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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 a b 

RESUMEN 

Con el obje10 do conocer cunl nnll'gcno y cual 
pruebo son lo.1 mds adecuados paro el dingnóst ico 
de la fasclolosls en ovinos, se comparó un onu'gcno 
somático (AS) y uno metnb6Jlco (AMJ de F,ucio/a 
hepatica adulta de origen hovino. Estos antt'genos 
se evaluDron en las pruebas de hemnglutinación pa· 
siva (HP), difusión doble en ag<ir (DO), contra·· 
inmunoelcctroforcsis (CIEI, inmunoensavo en capa 
delgada (ICD) e lntradermoreacclón (IDA) v se 
determinó la sensibilidad y· especificidad de cada 
una de l<Js pruebas. Se utilizo'lron 30 ovinos infec· 
tados en forma natural con Fasciola hepatica y 
33 ovinos libres del pan;isito. La pruebn de IDA 
mostró la mós alta sensibilidad de 90% con AS V 
93% con AM y 97% de especificidad con ambos 
antígenos. De las pruebas serológicas, ICD fue la 
de mayor sensibilidad con 80% con AS v 83% 
con AM, y especificidad de 97% con AS v 100% 
con AM. Los valores de sensibilidnd y especlfl· 
cid.id obtenidos en 1.1s diversos pruebns con AS o 
AM lueron muy ~wmr.j11n1roi;. So concluvi1 quo on 
ovinos las pruetws de IDA e ICD son lns rnfts con• 
finl>lcs y que es posible la utiliznción indistintn de 
cualquiera de los clos nntigenos. 

a. Recibido pnra su publicación al 9 de Diclombre 
do 1987. 

b. Provecto financiado en parte por CONACVT. 
e, Provecto lnmunolog ía Experimental del Cerdo. 

INIFAP·SARH. Cnrr. Móxico·Toluca, km. 15.S 
México, D.F. 05110. 

d. Proyecto Fasclolasis, km. 12.5 Carr. Cuernavaca 
·Cuautla, Jiutepec, Edo. da Marolas. 

Téc. Pee. Mex. Vol. 26, No. 2 (1968) 

CAMILA ARRIAGA DE MORILLA e 

ALFREDO GOMEZ ARROYO e 

CARLOS RAMON BAUTISTA d 

ANTONIO MORILLA GONZALEzc 

INTRODUCCION 

Diversas técnicas inmunológicas han 
sido utilizadas para el diagnóstico de la 
fasciolasis en ovinos, tales como aglu­
tinación en láte;<, fijación de comple· 
mento 7 , hemaglutinación pasiva 6 • 7 di· 
fusion doble en agar 6 • 7 , inmunofluo­
rescencia indirecta 9 y la más reciente 
E LISA 14 o modificaciones de ésta co· 
mo dot· E LISA 3 • 15 • 

En estas pruebas se han utilizado di· 
versas preparaciones antígenas como 
extractos crudos 4 

• 6 , fracciones purifi· 
cadas' o anti'genos metabólicos 3 • 1s. 
Algunas de estas técnicas se han esta· 
blecido en animales infectados en far· 
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 10 lo que dificulta concluir 
cuál es el antígeno y la prueba más 
adecuada para el diagnóstico de la fas· 
ciolasis en ovinos. 
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En un trabajo·. anterior Gómez y 
Col 6 , compararon dos antígenos so· 
máticos de Fasciola hepatica, uri ex· 
tracto crudo y un exir~ctó:deslipidi· 
zado,. en .cuantci';á: slÍ sé·nsibilidad y 
especificidad en' Ías 'pr'Liebas' de hema· 
glutinación pásivá/dif'usfón doblll, in· 
monéll?nsayo en ~apá dlllgada ll intra· 
d1?rmoreaC:ciórí~1?n~ovinÓs y encontra· 
ron qu.e los m·~jorcs 'res~ftadOS Sil Ob· 
tuvieron con las pruebas·· de intradllr· 
moreadción: y\'hcmaglutlriación pasi· 
va." y no ·se 16.bservó diferencia lln .el 
compo~ta~ÍentÓ de los ant igenos so· 
máticos. · 

Recién se caracterizó el. an t igllno. 
metabólico O de excreciones. y. Sl?Cre• 
ciones de Fascicila hepatica 11 .y so im· 
contró que tienen menor•.número de 
componentes antigénicos; que/el 'é'x· 
tracto crudo; además se ha 'utilizado 
con buenos resultados en.pruebas co· 
mo inmunoensayo en;capa',(:¡~fgada o 
contrainmunoelectr0Wr~si{e~~c)vinos 
infectados en forma experimental ID. 

