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IHTRODUCC ION 

GENERALIDADES 

La fasclolasis, también conocida como mal de botella o hlgado picado; es una en

fermedad parasitaria causada por el tremAtodo Fasciola hepatlca que invade el P! 
rénqulma hepático y conductos bllian,s de ovinos, bovinos, caprinos, porcinos y 

humanos. 

Esta enfermedad es cosmopolita por su distribución aunque su Importancia 

económica radica en que afecta a especies zootécnicas. también se presenta en 

otros animales 1 los que actúan como reservorios y diseminadort:s. como: venado, 
elefante, cariguro, castor. conejo, liebre, perro y gato. (56, 45). 

Esta parasltosls ha sido registrada en forma de epidemia en humanos, espe

cialmente en Inglaterra, Francia, Italia, Alemania y Cuba (52). As! mismo se ha 

señalado en Sudamérica, América Central, Asia, Afrlca y Australia. 

México posee una gran variedad de climas donde las condiciones prevalentes 

favorecen la existencia de los hospederos Intermediarios de este tremAtodo y por 

ende la presencia de fasclolasis; la enfermedad prevalece en lugares con clima 

cálido y lluvioso durante la mayor parte del año y con una temperatura media 

anual superior a 2o•c, como en el caso de los estados de Veracruz, Tabasco, Cam

peche y Chiapas; contrasta con estados de clima desértico o semiárldo con llu

vias Irregulares o escasas, con una temperatura media anual de 10• a 20•C como 

en algunas zonas del Norte y Centro de México. (51). 

Sólo se han encontrado dos localidades libres de esta parasltosis; Saltlllo 

en el e~tado de Coahuila y Mérida en Yucatán, por lo que se puede decir que práE_ 

tlcamente la parasltosls es común en todo el pals. 

Fasclola hepatlca fue el primer tremAtodo descrito, er. 1379 por De Br!e, G! 
buclnus lo Identificó en el hlgado de lx•rregos y cabras en 1547. El primer caso 

en humanos fue r~glstrado por Pallas en 16DO (52). El ciclo de vida completo fue 

tambiér. el primero ~~e se dilucidó ~<ra un treocátodo digéneo por Lecckart en 1882 
y de manera Independiente por Thomas en 1883 (28). 

Taxonomla 

De acuerdo con Soulsby (59), Pantelourls (55), Yamagutl (64) y Hájera (51). la 

poslclón taxonómica de ~ hepatlca, L 1758 es la siguiente: 
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Phylum PI atyhelmi ntes Gegenbaur 1859 

Clase Trematoda Rudolphi 1808 

Orden Digenea Van Beneden 1858 

Suborden Prosostomata Odhner 1905 

Superfam!l la Echinostomatoldea Ral 11 iet 1895 

Faml lla Fasclol idae (Li nnaeus 1758) Rallliet 1895 

Género Fasclola Linnaeus 1758 

Especie ~ hepatica Linnaeus 1758 

Descripción Morfológica 

El parásito adulto mide de 18 a 50 mm de largo por 4 a 14 1m1 de ancho, el cuerpo 
es aplanado dorsoventralmente de forma foliácea, la parte anterior del cuerpo es 
mas ancha que la posterior- Su cuerpo está cubierto por pequeñas espinas (56). 

En el extremo anterior hay una prominencia cefál lea, detrás de la cual, el 
cuerpo se ensancha abruptamente. La ventosa oral se encuentra alrededor de la b.e_ 
ca en la prominencia cefálica y un poco más abajo se localiza la ventosa ventral. 
La boca se comunica con una porción musculosa llamada faringe, que a su vez va s~ 
guida de un corto esófago que se bifurca para formar los dos amplios ciegos In
testinales, los cuales forman extensas ramas secundarias laterales. Flg. 1. 

El sistema excretor consiste de una fina trama de pequeños canales excreto
res, los cuales se ramifican a través de todo el cuerpo y terminan en las célu
las flama. Los desechos nitrogenados son eliminados por las células flama a los 
canales excretores, los cuales se reúnen formando un solo conducto más amplio, 
que se abre al exterior a través del poro excretor. 

El sistema nervioso consiste de un collar de tejido nervioso que rodea al 
extremo anterior del aparato digestivo, con tres ganglios sobre él y dos largos 
cordones nerviosos que se dirigen hacia la parte posterior del cuerpo. 

Fasciola hepatica es hermafrodita. Los órganos masculinos consisten en dos 
testlculos que se comunican por medio de los vasos eferentes a una estructura 
llamada bolsa del cirro, en la cual se encuentra una veslcula seminal donde se 
almacenan los espermatozoides y el cirro. Existe un solo ovario que se comunica 
por medio de un oviducto al ootipo del cual sale el canal de Laurer. Las glándu
las vltelógenas se ramifican y se extienden a los lados del cuerpo y desembocan 
al ootlpo que está rodeado por la glándula de Mehlls cuya función es proporcio
nar material para la cubierta del huevo. 
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A B 

Figura 1. Esquema morfo16gico de Fasciola hcpatica. a<lul 

t:L A. Organos reproductores femeninos, vista ventral; 

B. órganos reproductores masculinos y aparato digestivo, 

visto ventral. 

c .. ciegos; a. g., atrio genital; g.M., glándula de Mchlis; 

oot., oot.ipo; v.o., ventosa oral; ov., ovario; f., faringe, 

,t., testículos, u., útero; g.vit. 1 glándula vitelina; c.vit., 

conducto vitelino. 

Tomado de Brown, 1977. 
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Los óvulos fecundados se rodean de células vitelinas y la cáscara del huevo 

se forma en el ootipo, después pasan al Otero. Los huevos miden de 130 a 150 por 

63 a 90 micras, poseen un opérculo y son amar!! lentos. ( 45, 56). 

Ciclo de vida 

La fasciola adulta se localiza en los conductos biliares del hlgado del hospede

ro y sus huevos son vertidos en la bilis y salen con ella hasta el intestino de.!. 

gado. Posteriorme.nte pasan al exterior junto con las heces. Dei huevo se desarr2_ 

lla una larva llamada mlracidio que puede vivir únicamente en el agua. Si las 

condiciones ambientales son favorables, el miracidio, se desarrolla en el Inte

rior del huevo en nueve dlas, pero si la temperatura y la t1umedad no son propi

cias puede permanecer sin desarrollarse durante meses. (45). 

Como el miracidio tiene vida corta, 24 horas o pocos dlas a bajas temperat!!_ 

ras, busca activamente a su huésped moviéndose por medio de los cilios que cu

bren su cuerpo. En su parte ¡interior posee dos manchas oculares que probablemen

te tengan función fototrOpica. En el extremo del miracidio existe una papila pr2_ 

toplasmátlca que le sirve para penetrar en el hospedero, el cual es un caracol 

de 1 género Lymnaea. 

En México se ha informado que las especies hospederas intermediarias son: h. 
bul!moides,h:._ cubensis y!:.,_ humilis (30, 44), as! como Fossaria {Bakerllymnaea) 

cubensis, Fossaria {Fossaria) humilis y Pseudosuccinea columnella (19). 

La segunda fase larvaria se llama esporocisto, ya no presenta la cubierta 

ciliar y en su interior se encuentran las células germinales que darán origen a 

la tercera fase larvaria, llamada redia. Las células germinales del esporocisto 

pueden dar origen a cinco o más redlas y si el abasto de nutrientes es favorable 

se puede producir una segunda generación de redias. Las células germinales de 

las redias producen una cuarta larva, la cercaria, que es parecida morfológica

mente a la fasclola adulta pero que difiere de el la por su tamaño, su cola y por 

que carece de órganos reproductores. Las cercarlas abandonan a las redlas a tra

vés de un "poro de nacimiento" y al caracol a través de su abertura respiratoria 

(47). 

Las cercarlas nadan libremente en el agua, después se adhieren a las plan

tas, pierde su cola y se rodea de varias membranas formando un quiste llamado m~ 

tacercaria que es la forma lnfectante para el hospedero definitivo. 

Una vez en el intestino de los mamlferos, se disuelve la membrana qulstlca 
y queda libre el joven tremHodo, que penetra activamente a través de la pared 
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duodenal, migra por 1 a cavidad peri tonea 1 y aprox lmadamente en dos a d ieclocho 

horas penetra al parénquima hepático por el que vaga de seis a ocho semanas para 

que fina !mente se establezca en los conductos b i 1 lares, donde madura y pone hue

vos que salen con las heces al exterior comenzando nuevamente el ciclo. (56, 45) 

Fig. 2. 

El tiempo que se necesl ta para completar el desarrollo de !:..,_ hepatica desde 

el huevo hasta el gusano adu 1 to en los conductos bi i lares es de 11 a 15 semanas. 

Desarrollo de Fasciola hepatica en el Hospedero Definitivo. 

Durante el recorrido de la joven fasciola a través de la cavidad peritoneal y el 

parénquima hepático, experimenta cambios morfológicos y fisiológicos. Oawes, 1962 

(21) observó al Infectar ratones, que a partir del primer d!a postlnfección, co

mienzan a desarrollarse los testlculos, el ovario empieza a adquirir forma al o_s 

tavo d!a. 

Los huevos pueden observarse en el Otero del tremátodo a los 37 d!as post

infección, que es cuando aparecen huevos en las heces del ratón. 

El aparato digestivo se desarrolla considerablemente durante la migración, 

las células del intestino de las fasciolas jóvenes, poseen originalmente una fu!!_ 

ción secretora y son morfológicamente distintas a las del adulto. Sus secrecio

nes son 1 !ticas y se emplean tanto en el momento del desenqulstamlento como en 

el desplazamiento dentro del hospedero ( 11, 33, 10). 

Cuando el gusano emigrante penetra la cápsula hepática, las células lntest.!_ 

nales adquieren la rnorfolog!a del adulto, e inician sus funciones de absorción y 

secreción. (11). 

Entre los cambios más importantes en la relación húesped parásito, est.!n 

las alteraciones en el glucocállx o tegumento externo del parásito. El tegumento 

está compuesto de una superficie slncltial anucleada, unida tanto oplcal como b!!_ 

salmente, por medio de túbulos, a células tegumentarias subyacentes que son las 

productoras de tegumento del parásito (11, 42, 35). 

