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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE WESTERN BLOT PARA
EL DIAGNOSTICO DE LA FASCIOLOSIS HUMANA UTILIZANDO
ANTIGENOS DE EXCRECION-SECRECION DE Fasciola hepatica

Hermes Escalante’?, Kelly Davelois??, Pedro Ortiz3c, Hans Rodriguez'®,
Enrique Diaz??, César Jara'

RESUMEN

Objetivos. Evaluar la eficacia de la técnica de electroinmunotransferencia (EITB) o Western blot utilizando antigenos de
excrecién-secrecion de las formas adultas de Fasciola hepatica (Fh E/S Ag) para el diagnéstico de la fasciolosis huma-
na. Materiales y métodos. Los antigenos fueron obtenidos a las 18 horas de incubacién en medio Minimum Essential
Eagle y preparados a la concentracién proteica de 0,15 ug/uL; los cuales, al ser enfrentados con un pool de sueros de
pacientes con fasciolosis confirmada por el hallazgo de huevos del parasito en las heces, se detectaron los antigenos
de 10, 12, 17, 23, 27, 30, 36, 43, 66 y 136 KDa, con los cuales se desarroll6 la técnica de Western blot. La sensibilidad
se evalué empleando sueros de 67 pacientes con fasciolosis, y la especificidad con sueros de 57 pacientes con otras
parasitosis y diez sueros de personas no parasitadas. Resultados. De los 67 sueros, 64 reaccionaron con la banda de
23 KDa y 61 con la banda de 17KDa. Estas dos bandas no fueron detectadas por ninguno de los sueros de pacientes
con otras parasitosis, ni de personas no parasitadas, siendo por ello consideradas como especificas y diagndsticas.
Conclusiones. La sensibilidad de la prueba, utilizando las bandas de 17 y 23 KDa, fue de 95,5 % cuando se presenta
reaccion positiva en una o en las dos bandas, siendo la especificidad para estos dos antigenos de 100 % con un valor
predictivo positivo de 100 % y un valor predictivo negativo de 95,71 %.

Palabras clave: Fasciola hepatica; Fascioliasis; Western blot; Sensibilidad y especificidad (fuente: DeCS BIREME).

WESTERN BLOT TECHNIQUE STANDARDIZATION OF THE DIAGNOSIS
OF HUMAN FASCIOLOSIS USING Fasciola hepatica
EXCRETED-SECRETED ANTIGENS

ABSTRACT

Objectives. To evaluate the performance of the enzyme-linked immunoelectrotransfer blot assay (EITB, Western blot) using
excretory/secretory antigens from adult forms of Fasciola hepatica (Fh E/S Ag) for the diagnosis of human fasciolosis. Materi-
als and methods. Antigens were obtained after 18 hours of incubation in culture medium Minimum Essential Eagle, prepared
at a protein concentration of 0.15 ug/uL and run against a pool of sera of patients with proven fasciolosis (confirmed by the
finding of parasite eggs in the stool microscopy). Antigens of 10, 12, 17, 23, 27, 30, 36, 43, 66 and 136 kDa were detected
and used to develop the Western blot technique. The sensitivity was evaluated using sera from 67 fasciolosis patients, and
the specificity using sera from 57 patients with other parasitic diseases, and 10 from healthy individuals. Results. Out of the
67 sera, 64 reacted with the 23 kDa band and 61 with the one of 17 kDa. These two bands were not detected in sera from
patients with other parasitic diseases or in those from healthy volunteers and thus could be considered specific and diagnostic.
Conclusions. The sensitivity of the test, using the bands of 17 and 23 kDa, was 95.5% for positive reactions to at least one of
these two bands, being its specificity 100% with a positive predictive value of 100% and negative predictive value of 95.71%.

Key words: Fasciola hepatica; Fascioliasis; Blotting, Western; Sensibility and specificity (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION que permiten ubicarla como la segunda parasitosis