', .. ::·j :, \= ;·U·;:i:::/:::;,.\<·~¡:,-;: .. :\:.-,>·~< . 
.. , ' "o~;:· ."',°;!,:;' .; r • 

E 1 <?bieti~~ <;cl~f~. ~f~~~'~'t~ · :érabajo 
fue comparar el 1 ~~'mp'ó~i~riiiento del 
antígeno n]é!abÓHc~)AM) .dé Fasciola 
hepaticá con''ei'anÚgrinCí.'sdr+;átÍco cru· 
do (AS) antes ütrnzodo,·~;,.iás p~ul?bns 
de hemaglu.tinación.pasiva· (HPf,. cfifu· 
sióri dÜble el1·aóar (DDJ! contrainmu· 
noelectrÓforesis · (CI E), inrr1i."lncie'nsayo 
en capa tlttluad.:i (1 CD) e ¡;, l~aclerníó: 
1 ea~ción (1 D R f. con ;Jtili1aéión~Je óvi· 
nos i11íuclatlos nn forma n¡¡rllrul .• y de· 
terminar cudl 111111\J'"'º y cu1il prueba 
proporciona 11wjor sumil1iliúJcl y aspe· 

MATERIAL Y METODOS 

Animales. 

Antígenos. 

Se obtuvieron muestras 
de heces y de sueros de 
30 ovinos localizados 
en Tulancingo, Hgo., 
considerada como zo­
na enzoótica de fascio· 
Jasis. Por medio de un 
examen coproparasitos· 
cópico, se comprobó la 
presencia de huevos de 
Fascio/a hepatlca en las 
heces, como testigo se 
utilizaron 33 ovinos 
provenientes de Méri· 
da, Yuc., zona don.de 
hasta el momento no 
se ha encontrado este 
parásito; además los 
animales fueron negati­
vos en el exámen co· 
proparasi toscópico. 

Se prepararon dos ti· 
pos de antígenos a par­
tir de fasciolas adultas 
obtenidas de hígados 
de bovino provenientes 
del rastro: un nntígeno 
somático crudo (AS) y 
un ant igeno metabóli­
co o de excreciones y 
secreciones (AM). Para 
la preparación del AS 
se siguió el método ya 
eslalJlucido ~. Las fas­
ciolas liofilizadas se 
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Proteína. 

molieron en un mor­
tero y se extrajeron 
con cinco volúmenes 
de solución salina a­
mortiguadora de fos­
fatos (SSA), pH 7 .2, 
con agitación lenta por 
24 h en frío. El extrac­
to se centrifugó a 1800 
g por 40 min y el sobre­
nadante se guardó en 
alícuotas a - 70°C. El 
/lM se preparó de acuer­
do con la técnica des­
crita ¡xir Arriaga y Col 1 • 

Las fasciolas se lavaron 
con SSA con Time rosal 
al 0.01 % y después se 
incubaron en solución 
estéril de Hedon-Fleig 
(1 fasciola/ml) durante 
18 h a 37ºC; el medio 
se centrifugó a 1800 g 
por 40 min y el sobre­
nadante, que constitu­
ye el AM, se almacenó 
en la forma indicada 
para el AS. 

La cantidad de proteí­
na de los antígenos se 
determinó por el méto­
do de Lowry y Col". 

Pruebas Serólogicas. Para las pruebas 
de hemaglutinación pa­
siva (HP), difusión do­
ble en agar (DD). con­
trainmunoelectroforesis 
(CIE) e inmunoensayo 

en capa delgada (ICD) 
se emplearon las técni­
cas antes descritas 1• 

lntradermoreacción (IDA). La prueba 
intradérmica se realizó 
según Gómez y Col 6. 

