ESTUDIO COMPARATIVO DE DOS ANTIGENOS SOMATICOS
DE Fasciola hepatica EN EL DIAGNOSTICO DE FASCIOLASIS
EN BOVINOS *

Resumen

Se prepararon dos antigenos somdticos
de Fasciola hepatica adulta de origen hovi-
no: un extracto salino crudo y un extracto
salino deslipidizado. Estos antigenos se eva-
luaron en las pruebas de difusién doble en
agar, hemoaglutinacién pasiva, intrader-
morreaccién e inmunoensayo en capa del-
gada y se determiné la especificidad y sen-
sihilit};d para cada prueba. Para esto se
utilizaron 12 bovines infectados natural-
mente con F. hepatica localizados en Tulan-
cinge, Hidalgo, zona de alta incidencia de
fasciolasis, y 20 bovinos negativos a F. he-
patica en examenes coproparasitoscopicos,
provenientes de Hueytamalco, Puebla, zo-
na de baja incidencia. La prueba de inmu-
noensayo en capa delgada con el extracto
salino dio los mejores resultados. En gene-
ral el ASD mostré mayor especificidad en
las prucbas y ¢l AS mayor sensibilidad.

Introduccion

Durante los 1iltimos afios se han descrito
diversos métodos de diagnéstico inmunal6-
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gico de la fasciolasis. Uno de los problemas
que se presentan al tratar de establecer es-
tas técnicas es determinar qué tipo de anti-
geno se debe utilizar, ya que existen diver-
sos métodos de extraccion (Capron et al.,
1964; Lang y Hall, 1977; Taillez y Ko-
rach, 1970; Gundlach, 1971; Van Tiggele,
1978) y el comportamicnto dc los chfer n
tes tipos de antigenos en las distintas prue-
bas inmunolégicas puede variar.

En bovinos se han utilizado principal-
mente los extractos salinos m.uros (Van
Tiggele, 1978; Burden y Hammet, 1979,
Farrel et al., 1981), extractos salinos des-
lipidizados (Koch, 1970; Doyle, 1973) y
en algunos casos anti purificados
(Blancou, Bouchet y Tailliez, 1976; Robert
et al.,, 1980) o antigenos metabélicos (Van
Tiggele, 1978). Las prucbas con
estos antigenos han sido las de intradermo-
rreaccion, precipitacién en agar, hemoaglu-
tinacién pasiva, fijacion del complemento,
contrainmunoelectroforesis y enzima inmu-
noensayo. Sin embargo, es dificil concluir
cuéles son el antigeno y la prueba més ade-
cuados para el diagnéstico de la fasciolasis
debido 2 la diversidad de resultados y a

ue muchas de estas pruebas se han esta-
blecido en animales infectados experimen-
talmente y los resultados son diferentes
cuando se aplican a animales infectadas
naturalmente (Van Tiggele, 1978).

En estudios recientes con bovinos infec-
tados en el campo (Arriaga er al., 1983)
se compard la sensibilidad y ificidad
de las pruebas de difusién doble en agar
(DD), hemoaglutinacién pasiva (HP),
contrainmunoelectroforesis (CIE), intra-
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dermorreaccion (IDR) e inmuncensayo en
capa delgada (ICD), usando un antigeno
somatico o uno metabélico de F. hepatica,
y se observé que los mejores resultados se
obtuvieron con las pruebas de [CD e IDR
y no hube diferencia entre los antigenos.

El objetivo del presente trabajo fue com-
parar dos de los antigencs més comimmen-
te utilizados, .un extracto salino crudo y
uno deslipidizado, en las prucbas de HP,
DD, ICD e IDR y determinar cual de estos
antigenos proporciona una mejor especifi-
cidad y sensibilidad para el diagnéstico de
la fasciolasis en bovinos.

Material y métodos

Preparacién de antigenos. Se prepararon
dos tipos de antigeno somaticos a partir de
cjemp}iares adultos de F. hepatica, obtenidos
de higados de bovino procedentes del ras-
tro: un extracto salino crudo (AS) y un
extracto salino deslipidizado (ASD), segin
técnicas ya establecidas (Crude Extracts of
Parasites, 1975).

