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EVALUACION DE UN ANTIGENO SOMATICO Y UNO METABOLICO DE
Fasciola hepatica ADULTA EN EL DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO
DE LA FASCIOLASIS EN OVINOS 2 b

RESUMEN

Con el objeto de conocer cual antigeno v cual
prueba son los mds adecuados para el diagndstico
de la fasciolasis en ovinas, se compard un antigeno
somdtico (AS) y uno metabdlico {AM) de Fasciola
hepatica adulita de origen hovino. Estos antigenos
se evaluaron en las pruebas de hemaglutinacién pa-

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

inmunoelectroforesis (CIE), inmunoensayo en capa
delgada (ICD) e intradermoreaccién (IDR) vy se
determind la sensibilidad v especificidad de cada
una de las pruebas. Se utilizaron 30 ovinos infec-
tados en forma natural con Fasciola hepatica v
33 ovinos libres del pardsito, La prueba de IDR
mostrd la mds olta sensibilidad de 90% con AS vy
93% con AM y 97% de especificidad con ambos
antfgenos. De las pruebas seroldgicas, ICD fue Ia
de mavyor sensibilidad con B0% con AS v 83%
con AM, vy especificidod de 97% con AS v 100%
con AM, Los valores de sensibilidad y especifi-
cidad aobtenidos en las diversos pruebas con AS o
AM lugron muy semejantes.  Se concluyd que an
ovinas las pruehas de IDR ¢ ICD son Jas mis con-
fiables y tjue es posible la utitizacién indistinta de
cualquiera de los dos antigenos.
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INTRODUCCION

Diversas técnicas inmunoldgicas han
sido utilizadas para el diagndstico de la
fasciolasis en ovinos, tales como aglu-
tinacién 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-ELISA® 15,

En estas pruebas se han utilizado di-
versas preparaciones antigenas como
extractos crudos®« 6, fracciones purifi-
cadas” o antigenos metabdlicos3« 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 vy los
resultados en los dos casos pueden ser
diferentes'® lo que dificulta concluir
cual es el antigeno y la prueba mas
adecuada para el diagnéstico de la fas-
ciolasis en ovinos,
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En. un trabajo anterlor Gomez,y
Col¢,
madticos de Fascwla hepatlca, un ex~
tracto. crudo v Un.extracto’ desl:pldl-
zado, "en - cua’to a sensnblhdad y

sultados se ob-
tuvieron con la‘vs ruebas- de intrader-
'moreaccnon hY hcméiglutinacuon ‘pasi-
. 'va, y,_‘o e observd: diferencna en el

comportamnento de los antlgenos so-

'mathOS.

Recuen ‘se. caracterlzo eI antlgeno_-
metabdlico o de excrectones y ecre‘_,"
ciones de Fasciola hepat/ca Niyse en- 5
contré que tienen: menor,numero de'

componentes antlgémcos 'qu
tracto crudo; ademas se h ;

fue . compa’ ’
antlgen m

.noelectroforesns (CIE)
en ‘capa delgada (l("D)
teaccion (IDRY; con uuh/dc:on el ovi.
nos infectados en Torma’ nmurul_, Y c_lc-
terminar cudl antiyeno 'y cudl prucha
proporciona ejor sensibilidad y espe-

mmunoensayo

compararon dos” amlgenos so-’

-cificidad para el diagndstico de la fas-
‘ciolasis en ovinos.

MATERIAL Y METODOS

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-
copico, 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
parasito; ademads los
animales fueron negati-
vos en el examen co-
proparasitoscopico.

Animales.

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

Antfgenos.
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molieron en un mor-
tero y se extrajeron
con cinco volumenes
de solucién salina a-
mortiguadora de fos-
fatos (SSA), pH 7.2,
con agitacién lenta por
24 h en frio. El extrac-
to se centrifugd a 1800
g por 40 min y el sobre-
nadante se guardd en
alicuotas a-70°C. El
AM se preparo de acuer-
do con la técnica des-
crita por Arriaga y Col'.
Las fasciolas se lavaron
con SSA con Timerosal

al 0.01% y después se’
incubaron ‘en solucion '

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-
ye el AM, se almacend
en la forma indicada
para el AS,
Proteina. La cantidad de protei-
na de los antigenos se
determind por el méto-
do de Lowry y Col¥.

