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RESUMEN

ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD DE DIFERENTES PRUEBAS
SEROLOGICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE
FASCIOLASIS EN GVINOS

Se obtuvieron 100 muestras de suero de borrego, en un pe
riodo de tres meses del rastro de San Felipe del Progre~
s0, Estado de México; y 15 sueros de ovino libreg de - =~
Fasciola hepatica, del Centro Experimental Pecuario de -
Huevtamalco, Puebla. A todos los animales se lce¢s hizo -
un estudio post-mortem, para verificar la presencia de -
Fagsciola hepatica en los eonductos biliares y se obtuvo
una muestra de bilis que se observd en un microscopio es
tereosclpico, para verificar la presencia de huevecillos
del tremdtodo. Se prepard un antigeuno somitico de fas—-
ciolas de bovino, asi como un suero hiperinmune en cone-
jo, para correr las diferentes pruebas.

De los 100 sueros del rastro corridos, con la prueba de
doble difusién en gel (DD), se obtuvo una sensibilidad -
del 23.68% y una especificidad del 85.48%Z; en la técnica
de contrainmunoelectroforesis (CIE) resultd una sensibi-
lidad del 55.26% y una especificidad del 58.06%. La té&c
nica de inmunoensayo en capa delgada, (ICD) fue la que -~
dis mejores resultados del 83.87%, la hemaglutinacidn pa
gsiva (HP) tuvo una sensibilidad del 28.94% vy una especi-
ficidad del 91.93%.

Se sugliere utilizar una combinacidn de las técnicas de -
ICD y HP, para el diagndstico de hatov de fasciolasis en
ovinos.
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INTRODUCCTION

La fasciclasis es una enfermedad parasitaria principalmente

de los rumiantes, debida a la presencia y accidn de Fagciola
heEatggg en el par@nquima hepdtice y conductos biliares. Por
lo regular, es un proceso crdnico que cahsa trastornos digeg
tivos y de 1la nutricién_(19), que provoca severas pérdidas,

principalmente debido a muertes, retardo en la ganancia de -
peso, baja produccién de leche y baja calidad de 1a lana, -~

entre otras (1).

En nuestro pals existen grandes pérdidas econfmicas a causa

de la infeccldn por Fasciola hepatica en log rumiantes, sin

dichas pé&rdidas a nivel nacional. Segin datos obtenidos por
la Direccidn General de Sanidad Animal a través de la Ofici~-
na de Andlisis Epizootiolbgicos de la Subdireccidn de Epizoo
tiologfa en ovinos; en el afio de 1980, hubo una morbilidad -
por fasciolasis del 26.7% con una p&rdida de 104.1 millones

de pesos. La mortalidad, por otro lado, fue del 0.7% con =~
una pérdida de 57.5 millones de pesos. Por concepto de pér~
didas indirectas que comprenden: tratamientos, depreciacidn
de instalaciones y pérdidas 'por concepto de mano de obra, se

«

obtuvo una suma de 220 millones de pesos que, aunsado a lag -



pérdidas de morbilidad y mortalidad, hacen un total de 381.6

millones de pesos (4).

Con los datos anteriores, podemos decir que la fasciolasisg -~
de los ovinos continda siendo un grave problema para la gana

derfa del pais.

Por otro lado, el examen coproparasitoscdpico es la té&cnica
que con mayor frecuencia es utilizada para el diagnéstico de
la fasciolasis en bovinos y ovinos, debido a que es sencilla

vy econdmica (24).

El método de sedimentacidn no es el mids Sptimo para determi-
nar si el animal estd libre de fasciola, ya que pueden obte-
nerse resultados falsos negativos cuando se hace el andlisis
ko sedinmen-—
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de las heces una sovla vez, reguiri

taclones para determinar si el animal estd libre de Fasciola

hepatica (5,8).

Durante gu migracidn en el higado de su hospedador, la Fascio

la hepatica, provoca una serie de cambios patoldgicos e inmu

nolSgicos. En estudios recientes se determinaron las clases
de Inmunoglobulinas presentes en el sueroc de ovinos infecta-

dos con Fasciola hepatica y ge correlacionaron los niveles de

anticuerpos en el curso de la infeccifn., Los resultados que
obtuvieron con la té&cnica de Hemaglutinacidn Pasiva indican

que los niveles de nﬁticuerpos al inicio de lea infeccidn se -~



incrementaban, y después decrecfan notablemente. Esto lo a~--
tribuyeron a que el tegumento de las fases migratorias estaba
expuesto permanentemente al sistema inmune del huésped, lo --
que provocaria una fuerte redpuesta inmunoldgica y una vez —--
que los parésitos abandonaran el parénquima la estimualcidn -
antigénica del huésped seria nula. Las IgM fueron las inmung
globulinas predominantes, mostrando sus miximos tftulos entre
la 7a. y 10a. semana, mientras que las IgG alcanzaron sus mé-
ximos nivelesg entre la 7a. y l4éa. semana., Esgtos resultados -
parecen seguir el modelo cldsico de la respuesta inmune con -

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

21).

Los resultados de la té&cnica de Inmunofluorescencia indirecta
muestran una intensa actividad de la clase IgG a partir de la
3a., semana correspondiendo con el périodo de migracidn de -~
los pardsitos en el paré&nquima hepditico; el miiximo tftulo se

registro a la 10a. semana, lo que corresponde a las fases tem

pranas del perfodo patente de la infeccidn (16, 17, 21).

Se degconoce si la disminucidn del estimulo al sistema inmune
juega un papel importante en la falta de una reéspuesta protec

tora a Fasciola hepatica en ovinos, asi mismo, se ha observa-

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

esta especie (16, 17, 18, 22).

El estudio de estas alteraciones, puede conducir al mejor en~

tendimiento de la enfermedad, de tal manera que puede ayudar



a establecer un mejor diagndstico (23).

Es de suma importancia determinar cudl o cufiles antigenos son
relevantes para diagnosticar una enfermedad o producir un in-
mnundgeno, (1, 2): La estructura anatémica de los organismos

patSgenos se torna mds compleja conforme se avanza en la esca

la filogené&tica y puesto que Fasciola hepatiéa es un metazoa-

rio, el niimero de antigenos que posee es muy grande y a la -~
vez estos antfgenos son diferentes entre si, por lo tanto, =--

Fasciola hepatica representa un "mosalco antig&nico" con alto

grado de complejidad. BAsicamente los antigenos de Fasciola

hepatica pueden diferenciarse en dos grupos:

a) AntIgenos somiticos, que se obtienen de ls integridad ans
témica de los paréisitog, v b) Antigenos metabSlicos o -
productos de excrecidn y/o secrecifn de los parfisitos man
tenidos in vitro (1, 9). Existen varlos trabajos sobre -

la obtencidn de antigenos de Fasciola hepatica, asi, en -~

uno de los trabajos pioneros se analilizd por medio de las

técnicas de electroforesis e inmuno-electroforesis, un -~
extracto salino deslipidizado de Fasciolas adultas y seifia
laron la existencia de 7 fracciones proté&icas, 2 glucopro
tefinas y 6 lipoprotef{nas; de las cqalel, 5 fueron especi-

ficas = Fasciola hepatica y el resto dieron reacciones -~

cruzadas con suero de sanimales parasitados con otros hel-
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Otros investigadores han nbservadoe que, los antigenos me
tabflieros de¢ Fasciola hepatica, poseen un menor nimero ~

de compnonentes antizénicos (11;.