Las formas juveniles recién desenqulstadas, tienen un solo tipo de células 

tegumentarias, que se denominan células TO (11, 33, 36) que secretan el gránulo 

TO. Flg. 3. 

Durante la emigración al h!gado, las células TO se transforman en células TI 
que secretan gránulos TI. Las células T2 del adulto provienen de células embrio-
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Figura ~ 

Ciclo \·itnl de Fasciola l!~T~~.Uca 

M 

,\: [. hcp:it1G1 adulto. en conJucta bili:ir; H: lh1f'\'C'cillo en 

hc-cC's; C: llucvccillo en medio hídrico; lJ: Jiuevc1.~1110 cmbri~ 

nudo¡ [: Hiracidio; r:: Esporocisto; G: Rcd1a¡ 11: Car<Jcol 

lrnés:"cd intermediario; I: Ccrcaria; .J: Mctacercarin; K: l!!. 

fcstación por vía oral¡ l.: MctacC'rcaria en aparato Jigcstivo; 

M: forma juvenil recién Jcsenquistada; N: Forma juvenil 

cnigrante. Tomado de Majovko, V. y Makarov, P., 1961. 
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Figura "!i 
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0
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0 
Cuerpos T0 

,...¿: Antígeno Je superficie ·1 011 .. 
,...,.... Antígeno de superficie T., 

\: \Gclco de la c6ll1ln 
tc:gumcnta l 

E: Lspina 

.~\ Cuerpos T1 

/ñ Cuerpos T2 
A: Par:ísito de 

B: Parásito de 

semana entrando al r~r6nquima hepático. 
scmanas€migran<lo en el parEnquimn hcpfitico. 

C: Par~sito de ~emanas cntrnndo a los con~uctos biliares. 

(1: Parásito de 12 semanas, c'stablccido en los conductos 

biliares. 

Tomado <le llanna, 1980. 
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narlas diferentes y liberan los gr~nulos T2 hacia Ja superficie hasta que Ja fa_s. 

clola se encuentra en los conductos biliares (12). 

Los grAnulos TO y Ti son antigénicamente similares entre sl, pero son dife· 

rentes a Jos grAnulos T2 del adulto (34, 36). Este ocultamiento se acelera en 

presencia de anticuerpos espec!flcos (35). Cuando el par~sito ha madurado dismi

nuye Ja velocidad de recambio de Ja membrana; esto se atribuye a que los conduc

tos biliares ofrecen un amblente inmunológicamente seguro al gusano adulto (34). 

Esto provoca un camblo en la composición del g!ucocAlix de grAnulos T1 a grAnu

Jos T2. 

Efectos en el hospedero 

Durante su viaje del intestino al hlgado, las fasclolas pueden causar hemorra

glas en Jos tej ldos que atravlesan, es pos lb le apreciar trayectos de la perfora

ción del lntestlno y de Ja cApsuJa hepAtica. El h!gado, donde se obsenan focos 

he<rorréglcos de hasta 3 mm., sufre un aumento de volumen y presenta el cuadro de 

una hepatitis traumAtica hemorrAglca. Los orlflclos de perforaclón son pequeños 

con bordes netos, que conducen a trayectos y espacios lrregulares ocupados por 

las fasciolas jóvenes. Estas se alimentan de restos tisulares. 

El tejido hepAtlco es irritado por las espinas de la superficie de las fas

ciolas produciendo inflamación y muerte en las células hepAtlcas. En este proce

so Ümbién participan productos metabólicos tóxicos del parAsito. 

Debido a la acción traumAtica y a la prol 1 feraclón bacteriana, se presentan 

focos de supuración que pueden causar procesos purulentos, lo que aunado al daño 

de :a cApsula hepética puede provocar perltonitis. 

Estos daños pueden dlsmlnulr Ja resistencia de este órgano a Ja infección 

por bacterias. Por ejemplo el hlgado puede Infectarse con el bacl lo Clostridlum 

oedematlensls el cual no es patógeno cuando el organismo esta sano, pero en un 

animal con fasclolas is estos microorganismos pro! i feran y producen toxinas que 

ocasionan la llamada enfermedad negra (45). 

AdemAs de nutrirse de sangre y restos de tejido hepAtico las fasclolas tam

bién se nutren de bilis, provocando no sólo una disminución de la cantidad de bJ.. 

lis, sino también alteraciones en su composición gracias a Ja acción de los pro

ductos de excreción y secreción del parAsito. Esto origina trastornos en la di

gestión de los alimentos (Slndrome de mala absorción). 

Los s!ndromes el !nicos de la fasciolasis se presentan en tres formas: La fas 

ciolasls aguda, la subaguda y la fasciolasls crónica (15, 62). El que se presen· 
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te una u otra forma de fasciolasis estA dado principalmente por el número de fas 
ciclas que parasitan el hlgado. 

L·1 fasciolasis aguda se desarrolla rApidamente y puede aparecer en animales 
en buena condición aparente. Puede matar a Jos animales en unos cuantos dlas. Los 
slgnos cllnlcos que se pueden apreciar son somnolencia, debilidad, disnea, asci
tis, dolor abdominal, palidez de las mucosas, anemia normocltica normocrónica, 
hipoalbuminemia, no hay reticulocitosis, ni huevos en heces, se presenta un hlgi!_ 
do agrandado y hemorrAgico donde es posible encontrar de 800 a 1500 gusanos de 
los cuales 60% o mAs estAn inmaduros. La duración de la enfermedad es de uno a 
dos d!as. 

La infección subaguda se caracteriza por pérdida de peso. edema submandibu
lar, ascitis, palidez de las mucosas, anemia hipocrómica macrocltica, hipoalbuml_ 
nemia, reticuloc!tos!s, salida de huevos en heces, un h!gado agrandado y hemorr! 
gico con 500 a 1500 gusanos de los cuales la mitad son adultos. Su duración es 
de una a dos semanas. 

La fasciolasis crónica resulta de la ingestión constante de metacercarias 
en el ganado, se desarrolia a partir de brotes sucesivos de cercarlas ingeridas 
por el hospedero. Aparece sólo cuando un número suficiente de fasciolas ha l legi!_ 
do a establecerse en el hlgado. Se manifiesta por ia pérdida progresiva de peso, 
edema submandibular, ascitis, anemia hipocrómica macrocltica, hipoalbuminemia, 
reticulocitosis, salida de huevos en heces y un h!gado cirrótico con conductos bl_ 
liares engrosados. Su duración es de al menos varias semanas. 

Importancia económica y manejo 

Los efectos económicos de la fasciolasis son muy notorios en los paises donde 111 

ganaderla ocupa un lugar importante en la econom!a. En Australia donde la ganad!l_ 
ria ovina es primordial en la econom!a nacional. la fasciolasis causó pérdidas 
cercanas a 20 millones de dólares en 1976. (22). 

En Puerto Rico la merma por df!comiso de h!gado a causa de esta parasitosis 
alcanzó un mi i lón de dólares en 1931. (48). 

En Irlanda la fasciolasis causó a la industria pecuaria daños por 10 millo
nes de libras esterlinas anuales y en Inglaterra por 50 millones (48). 

En México las pérdidas ocasionadas por este parAsito durante 1980 en la ga

naderla ascendieron a 3840 mi llenes de pesos ( 17). 
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Los datos anteriores sólo nos proporcionan un panorama general del impacto 
económico como consecuencia de esta parasitosis. Actualmente es dificil asignar 
una cifra concreta al impacto económico provocado por la fasciolasis. 

La importancia de los perjuicios económicos causados por las fa;ciolasis d~ 
penden de la intensidad de la infestación. Las pérdidas económicas pueden divi
dir en directas o indirectas. Se considera como pérdida directa la muerte del anJ.. 
mal parasitado y como indirecta la que resulta de una acción menos severa, pero 
no menos importante del parásito sobre el ganado como son: baja producción zoo
técnica, decomiso de h!gados en los rastros, abortos con los consecuentes tras
tornos reproductivos, mayor consumo de alimentos debido a la mala digestión del 
mismo, pérdida de peso, elevada susceptibilidad a otras enfermedades. Por todo 
esto se considera que las pérdidas indirectas tienen mayor importancia para el 
ganadero. (56). 

Se pueden considerar tres estrategias para el manejo de esta parasi tos is: 

a) La reducción de parásitos en el hospedero y de la contaminación de pas
tos con huevos por medio de tratamientos antihelm!nticos sistemáticos. 

b) Reducción del número de hospederos intermediarios por medios f!sicos, 
qulmicos y biológicos. Los procedimientos fisicos que se han utilizado son: ei 
cercado de lugares encharcados y la creación de sistemas de drenaje por medio de 
zanjas para que el agua corra a lugares más bajos para evitar as[ su encharca
miento y con el lo la pral iferaclón de caracoles. 

Los métodos qu!mlcos han dado buenos resultado~ para reducir el número de C2_ 

racoles. Los agentes qu!micos deben aplicarse estratégicamente antes de la temp.Q_ 
rada de lluvias o en el agua de riego, pero se debe determinar el grado de cont2_ 
minación. Los agentes qu!micos más usados son: sulfato de cobre y pentaclorofen2_ 
to. (56). 

La depredación de caracoles que real izan los patos y otras aves acuHicas, 
as[ como algunos peces malacófagos, ayudan a reducir la población de hospederos 

Intermediarios, pero no a su erradicación. 

e) El manejo mediante medidas zootécnicas consiste en aplicar normas reco
mendadas que ayudan a reducir las posibll ldades de Infección. Por ejemplo la ro
tación de praderas y la aplicación de fasciol leidas en el momento de cambio de 
potrero, as! como la construcción de bebederos adecuados con los que se evite la 
contaminación con heces. 
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Inmunidad 

La inmunidad contra Fasciola hepatica es muy complicada, debido al tamaño del P! 

rásito, su ciclo de vida, su complejidad antig.~nica, etc. Sin embargo las espe

cies presentan distintos grados de resistencia o esta parasitosis. Los ovinos, 

los equinos, ratones y cuyos, presentan menor resistencia que los bovinos, huma~ 

nos y ratas y a su vez estos últimos son menos resistentes que los cerdos. ( 16). 