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

. Sensibilidad = la prueba X

en capa delgada (ICD)
se emplearon las técni-
cas antes descritas’.

tntradermoreacciéon (IDR). La prueba
intradérmica se realizé
segin Gomez y ColS,

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 tas formu-
las utilizadas antes!:

Num. de animales con
fasciolasis positivos a
100
Num. total de animales
con fasciolasis

Nim. de animales sin
fasciolasis negativos a

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

RESULTADOS

El contenido de proteina de los an-
tigenos fue de 10/mg/ml en AS vy 3
mg/m! en AM. Para estandarizar los
resultados se utilizé 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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Hnuu 1, rrn:.:u:h de (l.ulu de antlcucrnas obtentdnz a7 hemsalutinag(da ~as{va con suercs de
ovinos utilizands un uu--;eno sorﬂ!u (A2) y un antinind retatdlico (£} de Fisziola henatics,
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° N2 e 0B 1116 137 hed ETrTgrs G2 64 18 106 1532 (164 LQE k236 43R
Titulos de anticuerms N Tftulos 4e antfcuerros

% avingg de Tulanziaes, Ieo,, 3n¢ de alta inclde~cis de #i-cialasis

Y]

v:vhms ce “dridy, Yuc,. fonai1'te

"pble dc menos de 1 mm a las 2h des-
“‘pués de la inoculacion,

que Ios 'ammales tesugos en su mayo- : )
ria fueron negauvos y un pequeiio por- Las Tablas 1 y 2 muestran los por-
centaje mostrd titulos 1:2 con AS o centajes de animales positivos detec-
con AM y solo un animal dio titulo tados porlas distintas pruebas de diag-
de 1:8 (Fig. 2). Se consideraron posi- nostico y los porcentajes de sensibili-
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2 de suerns

“ellas.

Figura 2. Frecuencia de tftulas do anticiusrros antenidos an iimunaensayo en cana delaada (1c0)

con sueros de ovinos utiljzando un antfoenn snmitico (A5

clola hepatics.

a0

70
AS

]

) v un antinenn metabdlico. (A} de Fas-

Am

1

12 4 116 1:32 Ne4

Tftulos de anticucrros

1649

2 nea 8

Tituing e anticuernos

30 ovinns de Tulancineo, “an.. wna de-alta fncidencia e fig-ialtacis,

33 - ovires e Ees iy, Veg,, zona 14 e e

dad y:'espyecifi_cidad de cada una’ de.
La prueba que mostré la.mds.
‘alta sensibilidad fue IDR (90% - con’

AS y 93% con AM); la especificidad
fue también muy alta, 97%. con am-
bos antigenos. De las pruebas sero-
logicas ICD fue la que dio 'may‘o’r sen-
sibilidad (80% con AS y 83% con AM)
y especificidad {87% 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 y 73%). La sensibili-

fazerlreds,

mds baja se obtuvo con DD (43% con

AS y 30% con AM) aunque fue una

‘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 metabdlicos o de excreciones y
secreciones poscen un menor niumero
de componentes, por lo que se espera-
ria una mavyor especificidad cuando se
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Potcentafe de suacos du ovtnun pnliuvos a’ P he -:l::. dnneudul 20T thtinul s {nsu uldsi—v"'
cas utilizando un nnti;nne -miucu erudn y yun un:henu n-nb&l(:o 8 Saold

|‘,

CESE Tl Talanednge

"PRUCSBA

R S g adTetal
Hecaglucinacidn pasiva (HP) T oY
Difusitn dobla’ en agar (PD) " : ;OID
Con:t:inmncnh:ue(nrnu . a/21
(ciE) i B i
Inruncensayo .en cupa dclgnda BRY 75} BENE
(1e2) SR
Intradersorreaceitn {10R) 13y

Coproparasitoscépice

o) Tulaneingo, Hpo., zona de ‘alta incidencia’ da fanciolasis
(2)  MBrida, Yuc., zona Libre de fasclolasis.

