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INTRODUCCION

GENERALIDADES

La fasclolasis, también conocida como mal de botella o higado picado; es una en-
fermedad parasitaria causada por el tremitodo Fasciola hepatica que invade el pa
rénquima hepitico y conductos biliares de ovinos, bovinos, caprinos, porcinos y

humanos.

Esta enfermedad e5 cosmopolita por su distribucién aunque su importancia
econdémica radica en que afecta a especies zootécnicas, también se presenta en
otros animales, los que act@an como reservorios y diseminadores, ¢omo: venado,
elefante, canguro, castor, conejo, liebre, perro y gato. (56, 45).

Esta parasitosis ha sido registrada en forma de epidemia en humanos. espe-
clalmente en Inglaterra, Francia, Italia, Alemania y Cuba (52). Asi mismo se ha
sefialado en Sudamérica, América Central, Asia, Africa 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 fasciolasis; la enfermedad prevalece en lugares con clima
célido y lluvioso durante la mayor parte del aflo y con una temperatura media
anual superior a 20°C, como en e] casp de los estados de Veracruz, Tabasco, Cam-
peche y Chiapas; contrasta con estados de clima desértico o semirido con llu-
vias irregulares o escasas, con una temperatura media anual de 1092 a 20°C como
en algunas zanas del Norte y Centro de México. (51).

S6lo se han encontrado dos localidades libres de esta parasitosis; Saltillo
en el ectado de Coahuila y Mérida en Yucatdn, por lo que se puede decir que prac
ticamente la parasitosis es comin en todo el pals.

Fasciola hepatica fue el primer tremdtodo descrito, er 1379 por De Brie, Ga
bucinus lo identificé en el higado de borregos y cabras en 1547. El primer caso
en humanos fue registrado por Pallas en 1600 (52). El ciclo de vida completo fue
tambiér el primero que se dilucfd6 péra un tremdtodo digéneo por Leuckart en 1882
y de manera lndependiente por Thomas en 1883 (28).

Taxonom{a

De acuerdo con Soulsby (59}, Pantelouris (55), Yamaguti (64) y Héjera (51), la
posici6n taxonémica de Fasclola hepatlca, L 1758 es la siguiente:
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Bhylum Platyhelmintes Gegenbaur 1859
Clase Trematoda Rudolphi 1808
Orden Digenea Van Beneden 1858
Suborden Prosostomata Odhner 1905
Superfamilia Echinostomatoidea Railliet 1895
Familia Fasclolidae (Linnaeus 1758) Railliet 1895
Género Fasclola Linnaeus 1758
Especie Fasciola hepatica Linnaeus 1758

Descripcidn Morfoldgica

El pardsito adulto mide de 18 a 50 m de largo por 4 a 14 mm de ancho, el cuerpo
es aplanado dorsoventralmente de forma folidcea, la parte anterior del! cuerpo es
mas ancha que la posterior. Su cuerpo esté cubierto por pequefias espinas (56).

En el extremo anterior hay una prominencia cefélica, detras de la cual, el
cuerpo se ensancha abruptamente. La ventosa oral se encuentra alrededor de la bo
ca en la prominencia cefdlica y un poco més abajo se localiza la ventosa ventral.
La boca se comunica con una porcién musculosa llamada faringe, que a su vez va se
guida de un corto es6fago que se bifurca para formar los dos amplios clegos in-
testinales, los cuales forman extensas ramas secundarias laterales. Fig. 1.

El sistema excretor consiste de una fina trama de pequeiios 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 céiulas flama a los
canales excretores, los cuales se reGnen formando un solo conducto mds 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 aparatc digestivo, con tres ganglios sobre &1 y dos largos
cordones nerviosos que se dirigen hacia la parte posterior del cuerpo.

Fasciola hepatica es hermafrodita. Los Grganos masculinos consisten.en dos
testfculos que se comunican por medio de los vasos eferentes a una estructura
{1amada bolsa del cirro, en la cual se encuentra una vesfcula 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 gl4ndu-
las vitelGgenas se ramifican y se extienden a los lados del cuerpo y desembocan
al ootipo que estd rodeado por la gléndula de Mehlis cuya funcién es proporcio~
nar matertai para la cubierta del huevo.
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Figura 1. Esquema morfolbgico de Fasciola hepatica adul
ta. A. Organos repreductores femeninos, vista ventral;
B. érganos reproductores masculinos y aparato digestive,

vista ventral.

ciegos; a. g., atrio genital; g.M,, glindula de Mehlis;
oot., oetipo; v.o., vcntosa.oral; ov., ovarjo; f., faringe,
t., testiculos, u., dtero; g.vit,, glindula vitelina; c.vit.,

[N

conducto vitelino.

Tomado de Brown, 1977.
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Los 6vulos fecundados se rodean de células vitelinas y la cdscara del huevo
se forma en el ootipo, después pasan al Otero. LoS huevos miden de 130 a 150 por
63 2 90 micras, poseen un opérculo y son amarillentos, (45, 56).

Ciclo de vida

La fasciola adulta se localiza en los conductos biliares del higado del hospede-
ro y sus huevos son vertidos en la bilis y salen con ella hasta el intestino del
gado. Posteriormente pasan al exterior junto con las heces. Del huevo se desarrg
1la una larva llamada miracidio que puede vivir Gnicamente en el agua. Si las
condiciones ambientales son favorables, el miracidio, se desarroila en el inte-
rior del huevo en nueve dias, pero si la temperatura y la humedad no son propi-
cias puede permanecer sin desarrollarse durante meses. (45).

Como el miracidio tiene vida corta, 24 horas o pocos dias a bajas temperatuy
ras, busca activamente a su huésped moviéndose por medio de los cilios que cu-
bren su cuerpo. En su parte anterior posee dos manchas oculares que probablemen-
te tengan funcibn fototrSpica. En el extremo del miracidio existe una papila pro
toplasmatica que le sirve para penetrar en el hospedero, el cual es un Caracol
del género Lymnaea.

En México se ha informado que las especies hospederas intermediarias son: L.
bulfmoides,L. cubensis y L. humilis (30, 44), as{ como Fossaria {Bakerilymnaea)
cubensis, Fossaria {Fossaria) humilis y Pseudosuccinea columnella {19)}.

La segunda fase larvaria se llama esporocisto, ya no presenta la cublerta
ciliar y en su interior se encuentran las células germinales que dardn origen a
la tercera fase larvaria, llamada redia. Las células germinales del esporocisto
pueden dar origen a cinco o mds redias y si el abasto de nutrientes es favorable
se puede producir una segunda generaci6n de redias. Las células germinales de
las redias producen una cuarta larva, la cercaria, que es parecida morfolégica-

. mente a la fasciola adulta pero que difiere de ella por su tamafio, su cola y por
que carece de 6rganos reprogductores. Las cercarias abandonan a las redias a tra-
vés de un "poro de nacimiento" y al caracol a través de su abertura respiratoria
(47).

Las cercartas nadan libremente en el agua, después se adhleren a las plan-
tas, plerde su cola y se rodea de varias membranas formando un quiste llamado me
tacercaria que es la forma infectante para el hospedero definitivo,

na vez en el intestino de los mamiferos, se disuelve la membrana qufstica
y queda libre el joven tremitodo, que penetra activamente a través de la pared



-5 -

duodenal, migra por la cavidad peritoneal y aproximadamente er dos a diectocho
horas penetra al parénquima hepético por el que vaga de seis a ocho semanas para
que finalmente se establezca en los conductos biliares, 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 necesita para completar el desarrollo de F. hepatica desde
el huevo hasta el gusane adulto en los conductes biliares 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 hepdtico, experimenta cambios morfolégicos y fisiol6gicos. Dawes, 1962
{21) observ6 al infectar ratones, que a partir del primer dfa postinfeccitn, co-

nienzan a desarrollarse los testfculos, el ovario empieza a adquirir forma al oc

tavo dfa.

Los huevos pueden observarse en el Gtero del tremdtodo a los 37 dias post-
infecci6n, que es cuando aparecen huevos en las heces del ratén.

El aparato digestivo se desarrolla considerablemente durante la migracién,
las células del intestino de las fasciolas jovenes, poseen originalmente una fun
cién secretora y son morfolGgicamente distintas a las del adulto. Sus secrecio-
‘nes son lfticas y se emplean tanto en el momento del desenquistamiento como en
el desplazamiento dentro del hospedero (11, 33, 10).

Cuando el gusano emigrante penetra la cdpsula hepdtica, las células intestj
nales adquieren la morfologfa del adulto, e inician sus funciones de absorcién y
secrecion. (11).

Entre los cambios mis importantes en la relaci6n hiesped pardsito, estdn
las alteraciones en el glucocdlix o tegumento externo del pardsito. El tegumento
estd compuesto de una superficie sincitial anucleada, unida tanto opical como ba
salmente, por medio de tabulos, a células tegumentarias subyacentes que son las
productoras de tegumento del pardsito (11, 42, 35).

Las formas juveniles recién desenquistadas, tienen un solo tipo de células
. tegumentarias, que se denominan células TO (11, 33, 36) que secretan el grénulo
T0. Fig. 3.

