -

método de Biuret. 

8. El antígeno se envasó en alicuotas ~ se congeló - --

(-70°C) hasta su empleo (2). 

DETERMINACION DE PROTEINA. 

~'todo de "BIURET": 

Todas las prote!n~s contienen gran número de enlaces pep-

tídicos. Si se trata de una solución de proteína con - -

++ iones Cu en un medio moderadamente alcalino, se forma -

un complejo quelato coloreado de composición desconocida 

++ entre el ión Cu y los grupos carbono(C:O) y •N -H de --

los enlaces de péptido. Ocurre una reacción análoga en--

tre el ión cúprico y el compuesto orgánico biuret, por -

ello la reacción se llama reacción del Biuret. 

NH - e - NH - e - NH 2 • • 2 
o o 
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En esta reacción, un ión cúprico se enlaza a cuatro o 

seis enlaces peptídicos por enlaces coordinados. (2, 7) 

REACTIVO.-

Se disolvieron 1.5 gr. de sulfato de cobre pentahi--

dratado y 6.0 gr. de tartrato de sodio y potasio en 

500 ml. de agua. Se añadieron 300 ml. de NaCl al -~ 

10% libre de carbonato preparada recientemente. Se 

agregó agua destilada hasta completar un litro. 

ESTANDAR DE PROTEINA.-

Se disolvieron 100 mg. de albúmina sérica bovina en 

10 ml. de agua destilada para obtener 10 mg. de pro-

teína/ml. 

PROCEDIMIENTO: 

Se colocaron las siguientes cantidades en tubos marcados: 

ml~ SOI.UCION 
ESTANDAR 

Blanco 

0.1 
0.3 
0.5 
0.7 
0.9 
1.0 
o.o 

ml. AGUA 
DESTILADA 

0.9 
0.7 
0.5 
0.3 
0.1 
o.o 
1.0 

11.g/•l 
PROTEINA 

l 
3 
5 
7 
9 
10 
o 
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La muest~a problema (antígeno) se diluyó de tal manera que -

tuviera de 1 a 10 mg/ml. 

A los tubos con el blanco, estándares y muestra problema, se 

le agregó 4 ml. del reactivo del biuret y se mezclaron. Des 

pues de 30 minutos se leyó la absorbancia a 560 nm en un es

pectofotómetro (Hitachi, modelo 100-20). 

Los resultados se graficaron en papel milim~trico, y se tra

zó la curva estfndar y se interpoló la densidad óptica de la 

muestra de antígeno para conocer su concentración de proteí

na (2). 

M&TCDO DE INMUH!ZACION~ 

Préparación del antisuero contra Fasciola hepatica. 

MATERIAL 

l. Antígeno somitico de Fasciola hepatica. 

2. Adyuvante coapleto de Freund (ACF)*. 

3. Jeringa de 20 al. con aguja del núaero 13. 

4. Vaao de precipitados. 

* DIFCO, Detroit, Michigan, E.U.A. 
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5. 2 conejos de 2 Kg. de peso, c/u. 

PROCEDIMIENTO.-

l. Se colocaron volúmenes iguales de antígeno en solución 

y adyuvante en un vaso de precipitados. 

2. Con una jeringa de 20 ml. con aguja del 13, se mezcló 

repetidamente el antígeno y el adyuvante; succionando -

y expeliendo en el vaso de precipitados. Cuando la mez 

cla comenzó a emulsificar, tom6 una apariencia lecho-

sa y espesa. 

3. Se continuó ~ezclando la emulsión hasta que una gota de 

~sta, cuando se colocó sobre la superficie de un reci--

piente conteniendo agua! permaneció intacta. 

4. El antígeno disuelto con solución salina estéril; emul-

sificando con ACF oe inoculó en dos conejos, de acuerdo 

con el siguiente protocolo de inmunización: 

INOCULACION 
NUM. 

1 

TIEMPO 

D!a O 

D O S I S 

5 mg. de Ag disuelto 

en 1 ml. de solución 

salina cst~ril, e•u! 

sificado con 1 ml. -

ACF. 

YT'"I" A ftD 
V J..n. UJ:.I 

INOCULACION 

S.C. en mú.! 
tiples si-

tios. 



INOCULACION 
NUM. 

2 

3 

4 

5 

TIEMPO 

D!a 15 

Día 30 

Día 31 

Día 32 
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D O S I S 

Igual que antes. 

0.250 mg. del Ag. en 

soluci6n salina. 

0 .. 500 m.g. del Ag en 

solución salina. 

1 •S· del Ag en so-

luci6n salina. 

VIA DE 
INOCULACION 

I.M. y S.C. 

I.M. 

I .M. 

I.M. 

El sangrado se practicó en el día 39.(una semana después de 

aplicar la última dosis) se separ6 el suero, se dispers6 en 

frascos y se congeló a -70°C hasta su uso (2). 

INMUNOELECTROFORESIS. 

MATEllIAL.-

l. Aparato de electroforesis. 

2. Portaobjetos limpios y desengrasados. 

3. Pipetas Pasteur. 
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4. Cámara Húmeda. 

5. Agar noble. 

6. Merthiolate al 1%. 

7. Buffer de barbituratos (pH 8.6, ó 0.1 M, fuerza iónica -

0.05). 

8. Antígeno y antisuero específico. 

PROCEDIMIENTO. 

l. Se prepararon varios portaobjetos con una ligera capa -

de agar de iapregnaci6n (agar noble al 10%). 

2. Después se preparó una solución de agar noble al 1%. en 

buffer de barbituratos O.I M, pH 8.6: 

a) Buffer de barbituratos: 

Barbiturato de sodio 

Acido clorhídrico 

Agua destilada. 

(O.I M) 

(O.I N) 

500.5 ml. 

149.5 al. 

350.0 ml. 

3. Al final se añadió ~erthiolate blanco a una concentra--

ción final de I:l0,000. 

4. Los portaobjetos con agar de impregnación se colocaron 

en posición horizontal, y se les agregó 3 al. de la so

lución de agar al l~ caliente. Se dejó gelificar a te! 

peratura ambiente y posteriormente se metieron en una -

c~mara hG~uda hasta su emplao. 
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5. Laa laminillas se perforaron con un molde y se extrajo -

el agar de la perforación circular solamente. En el re

cipiente de la unidad de electroforesis se coloc6 la can 

tidad necesaria de buffer de barbituratos. Las lamini-

llas perforadas se colocaron y se estableció el contacto 

entre la placa de agar y el buffer utilizando tiras (me

chas) de papel filtro. 

6. Se conectó la cámara de electroforesis a la fuente de p~ 

der y se ajust6 a la corriente a 8-10 volts/cm. de gel 6 

6-8, mAmp/ laminilla por 15 minutos para equilibrar el 

sisteaa. 