Al filtrar uvun extracto salino de fasciolas adultas con - - =~
sephadex G-200, otros autores obtuvieron 4 fracciones. De -~
&stag, las fracciones II y TII eran altamente reactivas en =-
las pruebas de contrainmunoelectroforesis con el suero de ra

tas fasciolosas (12).

En un extensivo trabajo sobre el fraccionamiento de antige--

nos de Fasciola hepatica adulta, se obtuvieron 41 fracciones

antigénicas utilizando diversos métodos y probdndolas con di
ferentes pruebas inmunolégicas. Se determiné que los antige
nos con mayor actividad fueron los antigenos sgmiticos, los

metabdlicos v los polisaclridos de la fraccidn CI, (1l).

Se puede observar que existen diversos m&todos para obtener

y aislar antigenos de Fasciola hepatica, por lo cual es diff

cil determinal cudl o cufiles antigenos son satisfactorios pa
ra utilizarse en el diagndetico préctico de fasciolasis, ya

que se han obtenido resultados muy variables (1).

Algunas de las pruebas que se han utilizado para el diagnés-
tico de fasciolasis incluyen: Pruebas intradérmicas Y prue-
bas seroldgicas; dentro de las pruebas intradiérmicas, se tie

ne la dintradersorrcaccidn que vs5 {recuentemente utilizada



con bovinos y ovinos debido a sus resultados relativamente -
confiables, & su bajo costo y a su facilidad para ser aplica
da en condiciones de campo. Los tipos de respuesta inflamgw
toria que se presentén en los animales fasciolosos a la ino-

culacidn intradé&rmica de antIgenos de Fasciola hepatica, se

pueden observar las siguientes reacciones:

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

b) Hipersensibilidad tipo III o reaccién de Arthus mediada

por IgG (i, 14, 20).

Pentto de las pruebas seroldgicas, existen las reacciones de
precipitacidn; la sensibilidad de estas pruebas, como la do-
ble 4ifusidn en agar (DD) y la Contrainmunoelectroforesis --
(CIE), generalmente es baja cuando se compara con otras prue
bas serolégicas, pero es diffcil que se presenten reacciones
falsas positivas (6, 23). La sensibilidad de la DD por otra

parte, es mayor cuando se utiliza la prueba de CIE (23).

Tambi&n se cuenta con las pruebas de aglutinacidn, entre las
vque se encuentra la t#cnica de la hemaglutinacién pasiva que
detects cantidades muy pequeiias de anticuerpos, por lo que -
parece ser superior en sensibilidad y especificidad cuando -

se compara con otras pruebas (1, 2, 8, 17, 21).



La técnica de Tnmunoensayo en capa delgada, que es una nueva
téenira adaptada para el diagndstico de fasciolasis, tiene -
¢l atractivo de scer sencilla y susceptible de ser usada con

relativa facilidad en condiciones de campo; esta técnica pa-
rece tener una aceptable sensibilidad por lo que puede ser -

itil en muestreos masives (2, 9, 15).

En los estudiosg realizados hasta la fecha, la sensibilidad -
y especificidad de las pruebas seroldgicas utilizadas, sg =-
han correlacionado con estudios coproparasitoscdépicos (5, 8,

9, 10, 15).

En Mé&xico, no se han reportado estudios que comprueben la --
sensibilidad y especificidad de diferentes pruebas seroldgi-
cas en fasciolasis mediante la correlacidn de éstas y el - -
hallazgo de fasciolas en el higado de los animales al sacri-

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

bajo.



HIPOTETZ STIS

En estudios realizados en el Instituto Nacional de Investigacio
nes Pecuarias,gsobreel diagnbstico inmunolégico de fasciolasis -
en ovinos (9) de una zona enzfotica vy otfa libre de fasciolasis,
se observaron los siguientes porcentajes de sensibilidad y espe

cificidad, utilizando el antigeno somidtico de Fasciola hepatica:

% %

PRUEBAS SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD

Doble Difusidn en Gel (DD). 44,8 100
Contrainmunoelectroforesis (CIE). 58.6 78.1
Inmunoensayo en Capa Delgada (ICD). az.1 56.8
Hemaglutinacidén Pasiva (HP). 44.8 100

Se concluyd que una combinacidén de las pruebas de HP e ICD, pue
de ser empleada para el diagndstico de la fasciolasis en los ru

miantes.

En estos estudios, se determind que los animales cstaban o no -

parasitados con Fasciola hepatica, utilizando el examen copropa

rasitoscdpico (9). E1 presente trabajo, pretende saber si se =~

encuentran porcentajedg semejantes al utilizar esas pruebas, en
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una zona ecoldégica diferente, tomando como animales parasitados
aquellos que presentaban fasciolas adultas e¢n higado y hucveci-

llos en la vesicula biliar.

Se supone que hay una relacidn directa entre el titulo de anti-
cuerpos anti-fasciola y el nimero de fasciolas que se encuen- ~-
tran en el higado de los borregos, y que las pruebas inmunolégi
cas mds adecuadas para detectar esos anticuerpos son la Hemaglu

tinacidn pasiva y el Inmunoensayo en capa delgada.



1)

2)

«ll-

OBJETIUVOS

Determinar la especificidad y sensibilidad de diferen-
tes pruebas seroldgicas, utilizadas en el diagndstico
de fasciolasis en ovinos, en relacidén a la presencia -

en hfgado de Fasciola hepatica y/o sus huevecillos en

la vesfculs biliar.

Correlacionar los titulos de anticuerpos detectados --
por diferentes pruebas serclégicas y la presencia en -

higado de Fasciola hepatica, y/o sus huevecillos en la

vesicula biliar.
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MATERIAL Y METODOS.

Obtencidén del antigeno somdtico de Fasciola hepatica:s-y

Se recolectaron fasciolas adultas de higados infecta

dos de bovino del rastro.

Se procedid a un lavado con solucidn salina fisiol8-

gica, hasta que el sobrenadante se observd clarop.

Se pesaron 10 gr. de fasciolas y se agregaron 50 nml.
de PBS*pH 7.2 y arena de mar estéril en un mortero =

en bafio de hielo, y se procedié a triturar hasta for

mar una pasta.

Se dejd en agitacién lenta (con un rotor magné&tico)

a 4°C durante 24 horas.