Durante 13 emigracion al higado, las células TO se transforman en células T1
que secretan grénulos T1. Las células T2 del adulto provienen de c8lulas embrio-
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Ciclo vital de Pasciola hepatica

At T hepatica adulta on conducto biliars B: Huevecillo en
heces; C! lluevecillo en medio hidrico; B livevecillo embrio
nado; I: Miracidio; F: Esporocisto; G: Redia; H: Caracol
huésned intermediario; 1: Cercaria; J: Metacercaria; K: In
festacidn por via oral; L: Metacercaria cnaparato digestivo;
M: Forma juvenil recién desenquistada; N: Forma juvenil
enigrante. Tomado de Majovko, V. y Makarov, P., 1981,
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Moditficacioncs de las estructuras velulares v de algunos

C:
D

Cuerpos TO

Antigeno de
Antigeno de
Cuerpos T,

Cuerpos T,
Parfiisito de
Parfisito de
Pardsito de
Pardsito de
biliares.

N: XNficleo de la c¢élula
tegumental

superficie Tost £: rspina

superficie T,

1 semana entrando al Tarénquima hepdtico.
3 semanas®miprando en el parénauima hepdtico.
5 semanas entrando a los conductos biliares.
12 semanas, cstablecido en los conductos

Tomado de llanna, 1980.



-8 -
narias diferentes y liberan los granulos T2 hacia la superficie hasta que la fas
ciola se encuentra en los conductos biliares (12).

Los grénulos TO y 71 son antigénicamente similares entre sf, pero son dife-
rentes a los granulos T2 del adulto (34, 36). Este ocultamiento se acelera en
presencia de anticuerpos especificos (35). Cuando el pardsito ha madurade dismi-
nuye la velocidad de recambio de la membrana; esto se atribuye a que los conduc-
tos biliares ofrecen un ambiente inmunolégicamente seguro al gusano adulto (34).
Esto provoca un cambio en la composicidn del glucocdlix de grinulos T1 a grénu-
los T2,

Efectos en el hospedaro

Durante su viaje del intestino al higade, las fasciolas pueden causar hemorra-
gias en los tejidos que atraviesan, es posible apreclar trayectos de la perfora-
cién del intestino y de la cdpsula hepdtica. El hfgado, donde se observan focos
hemorrigicos de hasta 3 mm., sufre un aumento de volumen y presenta el cuadro de
una hepatitis traumatica hemorrdgica. Los orificios de perfaracién son pequefios
con bordes netos, que conducen a trayectos y espacios irregulares ocupados por
las fasciolas j6venes. Estas se alimentan de restos tisulares.

El tejido hepatico es irritado por las espinas de la superficie de las fas~
ciolas produciendo inflamacién y muerte en las células hepdticas. En este proce-
so tsmbién participan productos metab6licos téxicos del pardsito.

Debido a la acci6n traumdtica y a la proliferaci6n bacterisna, se presentan
focos de supuraci6n que pueden causar procesos purulentos, 1o que aunado al dafio
de 1a cépsula hepética puede provocar peritonitis.

Estos dafios pueden disminuir la resistencia de este 6rgano a 1a infeccidn
por bacterias. Por ejemplo el higado puede infectarse con el bacilo Clostridium
oegematiensis el cual no es patégeno cuando el organismo estd sano, pero en un
animal con fasciolasis estos microorganismos proliferan y producen toxinas que
ocasionan la ilamada enfermedad negra (45).

Ademds de nutrirse de sangre y restos de.tejido hepético las fasciolas tam-
bién se nutren de bilis, provocando no s6lo una disminucién de la cantidad de bj
lis, sino también alteraciones en su composici6n gracias a la accién de los pro-
ductos de excreci6n y secreci6n del parésito. Esto origina trastornos en la di-
gestion de los alimentos (Sfndrome de mala absorcion).

Los sindromes clinicos de la fasciolasis se presentan en tres formas: La fas
ciolasis aguda, la subaguda y la fasclolasis crénica (15, 62). El que se presen-
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te una v otra forma de fasciolasis estd dado grincipalmente por el nomero de fas
ciolas que parasitan el higado.

La fasciolasis aguda se desarrolla rdpidamente y puede aparecer en animales
en buena condici6n aparente. Puede matar a los animales en umos cuanios dfas. Los
signos clinicos que se pueden apreciar son somnolencia, debilidad, disnea, asci-
tis, dolor abdominal, palidez de las mucosas, anemla normocitica normocrénica,
hipoalbuminemia, no hay reticulocitosis, ni hueves en heces, se presenta un higa
do agrandado y hemorrigico donde es posible encontrar de 800 a 1500 gusanos de
los cuales 60% o mds estén inmaduros. La duracion de la enfermedad es de uno 2
dos dias.

La infeccién subaguda se caracteriza por pérdida de peso. edema submandibu-
lar, ascitis, palidez de las mucosas, anemia hipocrémica macrocitica, hipoalbumi
nemia, reticulocitosis, salida de huevos en heces, un hfgado agrandado y hemorrd
gico con 500 a 1500 gusanos de los cuales la mitad son adultos. Su duracién es
de una a dos semanas.

La fasciolasis crénica resulta de 1a ingestién constante de metacercarias
en el ganado, se desarroila a partir de brotes sucesivos de cercarias ingeridas
por el hospedero. Aparece $6lo cuando un n@mero suficiente de fasciolas ha llega
do a establecerse en el higado. Se manifiesta por la pérdida progresiva de peso,
edema submandibular, ascitis, anemia hipoerémica macrocitica, hipoalbuminemia,
reticulocitosis, salida de huevos en heces y un higado cirrético con conductos bi
liares engrosados. Su duracibn es de al menos varias semanas.

Importancia econdbmica y manejo

Los efectos econ6micos de la fasciolasis son muy notorios en los pafses donde la
ganaderfa ocupa un lugar importante en la economfa. En Australia donde la ganadg
ria ovina es primordial en la economia nacional, la fasciolasis causd pérdidas
cercanas a 20 millones de d6lares en 1976. (22).

En Puerto Rico 1a merma por decomiso de hfgado a causa de esta parasitosis
alcanz6 un millon de d6lares en 1931. (48). ’

En Irlanda la fasciolasis causé a la industria pecuaria dafios por 10 millo-
nes de libras esterlinas anuales y en Inglaterra por 50 millones {(48),

En México las pérdidas ocasionadas por este pardsito durante 1980 en la ga-
naderfa ascendieron a 3840 millones de pesos (17).
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Los datos anteriores sGlo nos proporcionan un panorama general del fmpacto
ecgnémico como consecuencia de esta parasitosis. Actualmente es dificil asignar
una cifra concreta al impacto econémico provocado por 1a fasciolasis.

La importancia de 10s perjuicios econdmicos causados por las fasciolasis de
penden de la intensidad de la infestaci6n. Las pérdidas econdmicas pueden divi-
dir en directas o indirectas. Se considera como pérdida directa la muerte del ani
mal parasitado y como indirecta la que resulta de una accién menos severa, pero
no menos importante del pardsito sobre el ganado como son: baja produccibn zoo-
técnica, decomiso de hfgados en los rastros, abortos con los consecuentes tras-
tornos reproductivos, mayor consumo de alimentos debido a la mala digestién 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 parasitosis:

a) La reduccién de pardsitos en el hospedero y de la contaminacion de pas-
tos con huevos por medio de tratamientos antihelminticos sistemdticos.

b) Reduccién del ndmero de hospederos intermediarios por medios fisicos,
quimicos y biolégicos. Los procedimientos fisicos que se han utilizado son: el
cercado de lugares encharcados y la creacién de sistemas de drenaje por medio de
zanjas para que el agua corra a lugares mas bajos para evitar asi su encharca-
miento y con ello 1a proliferaci6n de caracoles.

Los métodos quimicos han dado buenos resultados para reducir el nmero de ca
racoles. Los agentes quimicos deben aplicarse estratégicamente antes de la tempo
rada de lluvias o en el agua de riego, pero se debe determinar el grado de conta
minacién. Los agentes quimicos mds usados son: sulfato de cobre y pentaclorofena
to. (56).

La depredaci6n de caracoles que realizan los patos y otras aves acudticas,
asf como algunos peces malacéfagos, ayudan a reducir la poblacién de hospederos
intermediarios, pero no a su erradicacién,

c) £1 manejo mediante medidas zootécnicas consiste en aplicar normas reco-
mendadas que ayudan a reducir las posibilidades de infecci6n. Por ejemplo la ro-
tacién de praderas y la aplicacién de fasciolicidas en el momento de cambio de
potrere, asf como la construccién de bebederos adecuados con los que se evite la
contaminaci6n con heces.
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Inmunidad

La inmunidad contra Fasciola hepatics es muy compiicada, debido al tamafio del pa
résito, su ciclo de vida, su complejidad antigénica, etc. Sin embargo las espe-
cies presentan distintos grados de resistencia o esta parasitosis. lLos ovinos,
los equinos, ratones y cuyos, presentan menor resistencia que los bovinos, huma-
nos y ratas y a su vez estos Oltimos son menos resistentes que los cerdos. (16).

La respuesta inmune contra las fasciolas juveniles ocurre a nivel peritoneal
donde el eosin6filo tiene un papel importante. Se ha observado en ratas resisten
tes, en la tercera semana postinfecci6n, altos niveles de IgE séricos y en la ca
vidad peritoneal e intestino delgado abundancia de células cebadas y eosinéfi-
los, (23).