en importancia desde el punto de vista veterinario,
La fasciolosis es una zoonosis parasitaria causada por a causa de las grandes pérdidas productivas y
Fasciola hepatica (F. hepatica), trematodo que afecta econdmicas que provoca en el ganado, principalmente
a animales mamiferos herbivoros y, eventualmente, el ovino y bovino (23, Se le considera una de las tres
al hombre. En el Peru se han realizado estimaciones mas importantes zoonosis que afecta al higado .
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La fasciolosis fue considerada antiguamente como una
enfermedad secundaria en el hombre; sin embargo, en
los ultimos afios se ha convertido en una infeccién pa-
rasitaria de gran impacto en humanos . Se estima que
existen entre 2,6 y 17 millones de personas y 51 paises
en el mundo parasitados por Fasciola hepatica ®. En
la actualidad se le considera como la enfermedad pa-
rasitaria con la mas amplia distribucién latitudinal, lon-
gitudinal y altitudinal a nivel mundial @; ademas, se ha
encontrado que las mas importantes regiones endémi-
cas de fasciolosis humana estan localizadas en América
del Sur 67 habiéndose presentado un incremento en
el nimero de casos humanos en el Perd '®, especial-
mente en los valles interandinos de Cajamarca, Junin,
Cusco, Arequipa y Puno © 19,

La fasciolosis animal esta ampliamente distribuida en 21
de los 23 departamentos del Perud, dato conocido por
los informes de decomisos de visceras parasitadas en
los mataderos bajo inspeccién de Servicio Nacional de
Sanidad Agraria (SENASA), ello afecta las principales
zonas ganaderas con las mayores poblaciones de gana-
do vacuno como Ancash, La Libertad, Junin, Arequipa,
Apurimac, Ancash, Puno y Cusco, se estima un impacto
negativo en la produccion animal no menor a los 50 mi-
llones de ddlares americanos por afo, lo que representa
el 6,3 % de la produccién ganadera de vacunos a nivel
nacional, sin considerar las ovejas, los camélidos y las
cabras, entre otros (",

La fasciolosis humana tiene tres estadios clasicos: agu-
do, prepatente y cronico; la fase aguda o invasiva, que
corresponde a la etapa migratoria del parasito en el
parénquima hepatico, puede durar entre cuatro a seis
meses y se presenta clinicamente con fiebre, hepato-
megalia y eosinodfilia, estado en el cual no se encuentra
huevos del parasito en la heces, y son en esta etapa las
pruebas serolégicas de gran ayuda en la deteccion de
esta parasitosis (2. En la fase prepatente la F. hepatica
aun no produce huevos, por lo tanto, la serologia puede
ser positiva aunque los examenes coproparasitoscopi-
cos sean negativos, a pesar de encontrarse el parasito
en los conductos biliares (®. En la fase cronica, el pa-
raésito se encuentra en los conductos biliares, causando
hiperplasia de las paredes, con marcada fibrosis hepa-
tica ® y un extensivo dafio causado por la secrecién
de enzimas parasitarias que destruyen el parénquima
hepatico (¥); en esta etapa la serologia y los examenes
de heces son positivos (. En esta parasitosis el para-
sito elimina huevos a través de las heces del huésped,
siendo un proceso intermitente, pudiendo la F. hepatica
sobrevivir mas de una década y causar dafio de manera
asintomatica o con sintomas inespecificos, sin tener el
parasitado la necesidad de ser evaluado clinicamente;
por ello, el inmunodiagndstico es el método de eleccion

para el diagndstico de la fasciolosis en la fase aguda,
prepatente y crénica (5 1617,

La utilizacion de las técnicas inmunoldégicas para apoyar
el diagnostico clinico de la fasciolosis se justifica por la
baja sensibilidad de los exdamenes coproparasitoscopi-
cos ¥, El ensayo inmunoenzimatico (ELISA) es una de
las pruebas mas usadas en la actualidad, siendo alta
su sensibilidad y relativamente baja la especificidad, de-
pendiendo fundamentalmente de la calidad de los anti-
genos empleados (' 19, Los antigenos de excrecion-se-
crecion de las formas adultas de F. hepatica (Fh E/S Ag)
son considerados potentes inductores de la respuesta
inmune humoral, superando a los antigenos somaticos
en el inmunodiagndstico % 29; sin embargo, cuando es-
tos antigenos se utilizan en la prueba de ELISA se han
observado falsos positivos hasta en 30 % 22

Las técnicas utilizadas en el Peru para apoyar el diag-
néstico de la fasciolosis son la sedimentacion rapida, el
arco Il y la prueba de Fas2-Elisa, cuya sensibilidad es
mayor que las dos primeras, llegando a 92,4 % y una
especificidad de 83,6 % (%%. La baja especificidad de
la Fas2-Elisa, que implica el hallazgo de un gran nu-
mero de falsos negativos, podria superarse empleando
la técnica de electroinmunotransferencia o Western blot
cuya especificidad es alta, debido a que previamente
permite seleccionar el componente antigénico especifi-
co de cada parasito, como se ha demostrado para otras
parasitosis @4 29,