La respuesta inmune contra las fasclolas juveniles ocurre a nivel peritoneal 

donde el eosin6filo tiene un papel importante. Se ha observado en ratas resiste!!_ 

tes, en la tercera semana postinfecci6n, altos niveles de !gE séricos y en la C! 

vidad peritoneal e intestino delgado abundancia de células cebadas y eosin6fi

los. (23). 

El papel de la pared intestinal como barrera para el establecimiento de fa~ 

ciolas jóvenes ha sido muy discutido (57, 38). Pero al parecer no tienen releva!!. 

cia en la resistencia contra el parásito. (41). 

La respuesta inmune contra las fasciolas adultas ocurre a nivel del hlgado. 

Es un hecho notable que hasta el 85% de la población de fasciolas adultas es ex

pulsado entre las semanas 16 y 30 postlnfecci6n en bovinos. Esta autocuración es 

precedida por un periodo de cuatro a seis semanas de actividad biológica reduci

da de los par1is!tos, que se manifiesta por una disminución en el número de huevos 

eliminados en las heces; durante esta fase la expulsión aparecen células plasmá

ticas. linfocitos, macrófagos, eosinófilos, células cebadas y leucocitos globul! 

res en la mucosa de los conductos biliares. (62). En la bilis de bovinos infect2_ 

dos una sola vez por f..:. hepatica, números grandes de células plasmHicas produc

tores de lgA est!n presentes pero después de la. segunda infección las células pr~ 

dominantes son las productaras de igG1. (29). 

Durante el tiempo en que los parásitos estan siendo expulsados, hay un au

mento en el nivel de anticuerpos rcaglnlcos en los que el agente responsable es 

la lgE (62). Se piensa que la calcificación de los conductos billares, como ocu

rre en bovinos, sea una especie de barrera mecánica contra las fasclolas (20), de 

ah! que los bovinos sean más resistentes que los ovinos; sin embargo, esta dife

rencia no se debe solamente a la calcificación, puesto que ésta aparece después 

de que se manifiestan los mecanismos inmunológicos. 

La respuesta inmune en bovinos se manifiesta por la reducción del promedio 

de parásitos que se establecen en el hospedero, lo que .retarda e inhibe el desa-
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rrollo de L_ hepatica y suprime la producción de huevos, eliminando asi a los p~ 
rásitos. (62). 

Por otro lado, en la fasciolasis operan mecanismos de evasión que son respo!!_ 
sables de la permanencia prolongada del parásito. en especial en ovinos, en los 

que se ha informado 1 a recuperación de los parásitos de 8 a 11 años despu~s de la 

infección única. (45). 

Se ha encontrado que Fascioia hepatica reduce las respuestas a los eritrocl 

tos de carnero en las ratas (32). Por otra parte se ha informado que _¡:_,_ hepatica 

libera una enzima proteolltica, la cual fr.agmenta a las inmunoglobulinas del hOl 

pedero. La enzima tiene l1!_ vitre una actividad similar a la de la papal na o catee_ 

sina B sobre las inmunogobulinas del ratón, rata. conejo y borrego. (18). Por 

otra parte se ha registrado que las fasciolas liberan una gran cantidad de antl

genos que se unen a los anticuerpos disponibles y ha sido posible demostrar la 

presencia de complejos inmunes en ovinos con fasciolas. (2). 

Otra forma de evasión de la respuesta inmune en la fasciolasls. es la varl!!_ 

ción de antlgenos de tegumento que ya fue mencionada anteriormente. Cuando las 

fasciolas juveniles son expuestas.!.'!. vitre al suero inmune del hospedero, las fal 

ciolas quedan cubiertas con lgG, pero el tegumento es sustituido poco a poco al 

ir desarrollándose la duela joven. (24). 

Ben-Ismael, R. ~ !!.!..:_, 1979 registra la existencia de una antigenicidad cor11_ 

partida entre _¡:_,_ hepatlca y el hosperlero, por lo que algunos antigenos de Fascio

l!!. hepatlca no son reconocidos tan fkilmente por el sistema inmune. (9). 

Antlgenos 

Es muy importante para obtener una buena prueba de diagnóstico, la obtención de 

una preparación antigénica adecuada. ~ hepatica es un organismo complejo 

que expone al hospedero un buen número de componentes antigénicos. estos son di

ferentes entre si, por lo que se dice que _¡:_,_ hepatica es un verdadero mosaico a~ 

tlgénlco. (5). Cada estado de desarrollo puede presentar antlgenos caracter!sti

cos de esa fase del desarrollo y al mismo tiempo antlgenos comunes a los demás 

estadios de su ciclo de vida. Esto complica el Jislamiento del antlgeno apropia

do, además de que no es fácil obtener a los organismos de cada estadio de desa

rrol io. 

Yoshihara, ~ !!.!..:_, 1981 (65), utilizando un antisuero con extractos de fas-
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ciclas adultas, mediante la prueba de difusión en gel de agar, logró determinar 
la presencia de ant!genos comunes entre los extractos de fasciolas adultas, for
mas Juveniles y metacercari as. 

Se han hecho numerosas investigaciones referentes al aislamiento, purifica
ción y caracterización de ant!genos con el fin de obtener preparaciones antigénl 
cas confiables para el diagnóstico. 

Muchos de los ant!genos utilizados en las diferentes técnicas provienen de 
parásitos adultos, porque pueden obtenerse en mayores cantidades. Entre los ant.!. 
genes més utilizados para el diagnóstico de la fasciolasis estén: 

a) Ag somático (AS) es un extracto salino obtenido por homogenización de las 
fascioias lavadas en solución salida amortiguadora de fosfatos. 

b) Ag somático deslipidizado (ASO) es igual al anterior excepto que al final 
se hace una extracción con acetona para el !minar los !!pidas y de esta manera ob 
tener un ant!geno más puro. 

c) Ag metabólico o de excreciones secreciones (AM), se obtiene manteniendo 
las fasciolas vivas en medio de Hedon-Fleig por 18 horas. Posteriormente este m! 
dio se centrifuga y si es necesario se concentra. (6). 

Como en la preparación del AS se emplean fasciolas con todo su contenido C! 
cal. cabe esperar que los componentes del AM estén también en el AS, sin embargo 
las diferentes técnicas inmunológicas resaltan algunas diferencias. 

La lnmunoelectrofores ! s nos muestra mayor número de componentes en AS que en 
AM. También se ha encontrado que ambos ant!genos, tienen componentes comunes. Al 
real izar inmunoelectroforesls con sueros ovinos infectados en forma natural, se 
observó mayor número de lineas de precipitación con AM que con AS. esto podr!a de 
berse a que los animales responden principalmente contra ant!genos metaból lcos 
(58). 

Van Tiggele, 1978. (62), en su trabajo utilizó diferentes preparaciones an
t!génicas de!:.,_ hepatica y encontró que el AS de fasclolas adultas era el más 
apropiado para usarse en pruebas inmunodiagnósticas. Sin embargo, en México la e~ 
per!encia adquirida a través de numerosos trabajos Indica que no hay una difere!! 
cia marcada en cuanto a los resultados obtenidos usando AM o AS de fasclolas adul 
tas. (8). 

Biguet ~ !!_., 1965 y Capron !! !!_., 1968; citados en ( 8) encontraron que 
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un extracto de fasciola compart!a 6 antlgenos con Dicrocoelium dendriticum, 5 con 

~ saglnata, Paragonimus westermani. Schistosoma mansoni y~ haematobium; 4 

con~ japonicum; 3 con Trinchinella spiralis y 2 con Ascaris lumbrlcoides. De 

los 25 antlgenos del extracto obtenido por estos autores. 6 correspond!an a ant!. 

genes el hospedador definitivo (bovtno) y 4 a antlgenos del caracol Lymnaea trun

E!!.!ili (hospedador intermediario). (8). 

Al correr los antlgenos somHico (AS) y metabólico (AM), en la prueba de i~ 

munoelectroforesis con sueros de ovlno hiperinmunes contra estos ant!genos Rulz

Navarrete, 1987 (58). encontró que el AS forma 6 lineas de precipitación con el 

suero ovino anti-AS, en tanto que con el suero ovino anti-AM formó 9 l lneas. Con 

el AM observó únicamente 3 lineas de precipitación con el suero anti-AS, pero 

con el suero anti-AM pudo detectar 10 l lneas. Por otra parte, este mismo autor 

obtuvo el número de componentes presentes en estos ant!genos, mediante la técnica 

de electroforesis en gel de poliacrilamida, el cual fue para AS de 29 a 42 ban

das según la técnica de tlnción y para AM varió de 21 a 23 bandas (58). 

Diagnóstico. 

El dlagnóstlco de la fasciolasis aguda sólo se real iza en ovinos: por lo general 

se hace el diagnóstico a la necropsia para reconocer las lesiones caracler[sti

cas, aunque también es posible el diagnóstico de laboratorio utlllzando métodos 

bloqu[micos y citológicos. Los primeros consisten en la detección de modiflcaci.9, 

nes humorales debido a lesiones hepHicas, como: aumento de deshidrogenasa glut2_ 

mlca y transaminasa glutámica oxaloacética. Los métodos citológicos incluyen la 

biópsia hepática y el estudio de lesiones intersticiales (56). 

En la forma crónica de la enfermedad el diagnóstico esU basado en el ha

llazgo de huevos de tremátodos en las heces del hospedero, mediante pruebas copr.9, 

parasitoscópicas que van desde un slmple frotis hasta métodos más elaborados, la 

técnica de sedimentación es la más frecuentemente utilizada. Sin embargo a pesar 

de su sencillez y especificidad esta técnica sólo es apl !cable hasta después de 

la décima semana postinfecclón, tiempo en que aparecen los primeros huevos en las 

heces (56, 26, 3). 

Con las pruebas serológicas se logra resolver en buena medida este problema, 

ya que con algunas técnicas muy sensibles se ha logrado detectar anticuerpos del 

de la segunda semana postinfección (3). Otra ventaja de estas técnicas es que se 
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pueden aplicar a un gran número de sueros <'1 la vez, lo que llls hace adecuadas p~ 
ra estudios epizootiológicos. 

San numerosas las pruebas que se han utilizado para el diagnóstico serológl 
co de la fasciolasis en rumiantes (Cuadro 1). Estos métodos han sido revisados 

ampliamente por Van Tiggele 1978 (62) y Bautista 1985 (7). Ha sido dificil con

cluir cual es el anti geno y la prueba m~s adecuada para el diagnóstico de la fas

ciolasis. Esta es una de las razones por las que el inmunodiagnóstico no se rea
liza a gran escala, y su utilización se limita por el momento o algunos centros 

de investigación. 