El papel de la pared intestinal como barrera para el establecimiento de fas
ciolas jévenes ha sido muy discutido (57, 38). Pero al parecer no tiemen relevan
cia en la resistencia contra el pardsito. (41).

La respuesta inmune contra las fasciolas adultas ocurre a nivel del higado.
Es un hecho notable que hasta el 85% de la poblaci6n de fasciolas adultas es ex-
pulsado entre las semanas 16 y 30 postinfecci6n en bovinos. Esta autocuracibn es
precedida por un perfodo de cuatro a seis semanas de actividad bioldgica reduci-
da de los pardsitos, que se manifiesta por una disminucidn en el ndmerc de huevos
eliminados en las heces; durante esta fase la expulsi6n aparecen células plasmd-
ticas. linfocitos, macrifagos, eosin6filos, células cebadas y leucocitos globula
res en la mucosa de los conductos biliares. (62). En la bilis de bovinos infecta
dos una sola vez por F. hepatica, nGmeros grandes de células plasméticas produc-
tores de IgA estén presentes pero después de la segunda infeccibn las células pre
dominantes son las productaras de IgG1. (28).

Durante el tiempo en que los parédsitos estan siendo expulsados, hay un au-
mento en el nivel de anticuerpos reaginicos en los que el agente responsable es
la 1gE (62). Se piensa que la calcificacién de los conductos biliares, como ocu-
rre en bovinos, sea una especie de barrera mecdnica contra las fasciolas {20), de
ahf que los bovinos sean mds resistentes que 1os ovinos; sin embargo, esta dife-
rencia no se debe solamente a la calcificacién, puesto que ésta aparece después
de que se manifiestan los mecanismos inmunolégicos.

La respuesta inmune en bovinos se manifiesta por la reduccidn del promedio
de pardsitos que se establecen en el hospedero, lo que retarda e inhibe el desa-
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rrollo de F. hepatica y suprime la produccion de hueves, eliminando asi a los pa
résitos. (62).

Por otro lado, en la fasciolasis operan mecanismos de evasifn que son respon
sables de la permanencia prolongada del pardsito, en especial en ovinos, en los
que se ha informado la recuperacidn de los pardsitos de B8 a 11 ahos después de la
infecci6n Gnica. (45).

Se ha encontrado que Fasciola hepatica reduce las respuestas a los eritroci
tos de carnero en las ratas (32)}. Por otra parte se ha informado que F. hepatica
libera una enzima proteolitica, la cual fragmenta a las inmunoglobulinas del hes
pedero. La enzima tiene in vitro una actividad similar a la de 12 papaina o catep
sina B sobre las inmunogobulinas del rat6n, rata, conejo y borrego. (18). por
otra parte se ha registrado que las fasciolas liberan una gran cantidad de antf-
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 evasi6n de la respuesta inmune en la fasciolasis, es la varia
cifn de antigenos de tegumento que ya fue mencionada anteriormente. Cuando las
fasciolas juveniles son expuestas in vitro al suero inmune del hospedero, las fas
ciolas quedan cubiertas con 1gG, pero el tegumento es sustituldo poco a poco al
ir desarrollandose la duela joven. (24).

Ben-Ismael, R. et al., 1979 registra la existencia de una antigenicidad com
partida entre F. hepatica y el hospedero, por lo que algunos antigenos de Fascio-
1a hepatica no son reconocidos tan ficilmente por el sistema inmune. (9).

Ant{genos

Es muy importante para obtener una buena prueba de diagn6stico, la obtenci6n de
una preparacitn antigénica adecuada. Fasciola hepatica es un organismo complejo
que expone al hospedero un buen namero de componentes antigénicos, estos son di-
ferentes entre sf, por lo que se dice que F. hepatica es un verdadero mosaico an
tigénico. {5). Cada estado de desarrollo puede presentar antigenos caracterfsti-
cos de esa fase del desarrollo y al mismo tiempo antigenos comunes a los dem§s
estadios de su ciclo de vida. Esto complica el sislamiento del antigeno apropia-
do, ademas de que no es fécil obtener a los organismos de cada estadio de desa-
rrollo.

Yoshihara, et al., 1981 (65), utilizando un antisuero con extractos de fas-
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ciolas adultas, mediante la prueba de difusién en gel de agar, logré determinar
la presencia de antigenos comunes entre los extractos de fasciolas adultas, for-
mas juveniles y metacercarias.

Se han hecho numerpsas investigaciones referentes al aislamiento, purifica-
cién y caracterizacidn de antigenos con el fin de obtener preparaciones antigéni
cas confiables para el diagndstico.

Muchos de 1os antigenos utilizados en las diferentes técnicas provienen de
parasitos adultos, porque pueden obtenerse en mayores cantidades. Entre los antf
genos m&s utilizados para el diagnéstico de la fasciolasis estdn:

a) Ag somitico (AS) es un extracto salino obtenido por homogenizacién de las
fasciolas lavadas en solucitn salida amortiguadora de fosfatos.

b} Ag somético deslipidizado (ASD) es igual al anterior excepto que al final
se hace una extracci6n con acetona para eliminar los lipidos y de esta manera ob
tener un antigeno mds puro.

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

Como en la preparaci6n del AS se emplean fasciolas con todo su contenido ce
cal, cabe esperar que los componentes del AM estén también en el AS, sin embargo
las diferentes técnicas inmunol6gicas resaltan algunas diferencias.

La inmuncelectroforesis nos muestra mayor namero de componentes en AS que en
MM, También se ha encontrado que ambos antigenos, tlenen componentes comunes. Al
realizar inmunoelectroforesis con sueros ovinos infectados en forma natural, se
observd mayor nGmero de lineas de precipitacién con AM que con AS, esto podria de
berse a que los animales responden principalmente contra antigenos metabélices
(58). _

Van Tiggele, 1978. {62), en su trabajo utiliz6 diferentes preparaclones an-
tigénicas de F. hepatica y encontré que el AS de fasciolas adulias era el mis
apropiado para usarse en pruebas Inmunodiagndsticas. Sin embargo, en México la ex
periencia adquirida a través de numerosos trabajos indica que no hay una diferen
cia marcada en cuanto a los resultados obtenidos usando AM 0 AS de fasclolas adul
tas. (8).

Biguet et al., 1965 y Capron et al., 1968; citados en {8) encontraron que
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un extracto de fasciola compartia 6 antigenos con Dicrocoelium dendriticum, & con
Taenia saginata, Paragonimus westermani, Schistosoma mansoni y 5. haematgbium; 4
con S. japonicum; 3 con Trinchinella spiralis y 2 con Ascaris lumbricoides. De
los 25 antfgenos del extracto obtenjdo por estos autores, 6 correspondfan a antf
genos el hospedador definitivo (bovino) y 4 a antf{genos del caracol Lymnaea trun-
culats (hospedador intermediario). (8).

Al correr los antigenos somético (AS) y metabélico (AM}, en la prueba de in
munoelectroforesis con sueros de ovino hiperinmunes contra estos ant{genos Rufz-
Navarrete, 1987 (58}, encontrb que el AS forme 6 lfneas de precipitacién con el
suero ovino anti-AS, en tanto que con el suero ovino anti-AM formé 9 1ineas. Con
el AM observé Gnicamente 3 lfneas de precipitacién con el suero anti-AS, pero
con el suero anti-AM pudo detectar 10 lineas. Por otra parte, este mismo autor
obtuvo el ntmero de componentes presentes en estos antigenos, mediante la técnica
de electroforesis en gel de poliacrilamida, el cual fue para AS de 29 a 42 ban-
das segin la técnica de tinci6n y para AM vari6 de 2! a 23 bandas (58).

Diagnéstico.

El diagn6stico de la fasciolasis aguda s6lo se realiza en ovinos: por lo general
se hace el diagnéstico a la necropsia para reconocer las lesiones caracter{sti-
cas, aunque también es posible e] diagndstico de laboratorio utilizando métodos
bioquimicos y citol6gicos. Los primeros consisten en la deteccién de modificacio
nes humorales debido a lesiones hepdticas, como: aumento de deshidrogenasa glutd
mica y transaminasa glutémica oxaloacética, Los métodos citolfgicos incluyen la
bidpsia hepdtica y el estudio de lesiones intersticiales (56).

En la forma cr6nica de la enfermedad el diagnbstico estd basado en el ha-
llazgo de hueves de tremitodos en las heces del haspedero, mediante pruebas copro
parasitoscépicas que van desde un simple frotis hasta métodos més elaborados, la
técnica de sedimentacién es la mis frecuentemente utilizada. Sin embargo a pesar
de su sencillez y especificidad esta técnica sé6lo es aplicable hasta después de
la décima semana postinfecci6n, tiempo en que aparecenlos primeras huevos en las -
heces (56, 26, 3}.

Con las pruebas serolégicas se logra resclver en buena medida este problemas,
ya que con algunas técnicas muy sensibles se ha logrado detectar anticuerpos des
de la segunda semana postinfeccién (3). Otra ventaja de estas técnicas es que se



pueden aplicar a un grap nimero de sueros a la vez, la que las hace adecuadas pa
ra estudios epizootiolfgicos.