La sensibilidad o capacidad para deter­
minar cantidades bajas 
de anticuerpos y la es­
pecificidad o capacidad 
de discriminar a los ani­
males infectados se ob­
tuvieron con las fórmu­
las utilizadas antes 1 : 

Núm. de animales con 
fasciolasis positivos a 

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

Núm. de animales sin 
fasciolasis negativos a 

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

RESULTADOS 

El contenido de proteína de losan­
tígenos fue de 10/mg/ml en AS y 3 
mg/ml en AM. Para estandarizar los 
resultados se utilizó la misma concen­
tración de proteína en cada una de las 
pruebas. La Figura 1 muestra la fre­
cuencia de títulos de anticuerpos en 
la prueba de HP obtenidos con los sue­
ros de los ovinos con AS o AM. Los 
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f'ti:urt l. rr-.cufl\ch de tHul'JS de lnLICUCl"-taS abtenM11: "°' hf"" 1 ,.l'.1Ltn,,cl!S"'I ..,,Hhl con SUtr'OI d1 
OVlnos utlll:an:j:¡ un ,•nt~?tno Sor-JtlC:1 (,&~J y U11 tn'f"':n:» ~.f!Ut4fltCO (1::! dt ~~· 

IO 

00 
AS 

•O 

'º 

'º 

o 

Tft!Jlos -te tnttcutr""OS 

animales.d.eTulancingomostrarontít~·'}ü~6s,•los sueros que dieron títulos de 
1 os entre 1 : 1 s v 1 :s, 2 ~on·'cuarci~i~r~·;K1 ia'ó':m-ávores. 
de los dos antígenos:. Con)osiovino~ :•¡;ifl;:'.¡ 

~~ 2 M}~~1;:~t~t~t~1~Ws1~N:d~J~~~~tt'. .~}T!¡:~f~~~~'.;i~.~;·~.::~~c~~s ~~:u~:~~~: 
1 :16;con:el;•AMN'.,solo•un,'anrmal~ 10 ... e\:Tulancrngo,mostraron un rncremen· 
un 1ítu1b'cie'iI!~~::'.'~~'.c~r~YJe,m-~~·p;~'.'~i:~}?'i:ryJ¡:~Jfü'~j.~:n':e'r grosor de 1a pielª 1as 
sitivos los; süercis,ql)e.:dicron'ilglu tina\',g/2 hJ'rfo'stiriO,culación que en promedio 

ción. has-ia''lii'u'105'ac(1 !64 ·b n1ff or~·5:1~}~~'~e~~l'gs,~ar;:i~~7e:~e~ti~~~ mm:~~~-
en · it'irf~~·g~r6~'Ú~1o~~~in<li~ll rori (,;:; incremento en el grosor de la 

TularÍcingo dicr'ón títulos cinire i :8 y -piel de menos de 1 mm a las 2 h des· 
1 :32, éon .los·: dos ani ígéncis míen tras pués de la inoculación. 
que los anirrialestestigos en su mayo· 
ria fueron negativos y un pequeño pÓr· 
ccntaje mostró títulos 1 :2 con AS o 
con AM y sólo un animal dio título 
de 1 :8 (Fig. 2). Se consideraron posi· 

Las Tablas 1 y 2 muestran los por· 
centajes de animales positivos detec· 
tados por las distintas pruebas de diag· 
nóstico y los porcentajes de sensibili· 
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F'lgura 2. F'recuenr.ia de tftulC'ls d~ i'Ot1c111 r111')S n"tenMo~ '1'1 limunnensayo en· cAna delnada (lCC') 
con sueros de ovtnos uti1tzanr1o un antfaenn snlf'citico (.'15) v un ~11tf'"?nn rietabólfco (A'') de ras­
ill!! !',g_o_a.tif..t!.· · -

eo 

70 

60 

20 

10 

o 
11 2 1"4 1164 

Tftu1os de ant 1cuer11os Tftulns ·1P. tl'lticuernos 

dad y especificidad de cada una de .. ' más baja· se obtuvo con DO (43% con 
ellas. La prueba que mostró la más AS y 30% con AM) aunque fue una 
alta. sensibilidad fue IDA (90% con prueba muy específica. 
AS y 93% con AM); la especificidad 
fue también muy alta, 97% con am· 
bos antígenos. De las pruebas sero· 
lógicas 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 antígenos fueron semejan· 
tes en la mayoría de las pruebas. Sin 
embargo, en la prueba de HP la sensi· 
·bilidad con AS fue menor (4 7C:'c) que 
con AM (60%). También en CIE se 
observó menor sensibilidad con AS 
que con AM (57 y 73:t). La sensibili· 