A pesar de las ventajas que presentan las pruebas de aglutinación y precipi

tación para el diagnóstico de fasciolasis, tienen también algunos inconvenientes. 

Las técnicas de precipitación son especificas, pero su sensibilidad no es alta; 

las técnicas de aglutinación tienen buenos valores de sensibilidad pero no de es

pecificidad. (62, 3). 

Otras técnicas, como· la fijación de complemento y la inmunofluorescencia son 

atractivas pero muy laboriosas. 

La técnica de ELISA (Enzyme Linked lmmunosorbent Assay) fue desarrollada prj 

mero para detenninar concentraciones de IgG (25) y posteriormente se utilizó para 

el diagnóstico de enfennedades parasitarias, con buenos resultados, ya que se ob

servó que tiene alta sensibilidad adem~s de ser una prueba r~pida para la detec

ción de anticuerpos. Esta técnica ha sido utilizada con éxito en el diagnóstico 

de la fasciolasis en el ganado. (27, 66, 63, 39). 

Hawkes en 1982 (37) describió una modificación del método llamado Dot-Hybri

dation. de Kafatos et al., 1979 (40), en donde pequeñas cantidades de anticuerpos 

monoclonales eran pegadas directamente a membranas de nitrocelulosa. Esta modifi

cación llamada dot-immunobinding fue aplicada a ELISA y se observó que tiene gran 

versatilidad en cuanto a tipos de ant!geno que pueden ser utilizados. (53, 54, 

63). 

Esta técnica conocida como dot-ELISA [ELISA en mancha) presenta alta sensibi 

lidad, es rApida y mAs económica que ELISA. 
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CUADRO 1 

PRUEBAS 111!1\JNOLOGIC/\S UTILIZADAS PARA EL DIAGNOSTICO DE FASCJOLASIS 

PRUEBA 

PRUEBAS SEROLOGICAS 

· 1. De inmunodi fusión 
a) Difusión Doble {DO) en agar en dos 

dimens ion"s. { Ouchter l ony) 
b) Difusión llob!e en agar {DO) en una 

dimensión. 
2. De electroforesis 

a) !nmunoelectrofores!s {JE) 
b) Contra!nmunoelectroforesls {CIE) 

3. De aglutinación 
a) Hemaglut!nación pasiva (HP) 

b) Con partlculas de latex 
e) Floculac!ón con benton!ta 

4. Fijación del complemento (FC) 

5. De lnmunofluorescencla 
a) Inmunofluorescencla Indirecta {IFI) 

b) Prueba de anti cuerpos fluorescentes 
con antlgeno soluble (SAFA) 

6. Pruebas lnmunoenzim6ticas 
a) Enzima-!nmunoensayo {ELISA) 

b) Prueba del antlgeno adherido a 
esferas {DASS) 

7. lnmunoensayo en capa delgada {!CD) 

PRUEBAS CUTANEAS 
1. Jntradermorreacción { !DR) 

2. Anafilaxia Cut6nea Pasiva (PCA) 

REFERENCIAS 

Tiggele {1978). Everall (1970) 

Ooyle ( 1973a) 

Capron et a l. • ( 1964) 
H!Ilyer""T1IB) 

Robert et al., ( 1980), Arriaga, 
et a J. , """'[1'9'!!!) • 
líénex( 1964) 
Kagan ( 1980) 
Bénex, Lamy y Gledel (1959) Ka
gan (1980). 

Courdet et al., ( 1967), Hanna 
(1980). --
Dee!der (1973) 

Burden y Ha11t11et ( 1978). Farrell 
et al., (1981). Levine, Flores 
yHTITyer { 1980), Zl11t11erman, et 
al., ( 1982). -
Deelder y Ploem ( 1975) 

G6mez, Morilla y Arrlaga, (1979) 
Arrlaga et al., (1983), Garay, 
(1983). --

8!agi, lay y Partí l la { 1958), 
Patnalk y Dos {1960), Quiróz, 
Herrera y Fernández { 1973), Le
brlja et al.. { 1981). 
Doyle Tf9730) 
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OBJETIVO 

El objetivo de este trabajo es la adaptación de la técnica dot-EL!SA para el 

diagnóstico de la fasciolasis en ovinos, as! como realizar una comparación entre 

ésta y otras dos técnicas: la hemaglutinación pasiva y el lnmunoensayo en capa 
delgada en cuanto a sensibilidad y especificidad. 

MATERIAL Y HETODOS 

Diseño Experimental 

Para establecer la prueba de diagnóstico, se utilizaron 14 borregos raza Tabasco, 

libres de fasciola, provenientes de Mérida, YucatAn, por ser ésta una zona libre 

de esta parasitosls. Esto se comprobó al no encontrar huevos en heces. 

A estos animales se les administraron 200 metacercarias por v!a oral. Se co!!'. 

probó la infección realizando exámenes coproparasitoscópicos, los cuales resulta

ron positivos en la semana 11. A este grupo de animales se les tomó muestras de 

sangre en la semana 20 postinfección. 
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Otro grupo de 30 borregos se mantuvo libre de fasctola y se utilizaron como 

animales testigos. Se real izO un estudio de campo con 17 borregos raza Suffolck 

infectados naturalmente, provenientes de Tulancingo, Hgo., que es una zona de 

fasctolasis, en estos animales se comprobó también la parasitosis por medio de 

estudios coproparasitoscOpicos. Para estudios serológicos se les tomó muestra de 

sangre a todos los animales. 

Antlgenos 

Se obtuvieron dos tipos de antlgenos a partir de fasciolas adultas, uno de ellos 

conocido como antlgeno somático (AS) y el otro antlgeno metabólico (AM). (6). El 

primero se preparo obteniendo fasctolas de h!gados infectados de rumiantes. Los 

parást tos se lavaron cuidadosamente con solución sal !na hasta que el sobrenadan

te se mostró transparente. Se lavo una vez más con agua destilada y se congela· 

ron a -70•C. Después de congelados los parásitos se liofilizaron (lioftlizador 

Vtrtis) para posteriormente triturarlos en un mortero colocado sobre hielo. Et 

polvo resultante se lavo con acetona fria, 10 gr., se resuspendieron en PBS pH 

7.2 dejándolos en agitación lenta durante 24 horas a 4'C. El sobrenandante se fi! 

tró utilizando una membrana con poro de 0.22 u (Milllpore), se le colectó en un 

tubo de ensayo estéril, se tomó una muestra para la cuantificación de protelnas 

y se guardó en pequeñas fracciones a -70•C hasta su uso posterior. 

El antlgeno metabólico (AM) se obtuvo lavando exhaustivamente las fasctolas 

en PBS pH 7 .2 estéril. Posteriormente se dejaron las fasctolas durante 10 minutos 

en PBS pH 7 .2 con merthtolate (timerosal) en una proporción de 1: 10 000. Después 

de lavarlas se colocaron en un matraz estéril que conten!a solución Hedon-Flelg 

estéril, a razón de 1 ml por fascioia y se dejaron en incubación durante 24 horas 

a 37•C en baño Marra. Se colectó el sobrenadante en baño de hielo y se centrifu

gó por 20 minutos a 8000 rpm en una centrifuga refrigerada. Se determinó el con

tenido de prote!na y se guardó en pequeñas fracciones, a -70•C. 

Se determinó la concentración de protelna de las preparaciones antigénicas 

mediante el método de Lowry (46) utilizando albúmina sértca bovina como estándar. 

Pruebas serológicas 

A los sueros de los borregos utilizados en este trabajo, se les hicieron las prue 
bas de hemaglutlnaclón pas! va (HP) e inmunoensayo en capa delgada {!CD) por ser -



- 19 -

éstas, dos de las técnicas más frecuentemente utilizadas en el diagnóstico de la 

fasc!olasis, ya que sus valores de especificidad y sensibilidad son aceptables. 

(3). 

Hemaglutinación pasiva (6) 

Esta prueba se llevó a cabo con glóbulos rojos de borrego. Después de ser lava

dos y centrifugados se preparó una suspensión ~l 2.5% en PBS pH 7 .2 los glóbulos 

rojos se "tanlzaron" al mezclar con un volumen igual de solución de ácido t.lnlco 

1 :20 000, para sensibi 1 Izar los glóbulos rojos tan izados se agregó un volumen 

igual de una dilución óptima de ant!geno metabólico en PBS pH 6.4. A diluciones 

dobles seriadas del suero a probar previamente descomplementado, se le agregaron 

25 u! de eritrocitos sensibilizados. Se consideraron positivos los sueros que 

aglutinaron a una dilución de 1 :32 o mayor. 

lnmunoensayo en capa delgada (ti,31) 

Los ant!genos de~ hepatica como los de muchos otros parásitos, tienen la 

propiedad de poder adsorberse firmemente a superficies de poliestlreno (p!Astico) 

formando una capa homogénea que conserva su actividad serológlca. Sobre éstas se 

colocan diluciones dobles de los sueros a probar, la reacción puede ser visible 

por la formación de gotas al exponer 111 superficie al vapor. 

La condensación del agua en la reacción ant!geno-anticuerpo se debe a la 

formación de complejos prote!nlcos hidrof!llcos de tamaño mayor a los que se foJ: 

man en la superficie de plástico en los que sólo hay ant!genos. 

Se consideraron positivos los sueros que formaron gotas vts1~.bles de conden
sación a una dilución de 1:32 o mayor. El ant!geno que se utilizó para llevar a 

cabo esta prueba fue el metabólico. 

OOT-ELISA 

Preparación de lgG de conejo antl-JgG de ovino. 

Primero se obtuvieron las JgG de ovino, para el lo se precipitaron las gama-g!Ob!!. 

tinas de ovino a partir de suero h!perinmune, con una solución saturada de sulf2_ 

to de amonio al 50$. Después de equl l lbrar la muestra con solución amortiguadora 

de fosfatos 0.03 M pH 7 .6 y determinar su contenido de protelna, se corrió 1·a 
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muestra en una columna DEAE-celulosa (2.0 x 30 cms.), equilibrada con el mismo 
amortiguador. Se separaron las fracciones y se reunieron aquel las que presenta
ron una absorbancia mayor de 1 a 280 nm. 