7. Posterioraente con una pipeta fasteur, se colocó la solu 

ci6n de ~nt!geno en las perforaciones de la placa de - -

agar. Una de las auestras de antígeno se tiñió con azul 

de bromofenol para indicar el desplazamiento. 

8. Se c~ecóéque las tiras de papel filtro estuvieran bien -

colocadas y se conectó nuevamente el aparato, cuidando -

que la eorriante fuera correcta. Cuando se observó que 

1a auestra teñida hab!a migrado lo suficiente hacia el -

polo positivo (ánodo) para una separaci6n correcta, se -

desconect6 el ~parato y ae removi6 el agar de la canal -

para colocar el antiauero. Esto se hizo con rapidez pa

ra evitar la difusión excesiva del ant!geno. 

9, tas laainillas se dejaron en una clmara húmeda durante -

24 a 48 h~ras. Se hizo la lectura en·una cfaara de fon

do obacuro y se dibujaron lo• resultados obtenido• (2). 
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TOMA DE MUESTRAS. 

MATERIAL.-

l. Tubos de ensaye. 

2. Aplicadores de madera. 

3. Guantes desechables. 

4. Aretes (identificación de animales). 

5. Estuche de disección. 

6. Frascos estériles. 

7. Microscopio Estereosc6pico. 

PROCEDIMIENTO.-

En el rastro de San Felipe del Progreso, ubicado eµ el Estado 

de México, semanalmente se tomaron muestras de sangre y bilis 

en grupos de 8 a 9 borregos, hasta totalizar 100 animales. 

El muestreo duró 3 meses (j~lio. agosto y septiembre), con el 

fin de hacer el hato más representantivo de la zona. 

Las muestras de sangre se obtuvieron en el momento de sacrif ! 

cio de los animales previamente identificados; posteriormente 

se quitó la vesícula biliar y se to•ó la muestra de bilis. r~ 

visando los conductos biliares y parte del párEnquima heplti

co para verificar la presencia de Fasciola hepatica. 
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Las muestras d~ sangre se recolectaron en tubos de ensaye, -

los cuales se dejaron reposar hasta la llegada al laboratorio 

(3-4 horas en posici6n horizontal), donde se les quitó el - -

coágulo y se centrifugaron (3,000 rpm/10 minutos); el suero -

resultante se colocó en frascos estériles y después se conge

ló a -20°C hasta ser utilizada. 

Las muestras de bilis se centrifugaron, se descart6 el sobre

nadante y el sedimento se observó en un microscopio, estereo~ 

cópico para observar la presencia de huevecillos de Fasciola 

hepa~ica, todo esto con el fin de saber si los animales esta

ban parasitados. 

·Se ll•v6-un registro de cada uno de los animales muestreados, 

en el cual se anotaron los siguientes datos: 

a) Identificación (número). 

b) Edad. 

c) Sexo .. 

d) Presencia de huevecillos de Fasciola hepatica en la bilis. 

e) P~resencia de Fasciola hepatica en los conductos biliares 

y par~nquima hepático. 

f) Presencia de otros pariaitos. 

g) Lesiones en otros 6rganos. 

h) OtroB ~8t&dos morbosos. 
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Borregos controles. 

Se sacrificaron 15 borregos de raza Tabasco del Centro Exper! 

mental Pecuario de Hueytamalco, Pue. (CEPH), originarios del 

Centro Experimental Pecuario de Mocochá, Yuc., donde se cons! 

dera zona libre de Fasciola hepatica (Bautista, C. Comunica-

ción personal, 1982). Se obtuvieron las muestras de suero Y. 

bilis bajo el mismo procedimiento mencionado anteriormente. 

PRUEBA DE DOBLE DIFUSION EN GEL. 

MATERIAL.-

L Ma.tráz de 125 ml. 

2. Platina caliente. 

3. Portaobjetos desengrasados. 

4. Pipetas Pasteur. 

5. Cajas de Petri. 

6. Aplicadores .. 

7. Papel filtro. 

8. Molde o dado perforador de gel. 

9. Agar noble. 

10. PBS: pR 7.2 
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11. Merthiolate al 1 %. 

12. Antígeno de Fasciola hepatica. 

13. Antisuero. 

PROCEDIMIENTO.-

l. En un matráz de 125 ml. se colocaron 50 ml. de PBS pH --

7 .2 y se agregaron 0.5 gr. de Agar noble. 

2. Se calentó a fuego lento el agar hasta que no quedaron -

grumos. Al final, el volumen perdido por evaporación se 

repuso con agua destilada y se le agregaron .5 gr. de - -

NaCl, para obtener una concentración final del 10% de -

NaCl de acuerdo con el m~todo reportado por Van Tiggele 

(23). 

3. Se le agregó merthiolate blanco n una concentración fi-

nal de 1:10,000 (0.5 ml. de merthiolate al 1 %). 

4. Se colocaron los portaobjetos secos y desengrasados en -

una superficie plana. Con una pipeta de punta ancha a -

cada laminilla se le agregaron 5 ml. del agar caliente y 

se dejó gelificar a temperatura ambiente. 

5. El agar de los portaobjetos fue perforado con un dado o 

molde perforador y el agar residual se retir6 con un - -

aplicador. 
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6. El orificio central de las laminillas se llenó con el an 

tígeno de Fasciola hepatica y los sueros alrededor. 

7. Las laminillas se colocaron en una cámara húmeda y se in 

cubó a temperatura ambiente de 24 a 48 hrs. 

8. La lectura para localizar las líneas o bandas de precip! 

tación se hizo en una cámara de fondo obscuro. 

9. Se hizo un esquema de los resultados obtenidos (2). 

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS. 

MATERIAL.-

Se empleó el mismo que en inmunoelectroforesia. 

PROCEDIMIENTO.-

l. Se preparó laminillas en la forma descrita en inmunoelec 

troforesis. 

2. Se hicieron seis pare8 d~ perforaciones en el agar de 

3 mm. de diámetro y con una separación de 4 mm. entre ca 

da par. 

3. Se colocaron las laminillas en la cámara y se dejaron -

precorrer por 15 minutos en la forma descrita en inmuno

clectroforesis. 
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4. La m~estra de antisuero se colocó en el orificio más pró 

ximo al polo positivo y al antígeno en el orificio más -

próximo al polo negativo. 

5. Se aplicó la corri~nte (6-8 mAmp/Laminilla) durante una 

hora o una hora treinta minutos. 

6. Se hizo la lectura en una cámara de fonao oscuro. 

7. Se hizo un esquema de los reaultados obtenidos (2). 

INMUNOENSAYO EN CAPA DELGADA. 