Determinacisn de proteina. La cantidad
de proteina de los antigenos se determind
por el método de Lowry et al. (1951), uti-
lizando el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Preparacién de antisueros. Para obtener
los antisueros, se inmunizaron conejos con
5 mg de proteina del antigeno AS o ASD
mezclados con adynvante completo  de
Freund, siguiendo el esquema ya descrito
(Bautista y Morilla, 1981). Se utilizaron
2 conejos Nueva Zelanda hlancos de 2 kg
de peso para cada uno de los antigenos.

Animales. Se obtuvieron sueros y mues-
tras de heces de 30 bovinos localizados en
la zona de Tulancingo, Hgo., que se consi-
dera como una zona enzootica de fasciola-
sis. En el examen coproparasitoscopico sélo
12 animales fueron positivos. Por lo tanto,
se seleccionaron los sueros de estos animales
para las pruebas inmunolégicas de diag-
nbstico. Como control negativo se utiliza-
ron sueros de 20 bovinos localizados en el
Centro Experimental Pecuario de Hueyta-
maleco, Puebla, considerado como zona don-
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de existe ocasionalmente {asciolasis. Estos
animales fueron negativos en el examen
coproparasitoscépico.

Hemoaglutinacion pasiva (HP). Se si-
guid la técnica descrita (Indirect Haemag:
clutination Test 1975). Para esto se uti-
lizaron globulos rojos de borrego tanizados
y sensibilizados con cada uno de los anti-

enos. Con los sueros sc hicieron diluciones

obles seriadas y se consideraron como po-
sitivos aquellos que aglutinaron hasta la di-
lucién de 1:64 o mayor.

Dijusién Doble en Agar (DD). Se signié
la técnica de Ouchterlony (1973) utilizan.
do geles de agar Noble al 1.2% disuelto en
una solucién amortignadora salina de fos.
fatos (PBS), pH 7.2,0.15 M. Se aplicaron
las muestras de antigeno y suero y las ob-
servaciones se efectuaron a las 24, 48 y
72 hs.

Inmunoensayo en capa delgada (ICD).
Se sigui6 la técnica descrita anteriormente
(Gomez, Arriaga y Meorilla, 1979), utili-
zando cajas de Petri de poliestireno sensi-
bilizadas con una concentracién Gptima de
antigeno de 180 pg/ml.

Prueba intradérmica (IDR). Todos los
animales fueron incculados por via intra-
dérmica en las dos zonas que forman el
pliegue anocaudal. En un punto se inocu-
16 0.1 ml de AS (1.4 mg de proteina), en
en otra 0.1 ml de ASD (1.4 mg de protei-
na), y en otro, como contral, )1 ml de PBS,
pH 7.2, mediante una jeringa de turbercu-
lina con agujas del nam. 27, 1/4”, La me-
dicién de la respuesta inflamatoria se hizo
en milimetros con un vernier y las lecturas
fueron tomadas antes de la inoculacién de
los antigenos para obtener el grosor normal
de la piel v, subsecuentemente a los 30 mi-
nutos y 1, 3, 5, 6, 24 y 48 horas postinocu-
lacién de los antigenos en los animales de
Tulancingo, y 1, 2, 4 y 6 horas postinocu-
lacién en los de Hueytamulco. Se considerd
positivo un animal cuando se obtuvo una
inflamacién mayor de 8 mm (Lebrija et
al., 1980).

La sensibilidad o capacidad de las prue.
bas para detectar cantidades minimas de
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Figura 1

Porcentajes de los titulos de anticuerpos obtenidos en la prueba de hemoaglutinacion pasiva con sueros
de bovinos, utilizando un antigeno somatico crudo y uno deslipidizado de Fasciola hepatica

Bowinos de Tulancingo, Hgo. zona
de alta incidencia de fasciolasis.