Se centrifugd a 3,000 rpm. durante 15 minutos en una

centrifuga refrigerada (4°C).

PBS (Solucién salina buferada).
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6. El sobrenadante se filtrd con un filtro Seitz EKS §
Millipore de 0.22 micrass; recolectdndolo en tubos de

ensaye estériles.

7. La cantidad de protefina se determind por medio del -

método de Biuret.

8. El antigeno se envas8 en alicuotas y se congeld - --

(~-70°C) hasta su empleo (2).

DETERMINACION DE PROTEINA.

M&todo de "BIURET":

Todas las proteinas contienen gran nﬁmero de enlaces pep-
tfdicos. Si se trata de una solucién de proteina con =~ -
iones Cu++ en un medio moderadamente alcalino, se forma =-
un complejo quelato coloreado de composicidn desconocida

entre el i&n cut?t y los grupos carbono{C=0) y =N -H de --
lJos enlaces de péptido. Ocurre una reaccién and3loga en~-
tre el 1idn cﬁprico y el compuesto orgénico biuret, por --

ello la reaccidn se 11a;a peaccién del Biuret.

NH,~«C~-NH=C~NH

Om
Om
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En esta reaccidn, un idn cliprico se enlaza a cuatro o - -

seilis enlaces peptidicos por enlaces coordinados. (2, 7)

REACTIVO.~

Se disolvieron 1.5 gr. de sulfato de cobre pentahi--
dratado y 6.0 gr. de tartréto de sodio y potasio en
500 ml1. de agua. Se afiadieron 300 ml. de NaCl al —
10X libre de carbonato preparada recientemente. Se

agregd agua destilada hasta completar un litro.

ESTANDAR DE PROTEINA.-

Se disolvieron 100 mg. de albiimina sé&rica bovina en
10 ml. de agua destilada para obtener 10 mg. de pro-

tefna/ml.

PROCEDIMIENTO

Se colocaron las siguientes cantidades en tubos marcados:

ml. SOLUCION ml. AGUA mg/ml
ESTANDAR DESTILADA PROTEINA
0.1 0.9 1
0.3 0.7 3
0.5 0.5 5
0.7 0.3 7
0.9 0.1 9
1.0 0.0 10
Blanco 0.0 1.0 0
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La muestya problema (antigeno) se diluyé de tal manera que -

tuviera de 1 a 10 mg/ml.

A los tubos con el blanco, estdndares y muestra problema, se
le agregd 4 ml. del reactivo del biluret y se mezclaron. Des

pu&s de 30 minutos se leyd la absorbancia a 560 nm en un es-

pectofotdmetro (Hitachi, modelo 100-20).

Los resultados se graficaron en papel milimétrico, y se tra-
26 la curva est&ndar y se interpold la densidad Sptica de la

muestra de antigeno para conocer su concentracidn de protei-

na (2).

Preparacidn del antisuero contra Fasciola hepatica.

MATERIAL. -

1. Antigeno som&tico de Fasciola hepatica.

2. Adyuvante completo de Freund (ACF)*,
3. Jeringa de 20 ml., con aguja del nimero 13.

4. Vaso de precipitados.

* DIFCO, Detroit, Michigan, E.U.A.
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5. 2 conejos de 2 Kg. de peso, c¢/u.
PROCEDIMIENTO. -
1. Se colocaron volimenes iguales de antigeno en solucidn

y adyuﬁante en un vaso de precipitados,

2. Con una jeringa de 20 ml. con aguja del 13, se mezcld ~
repetidamente el antigeno y el adyuvante; succionando -
y expeliendo en el vaso de precipitados. Cuando la mez

cla comenzd a emulsificar, tomd una apariencia lecho-

sa y espesa.

3. Se continud wmezclando la emulsidén hasta que una gota de
ésta, cuando se colocd sobre la superficie de un reci--—

piente conteniendo agua, permanecid intacta,

4, El antigeno disuelto con solucidén salina esté&ril; emul-
gsificando con ACF pe inoculd en dos conejos, de acuerdo

con el sigﬁiente protocolo de inmunizacidn:

YT A ND

INOCULACION vVIA DE
NUM. TIEMPO Dosts INOCULACION
1 Dfa © 5 mg. de Ag disuclto S.C. en mil
en 1 ml. de solucidn tiples si-~
salina est&ril, ewmul tios.

gificado con 1 ml, -
ACF.




INOCULACION

lucién salina.

VIA DE
NUM, TIEMEO PosIs INOCULACION
2 Dfa 15 Igual que antes. I.M. y S.C.
3 Dia 30 0.250 mg. del Ag. en I.M.
solucidn salina.
4 Dfa 31 0.500 mg. del Ag en I.M.
solucidén salina.
5 Dfa 32 1l mg. del Ag en so- I.M.

El sangrado se practicd en el dfa 39 (una semana despufs de

aplicar la iltima dosis) se separd el suero, se dispersd emn

frascos y se congeld a ~70°C hasta su uso (2).

INMUNOELECTROFORESIS.

MATERIAL. -

1. Aparato de electroforesis.

2. Portaobjetos limpios y desengrasados.

3. Pipetas Pasteur,




4. Cidmara Himeda.
5. Agar noble.
6. Merthiolate al 1%.

7. Buffer de barbituratos (pH 8.6, 6 0.1 M, fuerza idnica -

0.05).
8. Antigeno y antisuero especifico.
PROCEDIMIENTO.
1. Se prepararon varios portaobjetos con una ligera capa -

de agar de impregnacidn (agar noble al 10Z).

2. Después se prepard una solucidn de agar noble al 1%, en

buffer de barbituratos 0.I M, pH 8.6:

a) Buffer de barbituratos:
Barbiturato de sodio (0,1 M) 500.5 ml.

Acido clorhidrico (0.I N) 149.5 m=l.
Agua destilada. 350.0 ml.
3. Al final se anadid merthiolate blanco a una concentra—-—

ceidfn final de I:10,090,

4. Los portaobjetos con agar de impregnacidn se colocaron
en posicidén horizontal, y se les agregd 3 ml. de la so-
lucién de agar al 1% caiiEnte. Se dejdé gelificar a tem
peratura ambiente y postericormente sc metieron en una -

cdmara hiimeda hasta su empleco.
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Lag laminillas se perforaron con un molde y se extrajo ~
el agar de la perforacidn 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 establecid el contacto
entre la placa de agar y el buff;r utilizando tiras (me-

chas) de papel filtro.

Se conecté la climara de electroforesis a la fuente de Po
der y se ajustd a la corriente a 8-10 volts/cm. de gel &
6-8,‘nAmpI laminilla por 15 minutos para equilibrar el -

gsistema,

Posteriormente con una pipeta Pasteur, se colocd la solu
cibn de mntigenc ea Las perforaciones de la placa de - =~
agar. Una de las muestras de antigeno se tifiid con azul

de bromofenol para indicar el desplazamiento,

~

Se checS que las tiras de papel filtro estuvieram bien -
colocadas y se conectl nuevamente el aparato, cuidando -

que la corriente fuera correcta. Cuando se observd que
1a muestra tefilda habia migrado lo suficiente hacia el -
polo positivo (inodo) para una separacidn correcta, se -
desconectd el aparato y se removid el agar de la canal -~

pars colocar el antisuero. Esto sge hizo con rapidez pa-

ra evitar la difusidn excesiva del antfgeno.