Son numeresas las pruebas que se han utilizado para el diagn6stico serolégi
co de la fasciolasis en rumianies {Cuadro 1), Estos métodos han sido revisados
ampliamente por Van Tiggele 1978 (62) y Bautista 1585 (7). Ha sido diffcil con-
cluir cual es el antfgeno y la prueba més adecuadapara el diagndstico de la fas-
ciolasis. Esta es una de las razones por las que el inmunodiagn6stico no se rea-
liza a gran escala, y su utilizacién se limita por el momento o algunos centros
de investigacion.

A pesar de las ventajas que presentan las pruebas de aglutinaci6én y precipi-
taci6n para el diagnéstico de fasciolasis, tienen también algunos inconvenientes.
Las técnicas de precipitacién son especificas, pero su sensibilidad no es alta:
las técnicas de aglutinmaci6n tienen buenos valores de sensibilidad pero no de es-
pecificidad. {62, 3).

Otras técnicas. como’ la fijacién de complemento y la inmunofluorescencia son
atractivas pero muy laboriosas.

La téenica de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) fue desarrollada pri
mero para determinar concentraciones de I1gG (25) y posteriormente se utilizé para
el diagnéstico de enfermedades parasitarias, con buenos resultades, yva que se ob-
serve que tiene alta sensibilidad ademds de ser una prueba répida para la detec-
¢ion de anticuerpos. Esta técnica ha sido utilizada con éxite en el diagndstico
de la fasciolasis en el ganado. {27, 66, 63, 39).

Hawkes en 1982 (37) describié una modificacién del método 1lamado Dot-Hybri-
dation, de Kafatos et al., 1979 {40}, en donde pequefias cantidades de anticuerpos
monoclonales eran pegadas directamente a membranas de nitrocelulosa. Esta modifi-
cacién llamada dot-immunobinding fue aplicada a ELISA y se observd que tiene gran
versatilidad en cuanto a tipos de antigeno que pueden ser utilizados. (53, 54,
63).

Esta técnica conocida como dot-ELISA (ELISA en mancha) presenta alta sensibi
tidad, es ripida y mis econfmica que ELISA.



CUADRO 1

T

PRUEBAS INMUNOLOGICAS UTILIZADAS PARA EL DIAGNOSTICO DE FASCIQLASIS

PRUEBA

REFERENCIAS

PRUEBAS SEROLOGICAS

1.

De inmunodifusién
a) DIfusi6n Doble {DD) en agar en dos
dimensionis. {(Ouchterlony)
b} Difusién Noble en agar (DD} en una
dimension.

. De electroforesis

a) Inmunoelectroforesis (IE)
b) Contrainmunoelectroforesis (CIE)

. De aglutinacién

a) Hemaglutinaci6n pasiva (HP)

b) Con particulas de latex
¢) Floculaclén con bentonita

. Fijaci6n del complemento (FC)

. De inmunofluorescencia

a) Inmunofluorescencia indirecta (IF1)

b} Prueba de anticuerpos fluorescentes
con antigeno soluble (SAFA)

. Pruebas inmunoenziméticas

a) Enzima-inmunoensayo (ELISA)

b) Prueba del antigeno adherido a
esferas (DASS)

. ‘Inmuncensayo en capa delgada (ICD)

PRUEBAS CUTANEAS
{. Intradermorreaccién (IDR}

2. Anafilaxia Cutanea Pasiva (PCA)

Tiggele (1978), Everall (1970)
Doyle (1973a)

Capron et al.‘ (1964)
Hillyer (1375

Robert et al., (1980}, Arrlaga
et al., [1983).

Ténex (1964)

Xagan (1980)

Bénex, Lamy y Gledel (1959) Ka-
gan (1980).

Courdet et al.
(1980).
Deelder (1973)

. (1967), Hanna

Burden y Hammet (1978}, Farrell
et al., (1981), Levine, Flores

¥ HITIyer (1980), Zimmerman, et
al., (1982},

Deelder y Ploem (1975}

Gémez, Morilla y Arriaga, (1973)
?rria?a et al., {1983}, Garay,
19

Biagi, Tay y Portilla (1958),
Patnaik y Dos (1960), Guir6z,
Herrera y Fernandez (1973), Le-
brija et al., (1981).

Doyle TT9735)
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OBJETIVO

£l objetivo de este trabajo es 1a adaptacifn de la técnica dot-ELISA para el
diagndstico de la fasciolasis en ovinos, asf como realizar una comparacién entre
ésta y otras dos técnicas: la hemaglutinaci6n pasiva y el inmunoensayo en capa
delgada en cuanto a sensibilidad y especificidad.

MATERIAL Y METODOS N

Disefio Experimental

Para establecer la prueba de diagn6stico, se utilizaron 14 borregos raza Tabasco,
libres de fasciola, provenientes de Mérida, Yucatdn, por ser ésta una zona libre
de esta parasitosis. Esto se comprob6 al no encontrar fuuevos en heces.

A estos animales se les administraron 200 metacercarias por via oral. Se com
prob6 la infeccidn realizando eximenes coproparasitoscépicos, 1ns cuales resulta-
ron positivos en la semana 11. A este grupo de animales se les tomé muestras de
sangre en la semana 20 postinfeccidn.
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Otro grupo de 30 borregos se mantuvo libre de fasciola y se utilizaron como
animales testigos. Se realizé un estudio de campo con 17 borregos raza Suffolck
infectados naturalmente, provenientes de Tulancingo, Hgo., que es una zona de
fasciolasis, en estos animales se comprobd también [a parasitosis por medio de
estudios coproparasitoscopicos. Para estudios serolégicos se les tomé muestra de
sangre a todos los animales.

Antigenos

Se obtuvieron dos tipos de antfgenos a partir de fasciolas adultas, uno de ellos
" conocido como antigeno somitico (AS) y el otro antfgeno metab6lico {AM). (6). El
primero se prepar6 obtenfende fasciolas de higados infectados de rumlantes. Los
parasitos se lavaron cuidadosamente con solucién salina hasta que el sobrenadan-
fe se mostrd transparente. Se lav6 una vez mis con agua destilada y se congela-
ron a -709C. Después de congelados los pardsitos se liofilizaron {liofilizador
Virtis) para posteriormente triturarlos en un mortero tolocado sobre hielo. El
polvo resultante se lavé con acetona frfa, 10 gr., se resuspendieron en PBS pH
7.2 dejéndolos en agitacién lenta durante 24 horas a 4%C. El sobrenandante se fi]
tré utilizando una membrana con poro de 0.22 u (Millipore), se le colectd en un
tubo de ensayo estéril, se tomé una muestra para la cuantificacioén de proteinas
y se guardé en pequefias fracciones a -709C hasta su uso posterior.

El antfgeno metabdlico (AM) se obtuvo lavando exhaustivamente las fasciolas
en PBS pH 7.2 estéril. Posteriormente se dejaron las fasciolas durante 10 minutos
en PBS pH 7.2 con merthjolate (timerosal) en una proporci6n de 1:10 000. Después
de lavarlas se colocaron en un matraz estéril que contenfa solucién Hedon-Fleig
estéril, a razsn de 1 ml por fasciola y se dejaron en incubacién durante 24 horas
a 379C en bafio Marfa. Se colecté el sobrenadante en bafio de hielo y se centrifu-
g6 por 20 minutos a 8000 rpm en una centr{fuga refrigeradd. Se determiné el con-
tenido de protefna y se guardé en pequefias fracciones, a -70%°C.

Se determiné la concentracién de protefna de las preparaciones antigénicas
mediante el método de Lowry (46) utilizando albimina sérica bovina como esténdar.

Pruebas serol6gicas

A los sueros de ios borregos utilizados en este trabajo, se les hicieron las prue
bas de hemaglutinacién pasiva (HP)} e inmunoensayo en capa delgada {ICD) por ser
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éstas, dos de las técnicas mas frecuentemente utilizadas en el diagn6stico de la
fasciolasis, ya que sus valores de especificidad y sensibilidad som aceptables.
{3).

Hemaglutinacién pasiva (6}

Esta prueba se llev6 a cabo con glébulos rojos de borrego. Después de ser lava-
dos y centrifugados se prepar6 una suspensién al 2.5% en PBS pH 7.2 los gl6bulos
rojos se "tanizaron" al mezclar con un volumen igual de solucién de acide ténico
1:20 000, para sensibilizar los glébulos rojos tanizados se agregd un volumen
igual de una dilucién 6ptima de antfgeno metab6lico en PBS pH 6.4. A diluciones
" dobles seriadas del suero a probar previamente descomplementado, se le agregaron
25 ul de eritrocitos sensibilizados. Se consideraron positivos los sueros que
aglutinaron a una diluci6n de 1:32 o mayor.

Inmunoensayo en capa delgada (5,31)

Los antigenos de Fasciola hepatica como los de muchos otros parssitos, tienen la
propiedad de poder adsorberse firmemente a superficies de poliestireno (plastico)
formando una capa homogénea que conserva su actividad serolégica, Sobre é&stas se
colocan diluciones dobles de los sueros a probar, la reaccién puede ser visible
por la formacidén de gotas al exponer la superficie al vapor.

La condensaci6n del agua en la reaccién antigeno-anticuerpo se debe a la
formacién de complejos proteinicos hidrofflicos de tamafio mayor a los que se for
man-en la superficie de pléstico en los que sdlo hay antigenos.