DISCUSION 

En el establecimiento de las pruebas 
inmunológicas de diagnóstico es impor· 
tan te definir qué antígeno se va a utili· 
zar. Los antígenos somáticos crudos 
de parásitos son por lo general mezclas 
muy complejas de distintos componen· 
tes antigénicos, mientras que los anti· 
genes metabólicos o de excreciones y 
secreciones poseen un menor número 
de componentes, por lo que se espera· 
ría una mayor especificidad cuando se 
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PRUtSA 1 AS) - . 'A:I 

Heu1ludn11c ión r:aaÍ~~ rnr»"· ··-';:..,~· ......;j,;¡.:.:~j;;O;;.•.:.l -· ;:.!a~-·.;¡:;.r~j~"'~;.::•.:.l_-.. -.. J,;.·-. -'...,· ~,.;.;+Jji''.:.:_º"-1 -;¡----,;j'-':;;;J-"é.=-'l'----
DUusi6n dobla' en aa:sr. (DD) 4l 13/la·' 30 ·9/JD. 3,":,·1131 ':·a ·D/33. 

Contr~in~Jncet,lctrofoÚ.us .57 . ~7,tJa.·" ·11. ~: .l:ÍJO. , z:, .·>6Í:..? _;:~JO 8/27 
(Clt) ' ... · • so '.: ,: ll/lO : l ·. l /3l tnm1noen11.1yo en car.a d~l~nd,, 83 
(IC:l) 

23/lO O/ll' ··: Q 

lntro:adur.:i0rn;icción llDR) 1/33 . l l/ll 

Copropa r:i.si tosc6p ic o 100 J0/30 O/l3 

(1) TulancinKº• Ugo, 1 zon.:a d11 .'1t:i incidenci.11 d• !.isciol;ish 

(2) H1rida, Yuc,, zon:a U~re de f.1sciol.uis 
(J) 'ASI ant!;:cno 11oc!ticO crudo 

(4) AMI ant'!'geno r:at.1b6lico 

utilizan estos últimos en las pruebas 
de diagnóstico. La mayor complejidad 
del AS ha sido demostrado por Ru iz 
-Navarrete 11 , quien separó los com· 
ponentes proteínicos de los dos anti· 
genes por electroforesis en geles de 
'poliacrilamida y encontró 48 diferen· 
tes componentes en AS y 23 ·en AM; 

por inmunoelectrotransferencia de­
mostró que 26 de éstos del AS y 1 O 
del AM son reconocidos por los sue­
ros de ovinos infectados en forma 
experimental. 

En el presente trabajo, a pesar de 
.esta mayor complejidad, los valores 

Tabla 2 

Porcent.aj•.9 de unsibUidad !', e~:~e~ir{~i,ia~:cdá:d¡.tincu pnubas i=unol61 ic.u d• dh1n6uico •n ovi ... 
nos utiliuncfo un .antfseno scr.:t.Stico·crudo y'un:anttgeno cetabSUco de rasciola he.,atic:t. 

,· .. ··· .. ·· ... ·,:;;/'.,\~~::/:.~~~;1¡,;¡;:··.'",· .. ·:. ------

't Esoecl!!cidad C2} 

PRUtBA 

Hcga3luci:1.1ciiSn paa.Lva 

Difuslún. doble ron .1.~nr 

Contiain::.u~odecu·oíor~sh (Ctc)_,·:, 

tn::unoenuyo en c~1...,·del;¡a~·., OC:>) 80 

lntradon::orrucci~n · (!Dr.J IJO 

AS 

100 

97 

78 ., ., 

(1) SénaibUldad' ::ri::, dr. 3n!:ialo!a cnn !:s11c!cl.1sh "'"sltivo• ,, la. ;r-.1c!,, 
,.,,-., t:1.11 ''"" .tnl#" .. ·u ..... , ~t"n r.1<;c10.&.o1S111. 
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de sensibilidad y especificidad obte­
nidos con las diversás pruebas con AS 
o AM fueron muy semejantes, sólo en 