Las laminillas se dejaron en una cimara himeda durante -
24 2 48 Korsés, Sé& hizo 1a lectura en una cimara de fon~-

do obscuro y se dibujaron los resultados obtenidos (2).



TOMA DE MUESTRAS.

MATERIAL. -

1. Tubos de ensaye.

2. Aplicadores de madera.

3. Guantes desechables.

4. Aretes (identificacidn de animales).
5. Estuche de diseccién.

6. Frascos estériles.

7. Microscopio Estereoscdpico.

PROCEDIMIENTO.-

En el rastro de San Felipe del Progreso, ubicado en 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 durd 3 meses (jllio, agosto y septiembre), con el

fin de hacer el hato mis representanti#o de la zona,

Las muestras de sangre se obtuvieron en el momento de sacrifi
cio de los animaleg previamente identificados; posteriormente
se quitd la vesfcula biliar y se tomd la muestra de bilis, re

visando los conductos biliares y parte del parénquimsa hepdti-

co para verificar la presencia de Fasciola hepatica.
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Las muestras de sangre se recolectaron en tubos de ensaye, ~-
los cuales se dejaron reposar hasta la llegada al laboratorio
(3~4 horas en posicidén horizontal), donde se les quitd el - -
codgulo y se centrifugaron (3,000 rpm/10 minutos); el suero =
resultante se colocd en frascos estériles y después se cﬁnge-

18 a -20°C hasta ser utilizada.

Las muestras de bilis se centrifugaron, se descarté el sobre-
nadante y el sedimento se observd en un microscopio, estereos
c8pico para observar la presencia de huevecillos de Fasciola

hegafic;, todo esto con el fin de saber si los animales esta~-

ban parasitados.

Se lltfd’un registro de cada uno de los animales muestreados,
en el cual se anotaron los sigﬁientes datos:

a) Identificacidn (nimero).

b) Bdad.

c) Sexo.

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

e) Presencla de Fasciola hepatica en los conductos biliares

y parénquima hepdtico,
£) Presencia de otros par&sitos.

g) Lesiones en otros &rganos.



Borregos controles.

Se sacrificarom 15 borregos de raza Tabasco del Centro Experi
mental Pecuario de Hueytamalco, Pue. (CEPH), originarios del
Centro Experimental Pecuario de Mocochd, Yuc., donde se consi

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

cidén personal, 1982). Se obtuvieron las muestras de suero y

bilis bajo el mismo procedimiento mencionado anteriormente.

PRUEBA DE DOBLE DIFUSION EN GEL.

MATERIAL.-

1 Matriz 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: pH 7.2
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11. Merthiolate al 1 %.

12, Antigeno de Fasciola hepatica.

13. Antisuero.

PROCEDIMIENTO.-

1. En un matrdz de 125 ml. se colocaron 50 ml. de PBS pH -=

7.2 y se agregaron 0.5 gr. de Agar noble.

2. Se calentd a fuego lento el agar hasta que no quedaron -
grumos. Al final, el volumen perdido por evaporacidn se
repuso con agua destlilada y se le agregaromn .5 gr. de ~ =~
NaCl, para obtener una concentraciﬁn final del 10%Z de ~-

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

(23).

3. Se le agregd merthiolate blanco a una concentraciéfn fi--

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

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 dejo gelificar a temperatura ambiente.

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

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

aplicador.



-

El orificio central de las laminillas se llend con el an

tigeno de Fasciola hepatica y los suerog alrededor.

Las laminillas se colocaron en una cidmara himeda y se in

cubd a temperatura ambiente de 24 a 48 hrs.

La lectura para localizar las lineas o bandas de precipi

tacidn se hizo en una camara de fondo obscuro.

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

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS.

MATERIAL.-

Se empled el mismo que en inmunoelectroforesis.

PROCEDIMIENTO.-

1.

Se prepard laminillas en la forma descrita en inmunoelec
troforesis.

Se hieioron geis pares de perforaciones en el agar de --

T G e o - W ST

3 mm. de di&metro y con una separacidn de 4 mm. entre ca
da par.

Se colocaron las laminillas en la cimara y se dejaron --

precorrer por 15 minutng en la forma descrita en inmuno=-

clectroforesis.
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4. La muestra de antisuero se colocd en el orificio mis prd
ximo al polo positivo y al antigeno en el orificio mas -

préximo al polo negativo.

5. Se aplicé la corriente (6~8 mAmp/Laminilla) durante una

hora o una hora treinta minutos.
6. Se hizo la lectura en una cdmara de fondo oscuro.

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

INMUNOENSAYO EN CAPA DELGADA.

MATERIAL.-

1. Antfgeno somdtico de Fasciola hepatica.

2. Antisuero.
3. Suero normali de conejo.

4. Cajas de petri de plidstico de 8.5 cm. de difmetro '"nue--

vacl
v N -
=

5. Jerings de tuberculina con aguja del niimero 27.
6. Etanol al iO %.

7. Bomba de vacZo,

8. Ventilador.

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

11. Placas de microtitulacién.

12. Microdilutores de 0,05 ml,

13. Pipetas de 0.05 ml,

L

PROCEDIMIENTO. -

) o ’ ) ’ ..

1. Se utilizaron cajas de petri de pldstico "nuevas", las -
cuales se lavaron con etanol al 70%.

2, Las cajas se secaron perfectamente, primero absorbilendo
con bomba de vacfo y segundo exponié&ndolas al aire de un
ventilador,

3, Se utilizd antfgeno de fasciola con una concentracidn de
protefna de 10 mg/ml., se coloc8d sobre cada una de las -
cajas 19.64 ml. de PBS, ph 7.2 més 0.36 ml. de antigeno,
obteniendo una concentracidn final de proteina de 180 mi
crogramas/ml. Para que el antigeno se repartiera unifor
memente se hicieron movimientos circulares,

4, Se incub8d en cdmara hiimeda a 37°C por 30 minutos.

5. Se sacaron las cajas, se elimind el antigeno y se lava-~
ron tres veces con agua destilada.

6. Se secaron las cajas perfectamente de la forma anterior-

mente menclonada y quedaron sensibilizadas.



10.

11.

12.

13.
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En placas de microtitulacidn se transfirieron 0.05 ml. -
de PBS, pH 7.2 con pipeta y 0.05 ml de suero a probar -
con un mierodilutor. 8Se hicieron diluciones dobles pa--
sando 0.05 ml a cada hoyo y se eliminaron los 0.05 nml.

del dltimo hoyo.