Bowinos de Hueytamalco, Pue., 70-
na de bajé incidencia de fasciolasis,
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Titwlos de anticuerpos

AS Antigeno somarico crudo
ASD Antfgeno somatico deslipidizado.



anticuerpos, y la especificidad o capacidad
de discriminar & los animales infectados de
los no infectados, fucron obtenidas de los
resultados de las pruebas inmunolégicas
utilizadas de acuerdo con las siguientes

formulas (Rosales, 1980) :

Nim. de animales
con fasciolasis posi-
tivos a la prueba

Nam. total de ani-
males con fasciolasis

Seasibilidad = 100

Niim. de animales
sin fasciolasis nega-

ti 1 b
Especificidad = vos a la prueba

Nim. total de ani-
males sin fasciolasis

X 100

Resultados

El contenido de protcina fue de 14 mg/
ml para AS y 56 mg/ml para ASD. Con el
objeto de estandarizar las pruebas se utilizé
la misma concentracién de antigeno en to-
das ellas (14 mg/ml).

La figura 1 muestra los porcentajes de los
titulos de anticuerpos obtenidos en las prue-
bas de HP con los sueros de bovino utilizan-

do los antigenos AS o ASD. Los animales
con fasciolasiz mostraron en su mayoria ti-
tulos del 1:64 tanto con AS comoe con ASD,
mientras que los animales de la zona de
baja incidencia dieron en su mayoria titu-
igs de 1:16 v 1:32 con ASD y de 1:32 con

S.

En la figura 2 se muestra la respuesta
inflamatoria promedio de la piel en la
prueba de IDR. Los bovinos infestados tu-
vieron una respuesta inflamatoria con valo-
res mAximos entre 3 y 5 horas postinocula-
¢idn. Fn los animales libres de fasciola pro-
vocé una respuesta inflamatoria entre 1 y
2 horas después de la inoculacién y luegn
disminuyo. respuesta inflamatoria pro-
vocada por los dos antigenos fue semejante,
aunque en las primeras horas se observd
una inflamacién ligeramente mayor con

AS que con ASD en los animales infecta-
dos. (}E:n ninguno de los animales hubo res-
puesta inflamatoria detectable a las 24 o
48 horas postinoculacién de los antigenos.
Tampoco se observé inflamacion en la zona
inoculada con PBS.

Los porcentajes de animales positivos de-
tectados por las distintas pruebas de diag-
néstico y los porcentajes de sensibilidad y
especificidad de cada una de ellas se mues-

Cuabro 1

Porcentaje de bovinos positivoes a Fasciola hepatica, detectados por distintas pruebas
de diagndéstico.

Ast ASD?
Tulancingo® Hueytamaleo Tulancingo Hueytamaleo
% + /Tctal % +/Total 7% <+ /Total % H‘M:I_
Hemoaglutinacion
Pasiva (HP) 58 712 40 8/20 50 6/12 10 2720
Difusién Doble en
Agar (DD} 33 4/12 5 1/20 25 N2 Y 0/20
Intradermorreaccion 75 9/12 50 10,20 92 11/12 35 7/20
Coproparasiloscopico 1C0 12/12 0 0,20

AS — antigeno somdtico crudo.

ASD = antigeno somética deslipidizada.
Zona de alta Incidencia de faseiolasis.

Zona de baja Incidencla de fasclulasls,
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Figura 2

Respuesta inflamatoria de [a piel de bovinos inoculados en el pliegue anocaudal con un antigeno somético crudo
y uno deslipidizado de Fasciola hepatica

30 1 2 3

= min 1 horas
Tiempo de lectura

(a) — 12 bavinns de Tulancinge, Hgn., zona de alta incidencia de fasciolasis.
{b) — 20 bovinos de Hueytamalco, Fue., zona de baja incidencia de fesciolasis.
AS  Antigzno somatico cruda

ASD  Antigano somatico deslipidizade



tran en los Cuadros 1 y 2. La mayor sensi-
bilidad se obtuvo con las pruebas de ICD
con el antigeno AS (100%) y la de IDR
con ASD (92%). Sin embargo, la especifi-
cidad de estas pruebas fue relativamente
baja, ya que se tuvieron valores de 50%
con AS y 65% con ASD en la prueba de
IDR y de 75% con AS y 40% con ASD en
ICD. :

hepatica encontrindose que no hubo mayor
diferencia entre la especificidad y sensibi-
lidad de las pruebas, usando cualquiera de
los antigenos (Arriaga et al., 1983). En el
presente trabajo se comparé el mismo
antigeno somatico con un extracto sali-
no deslipidizado que es otro de los antige-
nos mas comimnmente usados. Los resulta-
dos obtenidos mostraron que la sensibilidad