Se consideraron positivos los sueros que formaron gotas visibles de conden-
&
sacién @ una dilucién de 1:32 o mayor. El antigeno que se utilizé para llevar a
cabo esta prueba fue el metabdlico.

DOT-ELISA

Preparacién de IgG de conejo anti-IgG de ovino.

Primero se obtuvieron las IgG de ovino, para ello se precipitaron las gama-globu
linas de ovino a partir de suero hiperinmune, con una soluci6n saturada de suifa
to de amonio al 50%. Después de equilibrar la muestra con-solucién amortiguadora
de fosfatos 0.03 M pH 7.6 y determinar su contenido de protefna, se corri6 la



- 20 -

muestra en una columna DEAE-celulosa (2.0 x 30 cms.), equilibrada con el mismo
amortiguador, Se separaron las fraccignes y se reunieron aquellas que presenta-
ron una absorbancia mayor de 1 a 280 nm,

Posteriormente con la IgG de ovino obtenida, se inmunizaron conejos segin el
método utilizado por Bautista y Moriila (6).

Para obtener las IgG del suero de conejo hiperinmune, se procedié del mismo
modo que se utiliz6 en la obtencién de la IgG ovina, s6lo que en este caso se uti
liz6 una soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.02M pH 7.2 para equilibrar la co-
lumna. Se obtuvieron 77 mg/m! de 196 de conejo anti-IgG de ovino y se ajustaron
a 5 mg/ml para su uso en la elaboracién del conjugado.

Determinacion de la actividad de la peroxidassa (Sigma Chem. Co. Assay data
sheet). La enzima utilizads fue Peroxidasa (horseradish Tipo VI). Para verificar
la actividad de la enzima se preparé la reacci6n siguiente a 209C:
2.0 ml de pirogalol al 5% (preparado recientemente en agua)
1.0 ml de HZOZ) 0.147 M (preparado recientemente diluyendo 1.67 ml de H202 al
30% en 100 ml de agua)

2.0 ml de amortiguador de fosfatos pH 6.0, 0.1 M, 14 m] de agua.

Se afadié 1 ml de solucién de peroxidasa que contenfa 0,0222 mg enzima/ml
equivalente 2 6 unidades de purpurogalina/ml fosfatos 0.1 M, pH 6.0.

Después de 20 segundos exactos a 20°C se afadi6 1 ml de H25042N para detener

la reaccidn.

Se extrajo cinco veces con porciones de 10 ml de éter. Se diluyeron los ex-

tractos etéreos combinados, a 100 ml con éter.

Se anot6 la densidad dptica (DO) en el espectrofotdmetro a 420 nm usando

éter como referencia. Todo este proceso fue repetido cuatro veces. La
DO promedioc fue de 0.053.
Pasteriormente se calculé la actividad con la formula:
D.0. 420 x B.5
trayectoria de luz en em

mg purpurogalina/100 ml gter =

_ 053 x8.5 4 ousps
1cn

mg purpurogalina/100 ml &terz

Unidad por ml de solucién de peroxidasa = mg de purpuragalina/100 ml de éter
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unidades por ml de sol. de peroxidasa

mg de peroxidasa por ml
4,4505 unidades por m] = 20.29 unidades

0.0222 mg peroxidasa por mg/ml

Unidades por mg =

Un{dades por mg =

La actividad de la enzima bajd 13 veces.

Freparaci6n del Conjugado con peroxidasa (4, 43}

Se disolvieron 10 mg de peroxidasa en 0.2 ml de s>lucién de glutaraldehido al 1%
en solucidn amortiguadora de fosfatos 0.1 m pH 6.8 y se dejé por 18 horas a tem-
peratura ambiente. Después se filtro por Sephadex G25 (columna de 0.9 x 30 cm.)}
equilibrada con HaCl 0.15 M.

Las fracciones color pardo, se concentraron a 1 ml. Para concentrar se uti-
126 az(car pulverizada, posteriormente se dializ6 con snluci6én salina isoto6nica.

Se afiadié a la soluci6n de peroxidasa 1 mi con 5 mg de [gG, previamente dia
lizada contra NaCl 0.15 M.

Posteriormente se afiadié 0.1 ml de solucién amortiguadora de carbonato-bicar
bonato 1 M pH 9.5 y se incubé por 24 horas a 49C. Se agregé 1 ml de soluci6n de
lisina t M pH 7.0 y se dejé reaccionar dos horas. Se dializé contra PBS y se fil
tré por Millipore de 0.22 u. Posteriormente se afiadié un volumen de glicerol y se
envasd en pequefias cantidades a -209C.

Titulacién del Conjugado (53, 54).

Se cortaron cfrculos de 0.5 cm de didmetro de papel de nitro celulosa (Millipore
0.22 u) y se coloc6 en cada disco 1 ul de suero ovino inmune, en una fluctuacién
de concentracidén de 0.1 a 1.0 mg/ml. El suero ovino tiene un rango de concentra-
ci6n de proteina de 5.8140.54 gr/100 ml, asf se diluy6 1:100 para obtener 0.58
mg/mi.

Se dejé secar el papel para estabjlizar la uni6n en estufa a 56?C por 30 mi
nutos, Una vez que los discos llegaron a temperatura ambiente se colocaron en
una placa de microtitulacién de fondo plano.

Para eobstruir los sitios de unibén inespecificos tanto en los discos como en

el plastico de los pozos, se probaron dos soluciones obstructora: BSA al 5% en
TBS y Tween 20 al 0.05%. Se agregaron 150 ul de soluci6n obstructora a cada pozo
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y se dej6 agitando a temperatura ambiente por 15 minutos. Después de aspirar la
solucidn de obstruccion, se hicieron diluciones dobles de conjugado en solucién
obstructora, se aftadierun 150 ul de dilucién por pozo y se dej6 agitando a tempe
ratura ambiente por una hora. Posteriormente se lavé tres veces con Twean 20-TBS
al 1%

Preparacion del Sustrato. Se disolvieron 5 mg de diaminobenzidina en 10 ml
de TS y se afadieron 100 ul de H202 al 3%.

Desarrollo del color. Se afadieron 150 ul de substrato por pozo y se deja-
ron reaccionar por 30 minutos, después se lavé varias veces con TBS y agua y se
dejé secar.

Se consider6 como titulo del conjugado la ¢ltima dilucién en la que se obser
vé claramente la formaci6n de manchas pardas en el sitio donde se aplicé el sue-
ro en los discos.

Prueba dot-ELISA

Para poder determinar las condiciones adecuadas para el uso de esta técnica en el
diagnéstico de las fasciolasis, fue necesario probar diferentes variantes en al-
gunos pasos de la técnica. Durante esta fase de estandarizacién se corrieron las
pruebas tanto con antigeno somdtico {AS) como con antfgeno metab6lico (AM). Des-
pués de establecer la técnica y las condiciones dptimas para su usc se probaron
los sueros de los animales de Tulancingo, los de Mérida y los testlgos.

Sensibilizaci6én de discos.

A los discos de nitroceluiosa de 0.5 cm de didmetro se les aplic6é 1 ul-de una sg
lucién de antigeno de Fasciola hepatica, utilizando una jeringa Hamilton. Se pro
baron dos lotes de antigeno para sensibilizar discos, uno de antfgeno somdtico y
otro de antfgeno metabélico.

El lote de antfgeno somdtico tenfa una concentracidn protefnica de 22 mg/ml
y en la sensibilizaci6n de discos se probaron las siguientes diluciones:

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

El lote de antfgeno metab6lico utilizado tenfa una concentracibn de proteina
de 2.8 mg/m} 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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Obstruccidén inespecifica

Para obstruir los sitios de unién inespecIficos se utilizaren tres diferentes so
luciones: TBS-Tween 20 al 0.05%; BSA al 5% TBS y una diluci6n al 5% en TBS de le
che descremada en polvo Sveltex.

Se agregaron 150 ul de sclucién obstructora por pozo y se dejb agitando du-
rante 15 minutos.

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

Se aspiré la solucion de anticuerpos y se lavaron los pozos con TBS-Tween
20 al 0.05% con agitacién y esto se repitid tres veces.

Posteriormente se agregaron a cada pozo 150 ul de conjugado dilufdo en soly
cion obstructeri y se dejé 30 minutos.

Se lavé nuevamente tres veces con agitacién y se procedid a aplicar el sus-
trato de la enzima. Se probaron como sustrato el 1-cloro-4-Naftol y 3-3 diamino-
benzidina.

El cloronaftol se prepar6 en una solucién madre de metanol anhidro de la si
guiente manera: se disolvit el cloronaftol en metanol a razén de 3 ma/mi y se al
macend en una botella &mbar en la obscuridad a 49C, Poco antes de usar esta solu
cibn, se prepararon 4 ul de H202 al 30% disueltos en 100 ml de TBS y se agrega-
ron @ 2 ml de solucién madre. Se aiiadieron 50 ul por pozo, y se dej6 reaccionar
30 minutos.

La diaminobenzidina como sustrato se disolvié en PBS (5 mg en 10 ml) y se
agregaron 100 ul de HZO2 al 3% en PBS. Se afladieron por pozo 150 ul de este sus-
trato, se dej6é 20 minutos y posterlormente se lavé con TBS y agua.

Las manchas de los sueros positivos son muy notorias a simple vista y se en
contraron Gnicamente en el sitio del disco donde fue aplicade el -antigeno.