MATERIAL.-

l. Antígeno somático de Fasciola hepatica. 

2. Antisuero. 

3. Suero normal de conejo. 

4. Cajas de petri de plástico de 8.5 cm. de diámetro "nue--

vas". 

s. Jeringa de tuberculina con aguja del número 27. 

6. Etanol al 70 %. 

7. Bomba de vacío. 

8. Ventilador. 

9. PBS, pH 7.2. 
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10. Agua destilada. 

11. Placas de microtitulaci6n. 

12. Microdilutores de 0.05 ml. 

13. Pipetas de O.OS ml. 

PROCEDIMIENTO.-
, , . . 

l. Se utilizaron cajas de petri de plástico "nuevas", las -

cuales se lavaron con etanol al 70%. 

2. Las cajas se secaron perfectamente, primero absorbiendo 

con bomba de vacío y segundo exponiéndolas al aire de un 

ventilador. 

3. Se utilizó antígeno de fasciola con una concentración de 

proteína de 10 mg/ml., se colocó sobre cada una de las -

cajas 19.64 ml. de PBS, ph 7.2 más 0.36 ml. de antígeno, 

obteniendo una concentración final de proteína de 180 mi 

crogramas/ml. Para que el antígeno se repartiera unifor 

memente se hicieron movimientos circulares. 

4. Se incubó en cámara húmeda a 37°C por 30 minutos. 

5. Se sacaroü las cajas, se eliminó el antígeno y se lava-

ron tres veces con agua destilada. 

6. Se aecaron las cajas perfectamente de la for~a anterior

mente aencionada y quedaron Rensibili~adas. 
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7. En placas de microtitulación se transfirieron 0.05 ml. -

de PBS, pR 7.2 con pipeta y 0.05 ml de suero a probar -

con un microdilutor. Se hicieron dil~ciones dobles pa-

sando 0.05 ml a cada hoyo y se eliminaron los 0.05 ml. 

del último hoyo. 

8. Se colocaron 5 microlitros de cada una de las diluciones 

con una separación aproximada de 1 cm. 

9. Se incubó en una cámara húmeda a 37 4 C por 60 minutos. 

10. Las cajas se sacaron e invirtieron sobre su cubierta, la 

cual se llenó con agua a 60°C. Esto se hizo por un tiem 

po aproximado de 60 segundos. 

11. Despu~s cada caja se levó tres veces con agua destilada. 

12. Se secaron las cajas perfectamente de la forma anterior

mente mencionada (2). 

13. Nuevamente las cajas se invirtieron sobre su cubierta, 

la cual se llenó con agua a 60°C. Esto se hizo por un -

tiempo aproximado de 45 a 120 segundos. 

INTERPRETACION DE LA PRUEBA: 

En los sitios donde se colocaron los sueros se observó una --

condensac16n mayor ~n comparación con el resto de la caja y -

ésta fue inversamente proporcional a la dilución de los sue--
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ros. La lectura se hizo tomando en cuenta los siguientes pa

rámetros (2, 15): 

(+) Gotas grandes que llenan la superficie de aplicación del 

suero. 

(-) Patrón de condensación igual a las áreas donde no se - -

aplicó suero. 

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION PASIVA O INDIRECTA. 

MATERIAL.-

l. Centrífuga, capaz de 800 X gr. 

2. Baños María, 37 y 56°C. 

3. Tubos de centrífuga cónicos graduados de 12 ml. 

Material de Cristalería: 

l. Pipetas serológicas. 

2. Matraces. 

3. Vasos de precipitados. 

4. Tubos de ensaye de 10 X 75 mm. 



-29-

S. Equipo de microtitulaci6n: 

a) Pipetas de O.OS ml. y 0.025 ml. 

b) Microdilutores de 0.05 ml. 

e) Vibrador. 

Reactivos: 

l. Solución de Alsever. 

2. Solución salina buferada (PBS pb 7.2 y pH 6.4). 

3. Suero normal de conejo (SNC). 

4. Acido T&nico. 

S. Ant!geno. 

6. Suero positivo de titulo conocido y suero control négat!. 

vo. 

7. Eritrocitos de carnero (las c~lulas se añejaron 3 d!a1 a 

4°C antes de ser usadas). 

Preparaci6n de Reactivos: 

Solución Anticoagulante. 

Soluciór. de Alsever: 

Dextrosa ••••••••••••••••••.•••••• 2.05 gr. 

Citrato de sod~o dibidratado ••••• 0.8 gr. 

Cloruro de sodio •••••••••.••••••• 0.42 gr. 
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Acido cítrico ••.••••••.••..•••.•• 0.055 gr. ó 055 ml. de 

Acido acético al 10 %. 

Agua destilada ....•.•.•.....••. 100.00 ml. 

(Se esterilizó por filtración y se almacenó a 4ºC). 

Solución salina buferada (PBS): 

Soluciones Stock: 

Na 2HP04 , 0.15 M ••• 21. 3 g/litro de agua destilada. 

KH2Po4 , 0.15 M ••• 20.4 g /litro de agua destilada. 

Nacl, 0.15 M ••• 8.8 g /litro de agua destilada. 

PBS, pH 6.4: 

Na
2

HP04 , 0.15 M ••• 32.3 ml. 

KH 2Po4 , 0.15 M ••• 67.7 ml. 

NaC:l, 0.15 M •. 100.0 ml. 

PBS, pH 7.:.1;.:_ 

't.J,. U'DI\ 
.. ,

0 2··· "4' 0~15 M~~~76.0 ml. 

0.15 M ••• 24.0 ml. 

NaCl, 0.15 M •• 100.0 ml. 



Diluyente.: Suero norma:l de conejo '(SNC) al 1%. 

Se inactivó suero de conejo normal a 56°C por 30 minutos. Se 

absorvió con G.R. de carnero, (0.1 ml. G.R. + 0.9 ml. suero e 

incubar por 30 minutos a 37°C). Se mezcló 1 ml. de suero en 

99 ml. de PBS, pH 7.2. 

Preparación de las diluciones de ácido tánico, 1:1,000 y -

1:20,000. 

Inmediatamente antes de usarse, se preparó una solución fres-

ca de una dilución 1:1,000 de §cido t§nico, disolviendo 20 mg. 

de ácido tánico en 20 ml. de PBS, pH 7.2. Se diluyó la solu-

ción stock 1!1,000 a 1:20 para obtener la dilución de 

1:20,000 que se usó en la prueba (2.0 ml. de 1:1,000 + 38.0 -

ml. PBS, pH 7.2). 

A~ 'fANIZADü DE G .R.~ 

l. Se lavó loe G.R! 3 veces en PBS, pH 7.2 - 800 X gr. por 

5 minutos 2 veces y por 10 minutos una vez. 

