
EVALUACION DE UN ANTIGENO SOMATICO V UNO METABOLICO DE 
Fasciola hepatica ADULTA EN EL DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO 

DE LA FASCIOLASIS EN OVINOS a b 

RESUMEN 

Con el objeto de conocer cual ant(geno y cual 
prueba son los mas adecuados para el diagn6stico 
de la fasciolasis en ovinos, se comparo un antt'geno 
somatico (AS) y uno metabolico (AM) de Fasciola 
hepatica adulta de origen bovino. Estos ant (genos 
se evaluaron en las pruebas de hemaglutinaci6n pa­
siva (HPj, difusi6n doble en agar (DOl, contra·' 
inmunoelectroforesis (CIE), inmunoensayo en capa 
delgada (lCD) e intradermon;;acci6n (IDA) y se 
determino la sensibilidad y'espeeificidad de cada 
una de las pruebas. Se utilizaron 30 ovinos infee­
tados en forma natural con Fasciola hepatica y 
33 ovinos libres del parasito. La prueba de IDA 
mostro la mas alta sensibilidad de 90"10 con AS y 
93% con AM y 97% de espeeificidad con ambos 
antlgenos. De las pruebas serologicas, I CD fue la 
de mayor sensibilidad con 80% con AS y 83% 
con AM, y especificidad de 97% con AS y 100% 
con AM. Los valores de sensibilidad y especifi­
cidad obten idos en las diversas pruebas con AS 0 

AM fueron muy semejantes. Se concluyo que en 
ovinos las pruebas de IDA e ICD son las mas con· 
fiables y que es posible la utilizaci6n indistinta de 
cua Iqu iera de los dos ant (genos. 

a. 	 Recibido para su publicaci6n el 9 de Oiciembre 
de 1981. 

b. 	 Proyeeto financiado en parte por CONACVT. 
c. 	 Proyecto Inmunologfa Experimental del Cerdo. 

INIFAP-SARH. Carr. Mexico·Toluca, km. 15.5 
Mlbcico,D.F. 05110. 

d. 	 Proyecto Fasciolasis, km.12.5 Carr. Cuernavaca 
-Cuautla. Jiutepec, fdo. de Morelos. 

Tee. Pee. Mex. Vol. 26, No.2 (1988) 

CAMILA ARRIAGA DE MORILLA C 

ALFREDO GOMEZ ARROYO c 

CARLOS RAMON BAUTISTA d 

ANTONIO MORILLA GONZALEZ c 

INTRODUCCION 

Diversas tecnicas inmunologicas han 

sido utilizadas para el diagnostico de la 

fasciolasis en ovinos, tales como aglu­

tinacion en latex, fijacion de comple· 

ment0 7, hemaglutinaci6n pasiva 6, 7 di­

fusion doble en agar 6 , 7, inmunofluo­

rescencia indirecta 9 y la mas reciente 

ELISA 14 0 modificaciones de esta co­

mo dot- ELISA3,15. 

En estas pruebas se han utilizado di­

versas preparaciones ant fgenas como 

extractos crudos 4 , 6, fracdones purifi ­

cadas 7 0 ant fgenos metab61icos 3, IS. 

Algunas de estas tecnicas 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 !os 

resu Itados en los dos casos pueden ser 

diferentes 10 10 que dificulta concluir 

cual es el antfgeno y la prueba mas 
d did' ,. 

a ecua a para e lagnostlco de la fas­
dolasis en ovinos. 
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Tabla 1En un trabajo anterior Gomez y cjficidad para el diagnostico de la fas­
Co1 6 , compararon dos antigenos so­ ciolasis en ovinos. 	 Porc.entaje de sueros 

cas utilizando un ant: 

maticos de Fasciola hepatica, un ex­

tracto crudo y un extracto deslipidi­ MATERIAL Y METODOS 

zado, en cuanto a su sensibilidad y 
especificidad en las pruebas de hema­
glutinacion pasiva, difusion doble, in­
monoensayo en capa delgada e intra­
dermoreaccion en ovinos y encontra­
ron que los mejores resultados se ob­
tuvieron con las pruebas de intrader­
moreaccion y hemaglutinacion pasi­
va,' y no se observo diferencia en el 
comportamiento de los antigenos so­
maticos. 