Posteriormente con la lgG de ovino obtenida, se Inmunizaron conejos según el 
método utilizado por Bautista y Morilla (6). 

Para obtener las lgG del suero de conejo hiperinmune, se procedió del mismo 
modo que se utl 1 izó en la obtención de la JgG ov 1 na, sólo que en este caso se ut!_ 
l lzó una solución amortiguadora de fosfatos 0.02 M pH 7 .2 para equi 1 ibrar la co
lumna. Se obtuvieron 77 mg/ml de lgG de conejo antl-IgG de ovino y se ajustaron 
a 5 mg/ml para su uso en la elaboración del conjugado. 

Determinación de la actividad de la peroxidassa (Sigma Chem. Co. Assay data 
sheet), La enzima uti 1 izada fue Peroxidasa (horseradish Tipo VI). Para verificar 
la actividad de la enzima se preparó la reacción siguiente a zo•c: 

2.0 mi de pirogalol al 5% (preparado recientemente en agua) 
1.0 mi de H202) 0.147M(preparado recientemente diluyendo 1.67 mi de H2o2 al 

30% en 100 mi de agua) 
2.0 mi de amortiguador de fosfatos pH 6.0, 0.1 M, 14 mi de agua. 
Se añadió 1 mi de solución de peroxidasa que contenla 0.0222 mg enzima/mi 

equivalente a 6 unidades de purpurogalina/ml fosfatos 0.1 M, pH 6.0. 
Después de 20 segundos exactos a 20'C se añadió 1 mi de H2so42N para detener 

la reacción. 
Se extrajo cinco veces con porciones de 10 mi de éter. Se diluyeron los ex

tractos etéreos combinados, a 100 mi con éter. 
Se anotó la densidad óptica (DO) en el espectrofotómetro a 420 nm usando 

éter como referencia. Todo este proceso fue repetido cuatro veces. La 
DO promedio fue de 0.053. 

Posteriormente se calculó la actividad con la fórmula: 

mg purpurogalina/100 mi éter = ____ o_.o_._42_0_x_8_._5 __ _ 
trayectoria de luz en cm 

mg purpurogalina/100 mi éter•~~= 0.4505 
1 CM 

Unidad por mi de solución de peroxldasa = mg de purpurogallna/100 mi de éter 
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Unidades por mg unidades por mi de sol. de peroxidasa 
mg de peroxidasa por mi 

Unidades por mg 4.4505 unidades por ml = 20 .29 unidades 
0.0222 mg peroxidasa por mg/ml 

La actividad de la enzima bajó 13 veces. 

Freparación del Conjugado con peroxldasa (4. 43) 

Se disolvieron 10 mg de peroxidasa en 0.2 mi de S)lución de glutaraldeh!do al 1% 
en solución amortiguadora de fosfatos 0.1 m pH 6.8 y se dejó por 18 horas a tem
peratura ambiente. Después se filtró por Sephadex G25 (columna de 0.9 x 30 cm.) 
equilibrada con NaCI 0.15 M. 

Las fracciones color pardo, se concentraron a 1 mi. Para concentrar se uti
lizó azúcar pulverizada, posteriormente se dializó con solución salina isotónica. 

Se añadió a la solución de peroxldasa 1 mi con 5 mg de lgG, previamente di.!!_ 
!izada contra NaC! 0.15 M. 

Posteriormente se añadió 0.1 mi de solución amortiguadora de carbonato-h!car_ 
bonato 1 M pH 9.5 y se Incubó por 24 horas a 4•C. Se agregó 1 mi de solución de 
lisina 1 M pi! 7.0 y se dejó reaccionar dos horas. Se dializó contra PBS y se fil 
tró ror Mlllipore de 0.22 u. Posteriormente se añadió un volumen de glicerol y se 
envasó en pequeñas cantidades a -20'C. 

Titulación del Conjugado (53, 54). 

Se cortaron c!rculos de 0.5 cm de di~metro de papel de nitro celulosa (Mlll lpore 
0.22 u) y se colocó en cada disco 1 ul de suero ovino Inmune, en una fluctuación 
de concentración de 0.1 a 1.0 mg/ml. El suero ovino tiene un rango de concentra
ción de prote!na de 5.81±_0.54 gr/100 mi, as! se di luyó 1: 100 para obtener 0.58 
mg/ml. 

Se dejó secar el papel para estabilizar la unión en estufa a 56•C por 30 m.!. 
nutos. Una vez que los discos llegaron a temperatura ambiente se colocaron en 
una placíl de mlcrotitulaclón de fondo plano. 

Para obstruir los sitios de unión inespec!ficos tanto en los discos como en 
el pl~stico de los pozos, se probaron dos soluciones obstructora: BSA al 5% en 
TBS y Tween 20 al 0.05%. Se agregaron 150 ul de solución obstructora a cada pozo 
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y se dejó agitando a temperatura ambiente por 15 minutos. Después de aspirar la 
solución de obstrucción, se hicieron diluciones dobles de conjugado en solución 
obstructora, se añadieron 150 uf de dilución por pozo y se dejó agitando a temp!'_ 
ratura ambiente por una hora. Posteriormente se lavó tres veces con Tween 20-TBS 
al 1% 

Preparación del Sustrato. Se disolvieron 5 mg de diam!nobenzidina en 10 mi 
de TBS y se añadieron 100 ul de H2o2 al 3%. 

Desarrollo del color. Se añadieron 150 ul de substrato por pozo y se deja
ron reaccionar por 30 minutos, después se lavó varias veces con TBS y agua y se 
dejó secar. 

Se consideró como titulo del conjugado la última dilución en la que se obser: 
vó claramente la formación de manchas pardas en el sitio donde se aplicó el sue
ro en los discos. 

Prueba dot-ELISA 

Para pod1ir determinar las condiciones adecuadas para el uso de esta técnica en el 
diagnóstico de las fasciolasis, fue necesario probar diferentes variantes en al
gunos pasos de la técnica. Durante esta fase de estandarización se corrieron las 
pruebas tanto con ant!geno somAt!co (AS) como con anti geno metaból ice (AM). Des
pués de establecer la técnica y las condiciones óptimas para su uso se probaron 
!os sueros de los animales de Tuiancingo, los de Mérida y los testigos. 

Sensibilización de discos. 

A los discos de nitrocelulosa de 0.5 cm de diArretro se les aplicó 1 ul de una s~ 

lución de ant!geno de Fasciola hepatlca, utilizando una jeringa Hamilton. Se pr~ 
baron dos lotes de ant!geno para sensibilizar discos, uno de ant!geno somAi!co y 
otro de anti geno mctaból feo. 

El lote de antlgeno somAtico tenla una concentración protelnica de 22 mg/ml 
y en la sensibilización de discos se probaron las siguientes diluciones: 

0.22 mg/ml; 0.44 mg/mi; 0.73 mg/mi y 1.0 mg/mi. 

El lote de antlgeno metabólico utilizado tenla una concentración de protelna 

de 2.8 mg/ml del cual fueron probadas las siguientes diluciones: 

0.46 mg/ml; 0.8 mg/ml; 0.9 mg/ml y 1.1 mg/ml. 
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Obstrucción inespeclfica 

Para obstruir los sitios de unión inespeclficos se utilizaron tres diferentes S2, 

luciones: TBS-Tween 20 al 0.05%; BSA al 5% TBS y una dilución al 5% en TBS de l~ 

che descremada en polvo Sveltex. 

Se agregaron 150 ul de solución obstructora por pozo y se dejó agitando du
rante 15 minutos. 

Después de aspirar la solución obstructora, a cada pozo se le agregaron 150 
u! de di luciones de suero ovino anti-fasciola y se dejó incubando por media hora. 
Las diluciones se hicieron en solución obstructora. 

Se aspiró !a solución de anticuerpos y se lavaron los pozos con TBS-Tween 
20 al 0.05% con agitación y esto se repitió tres veces. 

Posteriormente se agregaron a cada pozo 150 u! de conjugado di luido en sol u 
ción obstructora y se dejó 30 minutos. 

Se i·JVÓ nuevamente tres veces con agitación y se procedió a aplicar el sus
trato de la enzima. Se probaron como sustrato el 1-cloro-4-Naftol y 3-3 d!am!no
benzidina. 

El cloronaftol se preparó en una solución madre de metano! anhidro de la s.!, 
guiente manera: se disolvió el cloronaftol en metano! a razón de 3 mg/ml y se a.!, 
macenó en una bote! la ámbar en la obscuridad a 4'C. Poco antes de usar esta sol u 
ción, se prepararon 4 u! de tt2o2 al 30% disueltos en 100 mi de TBS y se agrega
ron a 2 mi de solución madre. Se añadieron 50 u! por pozo, y se dejó reaccionar 
30 minutos. 

La diam!nobenzidina como sustrato se disolvió en PBS (5 mg en 10 mi) y se 
agregaron 100 ul de H2o2 al 3% en PBS. Se añadieron por pozo 150 ul de este sus-' 
trato, se dejó 20 minutos y posteriormente se lavó con TBS y agua. 

Las manchas de los sueros positivos son muy notorias a simple vista y se º!! 
contra ron únicamente en el sitio del disco donde fue aplicado el ant!geno. 

Las manchas muy pálidas no se consideraron confiables y la ausencia de man
chas se consideró negativa. 

Los testigos de la prueba, consistieron en tres discos por placa sin conju
gado y tres sin ant!geno utilizando un suero· hiperinmune. 
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RESULTl\005 

Sensibilización de discos. 

Con el ant!geno somético los mejores resultados se obtuvieron con la concentra
ción 0.73 mg/ml de prote!na. donde las manchas fueron més uniformes y claras con 
las diferentes di luciones de los antlsueros probados. 

Al utilizar ant!geno metabólico los mejores resultados se obtuvieron con las 
concentraciones de 0.8 mg/ml y 0.9 mg/ml de protelna. Con la concentración de \. 1 
mg/ml se obtuvieron también resultados aceptables aunque la claridad de la man
cha no fue como en las concentraciones anteriores. 

La mayor!a de las manchas en los discos sensibilizados con antlgeno metabó· 
lico con 0.46 mg/ml de protelna tendlan a ser pélldas sobre todo en diluciones 
altas. 

