EVALUACION DE UN ANTIGENO SOMATICO Y UNO METABOLICO DE
Fasciola hepatica ADULTA EN EL DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO
DE LA FASCIOLASIS EN OVINOS @ b

RESUMEN

Con el objeto de conocer cual antigeno y cual
prueba son los mds adecuados para el diagndstico
de la fasciolasis en ovinos, se compard un antigeno
somatico {AS) y unc metabdlico {AM] de Fasciola
hepatica adulta de origen bovino. Estos antigenos
se evaluaron en las pruebas de hemaglutinacion pa-

siva (HP), difusién doble en agar (DD}, contra--

inmunoelectroforesis {C1E}, inmunoensayo en capa
delgada {(ICD)} e intradermoreaccién {IDR) vy se
determiné la sensibilidad y especificidad de cada
una de las pruebas. Se utilizaron 30 ovinos infec-
tados en forma natural con Fasciola hepatica v
33 ovinos libres det pardsito. La prueba de {DR
mostré ta méas alta sensibitidad de 0% con AS y
93% con AM y 97% de especificidad con ambos
antigenos. De las pruebas serolégicas, ICD fue la
de mayor sensibilidad con 80% con AS y 83%
con AM, vy especificidad de 97% con AS v 100%
con AM. Los valores de sensibilidad y especifi-
cidad obtenidos en las diversas pruebas con AS o
AM fueron muy semejantes. Se concluyé que en
ovinos las pruebas de IDR e ICD son las mas con-
fiables y que es posible la utilizacidn indistinta de
cualquiera de los dos antigenos.,
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INTRODUCCION

Diversas técnicas inmunoldgicas han
sido utilizadas para el diagnostico de la
fasciolasis en ovinos, tales como aglu-
tinacion en latex, fijacion de comple-
mento’, hemaglutinacién pasiva® 7 di-
fusion doble en agar®: 7, inmunofluo-
rescencia indirecta® y la mas reciente
ELISA' o modificaciones de ésta co-
mo dot-ELISA3/ 15,

En estas pruebas se han utilizado di-
versas preparaciones antigenas como
extractos crudos*- ¢, fracciones purifi-
cadas’ o antigenos metabélicos®: 15,
Algunas de estas técnicas se han esta-
blecido en animales infectados en for-
ma experimental mientras que otras
se han utilizado en ovinos infectados
en forma natural en el campo y los
resultados en los dos casos pueden ser
diferentes'® lo que dificulta concluir
cudl es el antigeno vy la prueba mas
adecuada para el diagnostico de la fas-
ciolasis er: ovinos.
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En un trabajo anterior Gémez y cificidad para el diagndstico de la fas-
ciolasis en ovinos.

Col®, compararon dos antigenos so-
maticos de Fasciofa hepatica, un ex-
tracto crudo y un extracto deslipidi-
zado, en cuanto a su sensibilidad y
especificidad en las pruebas de hema-
glutinacién pasiva, difusién doble, in-
monoensayo en capa delgada e intra-
dermoreaccidn en ovinos y encontra-
ron que los mejores resultados se ob-
tuvieron con las pruebas de intrader-
moreaccién y hemaglutinacién pasi-
va,' y no se observé diferencia en el
comportamiento de los antigenos so-
maticos.

Recién se caracterizd el antigeno
metabdlico o de excreciones y secre-
ciones de Fasciola hepatica'' y se en-
contré que tienen menor nimero de
componentes antigénicos que el ex-
tracto crudo; ademds se ha utilizado
con buenos resultados en pruebas co-
mo inmunoensayo en capa delgada o
contrainmunoelectroforesis en ovinos
infectados en forma experimental!°,

El objetivo del presente trabajo
fue comparar el comportamiento del
antigeno metabdlico (AM) de Fasciola
hepatica con el antigeno somatico cru-
do (AS) antes utilizado, en las pruebas
de hemaglutinacion pasiva (HP), difu-
sion doble en agar (DD}, contrainmu-
noetectroforesis {CIE), inmunoensayo
en capa delgada {ICD) e intradermo-
reaccion (1DR), con utilizacion de ovi-
nos infectados en forma natural, y de-
terminar cudl antiyeno y cudl prueba
proporciona nejor sensibilidad vy espe-
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MATERIAL Y METODOS

Animales.