Se colocaron 5 microlitros de cada una de las diluciones

con una separacidn aproximada de 1 cm.
Se incubd en una cimara hdimeda a 37°C por 60 minutos.

Las cajas se sacaron e invirtieron sobre su cubierta, la
cual se llend con agua a 60°C. Esto se hizo por umn tiem

po aproximado de 60 segundos.
Después cada caja se levdé tres veces con agua destilada.

Se secaron las cajas perfectamente de la forma anterior-

mente mencionada (2).

Nuevamente las cajas se invirtieron sobre su cubierta, -
la cual se llené con agua a 60°C. Esto se hizo por un -

tiempo aproximado de 45 a 120 segundos.

INTERPRETACION DE LA PRUEBA; -

EFn los sitios donde se colocaron los sueros se¢ observd una ==~

condensacidn mayor en comparacidém com el resto

«1 1
ae LA G&jﬁ Yy =

#sta fue inversamente proporcional a la dilucidn de los sue--
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ros. La lectura se hizo tomando em cuenta los siguientes pa-

se

rametros (2, 15)

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

suero.

(=) Patrén de condensacidn igual a las &reas donde no se - ~

aplicé suero.

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION PASIVA O INDIRECTA.

MATERIAL.-

1. Centrifuga, capaz de 800 X gr.
2. Bafios Marfa, 37 y 56°C.

3. Tubos de centrffuga c8nicos graduados de 12 ml.

Material de Cristalerfa:

1. Pipetas serollgicas.
2. Matraces.
3. Vasos de precipitados.

4, Tubos de ensaye de 10 X 75 mm.
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5. Equipo de microtitulacidn:

a) Pipetas de 0.05 ml. y 0.025 ml.
b) Microdilutores de 0,05 ml.

c) Vibrador.

Reactivos:

1. Solucidn de Alsever.

2. Solucidn salina buferada (PBS ph 7.2 y pH 6.4).
3. Suero normal de conejo (SNC).

4. Acido Ténico.

5. Antfgeno.

6. Suero positivo de titulo comocido y suerc control negeti

VO.

7. Eritrocitos de carnero (las cZ&lulas se afiejaron 3 dias a

4°C antes de ser usadas).

Preparacidn de Reactivos:

Solucidn Anticoagulante.

Solucidn de Alsever:’

Dextroaa"'....‘l.’.'.'.I.l."lllzios gr-
Citrato de sodio dihidratado.....0.8 gr.

Cloruro de 80di°-¢t|'.¢ao-t-o..nc0.42 g,
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Acido eTtrico.ieiereecerannenanseaa0.055 gr. 6 055 ml. de
Acido acético al 10 Z.
Agua destilada...... ceseaecane 100.00 mi,

(Se esterilizd por filtracidn y se almacend a 4°C).

Solucidn salina buferada (PBS):

Soluciones Stock:

Na,HPO,, 0.15 M...21.3 g/litro de agua destilada.
KH, PO, , 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,,HPoé, 0015 Ha..32-3 mlo
KHZPO4’ 0.15 M.'.6?o7 mlo
NaCl, 0.15 M..100.0 ml.

PBS, pH 7.2:

EazﬂPea, 0.15 M...76.0 nl.

KHZPOQ, 0.15 M...24.0 ml.

NacCl, 0.15 M..100.0 ml.



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

Se inactivd suero de conejo normal a 56°C por 30 minutos. Se
absorvid con G.,R. de carmero, (0.1 ml. G.R. + 0.9 ml. suero e
incubar por 30 minutos a 37°C). Se mezclé 1 ml. de suero en

99 ml. de PBS, pH 7.2.

Preparacidn de las diluciomes de &cido tanico, 1:1,000 y - ~

1:20,000.

Inmedliatamente antes de usarse, se prepard una solucidén fres-
ca de una diluci§n 1:1,000 de §cido tinico, disolviendo 20 ng.
de dcido tdnico en 20 ml, de PBS, pH 7.2. Se diluyé la solu-
cidén stock 111,000 a 1:20 para obtener la dilucién de - =~ =~
1:20,000 que se us§ en la prueba (2.0 ml. de 1:1,000 + 38.0 -

Ill. PBS’ pH 702)6

1. Se lavd los G.R, 3 veces en PBS, pH 7.2 - 800 X gr. por

5 minutos Z veces y por 10 minutus una vez.

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

7.2 para obtener una suspensidén al 2.5%.

o

oy R TN N *
I w £
* FRoe ] - B l"‘ .w,(. -

A@.0@
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Se afiadid un volumen igual (40 ml.) de solucidn de dcido

tdnico 1:20,000; se mezcld e incubd en un baiio Marfa a -

37°C por 10 minutos.

Se sacaron los G.R. del bafio Marfa v se centrifugaron --
por 5 minutos a 800 x gr. El sgsobrenadante se descarté,

y se lavd 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

suspensién al 2.5% (1 ml. G.R. + 39 ml, PBS).

B» SENSIBILIZACION DE G.R.

Para sensibilizar los G.R. tanizados se dgregd un volu--
men igual de una dilucidn Sptima de antigeno en PBS pH -
6.4 a la suspensién de c&lulas y se incubd en un bafio --

Maria de 37°C por 15 minutos.

Determinacidn de la concentracidn Sptima de antfgeno:

a) Se prepard 4 diluciones de antIgeno en PBS pH 6.4 ——

por eiemplo: 1:25, 1:50, 1:100, 1:150.
b) Se sensibilizaron los G.R.

¢) Se utiliz8 un suero negativo y otro positivo por ca-
da dilucidén. (la concentracidén mids baja del antige-~
ne que da el mayor titule con el suern inmune y que

ne reacecione ¢on el suero negative es considerada eo

mo Optima).
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Se centrifugd a 800 x gr. por 5 minutos. Se elimind 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 Gltima a 800 x gr. por 10 minutos.

Se ajustaron los G.R. a una suspensidn al 1.5% en SNC -~

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

de SNC 1%).

‘Cs PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA.

1.

Se inactivaron los sueros por 30 minutos a 56°C.

En placas de microtitulacidn se transfirieron 0.05 ml. -
de SNC 1% con una pipeta a los hoyos en donde se iban a

hacer las diluciones.

Se transfirierom 0.05 ml. de cada sueroc a probar, con un
microdilutor al primer hoyo que contenfa 0.05 ml. de SNC

al %,

Se hicleron doce diluciones pasando 0,05 ml, de suero a

cada hoyo y eliminando los 0,05 ml. del dltimo hoyo.

Las diluciones se mezclaron poniendo las placas en un --
vibrador. Con una pipeta se agregd 0.025 ml. de la solu
cibn sensibilizada de G.R, al 1.5% a cada dilucidn de ==~

S5uero.
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6. Se mezcld 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 0.05 ml. de SNC 1% a

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

dos al 1.5%. Esta reaccidn fue negativa.