2. Se puso 1 ml. del paquete de G.R. en 39 ml. de PBS, pH -

7.2 para obtener una suspensión al 2.5%. 

* 
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3. Se añadió un volumen igual (40 ml.) de solución de ácido 

tinico 1:20,000; se mezc16 e incubó en un baño María a -

37ºC por 10 minutos. 

4. Se sacaron los G.R. del baño María y se centrifugaron -

por 5 minutos a 800 x gr. El sobrenadante se descartó, 

y se lavó con PBS, pH 7.2, a 800 x gr. por 10 minutos, -

los G.R. se resuspendieron en PBS, pH 6.4 para hacer una 

suspensión al 2.5% (l ml. G.R. + 39 ml. PBS). 

B~ SENSIBILIZACION DE G.R. 

1. Para sensibilizar los G.R. tanizados se agregó un volu-

men igual de una dilución óptima de antígeno en PBS pH -

6.4 a la suspensión de células y se incubó en un baño -

María de 37°C por 15 minutos. 

Determinación de la concentración óptima de antígeno: 

a) Se preparó 4 diluciones de antígeno en PBS pH 6.4 

por ejemplo: 1:25, 1:50, 1;100, 1:150. 

b) Se sensibilizaron los G.R. 

e) Se utilizó un suero negativo y otro positivo por ca-

da dilución. (la concentración más baja del antíge-

no que da el mayor título con el suero inmune y qul' 

no reaccione con el suero negativo e>s considerada co 

mo úptimn). 
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2. Se centrifugó a 800 x gr. por 5 minutos. Se eliminó el 

sobrenadante y después se lavaron las células 2 veces --

con SNC al 1% en PBS, pH 7.2; la primera a 800 x gr. por 

5 minutos y la última a 800 x gr. por 10 minutos. 

3. Se ajustaron los G.R. a una suspen~ión al 1.5% en SNC 

1% (por ejemplo: 0.15 ml. del paquete de G.R. + 9.85 ml. 

de SNC 1%). 

C~ PROCEDIMIENTO DE LA .PRUEBA. 

l. Se inactivaron los sueros por 30 minutos a S6ºC. 

2. En placas de microtitulación se transfirieron 0.05 ml. -

de SNC 1% con una pipeta a los hoyos en donde se iban a 

hacer las diluciones. 

3. Se transfirieron O.OS ml. de cada suero a probar, con un 

microdilutor al primer hoyo que contenía O.OS ml. de SNC 

al 1%. 

. 
4. Se hicieron doce diluciones pasando O.OS ml. de suero a 

cada hoyo y eliminando los 0.05 ml. del último hoyo. 

5. Las diluciones se mezclaron poniendo las plac3B en un 

vibrador. Con una pipeta se agregó 0.025 ml. de la solu 

ci6n sensibilizada de G.R. al 1.5% n cada diluci6n de --

suero. 
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6. Se mezcló con el vibrador y se dejaron las placas incu-

bando a 4°C por 12 horas. 

7. Se hizo la lectura por medio de los patrones en el fondo 

de los hoyos (2). 

CONTROLES. 

Control del Diluyente. Se transfirieron O.OS ml. de SNC 1% a 

varios hoyos y se agregaron 0.025 ml. de los G.R. sensibiliza 

dos al 1.5%. Esta reacci6n fue negativa. 

Control del suero. Se preparó una suspensión al 1.5% de G.R. 

tanizados no sensibilizados en suero normal de conejo al 1%. 

Se preparó una placa por duplicado con diluciones seriadas de 

los sueros a ser probados, 6 hoyos de cada suero en vez de 

12. A cada hoyo se le añadieron 0.025 ml. de G.R. tanizados 

no sensibilizados al 1.5%. Se obtuvo una reacción negativa -

(2). 

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD. 

La sensibilidad y especificidad de las pruebas se dctermin6 -

de la siguiente ~anera (9): 



SENSIBILIDAD = 

ESPECIFICIDAD • 
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NUM. DE ANIMALES CON FASCIOLASIS, 
POSITIVOS A LA PRUEBA. 
NUM. TOTAL DE ANIMALES CON 
FASCIOLASIS. 

NUM. DE ANIMALES SIN FASCIOLASIS, 
NEGATIVOS A LA PRUEBA. 
HUM TOTAL DE ANIMALES SIN 
FASCIOLASIS. 

X 100 

X 100 



-3~-

R E S U L T A D O S 

DETERMINACION DE PROTEINA: 

Utilizando el método de Biuret se obtuvieron 10 mg. de protef 

na / ml. del antígeno somático de Fasciola hepatica. 

INMUNOELECTROFORESIS: 

Utilizando el antígeno somático de Fasciola hepatica y su re~ 

pectivo antisuero se observaron 12 sistemas antígeno anticuer 

po (fig. 1). 

MUESTREO DE LOS BORREGOS: 

De los 100 borregos del rastro que fueron examinados, se en-

centró que 38 estaban parasitados. De los cuales el 81.57 % 

presentó Fasciola hepatica en los conductos biiiares y un - -

18.42% no presentó fasciolas en el hígado, pero si se halla-

ron huevecillos del parásito en la bilis. 

Cabe hacer la observación. de que el 89.47% de los animales -

parasitados presentó fasciolas en el hígado y sus huevccillos 

y un 7.89% no present6 huevecillos, pero si se hallaron fas--

ciolas en los conductos biliares. 
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De los 38 animales que resultaron positivos a Fasciola hepati 

~· presentaron los siguientes estados patológicos (13): 

Ectima contagioso 

Queratitis de causa desconocida 

Thysanosoma actinioides 
(en los conductos biliares y 
vesícula biliar) 

2.63 % 

2.63 % 

2.63 % 

De los 62 animales que resultaron negativos a Fasciola hepati 

-5:.!.• presentaron los siguientes estados patolSgicos (13): 

Thzsanosoma actinioides a.o % 
(en los conductos biliares y 
ves!cula biliar) 

Ectima contagioso 4.8 % 

H!gados fibrosos con abscesos 3.2 % 
(de causa desconocida) 

Diarreas l. 6 % 
(de causa desconocida) 

Pseudo tuberculosis 1.6 % 
(Linf adenitis caseosa) 

Al examinar a los borregos controles, se observ6 que estaban 

libres de Fasciola hepatica. 
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PRUEBA DE DOBLE DIFUSION EN GEL: 

D~ los 100 sueros de borregos del rastro probados con la té~ 

nica de doble difusión en gel, se encontraron 18 reacciones 

de precipitación; de las cuales 9 correspondieron a animales 

positivos y 9 fueron reacciones falsas positivas. 