Las manchas muy pdlidas no se consideraron confiables y la ausencia de man-
chas se consideré 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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RESULTADOS

Sensibilizacién de discos.

Con el antigeno somético los mejores resultados se obtuvieron con la concéntra-
cibén 0.73 mg/ml de protefna, donde las manchas fueron mds uniformes y claras con
las diferentes diluctones de los antlsueros probados.

Al utilizar antigeno metabélico los mejores resultados se obtuvieron con las
concentraciones de 0.8 mg/ml y 0.9 mg/ml de protefna. Con la concentraci6n de 1.4
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 antigeno metab6-
tico con 0.46 mg/ml de protefna tendfan a ser pdlidas sobre todo en diluciones
altas,

Obstrucci6n inespecifica

Al obstruir con BSA al 5% en T8S y con la selucibn de leche en polvo, no siempre
se observé claridad en la superficie de los discos donde no se aplicd antigeno;

. con estas soluciones obstructoras se observd en algunos discos la tendencia a te
fiirse al color del sustrato, parde con la diaminobenzidina y azul con el cloro-
naftol.

La solucién que mejores resultados proporcion§ para obstruir los espacios
1ibres fue el TBS-Tween 20 al 0.05%.

Primera incubacién

Los mejores resultados se observaron al utilizar TBS-Tween 20 al 0.05% para di-
luir el suero. No se encontrd problema al utilizar-suero en un intervalo de con-
centracién de protefna entre 0.5 a 1.0 mg/ml.

El tiempo que se utilizé para esta Incubacién fue medis hora.

Sequnda incubacién

TBS-Tween 20 al 0.5% fue la mejor solucién para hacer las diluciones deibconjugg
- do. Con 75 ul de la dilucién 6ptima de conjugado por pozo es suficiente para:la



reacci6n con anticuerpos séricos ya unidos al antigeno del disco.

Es importante mantener el conjugado a -209C antes de ser utilizado.

Sustrato

Al utilizar t-cloro-4-paftol como sustrato, se chservaron las manchas pdlidas en
la mayorfa de los discos; esto contrasta con lo observado con 3-3-diaminobenzidi
na como sustrato cuyos resultados mostraron manchas pardas en el sttio donde se
aplic6 el antigeno.

Al utilizar diaminobenzidina, en algunas ocasiones, sobre todo con antfgeno
muy concentrado o ¢on lavados [nsuficientes se tendfa a manchar de pardo todo el
disce.

El efecto anterior también se observé cuando no se preparaba debidamente el
substrato; por lo que es importante pasar bien la cantidad de diamincbenzidina,
evitar su hidratacién y también evitar sv exposici6n a la luz.

Con la diamincbenzidina se obtienen buenos resultados, pero hay que tener
cuidado en su preparacién ya que es carcinogénica.

Comparaci6n de las pruebas de dot-ELISA, RP e ICD

a) Animales infectados experimentalmente.

Los resultados obtenidos con animales infectados experimentalmente por v{a oral
con 200 metacercarias de F. hepatica se encuentran en el cuadro 2, en donde se
muestran los valores correspondientes a la 6ltima dilucién de los suveros, en la
cual se observs la reacci6n antigeno-anticuerpo. Se puede apreciar que las prue-
bas de HP y de ICD fueron eficientes para diagnosticar la {nfeccifn ya que todos
los sueros tuvieron titulos iguales o mayores a 1:32, que se considero como valor
positivo en estas pruebas.

Con respecto a la prueba de dot-ELISA este lote de animales presentd cier-
ta uniformidad en sus tftulos ya que 12 de 14 animales presentaron tftulos ya sea
de 1:102 400 6 1:204 800; el titulo de los dos animales restantes fue de 1:51 200,
es decir a una o dos diluciones de diferencia.
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CUADRO 2
OVINOS INFECTADOS DE MANERA EXPERIMENTAL

Namero de Dot-ELISA Hemaglutinacién Inmunoensayo
animales pasiva en capa del-
gada.
1 1:204 800 1:32 1:64
2 1:102 400 1:64 1:128
3 1:102 400 1:128 1:128
4 1:102 400 1:64 1:128
5 1: 51 200 1:128 1:64
[ 1:102 400 1:64 1:128
7 1:102 400 1:64 1:64
8 1:204 8OO 1:64 $:128
9 1:102 400 1:64 1:64
10 1:204 800 1:64 1:428
11 1:204 800 1164 1:128
12 1: 51 200 1:64 1:64
13 1:204 800 1:064 1:128
14 1:204 800 1:64 1164
No. de ‘animales 14 14 14
Valor minimo 1: 51 200 1:32 1:64
Valor miximo 1:204 80D 1:128 1:128
Valor promedio 1:138 900 1:70.8 1:100.5
Yalor modal 1:102 400 y 1:64 1:128
1:204 800

Titulos obtenidos en las tres pruebas inmunol6gicas practicadas en la poblacién
de ovinos procedentes de Mérida, Yuc., infectades experimentalmente con 200 meta
cercarias de Fasciola hepatica, administradas por via oral. Los valores corres-
ponden a la Gltima dilucidn de los sueres en la cual se observé la reacci6n antf
geno-anticuerpo, El antigeno utilizado fue el metab6lico (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 los
17 animales provenientes de una zona con fasciolasis, los cuales habfan mostrado
huevos del pardsito en las heces, 14 animales fueren positivos a la prueba, en
tanto de este mismo lote, 16 animales fueron positivos a la técnica de ICD.

Con la prueba de dot-ELISA fue posible encontrar titulos elevados donde el
titulo minimo fue 1:25 600 y el valor modal 1:102 400.

¢) Ovinos testigo

Con la prueba de HP. Todos los animales de este grupo dieron tfituleos {nferiores

o iguales @ 1:16, valer que en esta prueba se considerd negativo. En la prueba de
1CD fue posible observar la presencia de seis animales positivos con tftulo de
1:32; los 24 anfmales restantes resultaron negativos con titulos menores o igua-
les a 1:16. (Cuadro 4).

De este lote de animales los tftulos mds altos se presentaron con la prueba
de dot-ELISA, donde el tftulo promedio fue §:234, con un titulo minimo de 1:40 y
un méxime de 1:800.

d) Comparaci6n de los resultados dbtenidos en la prueba de dot-ELISA en.los tres
grupos ce animales.

Debido 2 que la prueba de dot-ELISA propercioné tftulos mis elevados que con las
otras dos cruebas, en los tres grupos de animales se elaboré el cuadro 5, en el
cual se puede apreciar que los animales testigo muestran valores que van desde
1:40 a 1:800, sin embargo los animales infectados ya sea natural o experimental-
mente muestran valores 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 ani
males infectados.

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

En el cuadro 6 se observan los promedios del inverso de los tftulos obtenidos con
las diferentes pruebas. Se puede apreciar que tanto en los ovinos infectados de
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CUADRD 3

OVINOS INFECTADOS DE MANERA NATURAL

NGmero de Dot-ELISA Hemaglutinacidn Inmunoensayo
animales pasiva en capa del-
gada.
1 1:102 400 1:64 1:64
2 1:102 400 1:32 1:64
3 f: 51 200 1:32 1:64
4 1: 51 200 1:32 11128
5 1:102 400 1:64 1:128
6 1: 25 600 1116 1:64
7 1:102 400 1:64 1:64
8 1:102 400 1:64 1:64
9 1: 51 200 ° 114 1:32
10 1:102 400 1:32 1:128
11 1: 25 600 1:32 1:32
2 1: 25 600 1:16 1:16
13 1:102 400 1:64 1:64
14 1:204 800 1:64 1:32
15 1:102 400 1:32 1:64
16 1: 51 200 1:64 1:32
17 1:102 400 1:64 1:128
No. de animales 17 17 17
Titulo minimo 1: 25 600 1:4 1:16
Titulo méximo 1:204 800 1:64 1:128
T{tulo promedio 1: 82 823 1:43.5 1:68.7
Titulo modal 1:102 400 1:64 1:64

Titulos obtenidos en las tres pruebas inmunclégicas préacticadas a la poblacion
de ovinos infectados de manera natural provenientes de Tulancingo, Hge. Los valg
res registrados son la Gltima dilucion de los sueros que origind una reacCidén
antfgenc anticuerpo visible. Los datos se obiuvieron usando antigeno metshbélico.
(AM).
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CUADRD 4
OVINOS TESTIGOS

NOmero de Dot-ELISA Hemaglutinacidn Inmunoensayo
animales pasiva en capa del-
gada.
1 1:200 1:2 1:8
2 1:400 1:4 §:16
3 1:400 1:4 1:16
4 11160 :2 1:16
5 1:320 1:4 §:16
6 1:100 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 t:4
1" 1:80 1:4 i:2
12 1:80 1:2 1:4
13 1:40 1:2 o132
14 1:80 1:4 i:8
15 1:400 1:8 1316
16 11320 1:8 1:16
17 1:100 1:8 1:32
18 1:400 1:16 1:32
19 1:100 1:4 1:16
20 1:400 1:16 §: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 1116 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
© T{tulo minimo 1:40 1:2 R
T Titulo méximo 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 inmunolégicas practicadas en Ia pobla-

cién de ovinos procedentes de Mérica, Yuc., la cual resulté libre de fasciolasis
por examen coproparasitoscépico y necropsia. Los valores corresponden a la a6lti-
ma dilucidn de los sueros en la cual se observd la reaccién antlgenc-anticuerpo.
El antigeno con que se corrieron estas pruebas fue el antigeno metabblico. (AM)..
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CUADRO S

Tftulo Parasftados de Parasitados Testigos
manera natural Experimentalmente

1:40
1:80
1:100
1:160
1:200
11320
1:400
i
1
1
1
1

— IOy Ut W A U .