Control del suero. Se prepard una suspensidn al 1.5% de G.R.

tanizados no sensibilizados en suero normal de conejo al 1X.
Se prepard 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 afiadieron 0.025 ml, de G.R. tanizados

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

(2).

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD.

I.a sensibilidad y especificidad de las prucbas se determind -

de la siguiente manera (9):



SENSIBILIDAD =

ESPECIFICIDAD =

35~

NUM. DE ANIMALES CON FASCIOLASIS,
POSITIVOS A LA PRUEBA.

NUM. TOTAL DE ANIMALES CON
FASCIOLASIS.

NUM. DE ANIMALES SIN FASCIOLASIS,
REGATIVOS A LA PRUEBA. -

RUM TOTAL DE ANIMALES SIN
FASCIOLASIS.

100

100
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RESULTADOS

DETERMINACION DE PROTEINA:

Utilizando el mé&todo de Biuret se obtuvieron 10 mg. de protel

na / ml. del antigenoc somdtico de Fasciola hepatica.

INMUNOELECTROFORESIS:

Utilizando el antigeno som&tico de Fasciola hepatica y su res

pectivo antisuero se observaron 12 sistemas antigeno anticuer

po (fig. 1).

HUESTREOIDE LOS BOREKREGOS:

De los 100 borregos del rastro que fueron examinados, se en-=-
coutrd que 38 estaban parasitados. De los cuales el 81.57 ¥%

presentd Fasciola hepatica en ios conductos biliiares y un - =

18.42% no presentd fasciolas en el higado, pero si se halla--

ron huevecillos del pardsito en la bilis.

Cabe hacer la observacidn, de que el 89.47% de los animales -
parasitados presentd fascioclas en el hiIgado y sus huevecillos
y un 7.89% no presentd huevecilles, pero si se hallaron fas~—

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

Pt

ca, presentaron los sigulentes estados patoldgicos (13):

Ectima contagiloso 2.63 %
Queratitis de causa desconocida 2.63 %
Thysanosoma actinioides ' 2.63 %

(en los conductos biliares y
vesicula biliar)

De 1los 62 animales que resultaron negativos a Fasciola hepati

ca, presentaron los siguientes estados patolSgicos (13):

Thysanosoma actinioides 8.0 %
(en los conductos biliares y
vegicula biliar)

Ectima contagiocso 4.8 %2

Higados fibrosos con abscesos 3.2 2
(de causa desconocida)

Diarreas 1.6 %
(de causa desconocida)

Pseudotuberculosis 1.6 %
(Linfadenitis caseosa)

Al examinar a los borregos controles, se observé que estaban

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

De los 100 sueros de borregos del rastro probadas con la téc
nica de doble difusidn en gel, se encontraron 18 reacciones
de precipitacifn; de las cuales 9 correspondieron a animales

positivos y 9 fueron reacclones falsas positivas.

La prueba tuvo una sensibilidad del 23.687% 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 reaccio
nes de precipitacidn, de las cuales 21 correspondieron a ani

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

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

cidad del 58.06% (cuadro 1).

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

que hubo bandas de precipitacién (falsos positivos).

PRUEBA DE INMUNOENSAYO EN CAPA DLLGADA:

En esta prueba al correr los 100 sueros de los animales del -

rastreo y 15 sueros de los animales contrel, se vid que rege--
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cionaron con diferentes tftulos (cuadro 2).

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se vid que consi
derando un titulo de 1:32 en adelante hubo 45 reacciones posi
tivas, de las cuales 24 correspondieron a animales parasita--
dos’y 21 resultaron falsos positivos, que nos da un porcenta-
je de sensibilidad del 63.15Z y una especificidad del 67.74%.
Sin emhargo, considerando un tftylo de 1:64 o mayor, hubo 26
reacciones pogitivas, las cuales 16 correspondieron con anima
les parasitados y 10 resultaron falsos positivos, que nos da
un porcentaje de sensibilidad del 42.10%Z y una especificidad

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

De tal manera que en este estudio se decidid tomar un tftulo

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

El suero hiperinmune de conejo anti-Fasciola hepatica dié un

tftulo en esta prueba hasta de 1:128.

HEMAGLUTINACION PASIVA O INDIRECTA:

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

ragstro y 15 sueros de los animales control, se vid que reac~-

)

cionaron con diferentes tftulos (cuadro 3, fig. 3).
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Tomando en cuenta los resultados anteriores, se observd que -
considerando un tftulo 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
did un porcentaje de sensibilidad del 42.10 % y una especifici
dad del 80.64 %. Sin embargo, considerando un tftule de - =~-
1:128 o mayor, hubo 16 reacciones positivas, las cuales 11 cé
rrespondieron a animales parasitados y 5 fueron falsas posi
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 decidi$ tomar, como posi
tivo a aquél animal que diera un titulo de 1:128 o mayor.
El suero hiperinmune de conejo anti Fasciola hepatica, did un

L
tftulo en esta prueba, de 1:4.096 (control positivo).

El suero normal de conejo, reaccions en esta prueba, dando tI

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

En el cuadro 4 se puede observar la relacidn entre el grado -
de fasciolasis y la deteccidn de anticuerpos anti-~fasgciola, -

por medio de las pruebas seroldgicas utilizadas.

De 38 borregos con fasciolas en el higado y/o sus huevecillos,
6 (15,78 %) estaban muy parasitados, 15 (39.47 %) estaban re-
gularmente parasitados, 9 (23.68 %) estaban poco parasitados

y 35 (92.10 %) tenian huevecillos de este tremitodo en la ve-
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sfcula biliar. Ademds de fasciolasis, 3 (7.8%) de los 38 ani

males tenian 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 determind la relacidn entre el grado de --
fasciolasis en ovinos y el niimero de pruebas seroldgicas 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 (39.472%) estaban medianamente parasitados. -
De &stos, uno (2.63%Z) no reacciond 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 parasitadoes. De éstos,
uno (2.63%) no reacciond a ninguna prueba, 5 (13.15Z) reaccio
naron a una prueba, 2 (5.26%) a dos pruebas y uno (2.63%) a =~

tres pruebas,

Ocho animales (21.05%X) que se les encontrS s6lo huevecillos =~
del tremftodo. Tres (7.89%Z) no reacclonaron a ninguna prueba,
2 (5.26%) reaccionaron a una prueba; 2 (5.26%Z) a dos pruebas

y uno (2.63%2) a tres pruebas.

