
DINAMICA DE LA RESPUESTA SEROLOGICA DE OVINOS INFECTADOS 

EXPERIMENTALMENTE CON Fasciola hepatica. 


RESUMEN 
Al aplicar pruebas serológicas de 
diagnóstico en animales infectados 
con Fasciola hepatica es frecuente 
encontrar variaciones en los títulos de 
anticuerpos, lo cual podría ser atribui
do a los cambios de niveles de 
anticuerpos que ocurren durante la 
infección. Para poder entender mejor 
estos cambios e interpretar más ade
cuadamente las pruebas de diagnósti
co, se determinó estudiar cómo varía 
la respuesta inmune en ovinos infec
tados experimentalmente mediante las 
pruebas de difusión doble en gel 
(DO), hemoaglutinación pasiva (HF?, 
inmunoelectroforesis (IEF) , contrain
munoelectroforesis (CIE) e inmunoen
sayo en capa delgada (ICE), durante 
las primeras 15 semanas postinfec
ción. Se utilizaron dos diferentes 
antígenos: somático y metabólico de 
Fasciola hepatlca. los resultados in
dicaron que ICO fue la prueba que 
primera detectó a los ovinos infecta
dos (100% de animales positivos a 
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partir de la primera semana), por lo 
que parece ser muy adecuadá para el 
diagnóstico temprano de la enferme
dad. las pruebas de DO y CIE 
mostraron títulos apreciables de anti
cuerpos anti-Fasciola a partir de la 
quinta semana mientras que la de HP 
mostró títulos a partir de la séptima 
semana. Se sugiere que para seleccio
nar las pruebas serológicas de diag
nóstico de fasciolasis, es importante 
tener en consideración los resultados 
obtenidos en este trabajo. 

INTRODUCCION 
Se han descrito diversos métodos 
inmunológicos para diagnosticar la 
fasciofasis en ovinos. Entre las prue
bas adaptadas para este fin, se 
encuentran: inmunoelectroforesis (lE 
F) (Gapron et al., 1964), difusión 
doble en agar (DO) (Kadhim y Alattar, 
1974), contrainmunoelectroforesis (CI 
E) (Hillyer, 1975), hemoaglutinación 
pasiva (HF? (Van Tiggele y Over, 
1976). fijación de complemento (Fe), 
inmunofluorescencia directa (lF e in
directa (lFO, reacción intradérmica 
(IDA) (Patnaik y Das, 1961) e inmuno
ensayo en capa delgada (ICE) (Gómez 



et al., 1979). Sin embargo, son pocos 
los estudios en los que se han 
determinado el desarrollo de los títu... 
los de anticuerpos en animales infec ... 
tados experimentalmente. 

.Klimenko (1971) utilizó pruebas de 
precipitación en ovinos infectados 
con 140 metacercarias de F. hepatiCa 
Y observé la producción de anticuer
pos entre las 2 y las 18 semanas 
postinfección. Por otro lado, Bénex et 
al." 1972) en ovinos infectados con 
250 metacercarias, determinaron las 
tasas de anticuerpos en el transcurso 
de 15 semanas por diversas pruebas 
de diagnóstico (Fe, HP, DO, IEF, IF); 
los anticuerpos aparecieron durante la 
segunda semana postinfección cual
quiera que fue el método empleado. 
Las tasas de anticuerpos se incremen
taron hasta estabi I izarse entre la sexta 
y octava semana y se mantuvieron así 
hasta el final del experimento. Los 
anticuerpos precipitantes aparecieron 
más tarde que los otros (tercer sema ... 
na). Borojevié el al., (1973) llevaron a 
cabo pruebas de fluorescencia indi... 
recta en ovinos Infectados con 500 
metacercarlas y obtuvieron los títulos 
más altos 6 semanas después de la 
infección. Al utilizar la misma técni
ca, Movsesijan el al., (1975) observa
ron también un aumento marcado de 
anticuerpos en ovinos durante las 
primeras 6 semanas, seguido de una 
disminución gradual de ellos después 
de la semana 16. Además, notaron 
que los niveles de IgG de los ovinos 
infectados aumentaron entre las 6 y 
12 semanas y disminuyeron a partir 
de la ..semana 16.
Van TlggéTé- Y -Over (1976) con un 
antígeno deslipidlzado detectaron la 
presencia de anticuerpos en ovi nos, a 
partir de la tercera semana con la 
prueba de HP; en este experimento 
los niveles máximos fueron alcanza
dos en la semana 17, en tanto que los 
hueveclllos del tremátodos se detecta ... 
ron en las heces a partir de la semana 