Antlgenos.

Se obtuvieron muestras
de heces y de sueros de
30 ovinos localizados
en Tulancingo, Hgo.,
considerada como zo-
na enzodtica de fascio-
lasis. Por medio de un
examen coproparasitos-
cépico, se comprobd la
presencia de huevos de
Fasciola hepatica en las
heces, como testigo se
utilizaron 33 ovinos
provenientes de Méri-
da, Yuc., zona donde
hasta el momento no
se ha encontrado este
pardsito; ademds los
animales fueron negati-
vos en el examen co-
proparasitoscopico.

Se prepararon dos ti-
pos de antigenos a par-
tir de fasciolas adultas
obtenidas de higados
de bovino provenientes
del rastro: un antigeno
somatico crudo (AS) y
un antigeno metabdli-
co o de excreciones y
secreciones {(AM). Para
ta preparacion del AS
se siguid el método va
establecido®. Las fas-
ciolas liofilizadas se



molieron en un mor-
tero y se extrajeron
con cinco volumenes
de soluciéon salina a-
mortiguadora de fos-
fatos (SSA), pH 7.2,
con agitacion lenta por
24 h en frio. El extrac-
to se centrifugd a 1800
g por 40 min y el sobre-
nadante se guard6é en
alfcuotas a-70°C. El
AM se prepard de acuer-
do con la técnica des-
crita por Arriagay Col'.
Las fasciolas se lavaron
con SSA con Timerosal
al 0.01% vy después se
incubaron en solucién
estéril de Hedon-Fleig
{1 fasciola/ml) durante
18h a 379C; el medio
se centrifugd a 1800 g
por 40 min y el sobre-
nadante, que constitu-
ve el AM, se almacend
en la forma indicada
para el AS.
Proteina. La cantidad de protel-
na de los antigenos se
determindé por el méto-
do de Lowry y Col5.

Pruebas Serdlogicas. Para las pruebas
de hemaglutinacion pa-
siva (HP), difusién do-
ble en agar (DD}, con-
trainmunoelectroforesis
(CIE) e inmunoensayo

en capa delgada {ICD)
se emplearon las técni-
cas antes descritas?®,

Intradermoreaccion (IDR). La prueba
intradérmica se realizo
segin Gémez y Col®.

La sensibilidad o capacidad para deter-
minar cantidades bajas
de anticuerpos y la es-
pecificidad o capacidad
de discriminar alos ani-
males infectados se ob-
tuvieron con {as formu-
las utilizadas antes!:

Nam. de animales con
fasciolasis positivos a

Sensibilidad = la prueba X 100
Num. total de animales
con fasciolasis

'NGm. de animales sin
fasciolasis negativos a

Especificidad = la prueba X 100
Nam. total de animales
sin fasciolasis

RESULTADOS

E! contenido de proteina de los an-
tigenos fue de 10/mg/ml en AS y 3
mg/ml en AM. Para estandarizar los
resultados se utilizo la misma concen-
tracion de proteina en cada una de las
pruebas. La Figura 1 muestra la fre-
cuencia de titulos de anticuerpos en
la prueba de HP obtenidos con los sue-
ros de los ovinos con AS o AM. Los
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% de sueros

Figura 1. Frecuencta de tiiulos de anticuernos ebienidss en hemaclutinacidn nasiva con sueros de
ovinos utilizands un antiseno somdtics (AS] v un antinans metatélido (A8} de Fasciola hematica,
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Tituios de anticuernas

.
32 opvinos de "drica. Yuc..

animales de Tulancingo mostraron titu-
los entre 1:16 y 1:512 con cualquiera
de los dos antigenos. Con los ovinos
de Mérida se obtuvieron titulos entre
1:2y 1:32con el AS vy entre 1:2 vy
1:16 con el AM y sélo un animal dio
un titulo de 1:64. Seconsideraron po-
sitivos los sueros que dieron aglutina-
cién hasta titulos de 1:64 o mayores.