La prueba tuvo una sensibilidad del 23.68% y una especifici-

dad del 85.48% (cuadro 1), los sueros de los borregos con- -

trol fueron negativos. 

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS: 

En esta prueba de los 100 sueros del rastro, hubo 47 reacci~ 

nes de precipitación, de las cuales 21 correspondieron a an! 

males positivos y 26 a animales negativos (falsos positivos). 

Esta prueba tuvo una sensibilidad del 55.26% y una especifi-

cidad del 58.06% (cuadro 1). 

Los sueros control fueron negativos, excepto en dos en los -

que hubo bandas de precipitación (falsos positivos). 

PRUEBA DE INMUNOENSAYO EN CAPA DCLGADA: 
--------~--·~'~·~ ~ 

En esta prueba al eorrer loe 100 sueros de los animales del -

rostro y 15 sueroo de los animales rontr~l. se vió qu~ rear--
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cionaron con diferentes títulos (cuadro 2). 

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se vió que cons! 

derando un título de 1:32 en adelante hubo 45 reacciones pos! 

tivas, de las cuales 24 correspondieron a animales parasita-

dos. y 21 resultaron falsos positivos, que nos da un porcenta

je de sensibilidad del 63.15% y una especificidad del 67.74%. 

Sin em~argo, considerando un título de 1:64 o mayor, hubo 26 

reacciones positivas, las cuales 16 correspondieron con anim.!_ 

les parasitados y 10 resultaron falsos positivos, que nos dá 

un porcentaje de sensibilidad del 42.10% y una especificidad 

del 83.87% (cuadro 1, fig. 2). 

De tal manera que en este estudio se decidió tomar un título 

de 1:64 en esta prueba~ para dar un animal como positivo. 

El suero hiperinmune de conejo anti-Fasciola hepática dió un 

título en esta prueba hasta de 1:128. 

HEMáGLUTINAeION PASIVA O INDIRECTA: 

En esta prueba, al correr los· 100 sueros de los borregos del 

rastro y 15 sueros de los animales control, se vi6 que reac-

cionaron con diferentes títulos (cuadro 3, fig. 3). 
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Tomando en cuenta los resultados anteriores, se observó que -

considerando un título de 1:64 en adelante, se obtuvieron 28 

reacciones positivas, de las cuales 16 correspondieron a 

animales parasitados y 12 fueron falsas positivas, lo que nos 

dá un porcentaje de sensibilidad del 42.10 % y una especific! 

dad del 80.64 %. Sin embargo, considerando un título de -

1:128 o mayor, hubo 16 reacciones positivas, las cuales 11 co 

rrespondieron a animales parasitados y 5 fueron falsas pos! 

tivas, que nos d& un porcentaje de sensibilidad del 28.94 % y 

una especificidad del 91.93 % (cuadro 1, fig. 3). 

En base a estudios anteriores (9) se decidió tomar, como posi 

tivo a aquél animal que diera un título de 1:128 o mayor. 

El suero hiperinmune de cone~o anti Fasciola hepatica, dió un 

• 
título en esta prueba, de 1:4.096 (control positivo). 

El suero normal de conejo, reaccionó en esta prueba, dando tí 

tulos, algunas veces, de 1:2 (control negativo). 

En el cuadro 4 se puede observar la relación entre el grado -

de fasctolasis y la detección de anticuerpos anti-fasciola, -

por medio de las pruebas serológicas utilizadas. 

De 38 borregos con fasciolas en el hígado y/o sus huevecillos, 

6 (15.78 %) estaban muy paraaitados, 15 (39.47 i.) e~taban re-

gularmente parasitados, 9 (23.68 %) estaban poco parasitados 

y 35 (92.10 %) tenían huevecillos de este tremátodo en la ve-
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s!cula bil~ar. Ademls de fasciolasis, 3 (7.8%) de los 38 ani 

males tenían otros procesos morbosos. 

De los 38, 8 animales (21.05%) fueron detectados por medio de 

la prueba de DD, 22 (57.89%) con la prueba de CIE, 11 (28.94%) 

con la prueba de HP y 16 (42.10%) con la prueba de ICD. 

En el cuadro 5, se determin6 la relación entre el grado de -

fasciolasis en ovinos y el número de pruebas serológicas que 

detectaron anticuerpos anti-fasciola. 

De los 38 animales, 6 (15.78%) estaban muy parasitados. De -

éstos, 3 (7.89%) reaccionaron a una prueba, 2 (5.26%) a dos -

pruebas y uno (2.63%) a tres pruebas. 

Quince animales (39.47%) estaban medianamente parasitados. 

De éstos, uno (2.63%) no reaccionó con ninguna prueba, 6 

(15.78%) reaccionaron a una prueba, 4 (10.52%) a dos pruebas 

y 4 (10.52%) a 3 pruebas. 

Nueve borregos (23.68%) estaban poco parasitados. De éstos, 

uno (2.63%) no reaccionó a ninguna prueba, 5 (13.15%) reaccio 

naron a una prueba, 2 (5.26%) a dos pruebas y uno (2.63%) a -

tres pruebas. 

Ocho animales (21.05%) que se les encontró sólo huevecillos -

del trem§todo. Tres (7.89%) no reaccionaron a ninguna prueba, 

2 (5.26%) reaccionaron a una prueba; 2 (5.26%) a dos pruebas 

y uno (2.63%) a tres pruebas. 

Por otro lado, cabe señalar que ning~no de los 38 ovinos - -

fasciolosos reaccionó a las cuatro pruebas. 
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FIGURA I 

ANTIGENO SOMATICO DE F&sciola hepatica o .. z;c=-....., ,,... < "C:=' ... - > 

+ SUERO DE CONEJO ANTI-Fasciola hepatica 

Patron InmunoelectroforEtico del antígeno somático 

de Fasciola hepatica 
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COMPAllACION DEL POl.CJUfTA.JE D& UJS Tl'l1n..GS 1'.>'I ...,.1Cl'lll"05 IW t.A 
PJlUEBA DE lNMUMOEJrSAYO EN CAPA DELGADA EMTit! llM GIW'PO DI'.: 

llORREGOS DEL RASTRO Y OT.iO DE ANIMAi.ES CO~TROT, 

o Boiri.>~o~ c1.•1H ntl. 
(15 aul.maif's) 

~ Borregll$ del r;istt"<'· 
(100 a11ia1tlt•s) 

33. 33 % 

1:2 1 :4 1:8 1:16 1:32 1:64 

T I T U L O 
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COMPAfiAC!ON DEL PORCENTAJE DE LOS TITULOS DE ANT•ICUERPOS EN LA 
PRUEBA DE HEMAGLUTINACION PASIVA ENTRE UN GRUPO DE 

BORREGOS DEL aASTRO Y OTRO DE ANIMALES CONTROL 

53.3 % 
o Borregos Con t ro 1. 