11. En un trabajo posterior, Van 
Tlggele (1978) utilizó cuatro grupos de 
ovinos, que recibieron de 400 a 1200 
metacercarlas por animal y observó la 
aparición de anticuerpos en las prue
bas de HP, DO e IEF, a partir de las 2 
o 3 semanas postlnfección yel mayor 
número de bandas de pr.ecipitaclón se 
obtuvo entre las 8 y 12 semanas 
posteriores a la infección. Con objeto 
de determinar cómo se modifican las 
poblaciones de anticuerpos, Hanna 
(1980) hizo reaccionar suero prove
niente de Q..vinos con infecciones de 
O a 30 selTlanas de duración, con 
secciones de parásitos obtenidos 1, 6 
Y 29 semanas después de la Infesta
ción, encontró que los anticuerpos 
con afinidad por el epitelio intestinal, 
sistema excretor ,y tegumento de las 
formas juveniles, mostraron su máxi
mo nivel 4 semanas después de la 
infección y comenzaron a -declinar 
tres semanas más tarde; en cambio, 
los anticuerpos dirigidos contra el 
tegumento de las formas adultas 
aparecieron hasta las 6 semanas post
infección y comenzaron a declinar 5 o 
6 semanas después. 

Sandeman y Howell (1980) cultiva
ron metacercarias enquistadas con el 
suero de borregos infectados con 100 
a 200 metacercarias de F. hepatlca, y 
observaron la formación de un preci
pitado, en el cual se confirmó la 
presencia de anticuerpos por IF y por 
DO. Se detectaron anticuerpos desde 
la primera semana postinfecclón. Los 
anticuerpos se elevaron y alcanzaron 
su máximo nivel entre las 9-10 semaQ 

nas, lo que coincide con la primera 
aparición de hueveclllos en las heces; 
después de este tiempo los niveles de 
anticuerpos decrecieron. La compara
ción della: cantidad de precipitado 
formado, con los niveles de enzimas 
hepáticas y biliareS en el suero, 
indicó que la respuesta deantlcuer... 
pos alcanza su máximo cuando las 
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fascl,olas inmaduras provocan mayor 
darlo al parénquima hepático, como 
resultado de su activid~d migratoria. 
Los niveles de anticuerpos disminu
yen una vez que los tremátodos se 
establecen en el dueto biliar. 

Nájera (1981), en borregos infecta
dos oralmente con 200 metacerca
rlas, determinó con la técnica de HP 
que los títulos de anticuerpos aumen
taron a partir de la cuarta semana; los 
niveles máximos se registraron entre 
la sexta y décima semana y la 
inmunoglobulina predominante fue IG 
M. Por inmunofluorescencia indirecta 
detectó anticuerpos de la clase IgG 
desde la tercera semana, con títulos 
máximos entre la séptima y décima 
semana. 

Recientemente, Arriaga, et al., 
(1983) y Gómez el al., (1984) han 
observado que cuando se aplican 
diversas pruebas de diagnóstico en 
animales infectados naturalmente con 
F. hepatica, se presentan variaciones 
en' los títulos de anticuerpos, situa
ción que podría atribuirse a cambios 
en los niveles de anticuerpos que 
ocurren en el tratamiento de la misma 
infección. El objetivo del presente 
trabajo fue determinar cómo varía la 
respuesta inmune en las pruebas HP, 
DO, CIE, 10R e ICO, durante las 
primeras 15 semanas después de la 
infección experimental, cuando se 
utilizan dos diferentes antígenos de 
Fasciola hepatica , uno somático y 
otro metabólico. 