En ICD, los sueros de los ovinos de
Tulancingo dieron titulos entre 1:8 y
1:32 con los dos antigenos mientras
gue los animales testigos en su mayo-
ri{a fueron negativos y un pequefio por-
centaje mostrd titulos 1:2 con AS o
con AM vy sblo un animal dio titulo
de 1:8 (Fig. 2). Se consideraron posi-
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Titulos de anticuernos

30 avinos de Tulancineo, Heo,, 2qna de alta incidencia de fasciolasis

zona 17%re de fascinlazis,

tivos los sueros que dieron titulos de
1:8 6 mayores.

La Figura 3 muestra los resultados
de la prueba intradérmica. Los ovinos
de Tulancingo mostraron unincremen-
to maximo en el grosor de la piel a las
2h postinoculacion que en promedio
fue de 7.2 mm con AS v 6,8 mm con
AM. Los animales testigos mostra-
ron un incremento en el grosor de la
piel de menos de 1 mm a las 2h des-
pués de la inoculacion,

Las Tablas 1 y 2 muestran los por-
centajes de animales positivos detec-
tados por las distintas pruebas de diag-
nostico vy los porcentajes de sensihili-



¥ de sueros

Figura 2. Frecuencia de titulos de anticuernos ontenidos en ivmunoensayo en cana delaada (1en)
con sueros de ovinos utilizando un antiaeno somdtico (AS) v un antimeno metabélico (AM) de Fas-

ciola hepatica.
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dad v especificidad de cada una de mas baja se obtuvo con DD {43% con
ellas, La prueba que mostrd la mas AS y 30% con AM) aunque fue una

alta sensibilidad fue IDR (90% con
AS vy 93% con AM); la especificidad
fue también muy alta, 97% con am-
bos antigenos. De las pruebas sero-
légicas ICD fue la que dio mayor sen-
sibilidad {80% con ASy 83% con AM)
y especificidad (97% con AS y 100%
con AM). Los resultados obtenidos
con los dos antigenos fueron semejan-
tes en la mayoria de las pruebas. Sin
embargo, en la prueba de HP la sensi-
bilidad con AS fue menor {47%}) que
con AM ({60%). También en CIE se
observd menor sensibilidad con AS
que con AM (57 v 73%)}. La sensibili-

prueba muy especifica.
DISCUSION

En el establecimiento de las pruebas
inmunolégicas de diagndstico es impor-
tante definir qué antigeno se va a utili-
zar. Los antigenos somaticos crudos
de pardsitos son por lo general mezclas
muy complejas de distintos componen-
tes antigénicos, mientras que los anti-
genos metabélicos o de excreciones y
secreciones poseen un menor ndmero
de componentes, por lo que se espera-
ria una mayor especificidad cuando se
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Tabla 1

Porcentaje de sueros de ovinos positivos a ¥, hepatica, detectados por distintas pruebas inmunoldgi-
cas utilizando un antigeno somdtico crudo y un ancIigeno metabdlico.

'I:uJ.anc:iuacv1 Mérida®

PRUEB A A53 AM“ AS Ax
b +/Total X = 4/Tetal X% +/Total X +/Teral

Hemaglutinacidn pasiva (HP) ~ %7 14730 60 18750 B e/33 3 1733
Difusifn doble en agar (DD) 43 13/30 30 9/30 3 1/32 ] 0/33
Contrainmunocelectroforesis 57 17/30 13 22/30 22 6/27 30 8/27
{CIE)
Inmunoensayo en capa delgada 83  25/3Q 80 23730 3 1733 g 0733
(ICD)
Intradermorreaceidn (IDR) 90 27/30 93 28/30 3 1/33 3 1733
Coproparasitoscpico 100 30/30 Q 4733

{1} Tulancinge, Hgo., zona de alta incidencia de fasciolasis
{2) Mérida, Yuc., zona libre de fasciolasis
(3) AS: antigeno somdtico crudoe

{41  AM: antigeno metab8lico

ytilizan estos Gltimos en las pruebas por inmunoelectrotransferencia de-
de diagndstico. La mayorcompiejidad mostré que 26 de éstos det ASy 10
del AS ha sido demostrado por Ruiz del AM son reconocidos por los sue-
-Navarrete!!, quien separ6 los com- ros de ovinos infectados en forma
ponentes proteinicos de los dos anti- experimental.