Recien se caracterizo el antigeno 
metabolico 0 de excreciones y secre­
ciones de Fasciola hepatica 11 y se en­
contra que tienen menor numero de 
componentes antigenicos que el ex­
tracto crudo; ademasse ha utilizado 
con buenos resultados en pruebas co­
mo inmunoensayo en capa delgada 0 
contrainmunoelectroforesis en ovinos 
infectados en forma experimental 10 • 

EI objetivo del presente trabajo 
fue comparar el comportamiento del 
antfgeno metabolico (AM) de Fasciola 
hepatica con el ant(geno somatico cru­
do (AS) antes utilizado, en las pruebas 
de hemaglutinacion pasiva (HPJ, difu­
sian doble en agar (DD), contrainmu­
noelectroforesis (CIE), inmunoensayo 
en capa del gada (ICD) e intradermo­
reaeei6n (I DR), eon utililaeion de ovi­
nos infectados en forrn(l natural, y de­
tcrminar eual antlyeno y eual prueba 
proporeiona mejor sensibllidad y espe-

Animales. 

Andgenos. 

Se obtuvieron muestras PRUEBA 

de heces y de sueros de 
Hemaglueinacion pasiV'~

30 ovinos localizados llifusion doble en aga, 

en Tulancingo, Hgo., 	 Contrainm;uncelectrofol 
(eIE}

considerada como zo­ lnmunoensayo en capa d 
CICD)na enzootica de fascio­
IDtrader:norreaccion {I

lasis. Por medio de un 
examen coproparasitos­ Coproparasitoscopico 

copico, se comprobO la 
(l) Tulancingo, Hga.

presencia de huevos de (2) Hl!ricia, Yuc., ZOI 

Fasciola hepatica en las (3) AS: ant~geno s",," 

(I,) AM: ant!geno met,heces, como testigo se 
utilizaron 33 ovinos 

utilizan estos lilt 
provenientes de IVh~ri­

de diagnostico. L 
da, Yuc., zona donae 

del AS ha side d 
hasta el momenta no 

-Navarrete 11, qui 
se ha encontrado este 

ponentes protefni 
parasito; ademas los 

genos por electrc 
animales fueron negati­ poliacrilamida y € 
vos en el examen co­ tes componentes I 
proparasitoscopico. 

Tabla 2 

Se prepararon dos ti ­
pos de ant (genos a par­

Porcentajes de. sensibi 
nos utiliza.ndo un antj 

tir de fasciolas adultas 
obtenidas de h igados 

PRUEBA 

de bovino provenientes 
del rastro: un antlgeno 

Hecaglutinaci6n pasiva 

Difusion doble en agar 

somatico crudo (AS) y Contrainmunoelect!'ofor, 

un 
co 

antigeno metaboli 
0 de excreeiones y 

lnmunaensayo en capa dl 

Intradermorreacoion {!l 

secreciones (AM). Para 
01 Sensibilidad 

la preparacion del AS 
se siguio el metoda ya (2) Es?e,cificidad 

establecid0 5• Las fas­
ciolas liofilizadas se 

(3) 

(4) 

AS: 

AH: 

antigeno sO'lLitj 

ancigeno llIetabc 

....... -~ ..--.---------------­



molieron en un mor­
tero y se extrajeron 
con cinco volumenes 
de solucion salina a­
mortiguadora de fos­
fatos (SSA), pH 7.2, 
con agitacion lenta por 
24 h en frio. EI extrac­
to se centrifugo a 1800 
9 por 40 min y el sobre­
nadante se guardo en 
allcuotas a -700 C. EI 
MV1 se preparo de acuer­
do con la tecnica des­
crita por Arriaga y Coil. 
Las fasciolas se lavaron 
con SSA con Timerosal 
al 0.01 % y despues se 
incubaron en solucion 
esteril de Hedon-Fleig 
(1 fasciola/ml) durante 
18h a 370 C; el medio 
se centrifugo a 1800 9 
por 40 min y el sobre­
nadante, que constitu­
ye el AM, se almaceno 
en la forma indicada 
para el AS. 

Protelna. 	 La cantidad de protel­
na de los antfgenos se 
determine por el meto­
do de Lowry y Col B 

• 

Pruebas Serologicas. Para las pruebas 
de hemaglutinacion pa­
siva (HPJ, difusion do­
ble en agar (DO), con­
trainmunoelectroforesis 
(CIE) e inmunoensayo 

en capa delgada (lCD) 
se emplearon las tlkni­
cas antes descritas I • 

Intradermoreacci6n (lOR). La prueba 
intradermica se realizo 
segun Gomez y COI6. 