(3)  'AS: antfzeno momStico crudo

(4)  AMi antfgeno ratabdlico

utilizan "estos Gltimos en las pruebas por inmunoelectrotransferencia de-
de diagnéstico. La mayor complejidad mostré que 26 de éstos de!l AS y 10
del AS ha sido demostrado por Ruiz del AM son reconocidos por los sue-
-Navarrete!!, quien separd 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 senaibitidad v upc:“te
L{¥?

atintas pruebas inmunolSgicas da diagnSscico en ovi-
nos utilizando un antfgeno 3¢

bBlico de Pasciola henatica

T Espectficidad ‘2

PRUE B A “Uhas A

.Hmazlu:hacﬁn p-ulva (0 TR | ) : . 97
Difun(dn doble’ en agar (u2). e : S 100
Cenzninnunnulaure{ore!h (CIE) i, 57 18 . L7000
Inzunoensayo en capa dnl,—,nd.\ ¢1co); oo 97 100
Incradermorreaccidn (2DR) .o 90

a7 97"

R . de aninales eon faseiclasis ~osftives a 1a pruchy y
. . P L e L A ey
(l) s'“"billddd Le 4 .,‘K'(‘Il 3¢ ANIAALSS ODN PASCI04A838, X 160

: N . #0n, de anicules sin fasciolisis nesativos_a 1a nruebs
. . 3 atder 1
(2) Espeeificadad IR Ttotal Je anizased ain faseiorastt x

(3) AS: antfzens semdtico crude
(4} Xf: ancfzenu metabdlico
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de sensibilidad y especificidad obte-
nidos conlas’ dwersas pruebas.con AS

o AM fueron muy semejantes, sélo en

HP y en-CIE se:observd un aumento
en la sens:blludad al unl:zar AM. Tam-

bién en bovinos se ha encontrado que»

el comportamlento‘de las: pruebas ut

Cabe anotaz q
portamlento d

es possble detectar an-
ticuerpos ‘contra’’F. hepar/ca a partir

tal 10 enlo»q

de la segunda emana _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 fluctuacion en los tltulos
de anticuerpos que ocurre en el suero
de animales con fasctola”' 1200

Esto mlsmo expllcarfa
dos con HP que en: el prest :
mostré menor sensnb:lldad co "AS que
la descrita por Gémez yCoI6 Las fluc-
tuaciones en los t!tulos de’ antncuerpos
podrfan ser debidas a la presencia de
complejos inmunes circulantes, la queé
ha sido demostrada hace poco, en los

sueros de .ovinos infectados con F.

llepa tica 2,

De acuerdo con ‘los resultados ob-
emdos se puede concluir que es po-
ible la” utlllzacnon indistinta de AS o
M':en las ‘prucbas de diagnéstico y
ue:IDR o ICD, debido a su alta sen-
siybllxdad y . especificidad, son muy

‘adecuadas para el diagnéstico de la

fascnolasns en ovinos,

SUMMARY

o _lh order to determine which nntigen snd which
test .are.the most suiteble for the immunological

< diagnosis of :fascioliasis in sheep, s somatic (AS)
“and s metabolic {AM) antigen of adult Fasciola
- hepdtica - were compared,

These antigens were
evaluoted "using indirect haemaggiutination {1H),

- double immunodifussion (01D}, counterimmuno-

electrophoresis  {CIE), thin layer immunoassay

“TIA) and intradermsl test {1DT), and the sensitivity

and specificity of each test was determined, For
this, 30 sheep naturslly inlected with Fasciola
hepdtica snd 33 non infecied sheep were used, The
intirodermal test showed the highest sensitivity of
90% with AS and 93% with AM, and 7% specificity
with both antigens, Among the serological tests,
TIA had the highest sensitivity, B0% with AS and
83% with AM, und 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 wasconcluded that either
antigen could be used and that IDT and TIA were
the most realisble tests in sheep.
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