genos por electroforesis en geles de

poliacrilamida y encontrd 48 diferen-  En el presente trabajo, a pesar de
tes componentes en AS y 23 en AM; esta mayor complejidad, los valores

Tabla 2

Porcentajes de sensibilidad y especificidad de distintas pruehas inmunolBgicas de diagnfstice em ovi~-
nos utilizando un ant{geny somiticy crudo y un antigenoc metab8lico de Fasciola hevatica

% Senaibilidadt) % Especificidad 21
PRUEBA AS-G) AH(!‘) AS A
Hemaglutinacidn pasiva (HP) 47 60 100 97
Difusidn doble en agar (D3) 43 3Q 97 100
Centrainounpcelectroforesis (CIE) 57 73 . 78 70
Inmunoensayoc en capa delgada (ICD} 84 83 97 100
Intradermorreaccifin (IDR) 90 93 97 97
€1) Sensibilidad - sﬁm, de a?i:{zales con fascio%asi§ ?osljtivas a la pruebz X 100
Nlm, total de apimales con rascilolasis,
(2) Especificidad . NGm. de animales sin fasciolasis negativos a la prueba £ 190

Nim. totai de animales siv rasciolasis

(3) AS: antigeno somitico ¢rudo

{4} AM: ancigeno metab8lice
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de sensibilidad y especificidad obte-
nidos con las diversas pruebas con AS
o AM fueron muy semejantes, s6lo en
HP vy en CIE se observé un aumento
en la sensibilidad al utilizar AM. Tam-
bién en bovinos se ha encontrado que
el comportamiento de las pruebas uti-
lizando cualquiera de los dos antige-
nos es semejante®.

De las pruebas utilizadas, IDR fue
la que mostré mas alta sensibilidad y
especificidad lo que corrobora los re-
sultados obtenidos por Gémez y Col®.
Cabe anotar que en bovinos el com-
portamiento de IDR es diferente pues
aunque la sensibilidad es alta se pre-
sentan muchos falsos positivos®.

En cuanto a las pruebas seroldgicas
ICD fue la que dio mejores resultados;
esto concuerda con lo observado en
ovinos infectados en forma experimen-
tal 1° en los que es posible detectar an-
ticuerpos contra F. hepatica a partir
de la segunda semana postinfeccion,
Por otra parte, Gémez y Col®, encon-
traron menor sensibilidad en esta prue-
ba al utilizar AS lo que podria expli-
carse por la fluctuacién en los titulos
de anticuerpos gue ocurre en el suero
de animales con fasciola 10+ 12,

Esto mismo explicaria los resulta-
dos con HP que en el presente trabajo
mostré menor sensibilidad con AS que
la descrita por Gémez y Col®. Las fluc-
tuaciones en los titulos de anticuerpos
podrian ser debidas a la presencia de
complejos inmunes circulantes, la que
ha sido demostrada hace poco, en los
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sueros de ovinos infectados con F.

hepatica?.

De acuerdo con ios resultados ob-
tenidos se puede concluir que es po-
sible la utilizacion indistinta de AS o
AM en las pruebas de diagnostico y
gue IDR o ICD, debido a su alta sen-
sibilidad y especificidad, son muy
adecuadas para el diagnéstico de la
fasciolasis en ovinos.

SUMMARY

In order to determine which antigen and which
test are the most suitable for the immunological
diagnosis of fascioliasis in sheep, a somatic (AS)
and a metabolic {AM)} antigen of adult Fasciola
hepatica were compared. These antigens were
evaluated using indirect haemagglutination (IH),
double immunodifussion {DID), counterimmuno-
electrophoresis (CIE), thin layer immunoassay
TIA) and intradermal test {(1DT), and the sensitivity
and specificity of each test was determined. For
this, 30 sheep naturally infected with Fasciola
hepatica and 33 non infected sheep were used. The
intradermal test showed the highest sensitivity of
90% with AS and 93% with AM, and 97% specificity
with both antigens. Among the serological tests,
TIA had the highest sensitivity, 80% with AS and
83% with AM, and specificity of 97% with AS and
100% with AM. The sensitivity and specificity of
the different immunological tests were very similar
using either AS or AM. Itwasconcluded that either
antigen could be used and that IDT and T!A were
the most realiable tests in sheep.
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