Obstrucción inespeclfica 

Al obstruir con BSA al 5% en TBS y con la solución de leche en polvo, no siempre 
se observó claridad en la superficie de los discos dondE no se aplicó antlgeno; 
con estas soluciones obstructoras se observó en algunos discos la tendencia a te 
i'ilrse al color del sustrato, pardo con la dlaminobenzidlna y azul con el cloro
naftol. 

La solución que mejores resultados proporcionó para obstruir los espacios 
libres fue el TBS-Tween 20 al 0.05%. 

Primera incubación 

Los mejores resultados se observaron al utilizar TBS-Tween 20 al 0.05% para di
luir el suero. No se encontró problema al utilizar suero en un intervalo de con
centración de protelna entre 0.5 a \.o mg/ml. 

El tiempo que se uti 1 izó para esta incubación fue media hora. 

Segunda incubación 

TBS-Tween 20 al 0.5% fue la mejor solución para hacer las diluciones del conjug_<!. 
do. Con 75 ul de la di lución óptima de conjugado por pozo es suficiente para la 
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reacción con anticuerpos séricos ya unidos al antígeno del disco. 

Es importante mantener el conjugado a -20'C antes de ser utilizado. 

Sustrato 

Al utilizar t-cloro-4-naftol como sustrato, se observaron las manchas palidas en 
la mayor!a de los discos; esto contrasta con lo observado con 3-3-diaminobenzld.!_ 
na como sustrato cuyos resultados mostraron manchas pardas en el sitio donde se 
aplicó el ant!geno. 

Al utilizar diaminobenzidina, en algunas ocasiones, sobre todo con antrgeno 
muy concentrado o con lavados Insuficientes se tend!a a manchar de pardo todo el 
disco. 

El efecto anterior también se observó cuando no se preparaba debidamente el 
substrato; por lo que es Importante pasar bien la cantidad de dlamlnobenzidina, 
evitar su hidratación y también evitar su exposición a la luz. 

Con la diaminobenzldlna se obtienen buenos resultados, pero hay que tener 
cuidado en su preparación ya que es carclnogénica. 

Comparación de las pruebas de dot-ELISA, HP e !CD 

a) Animales Infectados experimentalmente. 

Los resultados obtenidos con animales infectados experimentalmente por v!a oral 
con 200 metacercarlas de!:.:_ hepatlca se encuentran en el cuadro 2, en donde se 
muestran los valores correspondientes a la última dilución de los sueros, en la 
cual se observó la reacción antrgeno-antlcuerpo. Se puede apreciar que las prue
bas de HP y de !CD fueron eficientes para diagnosticar la Infección ya que todos 
los sueros tuvieron titulas iguales o mayores a 1 :32, que se considero como valor 
positivo en estas pruebas. 

Con respecto a la prueba de dot-EL!SA este lote de animales presentó cier-
ta uniformidad en sus trtu\os ya que 12 de 14 animales presentaron trtulos ya sea 

de 1: 102 400 6 t :204 800; el titulo de los dos animales restantes fue de 1 :51 200, 

es decir a una o dos diluciones de diferencia. 



Número de 
animales 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 

No. de ·animales 
Valor mlnlmo 
Valor m~xlmo 
Valor promedio 
Valor modal 

CUADRO 2 

OVINOS INFECTADOS DE HAHERA EXPERIHEHTAL 

Dot-ELISA 

1 :204 800 
1: 102 400 
1: 102 400 
1: 102 400 
1: 51 200 
1: 102 400 
1:102 400 
1 :204 800 
1:102 400 
1 :204 800 
1 :204 800 
1: 51 200 
1 :204 800 
1 :204 800 

14 
1: 51 200 
1 :204 800 
1:138 900 
1: 102 400 y 
1 :204 800 

Hemaglutinac Ión 
pas 1 va 

1 :32 
1 :64 
1: 128 
1 :64 
1; 128 
1 :64 
1 :64 
1 :64 
1 :64 
1 :64 
1 :64 
1 :64 
1 :64 
1 :64 

14 
1 :32 
1: 128 
1 :70.8 
1 :64 
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Inmunoensayo 
en C<1pa del

gada. 

1 :64 
1; 128 
1: 128 
1: 128 
1 :64 
1: 128 
1 :64 
1: 128 
1 :64 
1: 128 
1: 128 
1 :64 
1: 128 
1 :64 

14 
1 :64 
1: 128 
1: 100.5 
1: 128 

Tltulos obtenidos en las tres pruebas Inmunológicas practicadas en la población 

de ovinos procedentes de Mérida, Yuc., Infectados experimentalmente con 200 met_<!. 

cercaria.s de Fasclola hepatlca, administradas por vla oral. Los valores corres

ponden a la última dilución de los sueros en la cual se observó la reacción ant.!. 

geno-anticuerpo. El anti geno uti 1 izado fue el metabólico (AM). 
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b) Animales infectados de manera natural. 

En el cuadro 3 se pueden apreciar los resultados obtenidos con los ovinos Infec
tados de manera natural. Con respecto a la prueba de HP puede notarse que de Jos 
17 animales provenientes de una zona con fasciolasis. Jos cuales hablan mostrado 
huevos del parAslto en las heces, 14 animales fueron positivos a la prueba, en 
tanto de este mismo lote, 16 animales fueron positivos a la técnica de !CD. 

Con Ja prueba de dot-ELISA fue posible encontrar titulas elevados donde el 
titulo mlnimo fue 1 :25 600 y el valor modal 1: 102 400. 

c) Ovinos testigo 

Con la prueba de HP. Todos Jos animales de este grupo dieron titulas Inferiores 
o iguales a 1:16, valor que en esta prueba se consideró negativo. En la prueba de 
!CD fue posible observar la presencia de seis animales positivos con titulo de 
1 :32; Jos 24 animales restantes resultaron negativos con titulas menores o igua
les a 1:16. (Cuadro 4). 

De este lote de animales los titulas mAs altos se presentaron con Ja prueba 
de dot-ELISA, donde el titulo promedio fue 1 :234, con un titulo mlnimo de 1 :40 y 
un mAximo de 1 :800. 

d) Comparación de Jos resultados obtenidos en Ja prueba de dot-ELISA en los tres 
grupos ce animales. 

Debido a que la prueba de dot-ELISA proporcionó titulas mAs elevados que con las 
otras dos ~ruebas, en Jos tres grupos de animales se elaboró el cuadro 5, en el 
cual se puede apreciar que Jos animales testigo muestran valores que van desde 
1 :40 a 1 :800, sin embargo Jos animales Infectados ya sea natural o experimental
mente muestran va lores que van de 1: 25 600 a 1: 204 800. De este modo los datos 
permiten tener un valor de corte que diferencia los animales testigos de los an.!_ 
males infectados. 

e) Comparación de Jos resultados obtenidos con los tres grupos de animales en las 
diferentes pruebas. 

En el cuadro 6 se observan Jos promedios del inverso de Jos titulas obtenidos con 

las diferentes pruebas. Se puede apreciar que tanto en Jos ovinos infectados de 



Número de 
animales 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 

No. de animales 
Titulo m!nlmo 
Titulo maxlmo 
Titulo promedio 
Titulo modal 

CUADRO 3 

OVINOS !HFECTAIJOS DE MANERA NATURAL 

Dot-ELISA 

1 :102 400 
1: 102 400 
1: 51 200 
1: 51 200 
1: 102 400 
1: 25 600 
1:102 400 
1: 102 400 
1: 51 200 . 
1: 102 400 
1: 25 600 
1: 25 600 
1:102 400 
1 :204 800 
1:102 400 
1: 51 200 
1: 102 400 

17 
1: 25 600 
1 :204 800 
1: 82 823 
1: 102 400 

Hemagl utlnaclón 
pasiva 

1 :64 
1 :32 
1 :32 
1 :32 
1 :64 
1: 16 
1 :64 
1 :64 
1:4 
1 :32 
1 :32 
1:16 
1:64 
1 :64 
1 :32 
1 :64 
1:64 

17 
1 :4 
1 :64 
1:43.5 
1 :64 
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Inmunoensayo 
en capa del

gada. 

1 :64 
1 :64 
1 :64 
1: 128 
1: 128 
1 :64 
1 :64 
1 :64 
1 :32 
1: 128 
1 :32 
1: 16 
1 :64 
1 :32 
1 :64 
1 :32 
1 :128 

17 
1: 16 
1 :128 
1:68.7 
1 :64 

ntulos obtenidos en las tres pruebas inmunol6glcas practicadas a la población 
de ovinos Infectados de manera natural provenientes de Tulanclngo, Hgo. Los valg_ 
res registrados son la última dilución de los sueros que originó una reacción 
antlgeno anticuerpo visible. Los datos se obtuvieron usando ant!geno metabólico. 
(AM). 
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CUADRO 4 

OVINOS TESTIGOS 

Número de Dot-ELISA flemagl ut i nación lnmunoensayo 
animales pasiva en capa del-

gada. 

1 1 :200 1 :2 1 :8 
2 1 :400 1 :4 1: 16 
3 1 :400 1 :4 1 :16 
4 1: 160 1 :2 1: 16 
5 1 :320 1 :4 1: 16 
6 1: too 1 :2 1 :32 
7 1 :200 1 :4 1: 16 
8 1 :200 1:8 1 :16 
9 1: 160 1 :2 1 :8 

10 1 :320 1 :8 1 :4 
11 1 :80 1 :4 1:2 
12 1 :80 1 :2 1:4 
13 1 :40 1 :2 1 :32 
14 1 :80 1 :4 1:8 
15 1 :400 1 :8 1 :16 
16 1 :320 1 :8 1:16 
17 1 :100 1 :0 1 :32 
10 1 :400 1: 16 1 :32 
19 1: 100 1 :4 1: 16 
20 1 :400 1 :16 1 :32 
21 1 :800 1: 16 1 :32 
22 1 :200 1 :4 1 :4 
23 1 :320 1: 16 1 :4 
24 1 :80 1 :8 1 :8 
25 1 :320 1 :16 1 :4 
26 1: 100 1 :4 1: 16 
27 1 :300 1 :4 1: 16 
28 1 :320 1:8 1 :16 
29 1 :80 1 :2 1: 16 
30 1: 160 1 :4 1 :16 

Titulo mlnimo 1 :40 1 :2 1 :2 
Titulo m~ximo 1 ;800 1 :16 1 :32 
Titulo promedio 1 :234.6 1 :6.4 1: 15.6 
Titulo modal 1 :320 1 :4 1: 16 

Resultados obtenidos en las tres pruebas inmunológicas practicadas en la pobla
ción de ovinos procedentes de Mér!ca, Vuc., la cual resultó libre de fasciolasis 
por examen coproparasitoscópico y necropsia. Los valores corresponden a la últi
ma dilución de los sueros en la cual se observó la reacción antlgeno-antlcuerpo. 
El antlgeno con que se corrieron estas pruebas fue el anti geno metaból lco. (AM). 