1800
11500
13000
:6000
+12000
1:25600
1:51200
1:102400
1:204800

—_ W W
o N Q@

Totales: 17 14 30

Resultados de la prueba dot-ELISA en los tres grupos de animales; parasitados de
manera patural, en forma experimental y testigos. Los valores permiten realmente
tener un valor de corte que diferencia los animales sanos de los enfermos.. El tf
tulo se refiere a la diluci6n mds alta que origina una reaccién positiva. -
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CUADRD 6

PROMEDIOS DEL INVERSO OE LOS TITULOS OBTEKIDOS EN LAS TRES
PRUEBAS COH LOS TRES GRUPOS DE ANIMALES

dot-ELISA Hemaglutinacién Inmunoensayo en
, pasiva capa delgada._
ovinos {nfectados 82 800 43.5 68.7
en el campo
ovinos infectades 138 900 70.8 100.6
experimentalmente

testigos 234.6 6.4 16.2
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manera natural como experimentalmente se encuentran titulos mis elevados que en
los testigos. Por otra parte los testigos, por la prueha de dot-ELISA muestran
titulos mds elevados que en las otras pruebas, sin embargo, la diferencia en los
t{tulos de los testigos e infectados es muy aparente.
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DISCUSION

Por su facilidad para aplicarse en condiciones de campo, ya que es una técnica
sencilla. que no requiere equipo especializado, el examen coproparasitoscépico
es la prueba mis utilizada en el diagn6stico de la fasciolasis, sin embargo, tie
ne la limitante de que Gnicamente es posible obtener resultados positivos unavez
que las fasciolas han madurado sexualmente, esto en la octava o novena semanabm§
infeccién, pero para este tiempo ya se presentan daflos hepdticos en el animal hos
pedero.

Este inconvenlente es superado con las pruebas seroldgicas que son mds ré-
pidas, ya que permiten detectar anticuerpos desde la primera semana postinFecci6n,
lo que resulta ventajoso para el tratamiento oportuno de los animales antes de
que ocurran daffos severos al higado.

También las pruebas seroldgicas presentan inconvenientes para su usoc 2 gran
escala por el diagn6stico de la fasciolasis. Las pruebas no muy sofisticadas co-
mo Difusién Doble y Contrainmunoelectroforesis son especifices pero su sensibill
dad es baja. Las técnicas de aglutinacién son sensibles pero su especificidad es
baja.

En México, una de la pruebas inmunolégicas mds comunmente utilizadas para
diagnosticar esta enfermedad, por ser una técnica sencilla y por tener aceptable
sensibilidad es la Intradermorreaccidn (3, 26}, pero su especificidad es dudosa.

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

Una de las pruebas que result6 muy atractiva por su alta sensibilidad es
ELESA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay}, esta prueba fue utilizada en el diag-
néstico de la fasciolasis por Farrell, 1981 {27}, Wescott, 1584 (63), Zimmesman,
1982 {66}, y Hillyer, 1985 {39). Con la prueba de ELISA es posible obtener tftu-
los confiables desde la quinta o sexta semana postinfecci6n. En la liteératura se
mencliona que el antigeno que se va a utilizar, después de pasar por un proceso te
dioso de solubilizacién, se deja incubando toda la noche, para que el antigeno
sea adsorbido por el pldstice de las microplacas. Después de esta incubacién, la
cantidad de antfgeno que quedd pegado al pléstico de las microplacas es variable,
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dependiendo del tipo de antfgeno y de la facilidad de la microplaca para adsorber
éste. Esto l6gicamente puede repercutir en la sensibilidad de la prueba (53, 54).

El pegar el antigeno directamente en la nitrocelulosa resulta ventajoso des
de varios puntos de vista. Por ejemplo la uni6n protefna antigénica-nitrocelulo-
sa es muy estable, lo que garantiza mantener una concentracidn constante de antf
geno, 1o cual se refleja en la sorprendente sensibilidad de dot-ELISA. Pappas,
et al., 1984 (54}, trabajando con leishmaniasis obtuvo un rango de tftulos 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 1a prueba sin necesidad de espectrofotémetro, 1o cual puede ser Gtil en
trabajos de campo.

La Hemaglutinacién pasiva (WP} y el Inmunoensayo en capa delgada (I1CD) son
dos técnicas que se han utilizado con regularidad en el diagnéstico de la fascip
lasis, detectan anticuerpos desde la segunda o tercera semana postinfeccién. ICD
reguiere poco tiempo para !levarse a cabo, esta prueba no es costosa y sus valo-
res de especificidad y sensibilidad son aceptables (3, 6, 27}.

HP es mds tardada y laboriosa que ICD, también requiere de mds equipo y por
tanto es mds costosa. Sus valores de especificidad y sensibilidad no son muy di-
ferentes a los conseguidos por ICD, en suma se puede afirmar que ésta es una bue
na técnica de diagnéstico (3, 6, 62).

En este trabajo fue posible demostrar la eficiencia de ICD y HP para diag-~
nosticar fasciolasis en ovinos, ya que en los animales infectados experimental-
mente ambas pruebas detectaron a todos los animales como positives, en tanto que
en los animales infectados de manera natural, fue posible detectar con ICD a 16
de. los 17 animales de este lote y con HP resultaron positivos 14 de 17 animales.
(Cuadro 7).

Respecto a los animales testigos a prueba de HP no detect6 falsos positi-
vos, pero con ICD se detectd de este lote de 30 animales a seis ovinos como fal-
sos positivos, lo cual difiere con los resultados obtenidos por Gémez, et al..
1979, (31) y Rufz-Navarrete, 1987 (58).

La prueba de dot-ELISA mejoré en mis de 1000 veces la sensibilidad de HP e
ICD. {Cuadro 6), adem&s no Se encontraron falsos positivos al utilizarla con anf

males testigos.
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CUADRO 7

PROPORCION DE ANIMALES ENCOMTRADOS POSITIVOS ER CADA UNA
DE LAS TRES PRUEBAS UTILIZADAS

Ovinos infectados Ovinos de Ovinps libres

experimentalmente Tulancingo de Fasciolasis
Dot-ELISA 14/14 1717 0/30
Hemaglutinacidn 14/14 18/47 0/30

pasiva

1¢0D 14/14 16/17 - 6/30
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£n los cuadros 2, 3 y 4 se puede apreciar la enorme diferencia en sensibili
dad. Con los sueros que dieron valores alrededor de 1:128 con HP e ICD, se obtu-
vieron titulos mayores de 1:25 600 con dot-ELISA, Se puede observar también que
los titulos de los animales de Tulancingo y los de los ovines infectados experi-
mentalmente, no son muy diferentes, aunque hay una tendencia en los valores de
los animales experimentales a ser mis altos, sélo un ovino de Tulancingo presen-
t6 titulos de 1:204 800, en cambio seis ovinos experimentales alcanzaron este tf
tulo. Por otra parte el titulo mis bajo de los animales parasitados detectado oo
dot-ELISA (1:25 €00} fue de un animal de Tulancingo.

Los titulos de los animales testigos también resultaron mucho mds altos con
dot-ELISA que con las otras pruebas. Con HP e ICD el tftulo mds alto encontrade
en los animales testigo fue de 1:32, en cambio con dot-ELISA éstas presentaron
un titulo modal de 1:320. {Cuadro 4).

Debide a la enorme diferencia los titulos mis bajos obtenidos con los anima
les parasitados (1:25 600) y los tftulos mds altos de los animales testigos {1:0),
dot-ELISA no deja de ser especifica tamblén a pesar de lo alto de los tftulos de
los animales negativos, comparados con los obtenidos con las otras pruebas. (Cua
dro '5).

Pard implementar una técnica de diagnéstico apropiada para detectar una pa-
rasitosis se tienen que considerar las diferentes caracter{sticas del pardsito,
tales como la existencia de diferentes fases de desarrollo, la presencia de anti-
genos propios de cada estado de desarrollo, asf como la presencia de ant{genos
comunes a todas las fases de desarrollo, cambios en la composicién antigénica del
tegumento, etc. Fasciola hepatica presenta estas caracterfsticas (65, 58, 34, 35,
11, 12). Tomar en cuenta estos factores nos puede ayudar a determinar el tipo de
antigeno que se debe utilizar para tener cierta confiabilidad en nuestro dlggnog
tico.