Por otro lado, cabe sefialar que ninguno de los 38 ovinos - =--

fagciolosos reaccion§ a las cuatro pruebas,
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FIGURA I

ANTIGENO SOMATICO DE Fasciola hepatica
S me——

+ SUERO DE CONEJO ANTI-Fasciola hepatica -

Patron Inmunoelectrofor&tico del antigeno somdtico

de Fasciola hepatica




PORCENTAJE

60

50

40

30

20

10

¥ 6.66 % /
Crrr7A

COMPARACION DEL PORCENTAJE DE LOS TITFLOS DR ANTICULRPOS EX LA
PRUEBA DE INMUNOENSAYO EN CAPA DELGADA ENTRE UN GRU'PO DE
BORREGOS DEL RASTRO Y OTRO DE ANIMALES CONTROL

Borregas cuontrol.
(15 animales)

?/" Borregos del rastro.
‘é_ (100 animales)

VRINTA

33033: 1

-
&

7777 f/'/ ,
/

1:2 1:4 1:8 1:16

Se considerd como positivo upm tftuln de 1:64



FPORCENTAJE

=)

4C

20

10

COMPARACION DEL PORCENTAJE DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS EN LA
PRUEBA DE HEMAGLUTINACION PASIVA ENTRE UN GRUFPO DE
BORREGOS DEL RASTRO Y OTRO DE ANIMALES CONTROL

53.3 %

6.6 %

N

Borregos Control.
(15 animales)

Borregos del rastro.
{100 animzles)

vinos1ia
-}If;—

£

7

NN
RN

A :

1:16 1:32

TITULO

1:64

. i:128

1:250

Se considerd como positivo un titulo de 1:128 § mayor.



CUADRO 1

Porcentajes de sensibilidad y especificidad de distintas - -
pruebas seroldgicas, para el diagndstico de la fasciolasis -

en ovinos, utilizando un antigeno somético de Fasciola hepa-

tica.

PRUETBAS % SENSIBILIDAD % ESPECIFICIDAD
Doble difusién en Gel. 23.68 85.48
Contrainmunoelectrofo-
resis. 55.26 58.06
Inmunoensayo en Capa -

Delgada. 42.10 83.87

Hemaglutinacidn Pasiva. 28.94 91.93
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NES DEL SUERO (100). DEL SUERO (15).

1:2 1 0

1:4 11 1

1:8 20 4

1:16 23 5

1:32 19 3

1:64 26 2
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NUM. DE ANIMALES DEL RAS

NUM. 'DE ANIMALES CONTROL

Lo TRO QUE REACCIONARON A — QUE REACCIONARON A LAS -
<UeRo LAS DIFERENTES DILUCIO—— DIFERENTES DILUCIONES —-
NES DEL SUERO (100). DEL SUERO (15).

1:2 0 0

1:4 1 4

1:8 13 3

1:16 34 8

1:32 24 0

1:64 12 0

1:128 13 0

1:256 3 0
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CUADRO 4

RELACION ENTRE FL GRADO DE PARASITOSIS (FASCIOLASIS) DE BORREGOS Y LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI~-FASCIOLA POR MEDIQ DE PRUEBAS SEROLOGICAS

+++ Muy parasitados (fasciolas adultas en el higa'o)
++ Regularmente parasitados. ?
+ Poco parasitados.
H.V.B. Huevecillos de Fasciola hepatica en la vesTila
biliar.
BORREGD CRADO DE PARASITOSIS OTROS ESTADOS PRUEBAS SEROLOGICAS
N s | g + |H.v.§. | PATOLOGICOS | pn | c1p, | me. | 10D,
1 + +++ L+ + +
2 + ++ +
3 + +++ +
b + +++ +
5 ++ ¥ +
6 + + + + +
7 + + + +
8 + + +
9 + + +
10 +
11 + 4+ +
12 L+ ++H+ + +
13 + +++ Queratitis +
14 + Y + + +
15 4 +
16 + +
17 + + +
18 +
19 + ot +
20 +4
21 + 4 +
22 +H+ +
23 + e +
24 + + + +
25 + +
26 + + + +
27 + + +
28 + + + + +
29 + + Ectima C. | + +
30 + ++ + + +
31 + 4 + + +
32 + Fyrars + +
33 +t+
34 + s + +
35 + i + +
36 + bt +
37 + +++ | Thysanosoms a. +
ki.3 4+ +44+ ) L ]
TOTAL 6 15 9 35 3 8 22 11 16
x 15.78 | 39.47| 23.68 1 92.1 | 7.8 j 25,05 57.89 | 28.94 42.10
i ) i
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CUADRO 5

Relacidn entre el grado de fasclolasis en ovinos y el nimers

de pruebas serolSgicas que detectaron anticuerpos anti-fascio

la.
GRADO DE NUM. DE NUM. DE PRUEBAS +
PARASITOSIS ANIMALES SEROLOGICAS CON LAS %

) ' QUE REACCIONARON
M.P, 3 1 7.89
M.P. 2 2 5.26
M.P, 3 2.63
R.P. 1 0 2.63
R.P. 6 1 15.78
R.P. 4 2 10.52
R.P. 4 3 10.52
P.P. 1 g 7.3
P.P. 5 1 13.15
P.P. 2 2 5.26
P.P& 1 3 2,63
H.V.B. 3 0 7.89
H.V.B. 2 1 5.26
H.V.B. 2 2 5.26
H.V.B. 1 3 2.63
TOTAL 38

+ 38 auimales fueron positivos a lx infeccidn por
Fasciola hepatica.

K.P. = MHuy parasitados.

R.P, = Regularmente parasitados.

F.F. = Poco parasitsdos,

H.V.B. w Animales que $8lo presentaron huevecillos

de Fasciola hepatica en 1la vesfcula biliar.




DISCUSION

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

lo siguiente:

Con los sueros de los 100 borregos sacrificados en el rastro.
de San Felipe del Progreso, Estado de México y utilizando 1la
prueba de doble difusién en gel (DD), solamente 9 dieron reac
ciones que correspondfan a animales parasitados y 9 dieron --
reacciones falsas positivas, lo que nos dié una sensibilidad
del 23.68% y una especificidad del 85.45% (cuadro 1); los con
troles que provenfan del Centro Experimental Pecuario de ~ -=-

Hueytamalco, Puebla (CEPH), fueron negativos.

Esto nos confirma que la prueba de doble difusidn en gel es -
poco sensible, ya que sélo detectd 9 (23.68%) de 38 animales

con Fasciola hepatica, pero tiene una alta especificidad com~

parada con otras pruebas de precipitacidn, como es la contra~-

inmunoelectroforesis (2, 9, 15, 23).

Esta prucba, a pesar de ser la mds sencilla, es poco sgsensible
y por lo tanto e€x inadecuada para el diagnéstico de fasciola-
sis en ovinos; los resultados obtenidos en el presente estu--
dio, concuerdan con los publiecades por Gémez, Arriaga y Mori-

lia (9) y Van Tiggele (23).
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En la pruéba de contrainmunoelectroforesis (CIE), de los 100
sueres de borregos del rastro probados, hubo 47 reacciones de
precipitacidén. De &stas, 21 correspondieron a animales fas--
ciolosos y 26 a ovinos falsos positivos. Los porceuntajes de
sensibilidad (55.26%) y especificidad (58.06%) de la prueba,
corkoboran que ésta es mis sensible, pero menos especifica --
que la doble difusién en gel (cuadro 1), Posiblemente a esto
se debe el porcentaje relativamente elevado (41.93%) de anima

les falsog positivos.