La sensibilidad 0 capacidad para deter­
minar cantidades bajas 
de anticuerpos y la es­
pecificidad 0 capacidad 
de discriminar a los ani­
males infectados se ob­
tuvieron con las formu­
las utilizadas antes I: 

Num. de animales con 
fasciolasis positivos a 

Sensibilidad = 	 la prueba X 100 
Num_ total de animales 
con fasciolasis 

Num. de animales sin 
fasciolasis negativos a 

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

RESULTADOS 

EI contenido de proteina de los an­
tlgenos fue de 10/mg/ml en AS y 3 
mg/ml en AM. Para estandarizar los 
resultados se utilizo la misma concen­
tradon de protelna 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 0 AM. Los 
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Finura 1. Frecaencta de tft~los de anttcue,.~os ootentdns e~ her.liH"lutinaci5~ 
ovinos uti! izandc un antf'jeno somatic(I {.~$l y un anttn~n, ,.,etar,61 ieo (N:l de 
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ntulos de anticuernos Titulos 1e anticuernos 


1:2 1:4 1:6 

JG '3vinos de TulancT:'It'tJ. Hr:o., z!?nc rle alta 1itclde!'tci~ tie f'a~cif)lasts 

animales de Tulancingo mostraron tftu­ tivos los sueros que dieron tftulos de 

los entre 1: 16 y 1 :512 con cualqu iera 1 :8 0 mayores. 
de los dos antfgenos. Con los ovinos 
de Merida se obtuvieron titulos entre La Figura 3 muestra los resultados 

1:2 y 1:32 con el AS y entre 1:2 y de la prueba intradermica. Los ovinos 
1: 16 con el AM y solo un animal dio de Tulancingo mostraron un incremen­
un titulo de 1 :64. Seconsideraron po­ to maximo en el grosor de la piel a las 
sitivos los sueros que die ron aglutina­ 2 h postinoculacion que en promedio 
cion hasta t rtu los de 1 :64 0 mayores. fue de 7.2 mm con AS y 6,8 mm con 

AM. Los animales testigos mostra­

En lCD, los sueros de los ovinos de ron un incremento en el grosor de la 


Tulancingo die ron tftulos entre 1:8 y piel de menos de 1 mm a las 2 h des­

1 :32 con los dos ant(genos mientras pues de la inoculacion. 

que los ani males testigos en su mayo­

ria fueron negativos y un pequeno por­ Las Tablas 1 y 2 muestran los por­

centaje mostro tftulos 1:2 con AS 0 centajes de animales positivos detec­

con AM y s610 un animal dio tftulo tados por las distintas pruebas de diag­

de 1:8 (Fig. 2). Se consideraron posi nostico y los porcentajes de sensibili­
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Figura 2. Frecuenc i a de titu 1 os de ~nt i clI"rnos ,,!:'ten i ~O$ "!~ h"lUnOensayo en c~na del oada (ICC') 
con sueros de ovinos utilizando un antiaeno som§tico (~S) v un antin!no ~etab6lico (A~) de Fas­
sj()l~ ~'£patica. ­

70 
AS 

60 

20 

10 

o 
1'2 1'4 1'8 1'16 1'32 1'64 

Titulos de anticuerDos Titulos de anticuer!'los 

dad y especificidad de cada una de 
elias. La prueba que mostro la mas 
alta sensibilidad fue I D R (90% con 
AS y 93% con AM); la especificidad 

fue tam bien muy alta, 97% con am­
bos antfgenos. De las pruebas sero­
logicas ICD fue la que dio mayor sen­
sibilidad (80% con AS y 83% con AM) 

y especificidad (97% con AS y 100% 
con AM). Los resultados obtenidos 
con los dos ant(genos fueron semejan­

tes en la mayorfa de las pruebas. Sin 

embargo, en la prueba de HP la sensi­
bilidad con AS fue menor (47%) que 
con AM (60%). Tambien en CIE se 
observo menor sensibilidad con AS 
que con AM (57 y 73%). La sensibili­

mas baja' se obtuvo con DD (43% con 
AS y 30% con AM) aunque fue una 
prueba muy espec (fica. 

DISCUSION 

En el establecimiento de las pruebas 
inmunologicas de diagnostico es impor­

tante definir que antfgeno se va a utili 

zar. Los antfgenos somaticos crudos 
de parasitos son por 10 general mezclas 
muy complejas de distintos componen­
tes antigenicos, mientras que los antl­

genos metab6licos 0 de excreciones y 
secreciones poseen un menor numero 
de componentes, por 10 que se espera­

ria una mayor especificidad cuando se 
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Tabla 1 

Porcencaje de sueros de ovinos positivQS a '1'. hepatica. detectados por distintas pruebas in.munolo~i­
cas utilizando un anti:geno somatico crudo yun antige:no metab51ico. 

Tulancingo1 ? 
Merida~ 

PRUEBA AS 
J A..,!4 AS AM 

Hemaglutinacion pasiva (l!P) 

Difuaion dobl" en agar (DD) 

Contrainmunoelectroforesis 
(eIE). 