(15 animales) 

~Borregos del rastro. 
(100 aniD1a.les) 

1• ') ·- 1:4 1:8 1:16 1;32 1:64 

T I T U L O 

Se conaider6 co•o positivo un tttulo de 1:128 ~ aayor. 
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CUADRO 1 

Porcentajes de sensibilidad y especificidad de distintas - -

pruebas serol6gicas, para el diagn6s~ico de la fasciolasis -

en ovinos, utilizando un antígeno somátic~ de Fasciola hepa-

tica. 

p R U E B AS % SENSIBILIDAD % ESPECIFICIDAD 

Doble difusión en Gel. 23.68 85.48 

Contrainmunoelectrof o-
resí.s. ce 1)..:. co n.t:. 

JJ. &.-u Jo.vu 

Inmunoensayo en Capa -
Delgada. 42.10 83.87 

Hemaglutinaci6n Pasiva. 28.94 91.93 
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CUADRO 4 

RELACION ENTRE EL GRADO DE PARASITOSIS (FASCIOLASIS) DE BORREGOS Y LA DETECCIO~ DE 
ANTICUERPOS ANTI-FASCIOLA POR MEDIO DE PRUEBAS SEROLOGICAS 

BOiREGO 
NUM. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 

TOTAL 

% 

+++ 

++ 

+ 
H.V.B. 

Muy parasitados (fasciolas adultas en el h!ga,'o) 

Regula't'tD.ente parasitados. 

Poco parasitados. 

Huevecillos de Fasciola hepatica en la ves~:ula 
biliar. 

GRADO DE PARASITOSIS OTROS ESTADOS PRUEBAS SEROLOGICAS 

+++ ++ + H.V.B. PATOLOGICOS DD. CIE. HP. lCD. 

+ +++ + + + 
+ ++ + 
+ +++ + 
+ +++ + 

++ + + 
+ + + + + 
+ + + + 
+ + + 

1 + + + 
+ 

+ +++ + 
+ +++ + + 

1 + +++ Rueratitis + 
+ +++ + + + 

++ + 
+ + 
+ + + 
+ 

+ +++ + l 
++ 

+ +++ + 
+++ + 

+ +++ + 
+ + + + 

+ + 
+ + 

1 

l + + 1 
+ + 1 + 
+ + 

1 
+ + + 

+ ++ Ectiu C. + + 
+ +++ l + + + 

+ +++ + + + 
+ ' +++ + + 

+++ 
+ ·+++ + + 

+ +++ + 

1 

i + 

+ +++ 
1 !~ + +++ ' T1tyuno~~ o!.:. 

+ +++ 
f 

+ 
22 ' 6 15 q 35 1 3 8 ~ 11 16 

1 
- 42.10- i 

15.78 39.47 23.68 92.1 7.8 1 21.05 57.89 28.94 
! ·= 

1 
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CUADRO 5 

Relación entre el grado de fa~ciolasis en ovinos y el númer~ 

de pruebas serológicas que detectaron anticuerpos anti-f asci~ 

la. 

GRADO DE 
PARASITOSIS 

M.P. 
M.P. 

M.P. 

R.P. 
R.P. 

R.P. 
R.P. 

P.P. 
P.P. 

P.P. 

P.P. 

ll.V.B. 

H.V.B. 
H.V.B. 

NUM. DE 
ANIMALES 

3 

2 

1 

1 

6 

4 

4 

1 

5 

2 

l 

3 

2 

2 

1 

NUM. DE PRUEBAS 
SEROLOGICAS CON LAS 

QUE REACCIONARON 

1 

2 

3 

o 
1 

2 

3 

ü 

1 
2 

3 

o 
1 

2 

3 

7.89 

5.26 

2.63 

2.63 

15.78 

10.52 
10.52 

2.63 

13.15 

5.26 

2.63 

7.89 

S.26 

5.26 

2.&3 

+ 

1 H,v.B. 

-·~:~_T __ A_L~---------3-á~~~---~-------------------~~--
+ 38 ani••l•• fueron poaitivoa a la infecci6n por 

Faaciola hepatica. 

M.P. • 
l.P. • 
P .. F. • 
H.V.B ... 

Muy parasitadoa. 
legular•ent• paraaitados. 
Poco para&itados. 
Aniaal•• que s61o presentaron huevecillo• 
de Pasciola h!patica en la vea!cula biliar. 
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D I S C U S I O N 

En el presente estudio, de las diferentes pruebas, se observó 

lo siguiente: 

Con los sueros de los 100 borregos sacrificados en el rastro. 

de San Felipe del Progreso, Estado de México y utilizando la 

prueba de doble difusión en gel (DD), solamente 9 dieron reac 

ciones que correspondían a animales parasitados y 9 dieron -

reacciones falsas positivas, lo que nos dió una sensibilidad 

del 23.68% y una especificidad del 85.45% (cuadro l); los con 

troles que provenían del Centro Experimental Pecuario de - -

Hueytamalco, Puebla (CEPH), fueron negativos. 

Ssto nos confirma que la prueba de doble difusión en gel es -

poco sensible, ya que sólo detectó 9 (23.68%) de 38 animales 

con Fasciola hepatica~ pero tiene una alta especificidad com

parada con otras pruebas de precipitación, como es la contra

inmunoelectroforesis (2, 9, 15, 23). 

Esta prueba, a pesar de ser la más sencilla, es poco sensible 

y por lo tanta es i~adacuada para el diagnóstico de fasciola

sis en ovinos; los r~sultados obtenidos en el presente estu-

dio. concuerdan con los rublicndos por Gómez, Arri~ga y Mori

lla (9) y Van Tiggele (23), 



' -51-

En la prueba de contrainmunoelectroforesis (CIE), de los 100 

sueros de borregos del rastro probados, hubo 47 reacciones de 

precipitación. De éstas, 21 correspondieron a animales fas-

ciolosos y 26 a ovinos falsos positivos. Los porcentajes de 

sensibilidad (55.26%) y especificidad ~58 .• 06%) de la prueba, 

corroboran que ésta es más sensible, pero menos específica -

que la doble difusión en gel (cuadro 1). Posiblemente a esto 

se debe el porcentaje relativamente elevado (41.93%) de anima 

les falsos positivos. 

Las reacciones falsas positivas observadas, probablemente ta~ 

bién se deben a que e1 antígeno somático utilizado es comple

jo y algunos de sus componentes reaccionan en forma inespecí

f ica. Es de hacer notar que dos sueros de animales control -

negativos, dieron bandas de precipitación en la prueba. Los 

resultados obtenidos con ésta, concuerda con los reportados -

por Gómez, Arriaga y Morilla, (9). 