sueros de ovinos infectados con F. 
hepa ti ca 2 • 

HP y en CIE se observó un aumento De ácuerdo con los resultados ab­
en Ja sensibilidad al utilizar AM. Tam- tenidos se puede concluir que es PO· 
blén en bovinos ~e ha e~confrado que :slble Ja utilización indistinta de AS o 
el cciníportamiérí to de' las prueba¿ uti~', AM. en·· las ·pruebas de diagnóstico y 
!izando cüaJquÍer~.cie>Jos dos antfge>q'ue IDA o JCD, debido a su alta sen-

nos es sem~j{H:t~2>?,.';"~~,>;,;~.fq.F. ;. :i:~~i~::asv paers:e:,ifi~::;:óst~~~ zu,~ 
De las prue.bas;~.utlllzadils;··; 1 D.R .• fue .fásciolasis en ovinos. 

Ja que mostró 'in'iis 'alta'scnsibllidnd y 
especificidad lo (¡Ue'cor~oGó7ii lbs re­
sultados obteriidós pór'GoJiíé'2:;/coJ 6: 
Cabe anotar que: cn·;G'avin'~'s\cl~ ~om~ 
portamiento dé·i.DÁ\'c~;cJifcr~hie pues 
aunque Ja sensibÍll~~d:;es;aJi'á, se pre­
sentan muchos:rai"sos'posi ti vos 1 .' ;' 

', . ' : : ,'. .<·,~;{<(~:}~--~i~::\1-<:h~::_,--..:-~··'.> .. . :':» 
En cuanto alás· prÜebas:serológicas 

ICD fue Ja qJe'di
0

Ó méjorcs resultados; 
esto concÚerélafC:o';; ;,º observado en 
ovinos infeé:'t~'d~s eri fornía experimen­
tal 10 en JosqÜd~s pC,sible detectaran· 
ticuerpos contra F. hepática a partir 
de la segund~ sémana postinfección. 
Por otra parte; Gómez y Col 6, encon· 
traron meno.r sensibilidad en esta prue­
ba al utilizar As lo que podría expli­
carse por la fluctuación en los t ítuJos 
de anticuerpos que ocurre en el suero 
de animales con fasciola 1º· 12. 

Esto mismo· expli~aría .Jos .resulta· 
dos con HP que en el píescnté:trobajo 
mostró menor sensibilidad con"Ás que 
Ja descrita por Gómez yCoJ 6; ~¡Ísfluc· 
tuaciones en los t ftu los de ·an tiéu'erpos 
podrían ser debidas a la presencia de 
complejos inmunes circulantes, Ja qué 
ha sido demostrada hace poco, en los 

SUMMARY 

. In order lo dtUrmlne which nntlgen and whlch 
ttsl -are the most sullnble far 1he lmmunologlcal 

. diagnosis of. fascioliasis in shetp, 11 soma tic (AS) 
nnd a· meuibollc (AMJ an1igen of aduh Fue/ola 
htpátlc• were compare-ti. Thrse an1igens were 
eYaluoted · uslng indlrt"Ct haemagglutina1ton (IH). 
double immunodifussion (OIOJ, counurimmuno· 
ell'<:trophoresh (CIE). 1hin layer immUnoessay 
TIA) and fnwr8dermal tMI llOTJ, and the senshWity 
1nd speciflchy of each u:st was determined. For 
this 1 JO shrep naturally infeicted with F•a:io/11 
hrpárica •nd J3 non infeicted sheep were used. The 
ln1rodermal tes1 showed the higheu sensitivhy of 
90" with AS •nd 93% with AM. and 97" specificity 
whh both •n1igens. Among the serological tests. 
TIA hod lhe higheu sensitivily. 80% with AS 1nd 
83" with AM, 11nd spe-cifichv of 97" whh AS and 
100% with AM. The sensitivicy and specificity of 
lht dlfferent lmmunological tens were very similar 
uslng either AS or AM. l 1 was conclud~ that either 
antigen could be used and 1ha1 IOT and TIA were 
the most realioble usu In sheep. 
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