Inmunoensayo en capa delgada 
OCD) 

Intrader:norreaccion (IDR) 

% 
47 

43 

57 

83 

9U 

+/70t41 
14/30 

13/30 

17/30 

25/3U 

27130 

% 
60 

30 

73 

80 

93 

";'/:Ootal 
18/30 

9/30 

22130 

23{JO 

2elJO 

:t 
.<J 

3 

22 

3 

3 

+/Total 
u/33 

1/33 

6/27 

1[33 

1/33 

% 
3 

Q 

30 

0 

3 

+/Tot3.1 
1,33 

0/33 

8/27 

Ot33 

1/33 

Copropl1rasitosciSpico 100 30/30 a 11/33 

{.1) Tulancingo, liga., zona de alta incidencia de fasciolasis 

(2) MErida, Yuc •• Zona libre de fasciolasis 

(3) AS; ant!geno somatico crudo 

(4) AM: antl:geno metaoolico 

utilizan estos ultimos en las pruebas por inmunoelectrotransferencia de­
de diagnostico. La mayor complejidad mostro que 26 de estos del AS y 10 
del AS ha side demostrado por Ru iz del AM son reconocidos por los sue­
-Navarrete 11, quien separo los com- ros de ovinos infectados en forma 
ponentes protefnicos de los dos antf- experimental. 
genos por electroforesis en geles de 
poliacrilamida y encontro 48 diferen- Enel presente trabajo, a pesar de 
tes componentes en AS y 23 en AM; esta mayor complejidad, los valores 

Tabla 2 

Porcentajes de sensibilidad y especif1cidad de distintas pruebas inmunologicas de diagnosticQ en ovi... 
nos utilizando un antigeno somatico crudo y un ant!ge.no metabolico de ~~ 

% Sensibilidad01 % E.pe.cificidad (21 

AS(3) AM'!+}PRUEBA AS AM 

Hec.aglucinacion pasiva OlPl 47 60 100 97 

Difusion doble e.n agar (nDl 43 30 9.7 100 

Contrainmun()ele.ctroiores.l:s (CIt) 57 73 78 70 

Inmunoensayo en capa delgada (rCDl 8U 83 97 100 

Int::'-lldermorreaccion eWR) 90 2J 97 97 

Ul Sensioilidad NCi~. de ani~al~s con fasciola.sis 1')ositivos 
NU1l'l. total de an:Lluales con f asciolasis, 

a 1011 Drueb~ X 100 

(3) 

(4) 

AS: 

AN: 

NIi::.. 
R"'GTn. 

antigeno somatico crudo 

ant!geno metabolico 

de an~ales sin fasciola.sis ne~ativos a 
tocal de anic;U..es Sl.n iasciolasJ..s 

1a prueba X 100 
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de sensibilidad y especificidad obte­
nidos con las diversas pruebas con AS 
o AM fueron muy semejantes, solo en 
HP y en CIE se observo un aumento 
en la sensibilidad al utilizar AM. Tam­
bien en bovinos se ha encontrado que 
el comportamiento de las pruebas uti ­
lizando cualquiera de los dos antfge­
nos es semejante 1 . 

De las pruebas utilizadas, IDR fue 
la que mostro mas alta sensibilidad y 
especificidad 10 que corrobora los re­
sultados obtenidos por Gomez y Co1 6 • 

Cabe anotar que en bovinos el com­
portamiento de I DR es diferente pues 
aunque la sensibilidad es alta se pre­
sentan muchos falsos positivos 1. 

En cuanto a las pruebas serologicas 
ICD fue la que dio mejores resultados; 
esto concuerda con 10 observado en 
ovinos infectados en forma experimen­
tal 10 en los que es posible detectar an­
ticuerpos contra F. hepatica a partir 
de la segunda semana postinfeccion. 
Por otra parte, Gomez y Co1 6

, encon­
traron menor sensibilidad en esta prue­
ba al utilizar AS 10 que podria expli­
carse por la fluctuacion en los titulos 
de anticuerpos que ocurre en el suero 
de animales con fasciola 10, 12. 

Esto mismo explicar(a los resulta­
dos con H P que en el presente trabajo 
mostro menor sensibilidad con AS que 
la descrita por Gomez y Co1 6

. Las fluc­
tuaciones en los t(tulos de anticuerpos 
podrian ser debidas a la presencia de 
complejos inmunes circulantes, la que 
ha side demostrada hace poco, en los 

sueros de ovinos infectados con F. 
hepatica 2. 

De acuerdo con los resultados ob­
tenidos se puede conclu ir que es po­
sible la utilizacion indistinta de AS 0 
AM en las pruebas de diagnostico y 
que I D R 0 lCD, debido a su alta sen­
sibilidad y especificidad, son muy 
adecuadas para el diagnostico 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 (I H), 
double immunodifussion (0101. counterimmuno­
electrophoresis (CIE), thin layer immunoassay 
TIA) and intradermal test (lOT), 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. It was concluded that either 
antigen could be used and that lOT and TIA were 

the most realiable tests in sheep. 
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