Cuapro 2

Porcentaje de sensibilidad y especificidad de las distintas pruebas de diagndgslico
en bovinos utillzande dos antigemos de Fasciola hepatica

o Sensibilidad (a) % Especificidad(b)
Prucbas AS(e) ASD(d) AS ASD
Hemoaglutinacion pasiva (HE) iR 40 il 90
Difusién doble en agar (DD) 33 25 95 1C0
Inmunoensavo en capa delgada (ICD) 100 83 75 40
Intradermorreaccion (IDR) 75 Q2 an 65

Nim. ds anlmales con fasclolasls positives a la prueba X 100

(a) Sensibilidad =

Niam. total de animales con faseciolasis

Niam. de animales sin fasciclasis negativos a la prucba ¥ 100

(b) Especificldad =

(c) AS = antigeno somatico crudo.
(d) ASD = antigeno semético deslipidizado.

La prucha que mostré mayor especifici-
?\;d) fue DD (100% con ASD y 95% con

No hubo mayor diferencia en sensibili-
dad de las prucbas de HP y DD utilizando
AS o OSD. Sin embargo, en la prueba de
[CD se obtuvo mayor sensibilidad con AS
(100%) que con ASD (83%) y en IDR
fue mayor la sensibilidad con ASD (92%)
que con AS (75%).

Discusién

Al tratar de establecer las técnicas inmu-
nolbgicas para el diagnéstico de F. hepatica
es importante contar con el antigeno ade-
cuado.

En estudios recientes se compararon un
antigeno somdtico y uno metabélico de F.
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Nim. total de animales sin fasclolasis

fue ligeramente mayor utilizande AS mien-
tras que la especificidad fuc mayor con
ASD, excepto por IDR donde la sensibili-
dad fue mayor con ASD (92%) y en ICD
donde la especificidad fue mayor con AS
(75%) (Cuadro 2).

En cuanto a los resultados obtenidos con
las distintas pruebas, ICD fue la que mos-
trd mayor sensibilidad aunque la especifi-
cidad fue sélo de 75%. Gomez Arriaga y
Morilla (1979) y Arriaga et al. (1983),
también encontraron alta sensibilidad de Ja
prucba en bovinos y en forma semejante
Nilsson et al. (1980), encontraron elevada
sensibilidad de ICD en el diagnéstico de
Esquistosomiasis en humanos.

La sensibilidad relativamente baja de la
prueba de HP (Cuadro 2) y los titulos ba-
jos (Fig. 1) concuerdan con los resultados



obtenides en otros trabajos (Robert et al.,
1980; Arriaga et al.,, 1983). Por otro lado
Van Tiggele (1978) obtuvo buenos resulta-
dos con esta prucha en bovinos, pero obser-
v6 mucha variacién en los titulos, a través
del afio con periodos donde se obtuvieron
titulos muy bajos.

pruecba de DD fue la de menor sen-
sibilidad pero mayor especificidad, lo que
concuerda con lo observado anteriormente
(Blancou, Bouchet y Daynes, 1971; Blan-
cou, Bouchet y Tailliez, 1976; Van Tiggele,
1978; Arriaga et al., 1983) con animales
infectados naturalmente. Por el contrario,
la prueba parece tener mayor sensibilidad
en animales infectados experimentalmente
(Doyle, 1973).

En lo que respecta a los resultados de ]a
prueba de IDR, éstos concuerdan con tra-
bajos anteriores (Lebrija et al, 1981;
Arriaga et al., 1983) en los que se deter-
miné que los mejores tiempos para cfectuar
la lectura se encuentran entre los 20 minu-
tos v las 4 horas postinoculacidn,

La alta sensibilidad y baja especilicidad
de la IDR ha sido reportada también por
Pautrizel et al. (1962), y por Arriaga ez al.
(1983). Sin embargo, en el presente tra-
bajo la especificidad fue menor que la en-
contrada anteriormente (Arriaga et al.,
1983), lo que podria explicarse con el he-
cho de que los animales negativos proce-
dian de una zona donde se encuentra oca-
sionalmente Fasciola, y aunque los animales
scleccionados fueron ncgativos cn prucha
coproparasitoscdpica cabe la posibilidad
de que hubieran estado alguna vez en con-
tacto con el parasito.
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