En este trabajo se utilizaron dos tipos de antfgeno: el antigeno somético
{AS) y el antfgeno metabblico (AM) ambos de la fase adulta del pardsito, debido,
por un'lado a la facilidad de obtener buenas cantidades de estos antfgenos a par
tir de pardsitos colectados en rastros 'y por otro lado a que los resultados obte
nidos con allos en las diferentes pruebas, segGn varios autores han side acepta-
bles(62,7,3,6,8). De modo que para detectar la presencia del par&sito, el uso
de estos antfgenos es confiable, porque si estimulan la produccibn de anticuer- -
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pos por parte del hospedero, pero el papel resl de la reaccién antigeno-anticuer
po en la fasciolasls debe tomarse con cautela, ya que se han registrado diferen-
tes mecanismos de inmunoevasién donde los antfgenos de F. hepatica tienen un pa-
pel importante. Por ejemplo, el ripido recambio de los antigenos del tegumento

de las fasciolas (34, 36, 13, 14), al poner en contacto los gusanos juveniles con
el suero inmune del huésped, provoca que las fasciolas se cubran con lgG, que se
une al glucocélix externo, posteriormente se presenta recambio del glucocélix que
da lugar a la pérdida de estos complejos (24). También existen informes acerca de
la presencia de grupos sanguineos humanos en las fasciolas adultas {9), asi como
la presencia de componentes séricos del huésped en las fasciolas adultas. Esta
antigenicidad compartida dificulta el reconocimiento del pardsito por el huésped.
Se ha encontrado que Fasciola hepatica produce inmunosupresifn, ya que reduce
las respuestas a los globulos rojos de pollo en el borrego (58). Existen eviden-
cias de 1a produccién de enzimas proteoifticas que destruyen inmunoglobulinas por
parte de F. hepatica (50).

Tanbién ha sido descrita la liberaci6n de gran cantidad de antigenos del pa
rdsito, que posiblemente reaccionen con los anticuerpos disponibles y forman com
plejos inmunes (62, 2}. Rufz-Navarrete, 1987 (58) al trabajar con la prueba de
Inmunoelectrotransferencia con antigeno somdtico y antigeno metab6lico encontré
una banda que se manifiesta prominentemente desde la primera semana postinfecci6n
y va aumentando con el tiempo. Es posible que este componente antigénico interven
ga en las pruebas de diagnéstico, pero la induccién de la respuesta {nmune hacia
este componente antigénico pudiera ser un mecanismo de inmunocevasi6én de la res-
puesta del huésped.

As{ observamos que dada la alta complejidad del pardsito, sus diferentes com
ponentes desencadenan distintas respuestas de anticuerpos en el amimal {nfectado.

En Medicina Veteriparia, el diagn6stico serol6gico de una enfermedad se basa
en la respuesta del hato, no del individuo, algunos animales responden contra de
terminados antigénos mientras que otros animales pueden responder contra antige-
nos diferentes, resulta aparente que, con fines practicos de diagn6stico seria
conveniente utilizar antfgenos crudos, como el AS o AM, porque nos permitiria de
tectar mayor ndmerc de animales con anticuerpos anti-fasciola.

Durante la estandarizaci6n de 1a técnica se observaron algunos pasos que pue
den ser importantes para el buen desarrollo de esta, como son:
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a) La obtencién de un buen antigeno; cabe mencianar que también se obtuvie-
ron titulos similares, al llevar a cabo la prueba con antfgeno somético pero la
calidad y repetibilidad de los resultados fue mejor con el antigeno metabdlico.

b) La obtencién 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. E! titulo de un conjugado y de otro puede variar, sin embargo, nos pode-
mos ajustar a este valor haciendo la dilucién adecuada de éste durante la prueba
pero la confianza en cada conjugado sflo se obtiene al elaborarlo, por lo que son
muy importantes todos y cada uno de los pasos en la preparaci6n del conjugado.

¢) La preparacién correcta del systrato también es importante para la lecty

ra de los resultados. Como ya se mencioné anteriormente con la diaminobenzidina
se obtuvo mayor claridad, que con el uso del cloronaftol. La preparacion de la
diaminobenzidina es delicada; ademds de que es importante pesar blen, hay que cui
dar de que esta no se hidrate, ni que este expuesta a la luz, por lo que conviene
mantenerla al vacfo, en frasco dmbar y en refrigeraci6én. No debemos olvidar que
la diaminobenzidina es carcinogénica por lo que se debe manejar con el cuidado de
bido.

CONCLUSIONES

Resalta con mucho, la sensibilidad de dot-ELISA, respecto a ICD y HP lo cual la
convierte en una técnica atractiva para la deteccién temprana de esta parasitésis,
esto permitirfa 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 algunos animales con-
stderados negativos son altos con dot-EL1SA, comparades con los obtenidos con I1CD
y HP; Esto podria originar sospechas en cuando a la especificidad de esta técnics
perg vemos qué la diferencia entre los titulos de los animales testigos y los ani
males parasitados es muy grande, por lo que se sugiere para elimipar las reaccip
nes inespecificas, hacer diluciones altas de los sueros, como 1:1 000 o mis.

Observamos varias caracteristicas, que hacen de dot-ELISA una técnica. sus-
ceptible a ser aplicada en condiciones de campo, como son: no requerir de espec-
trofotémetro o algGn aparato especial para la lectura de los resultados, lo cual
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reduce su ¢osto, que comparado con otras técnicas de alta sensibliidad es bajo.
Por otra parte se requieren pequefias cantidades de antfgeno y demds reactivos,
ademds los reactives son estables por mucho tiempo y las reacciones se llevan a
cabo a temperatura ambiente; se pueden probar muchos sueros simulténeamente y ade
mds es posible llevar a cabo esta prueba en tres horas.

Debido a que la uni6n antigeno-nitrocelulosa es estable durante mucho tiempo
se pueden preparar discos ya sensibilizados en grandes cantidades y guardarlos a
-70°C hasta su utilizaci6n, asi pueden permanecer por varias semanas. {53, 54, 67).

El uso de esta prueba puede ser muy amplio gracias a la naturaleza de la
unién de Ia protefna antigénica con la nltfocelulosa, en teorfa, con esta técni
ca se podran detectar anticuerpos contra cualquier antfgeno que se una & la ni-
trocelulosa y que ademss estimule la respuesta inmune en animales o humanos.

Mediante diferentes trabajos utilizando diferentes pruebas inmunol6gicas in
cluyendo HP e ICD se conoce la dindmica de la respuesta Inmune contra la fasc{o-
lasis, (5, 7. 15, 51); seria interesante sequir la variaci6n de los tftulos de
anticuerpos utilizando dot-ELISA ya que por ser una técnica muy sensible, posi-
blemente se detectarfan los animales infectados mé&s tempranamente.

Es cierto que el costo real de esta técnica es menor que el de una técnica
de sensibilidad comparable como ELISA standar o radioinmuncensayo., perc en Méxi-
¢o, debtdo a su situacién econémica, el costo de esta prueba es un factor que in
fluye en el uso de ésta a gran escpla por el cltnico o por el veterinario, a pe-
sar de las ventajas ya mencionadas:de hecho, casi todas las pruebas serolégicas
presentan este problema para su uso extensivo con animales. Pero en humanos, en
algunos centros de investigacidn o en clinicas donde se requiera de técnicas con
alta sensibilidad, que ademds requieran poca cantidad de antfgeno, como en enfer
medades causadas por virus, dot-ELISA podrfa ser una opci6n atractiva.
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RESUMEM

La fasciolasis en el ganado origina pérdidas ecoi6micas que son diffciles de cuan
tificar, pero es una parasitosis importante porque como corsecuencia de esta en-
fermedad se obtiene menos carne, leche, etc., para el consumo humano. En el diag
néstico de esta enfermedad se han utilizado numerosas técnicas, entre éstas, las
serol6égicas son las mds atractivas por su rapidez para detectar anticuerpos, y
porque sus valores de especificidad y sensibilidad son aceptables. Una de las
pruebas de alta sensibilidad que se llava a cabo para el [nmunodiagnéstico de la
fasciolasis es ELISA {Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Se ha registrado en la
I{teratura una modificacién de esta técnica, en la cual el antfgeno es pegado a
discos de nitrocelulosa en vez de fijarse directamente en el pldstico de las mi-
croplacas. Esta técnica conocida como dot-ELISA (ELISA en mancha) tiene algunas
diferencias con ELISA en placa, por ejemplo al no requerirse equipo especial para
leer resultados, resulta més econémica, su procedimiento es m&s sencillo, por lo
que su aplicacién es posible en condiciones de campo. En este trabajo se estable
cen las condiciones gue requiere la técnica para su utillizaci6én en el diagnésti-
co inmunolagico de 1a fasciolasis en ovinos y ademds se comparan los resultados
con los obtenidos con otras pruebas serol6gicas como hemaglutinacién pasiva (HP)
e inmunoensayo en capa delgada (ICD). Se utilizaron 17 ovinos infectados de mane
ra natural con F. hepatica provenientes de Tulancingo, Hgo. y a t4 ovinos libres
de F. hepatica provenientes de Mérida, Yuc. Los animales infectados dieron titu-
los que van de 1:25 600 hasta 1:204 800; mientras que los controles dieron titu-
los no mayores de 1:800. Los tftulos de los animales infectados obtenidos con
dot-ELISA fueron mis de 1000 veces ‘g|as altos que los obtenidos con ICD y HP, La
diferencia tan grande entre los titulos de los testiqos y los ovinos infectados
ayuda a discriminar las reacciones inespecificas ya que estas se pueden eliminar
haclendo diluciones de 1:000 a mayores. Por la alta sensibilidad de la prueba és
ta podria ser Gtil para la deteccifn temprana de esta parasitosis.
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