De las pruebas serológicas empleadas, la técnica de inmunoen

sayo en capa delgada (ICD), fue la que mejores resultados dió, 

pues tuvo una sensibilidad del 42.10% y una especificidad del 

83.87% (cuadro 1). Esta técn~ca parece tener nna buena sensi 

bilidad y una aceptabl~ especificidad, lo que concuerda con -

otros trabajos publicados (9, 15). 

En esos estudios, se hab!a sugerido tomar un título de 1:8, -

para considerar a un animal como positivo a la infccci6n por 
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fasciola. En el presente trabajo se decidió tomar un título 

de 1:64, para considerar a un animal como positivo, basándo-

nos en los títulos obtenidos en los animales del rastro y los 

borregos control negativos (cuadro 2, fig. 2), 

Nuestros resultados difieren un poco de los de Gómez, Arriaga 

y Morilla, (9, 15) debido a que posiblemente se efectuaron -

con animales de una zona ecológica diferente y a otras razo-

nes que se mencionan más adelante. 

En esta prueba se tuvo un porcentaje del 16.12% de animales -

f~lsos positivos; una explicación a este hecho, puede ser la 

observada por Gómez, Arriaga y Morilla (15), en la cual !CD -

resultó ser más específica en los bovinos que en los ovinos, 

a diferencia de otras pruebas, como la HP que dió títulos más 

-alcos en ovinos que en bovinos. 

La prueba de hemaglutinación pasiva (HP), por otro lado, de-

tectó 16 reacciones positivas de los animales del rastro; de 

~stas, 11 (28.94%) correspondían a animales fasciolosos y S -

(8.06%) a borregos no fasciolosos (falsos positivos); la sen

sibilidad fue del 28.94% y la especificidad del 91.93% (cua-

dro 1) y concuerda con lu observado en otros trabajos (9,10). 

Sin embargo, en esos estudios se tom6 un título de 1:64 para 

considerar a un animal como positivo a la infección por fas-

ciola. En el presente trabajo, se decidió tomar un t!tulo de 
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1:128 en adelante, ya que si se consideraba un título de 1:64 

aumentaba el número de animales falsos positivos. 

Cabe hacer la observación de que los ovinos control negativos 

del CEPH no tuvieron títulos mayores de 1:16 (cuadro 3~ fig.-

3) •. 

Los resultados en la prueba de HP, no fueron tan satisfacto-

rios como los obtenidos anteriormente por Gómez, Arriaga y M~ 

rilla (9, 10), sin embargo, esta prueba, una vez m~s demostró 

su alta especificidad en nuestro trabajo. 

Las reacciones falsas positivas observadas, al utilizar las -

diferentes pruebas serológicas, pueden haber ocurrido por las 

siguientes razones: 

l. Zona ecológica diferente (zona de moderada incidencia). 

2. Posiblemente algunos de los animales falsos positivos, en 

realidad tenían fasciolas, pero en una etapa migratoria. 

Se hizo el examen post-mortem, pero no sabemos si las 

f asciolas estaban migrando o los animales tuvieron la in

fección, pero fueron tratados y no presentaban los parás! 

tos al momento de examinar el hígado. 

3. El manejo de los animales era marcadamente distinto al -

de los borregos del estudio de Go~e~, Arriaga y Morilla, 

(9, 15) o sea, esos animales, a diferencia de los examina 
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dos por nosotros, provenían de centros experimentales cu

yas condiciones de manejo son buenas (alimentación, desp~ 

rasitaci6n, vacunaciones). 

En el cuadro 4 se puede observar que el grupo de borregos con 

un grado de fasciolasis mediana, fue el que mejor reaccionó -

con las pruebas serologicas. Posiblemente esto se deba, a -

que el sistema inmunocompetente de los borregos esté recono-

ciendo eficazmente los antígenos de f asciola recién llegados 

a los conductos biliares. Los animales con una infección le

ve, fueron detectados en ~n porcentaje regular, pero mayor -

que los muy parasitados. Es probable que en los animales con 

infecciones leves, las fasciolas apenas comienzan a estimular 

al sistema inmunocompetente, por lo cual no hay una cantidad 

óptima de anticuerpos anti-f asciola. El relativamente bajo -

porcentaje de borregos muy parasitados, detectados por prue-

bas serológicas, quizi se deba a que cuando existen grandes -

números de fasciolas, ~stas producen una gran cantidad de an

tígenos que consumen a los anticuerpos circulantes, y forman 

complejos antígeno-anticuerpo (23). 

La prueba que mis ani•ales fasciolosos detectó, fue la de CIE 

y luego le siguieron la de ICD y HP (cuadro 4). Sin embargo, 

la t'cnica de C!E •• menos eapec!fica, poaibleaente porque de 

tecta anticuerpos de la clsse IgM principalmente y Estos pue

den reaccinnar en foraa inespec!fica. 



En el cuadro 5, se observa que la mayoría de los animales - -

fasciolosos, reaccionaron a 1 prueba serol6gica y le siguen -

las que reaccionaron a 2 pruebas y luego los que reaccionaron 

a 3 pruebas. Esto se puede deber a los diferentes grados de 

sensibilidad y especificidad de las pruebas utilizadas. 

Otros estados patológicos (cuadro 4) no parecieron afectar el 

desarrollo de las pruebas serológicas utilizadas. • 
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e o N e L u s I o N E s 

l. De los 100 sueros del rastro corridos, con la prueba de -

doble difusión en gel (DD), se obtuvo una sensibilidad -

del 23.68% y una especificidad del 85.48%; en la t~cnica 

de contrainmunoelectrof oresis (CIE) resultó una sensibili 

dad del 55.26% y una especificidad del 58.06%. La t~cni~ 

ca de inmunoensayo en capa delgada. fue la que dió mejo-

res resultados con una sensibilidad del 42.10% y una esp~ 

cificidad del 83.87%, la hemaglutinación pasiva (HP) tuvo 

una sensibilidad del 28.49% y una especificidad del 91.93%. 

2. De las pruebas evaluadas, las de !CD e HP dieron los mej~ 

res resultados~ 

3. Se observó que las pruebas serológicas utilizadas para el 

diagnostico de fasciolasis en ovinos en es~e estudio, ái~ 

ron porcentajes de sensibilidad y especificidad un poco -

diferentés a los observados con anterioridad. 

4. Al correlacionar los títulos de anticuerpos detectados -

por las diferentes pruebas serológicas, se observó, que -

el grupo de borregos con un grado de fasciolasis mediana 

fue el que mejor reaccionó con las pruebas serol6gicaa -

(cuadro 4 y 5). 