Titulo 

1 :40 

1:80 
1: 100 
1: 160 
1 :200 

1 :320 
1:400 

1 :800 
1 :1500 

1 :3000 

1 :6000 

1: 12000 

1 :25600 
1:51200 

1: 102400 
1 :204800 

Totales: 

CUADRO 5 

Parasttados de 
manera natural 

17 

Paras! tados 
Experimenta !mente 

o 
2 

6 

14 
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Testigos 

30 

Resultados de la prueba dot-ELISA en los tres grupos de animales; parasttados de 
manera natural, en forma experimental y testigos. Los valores permiten realmente 
tener un valor de corte que diferencia los animales sanos de los enfermos. El ti 
tulo se refiere a la dilución m~s alta que origina una reacción positiva. -
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CUADRO 6 

PROMEDIOS DEL INVERSO DE LOS TITULOS OBTENIDOS EH LAS TRES 
PRUEBAS CON LOS TRES GRUPOS DE ANIMALES 

dot-ELISA Hemaglutlnaclón lnmunoensayo en 
pasiva capa delgada. 

ovinos Infectados 82 800 43.5 68.7 
en el campo 

ovlnos infectados 138 900 70.8 100.6 
experimentalmente 

testigo~ 234.6 6.4 16.2 
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manera natural como experimentalmente se encuentran titulas más elevados que en 

los testigos. Por otra parte los testigos, por la prueba de dot-EUSA muestran 

titulas mas elevados que en las otras pruebas, sin e<nbargo, la diferencla en los 

titulas de los testigos e infectados es muy aparente. 
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DISCUSIOH 

Por su facilidad para aplicarse en condiciones de campo, ya que es una técnica 
sencilla, que no requiere equipo especializado, el examen coproparasitoscópico 
es la prueba m~s utilizada en el diagnóstico de la fasciolasis, sin embargo, ti§. 
ne la limitante de que únicamente es posible obtener resultados positivos una vez 
que las fasciolas han madurado sexualmente, esto en la octava o novena semana~ 
infección, pero para este tiempo ya se presentan daños hepáticos en el animal ~ 
pedero. 

Este Inconveniente es superado con las pruebas serolOgicas que son m~s r~

pidas, ya que penniten detectar anticuerpos desde la primera semana postlnfecclón, 
lo que resulta ventajoso para el tratamiento oportuno de los animales antes de 
que ocurran daños severos al h!gado. 

También 1 as pruebas serológicas presentan Inconvenientes para su uso a gran 
escala por el diagnóstico de la fascloiasis. Las pruebas no muy sofisticadas co
mo Difusión Doble y Contrainmunoelectroforesis son especificas pero su sensibll!. 
dad es baja. Las técnicas de aglutinación son sensibles pero su especificidad es 
baja. 

En México, una de la pruebas inmunológicas m~s comunmente utilizadas para 
diagnosticar esta enfermedad, por ser una técnica sencilla y por tener aceptable 
sensibilidad es la lntradermorreacción (3, 26), pero su especificidad es dudosa. 

Existen técnicas con valores de especificidad y sensibilidad aceptables co
mo Ja Inmunofluorescencia indirecta, pero son muy laboriosas, lo que las hace i~ 
decuadas para trabajos de campo (3, 62). 

Una de las pruebas que resultó muy atractiva por su alta sensibilidad es 
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), esta prueba fue utilizada en el diag
nóstico de la fasciolasis por Farrell, 1981 (27), Wescott. 1984 (63), Zimerman, 
1982 (66). y Hillyer, 1985 (39). Con la prueba de ELISA es posible obtener tftu
los confiables desd~ la quinta o sexta semana postinfecc!On. En la l!teratura se 
menciona que el ant!geno que se va a utilizar, después de pasar por un proceso t§_ 
dioso de solubi lización, se deja Incubando toda la noche, para que el antlgeno 
sea adsorbido por el pl~stico de las mlcroplacas. Después de esta Incubación, la 
cantidad de ant!geno que quedó pegado al pUstico de las microplacas es variable, 
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dependiendo del tipo de antlgeno y de ia faci i idad de ia microplaca para adsorber 
éste. Esto lógicamente puede repercutir en ia sensibilidad de la prueba (53, 54). 

El pegar ei antigeno directamente en la nitrocelulosa resulta ventajoso de~ 
de varios puntos de vista. Por ejemplo la unión prote[na antigénica-nltrocelulo
sa es muy estable, io que garantiza mantener una concentración constante de antl 
geno, lo cual se refleja en la sorprendente sensibilidad de dot-EL!SA. Pappas, 
!1_ !!..!..·, 1984 (54), trabajando con leishmanlasis obtuvo un rango de tltuios con 
ELISA de 1 :32 hasta 1 :32 768 y con dot-ELISA de 1 :512 hasta 1 :204 800. 

Por otro lado, el uso de discos de nitrocelulosa permite detectar los resul 
tados de la prueba sin necesidad de espectrofotómetro, lo cual puede ser útil en 
trabajos de campo. 

La Hemaglutlnaclón pasiva (HP) y el Inmunoensayo en capa delgada (!CD) son 
dos técnicas que se han utilizado con regularidad en el diagnóstico de la fase!!!_ 
lasis, detectan anticuerpos desde la segunda o tercera semana postinfección. !CD 
requiere poco tiempo para llevarse a cabo, esta prueba no es costosa y sus valo·· 
res de especificidad y sensibilidad son aceptables (3, 6, 27). 

HP es mAs tardada y laboriosa que !CD, también requiere de mas equipo y por 
tanto es mAs costosa. Sus valores de especificidad y sensibilidad no son muy di
ferentes a los conseguidos por !CD, en suma se puede afirmar que ésta es una bu~ 
na técnica de diagnóstico (3, 6, 62). 

En este trabajo fue posible demostrar la eficiencia de !CD y llP para diag
nosticar fascioiasis en ovinos, ya que en los animales infectados experimental
mente ambas pruebas detectaron a todos los animales como positivos, en tanto que 
en los animales infectados de manera natur.11, fue posible detectar con !CD a 16 
de los 17 animales de este lote y con llP resultaron positivos 14 de 17 animales. 
(Cuadro 7). 

Respecto a los animales testigos la prueba de HP no detectó falsos positi
vos, pero con !CD se detectó de este lote de 30 animales a seis ovinos como fal
sos positivos, lo cual difiere con los resultados obtenidos por Gómez, !1_ ~-·· 

1979, (31) y Ru[z-Navarrete, 1987 (58). 

La prueba de dot-ELISA mejoró en mAs de 1000 veces la sensibilidad de HP e 
!CD. (Cuadro 6). ademAs no se encontraron falsos positivos al utilizarla con anl 

males testigos. 
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CUADRO 7 

PROPORCIOH DE ANIMALES ENCONTRADOS POSITIVOS EH CADA UHA 
DE LAS TRES PRUEBAS UTILIZADAS 

Ovinos Infectados Ovinos de Ovinos libres 
experimentalmente Tulanclngo de Fasclolasis 

14/14 17/17 0/30 

Hemaglut!nación 14/14 14/17 0/30 
pasiva 

l C D 14/14 16/17 6/30 
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En los cuadros 2, 3 y 4 se puede apreciar la enorme diferencia en senslbil.!. 

dad. Con Jos sueros que dieron valores alrededor de 1:128 con HP e !CD, se obtu

vieron t!tulos mayores de 1 :25 600 con dot-ELISA. Se puede observar también que 

los t!tulos de los animales de Tulanclngo y los de los ovinos infectados experi
mentalmente, no son muy diferentes, aunque hay una tendencia en los valores de 

Jos animales experimentales a ser m~s altos, sólo un ovino de Tulancingo presen

tó titulas de 1 :204 800, en cambio seis ovinos experimentales alcanzaron este t.!_ 
tuJo. Por otra parte el titulo más bajo de los animales parasitados detectado con 

dot-ELISA ( 1 :25 600) fue de un animal de Tulancingo. 

Los t!tulos de Jos animales testigos tambi.én resultaron mucho más altos con 

dot-ELISA que con las otras pruebas. Con HP e !CD el titulo m6s alto encontrado 

en los animales testigo fue de 1 :32, en cambio con dot-ELISA éstas presentaron 

un titulo modal de 1:32D. {Cuadro 4). 

Debido a la enonne diferencia los tltulos más bajos obtenidos con los anim! 
les parasitados ( 1 :25 600) y los tltulos más altos de los animales testigos {1:00l), 

dot-ELISA no deja de ser especifica también a pesar de lo al to de los titulas de 
Jos animales negativos, comparados con los obtenidos con las otras pruebas. {Cu! 

dro 5). 

Para implementar una técnica de diagnóstico apropiada para detectar una pa

rasltosis se tienen que considerar las diferentes caracterlstlcas del parásito, 

tales como la existencia de diferentes fases de desarrollo, la presencia de ant!

genos propios de cada estado de desarrollo, as! como la presencia de ant!genos 

comunes a todas las fases de desarrollo, cambios en Ja composición antlgénlca del 

tegumento, etc. ~ hepatlca presenta estas caracter!sticas (65, 58, 34, 35, 
11, 12). Tomar en cuenta estos factores nos puede ayudar a determinar el tipo de 
ant!geno que se debe utilizar para tener cierta confiabilidad en nuestro diagnó~ 

tlco. 