MATERIAL y METODOS 
Animales. Se utilizaron 13 borregos 
de raza Tabasco de 2 a 3 anos de 
edad, los cuales fueron infectados 
oralmente con 150 metacercarias por 
animal. Se tomaron muestras de sue
ro antes de la infección y El 1, 5, 7, 10... 
11 Y 15 semanas después de la 
infección. Posteriormente los borre
gos fueron sacrificados y se determi
nó el número de fasciolas recupera
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das en cada animal. Además, 5 
animales se dejaron como testigo sin 
infectar; estos animales fueron san
grados a las O, 2, 4, 6, 8 Y 10 
semanas del experimento. 

Preparación de antígenos. Se pre
pararon dos tipos de antígenos a 
partir de ejemplares adultos de Fas
dola hepatlca obtenidos de hígados 
de bovino procedentes del rastro: un 
antígeno somático (AS) y un antigeno 
metabólico o de excreciones y secre
ciones (AM) • de acuerdo con las 
técnicas descritas anteriormente (Arria 
gael al., (1983). 

Examen coproparasitoscóplco. Se 
tomaron muestras para llevar a cabo 
la técnica de sedimentación para 
detectar la presencia de huevecillos 
de FascIola hepatlca, a lo largo del 
experimento. 

Difusión doble en agar (DO). Se 
utilizaron geles de agar Noble (Olfco 
Laboratorles) al 1% en solución sali
na amortiguadora de fosfatos (SSAF) , 
pH 7.2, con 10% de NaCI según la 
modificación de'Van Tiggele (1978). 

Contrainmunoelectroforesls (CIE). 
Se siguió la técnica ya descrita 
(Arrlaga et al., 1983) utilizando geles 
de agar Noble (Oifco Laboratories) al 
1.2% en solución salina amortiguada 
de barbfturatos, pH 8.6, fuerza lónica 
0.05 (Sigma Chemical Company). 

Hemoaglutinación pasiva (H~. Se 
llevó a cabo el método descrito por 
Bautista y Morilla (1981). Para ello se 
utilizaron glóbulos rojos de borrego 
tratados con ácido tánlco y sensibili
zados con cada uno de los antígenos. 
Con Sueros se hicieron diluciones 
dobles seriadas y se consideraron 
positivos los que aglutinaron hasta la 
dilución 1 :32 o mayor. 

Inmunoensayo en capa delgada 
(ICO). Se utilizó la técnica descrita 
anteriormente (Gómez, Amaga y Mori
lla, 1979). Se hicieron diluciones 
dobles seriadas de los sueros y se 



consideró positivo a un suero, cuando 
se formaba una gota visible en la 
dilución 1 :8. 

Prueba Intradérmica (IDA). Esta 
prueba se llevó a cabo una sola vez, 
14 semanas después de la infección. 
En cada animal se rasuró el cuello de 
ambos lados; en un lado se inoculó 
por via intradérmlca 0.1 mi de AS de 
Fasclola hepatlca (1.4mg/ml proteína) 
y en otra zona SSAF pH 7.2, estéril. 
Del otro lado del cuello se inoculó AS 
solamente. Las lecturas se r~lizaron 
a 10s'0, 30 y 60 min y a las 2, 3, 4, 5 
Y 6 horas utilizando un vernier. Se 
determinó que la prueba fue positiva 
cuando la reacción inflamatoria fue 
mayor de 5 mm (Gómezet al:, 1981). 

RESULTADOS 
El curso de la infección en los 
animales inoculados con metacerca
rias fue semejante a lo que se ha 
descrito en la literatura. El promedio 
de fasciolas recuperadas en el hígado 
fue de 10.91 0.2626 Y los animales 

Figura 

empezaron a excretar huevecillos a 
partir de la décima semana. 