Las reacciones falgas positivas observadas, probablemente tam
bi&n se deben a que el antigéno somético utilizado es comple-
Jo y algunos de sus componentes reaccionan en forma inespeci-
fica. Es de hacer notar gue dos sueros de animales control =
negativos, dieron bandas de precipitacién en la prueba. Los

resultados obtenidos con &sta, concuerda con los reportados -

por GSmez, Arriaga y Morilla, (9).

De las pruebas seroldgicas empleadas, la té&cnica de inmunoen-~
sayo en capa delgada (ICD), fue la que mejores resultados did,
pues tuvo una sensibilidad del 42.10% y una especificidad del
83.87% (cuadro 1). Esta técnica parece tener nuna buena sensi
bilidad y una acepcablu egpecificidad, lo que concuerda con -

otros trabajos publicados (9, 15).

En esos estudios, se habfa sugerido tomar un tftulo de 1:8, -

para considerar a un animal como positivo a la infeccidén por



fasciola. En el presente trabajo se decidid tomar un titulo
de 1:64, para considerar a un animal como positivo, basindo--
nos en los tiItulos obtenidos en los animales del rastro y los

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

Nuestros resultados difieren un poco de los de Gdmez, Arriaga
y Morilla, (9, 15) debido a2 que pesiblemente se efectuaron ~--
con animales de una zona ecoldgica diferente y a otras razo-—-

nes que se mencionan mas adelante.

En esta prueba se tuvo un porcentaje del 16.12% de animales =~
falsos positivos; una explicacidén a este hecho, puede ser la
observada por Gdmez, Arriaga y Morilla (15), en la cual I1ICD -
resultd ser mas especifica en los bovinos que en los ovinos,
a diferencia de otras pruebas, como la HP que dié tftulos mias

‘altos en ovinos que en bovinos.

La prueba de hemaglutinacién pasiva (HP), por otro lado, de--
tectd 16 reacciones positivas de los animales del rastro; de

&stas, 11 (28.942) correspondian a animales fasciolosos y 5 -
(8.06%Z) a borregos no fasciolosos (falsos positivos); la sen-
gibilidad fue del 28.94%Z 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 tomé un tIitulo de 1:64 para
considerar a un animal como bositivo a la infeccidn por fas=-

ciola. En el presente trabajo, se decidid tomar un tftulo de
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1:128 en adelante, ya que si se consideraba un titulo de 1:64

aumentaba el nimero de animales falsos positivos.

Cabe hacer la observacifn de que los ovinos control negativos

del CEPH no tuvieron titulos 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 Gomez, Arriaga y Mo
rilla (9, 10), sin embargo, esta prueba, una vez mds demostrd

su alta especificidad en nuestro trabajo.

Las reacclones falsas positivas observadas, al utilizar las -

diferentes pruebas serolSgicas, pueden haber ocurrido por las

1. Zona ecoldgica diferente (zona de moderada incidencia).

2. Posiblemente algunos de los animales falsos positivos, en
realidad tenfan fasciolas, pero en una etapa migratoria.
Se hizo el examen post-mortem, pero no sabemos si las - -
fasciolas estaban migrando o los animales tuvieron 1la in~-
feccidon, pero fueron tratados y no presentaban los pardsi

tos al momento de examinar el higado,

3. El manejo de los animales era marcadamente distinto al -
de los borregos del estudio de Goémez, Arriaga y Morilla,

(9, 15) o sea, esos animales, a diferencia de los examina



—54=

dos por nosotrosg, provenian de centros experimentales cu~
yas condiciones de manejo son buenas (alimentacién, despa

rasitacidn, vacunaciones).

En el cuadro 4 se puede observar que el grupo de borregos con
un grado de fasciolasis mediana, fue el que mejor reacciond -~
con las pruebas seroldgicas., Posiblemente esto ge deba, a -=
que el sistema inmunocompetente de los borregos est& recono--
ciendo eficazmente los antigenos de fasciola recién llegados

a los conductos biliares, Los animales con una infeccidn le~-
ve, fueron detectados en un 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

Sptima de anticuerpos anti-fasciola. El relativamente bajo -
porcentaje de borregos muy parasitados,’detectados POY prue~-
bas serolfgicas, quizd se deba a que cuando existen grandes -
niweros de fasciolas, &stas producen una gran cantidad de an-
tfgenos que consumen & log anticuerpos circulantes, y forman

complejos antigeno-anticuérpo (23).

La prueba que m#s animales fasciolosos detectd, fue la de CIE
y luego le piguieron la de ICD y HP (cuadro 4). Sin embargo,
la t&cnica de CIE es wmenos especifica, posiblemente porque de
tecta anticuerpos de 1a clase IgM principalmente y &stos pue~

den reaccionar en forma inespecifica.
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En el cuadro 5, se obsgerva que la mayorfia de los animales ~ =~
fasclolosos, reaccionaron a 1 prueba seroldgica y le siguen -
las que reaccionaron a 2 pruebas y luego los que reaccionaron
a 3 pruebas. Esto se puede deber a los diferentesg grados de

sensibilidad y especificidad de las pruebas utilizadas.

Otros estados patolégicos (cuadro 4) no parecieron afectar el

desarrollo de las pruebas serolfgicas utilizadas. °
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CONCLUSTIONTES

De los 100 sueros del rastro corridos, con la prueba de =~
doble difusidn en gel (DD), se obtuvo una sensibilidad --
del 23.68% y una especificidad del 85.48%; en la té&cnica

de contrainmunoelectroforesis (CIE) resultd una sensibill
dad del 55.26% y una especificidad del 58.06%. La técni-
ca de inmunoensayo en capa delgada, fue la que did mejo-~~
res resultados con una sengibilidad del 42.10% y una espe
cificidad del 83.87%Z, la hemaglutinacidn pasiva (HP) tuvo

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

De las pruebas evaluadas, las de ICD e HP dieron los mejo

res resultados.

Se observd que las pruebas seroldgicas utilizadas para el
diagndstico de fasciolasis en ovinos en este estudio, die
ron porcentajes de sensgibilidad y easpecificidad un poco -

diferentes a los observados con anterioridad.

Al correlacionar los tftulos de anticuerpos detectados ~-
por las diferentes pruebas seroldgicas, se observd, que ~
el grupo de borregos con un grado de fasclolasis mediana

fue el que mejor reacciond con las pruebas serolégicas —-

(cuadro &4 y 5).

Para hacer un diagnéstico de fasciolasis lo m#s acertado
posible, se sugiere utilizar una combinacién de las té&cni
cas de inmunoensayo en capa delgada y hemaglutinacidn pa-

siva.
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