En este trabajo se utilizaron dos tipos de ant!geno: el antlgeno somático 

(AS) y el ant!geno metabólico (AM) ambos de Ja fase adulta del parásito, debido, 

por un lado a la facllldad de obtener buenas cantidades de estos antlgenos a-par 
tlr de parásitos colectados en rastros y por otro lado a que los resultados obtg_ 

nidos con ellos en las diferentes pruebas, segQn varios autores han sido acepta

bles{62, 7,3,6,8). De modo que para detectar la presencia del parásito, el uso 

de estos antlgenos es confiable, porque si estimulan la producción de antlcuer-
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pos por parte del hospedero, pero el papel real de la reacción antlgeno-antlcue.!:_ 

po en la fasc!olas!s debe tomarse con cautela, ya que se han registrado diferen

tes mecanismos de inmunoevasión donde los antlgenos de f.,_ hepatica tienen un pa

pel importante. Por ejemplo, el rápido recambio de los antlgenos del tegumento 
de las fascio!as (34, 36, 13, 14), al poner en contacto los gusanos juveniles con 

el suero inmune del huésped, provoca que las fascio!as se cubran con lgG, que se 

une a 1 gl ucocá l ix externo, posteriormente se presenta recambio de 1 gl ucocA l ix que 

da lugar a la pérdida de estos complejos (24). También existen informes acerca de 

la presencia de grupos sangulneos humanos en las fasc!o!as adultas (9), as! como 

la presencia de componentes séricos del huésped en las fascio!as adultas. Esta 

antigenicidad compartida dificulta el reconocimiento del parásito por el huésped. 

Se ha encontrado que Fascio!a hepatica produce lnmunosupresión, ya que reduce 

las respuestas a los glóbulos rojos de pollo en el borrego (58). Existen eviden

cias de la producción de enzimas proteol!ticas que destruyen inmunoglobulinas por 

parte de f.,_ hepat!ca (50). 

También ha sido descrita la !lberac!ón de gran cantidad de antlgenos del p~ 

rásito, que posiblemente reaccionen con los anticuerpos disponibles y forman COf!l. 

plejos inmunes (62, 2). Rulz-Navarrete, 1987 (58) al trabajar con la prueba de 

Inmunoelectrotransferencia con antlgeno somático y ant!geno metabólico encontró 

una banda que se manifiesta prominentemente desde la primera semana postinfección 

y va aumentando con el tiempo. Es posible que este componente antigénico interve!]_ 

ga en las pruebas de diagnóstico, pero la inducción de la respuesta Inmune hacia 

este componente antigénico pudiera ser un mecanismo de !nmunoevas!ón de la res

puesta del huésped. 

As! observamos que dada la alta complejidad del parásito, sus diferentes COf!l. 

ponentes desencadenan distintas respuestas de anticuerpos en el animal infectado. 

En Medicina Veterinaria, el diagnóstico sero!ógico de una enfermedad se basa 

en la respuesta del hato, no del individuo, algunos animales responden contra d~ 

terminados antlgenos mientras que otros animales pueden responder contra antlge

nos diferentes, resulta aparente que, con fines prácticos de diagnóstico serla 

conveniente utilizar antlgenos crudos, como el AS o AM, porque nos penllitirla d~ 

tectar mayor número de animales con anticuerpos anti-fascio!a. 

Durante la estandarización de la técnica se observaron algunos pasos que pue 

den ser importantes para el buen desarrollo de esta, como son: 
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a) La obtención de un buen antlgeno; cabe mencionar que también se obtuvie

ron titulas similares, al llevar a cabo la prueba con antlgeno somAtlco pero la 

calidad y repetlbllidad de los resultados fue mejor con el antlgeno metabólico. 

b) La obtención del conjugado es un paso crucial para el desarrollo de la 

prueba. Un buen conjugado con un alto titulo nos garantiza confianza en los resul 
tados. El titulo de un conjugado y de otro puede variar, sin embargo, nos pode

mos ajustar a este va lar haciendo la di lución adecuada de éste durante la prueba, 

pero la confianza en cada conjugado sólo se obtiene al elaborarlo, por lo que son 

muy importantes todos y cada uno de los pasos en la preparación del conjugado. 

c) La preparación correcta del sustrato también es importante para la lect!!_ 
ra de los resultados. Como ya se mencionó anteriormente con la diamlnobenzidlna 

se obtuvo mayor claridad, que con el uso del cloronaftol. La preparación de la 

dlamlnobenzldlna es delicada; además de que es importante pesar bien, hay que cu!. 

dar de que esta no se hidrate, ni que este expuesta a la luz, por lo que conviene 

mantenerla al vaclo, en frasco ámbar y en refrigeración. No debemos olvidar que 

la dlamlnobenzidlna es carclnogénlca por lo que se debe manejar con el cuidado d~ 

bido. 

CONCLUSIONES 

Resalta eón mucho, la sensibilidad de dot-ELISA, respecto a !CD y HP lo cual la 

convierte en una técnica atractiva para la detección temprana de esta parasitósls, 

esto permitirla un tratamiento ,terapéutico antes de que maduren las fasciolas en 

los conductos biliares del hospedero. 

En cuanto a la especificidad vemos que los valores de ilgunos animales con

siderados negativos son altos con dot-ELISA, comparados con los obtenidos con ICO 
y HP; Esto podrla originar sospechas en cuando a la especificidad de esta técnica, 

pero vemos que la diferencia. entre los titulas de los animales testigos y los an!. 

males parasitados es muy grande, por lo que se sugiere para eliminar las reacci.Q_ 

nes lnespeclficas, hacer diluciones altas de los sueros, como 1:1 000 o más. 

Observamos varias caracterlsticas, que hacen de dot-ELISA una técnica sus

ceptible a ser aplicada en condiciones de campo, como son: no requerir de espec

trofot6metro o alglín aparato especial para la lectura de los resultados, lo cual 
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reduce su costo, que comparado con otras técnicas de alta sensibilidad es bajo. 
Por otra parte se requieren pequeñas cantidades de ant!geno y demás reactivos, 
adem!s los reactivos son estables por mucho tiempo y las reacciones se llevan a 
cabo a temperatura ambiente; se pueden probar muchos sueros simult!neamente y ad~ 
m!s es posible llevar a cabo esta prueba en tres horas. 

Debido a que la unión antlgeno-nltrocelulosa es estable durante mucho tiempo 
se pueden preparar discos ya sensibilizados en grandes cantidades y guardarlos a 
-70•C hasta su utilización, as! pueden pennanecer por varias semanas. ( 53, 54, 67 ). 

El uso de esta prueba puede ser muy amplio gracias a la naturaleza de la 
unión de la protelna antlgénlca con la nitrocelulosa, en teorla, con esta técnl. 
ca se podr!n detectar anticuerpos contra cualquier antlgeno que se una a la ni
trocelulosa y que además estimule la respuesta Inmune en animales o humanos. 

Mediante diferentes trabajos utilizando diferentes pruebas Inmunológicas i~ 

cluyendo HP e !CD se conoce la din!mica de la respuesta Inmune contra la fasclo
lasis, (5, 7, 15, 51); serla Interesante seguir la variación de los titules de 
anticuerpos utilizando dot-ELISA ya que por ser una técnica muy sensible, posi
blemente se detectarlan los animales infectados m.!s tempranamente. 

Es cierto que el costo real de esta técnica es menor que el de una técnica 
de sensibilidad comparable como ELlSA stándar o radiolnmunoensayo, pero en Méxi
co, debido a su situación económica, el costo de esta prueba es un factor que i~ 

fluye en el uso de ésta a gran escpla por el c)(nico o por el veterinario, a pe
sar de las ventajas ya mencionadas; de hecho, casi todas las pruebas serol6glcas 
presentan este problema para su uso extensivo con animales. Pero en humanos, en 
algunos centros de investigación o en el lnicas donde se requiera de t~cnlca~ con 
alta sensibilidad, que además requieran poca cantidad de antlgeno, como en enfe.!'.. 
medades causadas por vlrus, dot-ELISA podrla ser una opción atractiva. 

ff.11\i 
~~- ~\ 
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RESUMEN 

La fasclolasls en el ganado origina pérdidas económicas que son dif!clles de cua~ 

tiflcar, pero es una parasitosis importante porque corno consecuencia de esta en

fermedad se obtiene menos carne, leche, etc., para el consumo humano. En el diag_ 

nóstico de esta enfermedad se han utii'izado numerosas técnicas, entre éstas, las 

serológicas son las más atractivas por su rapidez para detectar anticuerpos, y 

porque sus valores de especificidad y sensibilidad son aceptables. Una de las 

pruebas de al ta sensibilidad que se lleva a cabo para el lnmunodiagnóstico de la 

fasciolasis es EL!SA {Enzyrne Llnked !11111unosorbent Assay). Se ha registrado en la 

literatura una modificación de esta técnica, en la cual el antígeno es pegado a 

discos de nitrocelulosa en vez de fijarse directamente en el plástico de las rni

croplacas. Esta técnica conocida como dot-EL!SA {EL!SA en mancha) tiene algunas 

diferencias con EL!SA en placa, por ejemplo al no requerirse equipo especial para 

leer resultados, resulta más económica, su procedimiento es más sencillo, por lo 

que su aplicación es posible en condiciones de campo. En este trabajo se establ~ 

cen las condiciones que requiere la técnica para su uti llzación en el diagnósti

co Inmunológico de la fasciolasis en ovinos y además se comparan los resultados 

con los obtenidos con otras pruebas serológ!cas como hemaglutinación pasiva {HP) 

e inmunoensayo en capa delgada {!CD). Se utilizaron 17 ovinos Infectados de man~ 

ra natural con f.:. hepatica provenientes de Tulancingo, Hgo. y a 14 ovinos libres 

de f.:. hepatica provenientes de Mérida, Vuc. Los animales infectados dieron titu

las que van de 1 :25 600 hasta 1 :204 800; mientras que los controles dieron tltu· 

los no mayores de 1 :800. Los titulas de los animales Infectados obtenidos con 

dot-ELISA fueron más de 1000 veces¡ll'ás altos que los obtenidos con !CD y HP. La 

diferencia tan grande entre los titules de los testigos y los ovinos infectados 

ayuda a discriminar las reacciones inespeclficas ya que estas se pueden el !minar 

haciendo diluciones de 1:000 a mayores. Por la alta sensibilidad de la prueba é~ 

ta podrla ser úti! para !a detección temprana de esta paras!tosis. 
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