La Figura 1 muestra la variación 
con el tiempo de .infección del por
centaje de ovinos positivos a F. 
hepactlca, en las distintas pruebas de 
diagnóstico al utilizar el AS. Con la 
prueba de leo hubo 100% de anima
les positivos a partir de la primera 
semana postinfección, y se mantuvo 
durante las siguientes catorce sema
nas. Con elE hubo 50% de animales 
positivos en la quinta semana postin
fección y fue aumentado el número 
hasta llegar a 90% en la semana 15. 
Con la prueba de DO se obtuvo 83% 
de positivos en la quinta semana y 
100% de positivos a partir de la 
semana 7. Por HP se detectó 8% de 
positivos en la semana 7, y fue 
aumentando en las semanas posterio
res hasta llegar a 80% en la semana 
15. 

Con el AM fue también leo la 
primera prueba en detectar el 92% de 
animales positivos a partir de la 
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Variación con el fiempo de infección de los porcentajes de ovinos positivos o F. hepatica 
detectados por distintos pruebas de diagnóstico con un antígeno somÓtico. (AS) 
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Figura 2 

Porcentaje de ovinos positivos 0.1':. hepatica detectados por distintas pruebas de diagnóstico 
con un antíqeno metabólico (AM), durante el transcurSO de la infección 
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primera semana, porcentaje que se las semanas siguientes. Resultados 
mantuvo en la semanas siguientes similares se obtuvieron con la prueba 
(Figura ~. Con la prueba de elE se de DO, ya que los porcentajes se 
tuvo 83% de animales positivos en la elevaron de 675% en la semana 5 a 
quinta semana, y aumentó a 100% en 100% en las semanas sucesivas. La 
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Recrproco re 
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(Iog 2) 

Promedio de 105 títulos de anticuerpos en la prueba de inmunoensoyo en capa delgada 
en ovinos infectados experhnentalmente con ~~sciola hepot~~, utilizando antrgenos: 
somático (AS) y metabólico (AM). 	
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prueba de HP detectó sOlamente 8% con HP. Cuando se utilizó AS, los 
de animales positivos en las semanas títulos permanecieron bajos durante 
7, 10 Y 11, sólo hata la semana 15 se las primeras 7 semanas y aumentaron 
obtuvo el 40% de positivos. a partir de este momento. Con el AM 

La Figura 3 muestra la variaciÓn de los títulos permanecieron bajos hasta 
los títulos de anticuerpos obtenidos la semana 11 y sólo a partir de la 
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semana 15 hubo incremento. 
La figura 4 muestra la variación de' 

los títulos de anticuerpos, obtenidos 
con ICO durante las semanas poste
riores a la infección. A partir de la pri
mera semana se encontró un marclido 
aumento en los títulos, los cuales 
llegaron a su valor más alto entre la 
quinta y la décima semana y disminu
yeron desde la undécima. semana. La 
respuesta con los 2 antígenos fue 
semejante, 

Con respecto a la IDR los resulta
dos indican que en los animales 
infectfidos experimentalmente, la 
reacción' il'lflamatoria fue mayor que 
en los animales testigos. En los 
borregos infestados se observó que la 
inHamación fue aumentando paulati
namente a los 30 min y 1 hora 
postinoculación, hasta llegar a las 2 
horas, en donde se presentó la reac
ción más intensa; posteriormente ésta 
fue disminuyendQ a partir de las 3 
horas, siguió así durante las 4, 5 Y 6 
horas y mantuvo los mismos niveles 
después de este tiempo. Por otro 
lado, en los ovinos controles se 
observó igualmente .que el grado de 
inflamación también fue mayor a la6 2 
horas, pero es posible apreciar la 
diferencia que hay entre éstos y los 
animales infestados (Figura 5). 
DISCUSION 
Los resultados obtenidos muestran 
cómo los títulos de anticuerpos de
tectados por las pruebas de ICO, 00, 
HP Y CIE, aparecen y varían durante 
las 15 semanas del experimento. En 
general, los resultados con 00, HP Y 
CIE concuerdan con lo informado por 
otros autores (Van Tiggele, 1978); sin 
embargo, en este trabajo los anticuer
pos comenzaron a tener títulos apre
ciables más tardíamente al utilizar 
HP, probablemente debido a que se 
usó un menor número de metacerca
rias en la jnfestación. 