5. Para hacer un diagn6stico de fasciolasis lo •is acertado 

posible, ae augiere utilizar una combinaci6n de la• tfcn! 

cae de inaunoensayo en capa delgada y heaaglutinaci6n pa

siva. 



-57-

LITERATURA CITADA 

l. Bautista G. C.R.: Inmunología en la fasciolasis. Memo 

rias del curso de actualización en. Inmunolog!a Veterina 

ria. Ciudad Universitaria D. F., del 2S al 29 dé agos

to de 1980. 84 - 99 • 

2. Bautista G. C.R., Morilla G. A. (Ed.) Inmunología Vet~ 

rinaria Manual de Laboratorio. E~iciones del Patronato 

de Apoyo a la Investigaci6n Pecuaria en Méxic9, A. c. -

1981. 

3. Biguet J., Capron A., Tran V.R.: Les antiens de Fascio 

la hepatica. Etude electropheretique, identification -

des fraction et comparison a avec les antij,DB corres-

pondant § sept autres heminthes. Annls Parasitol. Hum. 

Comp. ~: 221- 231, 1962. 

4. Departamento de An,lisis Episootiológicos de la Subdire~ 

ci6n de Epizootiolo¡!a. Dirección General de Sanidad -

Aniaal. S.A.a.H~ 1980. 

5. lnriqu•~ A,S,: Evaluación de la prueba intrad,raica y 

exaaen coproparasitoscópico en el diagn6stico de la - -

fasciolalit en boTinos. Tésis da Licenciatura. Facultad 

<hw" tM b.&a/.. & tétt'f 



-58-

de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional 

Autónoma de México, D. F. 1971. 

6. Fundenberg, H.H., Stites, D.P., Cadwell, J.L., Wells J.V.: 

Basic and clinical Inmunology, 3rd, edition. Lange. Los 

Altos California, 1980. 

7. Garvey, J.S., Cremer, N.E., Sussdorf, D.H.: Methods in -

Inmunology 3a. Ed. W.A. Benjamín, Massachusetts. 1977. 

8. Garrido, M.P., Milian, S.F.: Evaluación de la prueba de 

Remoaglutinaci6n Pasiva (HP) en ovinos fasciolosos, para 

estudios epidemiológicos. Memorias de la XV Reunión - -

Anual Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias, --

S.A.R.H. 504-506 1981. 

9. Gómez, A., Arriaga, C. Morilla, A.: E~aluaci6n de losan 

tígenos soaiticos y aetabólicos de Fasciola hepatica en -

las pruebas inmunológicas para el diagnóstico da la -

fasciolasis en rumiantes. Memorias dé la XV Reunión -

Anual. Instituto Nacional de la Investigación Pecuaria. 

S.A.R.H. 497-500 1981. 

10. G6aez A., Arriaga C., s¡nchez A., Morilla A.: Estudio -

comparativo de dos antígenos so••ticos de Fa•ciola hepati 



-59-

~ y su aplicación en el diagnóstico de fasciolasis en b~ 

vinos y ovinos. Primera Reunión Anual de Parasitología -

Veterinaria. Asociación Mexicana de Parasitología Veteri 

naria, A.C., México, D. F. 15. 1980. 

11. Gundlach, J.L! Studies on the serological activity of 

Fasciola hepatica. L. Antigens. Acta Parasitol Po!., 

19:9-47. 1971. 

12. Hillyer, G.V., Santiago, N.W.: Partial purification of -

Fasciola hepatica antigen for the immunodiagnosis of 

fasciolasis in rats., J. Parasit., 63: 430-433. 1977. 

t~ ... ., . Jensen, n 
.t1, • ' Briton, L.: Diseases of Sheep, Zrd. edition. 

Lea and Febiger. Philadelphia, 1982. 

14. Lebrija A •• Ibarra, D., Gómez, A.A., Arriaga, C., !barra 

F., Morilla, A.: Algunas características de la prueba --

de intradermoreacci6n para el diagn6stico de la 

sis en loa bovinos. Vet. M~x. 12: 5-12, 1981. 

15. Morilla, A., Arriaga, c., G6mez, A.: Evaluación preli•i-

nar de la prueba de Inaunoen•ayo en capa delgada para el 

diagnóstico de la fa•ciolaai8 en aniaalee. Vet. Mfx. 3: 

181 - 186, 1979. 



-60-

' 16. Movsesij an, M., Jovanovic', B.: Inmune response of sh eep 

to Fasciola he2atica infection. Res. Vet. Sci. 18: 

171-174. 1975. 

17. Najera, F.: Clases de Inmunoglobulinas en ovinos infect! 

dos con Fasciola hepatica. XV Reunión Anual. Instituto 

de Investigaciones Pecuarias. S.A.R.H. 555-559. 1981. 

18. ·Nájera, F.: Fasciolasis. Curso de actualización sobre -

Zoonosis Parasitarias. Facultad de Medicina Veterinaria 

y Zootecnia. Universidad Nacional Autónoma de México. 

236-50. Agosto lqsz. 

19. Quiroz, R.H.: Parasitología y enfermedades parasitarias. 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Universi--

dad Nacional Autónoma de México. México 20, D. r. - - -

106 - 114, 1977. 

20. Quiroz, R.H., Herrera, R.O., Fernández de Córdova, L.: --

Valoración de la Intradermoreacción en el diagnóstico de 

la fasciolasis bovina. Vet. Méx. 4: 236-239. 1973. 

21. Robert, R., Leyni~, J.P., Chabassc, D., Mahaza, c., Bizon, 

C.: Contribution au dia~nostic in~unologique de la fasgi~ 

loso a F_~Ej<: L~)a J!ü!?<}_t..!5~-º e hez 1 ea bovi ns: Recherchc D 'Ag 



I 

-61-

Fraction II et D'Ac Antifraction II. Res. Med. Vat., - -

156: 533-538. 1980. 

22. Sinclair, K.B.: The resistensce of sheep to !_asciE.1~ -

~epatica: Studies on the pathophysiology of chall~nge -

infections. Res. Vet. Sci. 19: 296-303. 1975. 

23. Tiggele, L.J. Van: Host-parasite relation in Fasciola -

hepatica infections. Inmunopathology and diagnosis of -

liver-fluke disease in rumiants. Tesis. Rijksuniversi

teit te Leiden, Netherlands. 1978. 

24. Uribe, Ar. R.: Epizootiología de la Fasciola hepatica -

en ganado bovino, en la región de la Laguna de Zacoalcof 

Jal. Tésis de Licenciatura. Facultad de Medicina Vet~-

rinaria y Zootecnia. U.N.A.M. 1974. 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Literatura Citada