El hecho de que se encuentre 
menor número de animales positivos 

en el transcurso de la infección c'on el, 
AM, sugiere que probablemente no se 
formen anticuerpos contra estos antí
genos, ya que provienen de parásitos 
adultos; tal vez si se hubiera utilizado 
AM de parásitos juveniles, se hubiera 
detectado un mayor número de ani
males positivos. 

Los resultados obtenidos indican 
que ICO permite observar la aparición 
de anticuerpos contra F. hepatica 
desde fases muy tempranas de la 
infestación (Figura 1 y 2). Esto apoya 
lo informado por Arriaga el aL, (1983) 
y por Gómez et aL, (1981), quienes 
demostraron que ICO es una prueba 
de alta sensibilidad y especificidad en 
el diagnóstico de la fasciolasis en 
ovinos y bovinos. 

Con respecto a la prueba intradér
mica, los resultados indican que 
exclusivamente en los animales infec
tados se observa una reacción fuerte
mente positiva, en tanto que en los 
testigos la reacción es de menor 
intensidad. 

Los datos obtenidos muestran nue
vamente que el AS y el AM se 
comportan en forma semejante, como 
se ha informado anteriormente (Arria
ga el al., 1983), a excepción de la 
prueba de HP. Además confirman que 
ICO es una prueba muy adecuada para 
el diagnóstico de la fasciolasis en 
ovinos, ya que posee alta sensibilidad 
y porque permite el diagnóstico tem
prano de la enfermedad. 

La variación que se observa en 
algunas de las pruebas al comparar 
estos resultados con los obtenidos en 
poblaciones abiertas, podría atribuirse 
a que en el campo, los borregos 
constantemente se reinfestan y las 
cargas parasitarias varían de acuerdo 
con la época de año; el haber un gran 
número de parásitos, los títulos de 
anticuerpos en algunas de las pruebas 
podrían disminuir, como ha sido 
demostrado por Garay et al., (1983), 
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quienes encontraron que en animales 
muy parasitados los títulos eran bajos 
al compararlos con animales con 
menor número de parásitos. Esto en 
parte podría deberse a la formación 
de complejos inmunes circulantes, lo 
cual recientemente se ha informado 
que ocurre en borregos parasitados 
con F. hepatica (Arrlagaet al., 1984). 

SUMMARY 
It Is usually common to observe 
variations in the antibody titer when 
serologic tests are used for the 
diagnosis of Fasciola hepatica infec
tion in animals; this fact could be 
attributed to changes in the antibody 
levels which occur during infection. In 
order to understand these changes 
and to interpret better the performan
ce of serologic tests, it was decided 
to study how the humoral immune 
response develops in sheep experi
mentally infected with F. hepatlca. 
The tests utilized, during 15 weeks of 
infection, Were: Double Immunodiffu
sion in gel (DD); Indirect Haemagglu
tination (1 HA) ; Immunoelectrophoresis 
(lE) ; Counterimmunoelectrophoresis 
(CIE) , ant Thin layer Immunoassay 
(TIA); two different antigens, obtained 
from adult F. hepatica, somatic and 
metabolic (excretion/secretion pro
ducts) were used with the tests. The 
results indicated that TIA was the test 
which first detected anti-Fasciola an
tibodles In infected sheep (100% of 
posltlve animals In the flrst week after 
Infection), and for thls reason TIA 
seems to be appropiate to carry out 
.the early diagnosis of fasciolasis. On 
the other hand, DD and CIE showed 
appreciable anti-Fasclola antibody ti
ters at week 5 after infection, where 
as IHA at week 7 after Infection. In 
order to select serologic test for the 
diagnosis of fasciolasis, it is sugges
ted to take into account the results 
reported in thls paper. 
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