Se ha comprobado la eficiencia de la técnica de
Western blot como apoyo al diagnoéstico clinico, pues
es utilizada como prueba confirmatoria en el diagndstico
de algunas enfermedades, tales como en la deteccion
del Virus de la Inmunodeficiencia Adquirida (VIH),
la cisticercosis y la hidatidosis®*?. E|l uso de esta
técnica en el diagnostico de la fasciolosis mejoraria las
deficiencias de especificidad mostrada por la técnica de
ELISA, permitiendo hacer un diagnéstico mas seguro y
temprano que resultaria en un tratamiento a tiempo, el
cual reduciria el dafio hepatico; la implementacion de
un kit de diagnostico permitiria ser utilizado en cualquier
centro de salud aportando una mejora en el diagndstico
de la fasciolosis.

Al no contar en el Perti con una técnica mas sensible y es-
pecifica que las técnicas utilizadas en la actualidad (623,
el presente estudio estuvo orientado a estandarizar la
técnica de electroinmunotransferencia o Western blot
utilizando antigenos de excrecion-secrecion de Fasciola
hepatica, para identificar aquellos que son inmunoldgi-
camente relevantes y evaluar el valor diagndstico de la
técnica para la deteccion de anticuerpos en pacientes
con fasciolosis.
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MATERIALES Y METODOS

ANTIGENOS DE EXCRECION-SECRECION DE
Fasciola hepatica.

Se obtuvieron antigenos de excrecion-secreciéon de
F. hepatica (Fh E/S Ag) mediante el cultivo in vitro, en
medio minimum essential eagle (MEM) Sigma, USA @9
de formas adultas moéviles de F. hepatica extraidas de
los conductos biliares de bovinos naturalmente infecta-
dos y sacrificados en el camal de El Porvenir de Trujillo,
Pera.

En el Laboratorio de Investigaciéon del Centro de Anali-
sis e investigacion Escalabs de la ciudad de Truijillo, se
lavaron los parasitos con buffer fosfato sédico (PBS) pH
7,2, hasta eliminar todos los restos de sangre y bilis del
hospedador, luego se incubaron a 37 °C por treinta mi-
nutos, siendo nuevamente lavadas con el medio MEM
hasta que estuvieron completamente limpias, pero con
vida y en movimiento; finalmente, se colocaron cinco
ejemplares de F. hepatica de similar tamafio en cinco
mililitros de medio en placas de Petri o tubos de 10 mL
de capacidad, para ser incubados a 37 °C por 18 horas.

Transcurrido el tiempo, los parasitos fueron eliminados
y los medios de cultivo que contenia los productos de
E/S se colectaron para ser centrifugados a 3500 rpm a
4 °C durante 10 min, el sobrenadante fue separado para
ser dializado en agitacion con PBS durante 24 horas a
4 °C, los antigenos obtenidos se conservaron a -20 °C.
La concentracion de proteinas presentes en el sobrena-
dante fue determinada por el método colorimétrico de
Bradford @7,

SUEROS HUMANOS

Para la evaluacién de la técnica se usaron 67 sueros
positivos a fasciolosis, de los cuales 25 procedieron de
pobladores de Cajamarca, con edades comprendidas
entre 10 a 58 anos; 32 sueros provinieron de nifios de
Ayacucho, con edades comprendidas entre 6 y 15 afios
y diez procedieron de nifios de La Libertad, cuyas eda-
des estaban comprendidas entre 7 y 12 afios. Los pri-
meros 25 sueros fueron proporcionados por el Dr. Pedro
Ortiz, investigador de la Universidad Nacional de Caja-
marca, quien obtuvo dicho material para desarrollar un
trabajo de investigacion, previo consentimiento informa-
do; los siguientes 32 sueros fueron proporcionados por
la bidloga Luzmila Garcia, egresada de la Universidad
San Cristébal de Huamanga, quien obtuvo este mate-
rial durante el desarrollo de su tesis de pregrado, los
diez sueros restantes fueron proporcionados por bidlogo
Hans Rodriguez de la Universidad Nacional de Truijillo
quien obtuvo dicho material durante el desarrollo de la
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tesis. Todos los sueros recibidos fueron alicuotas, las
cuales fueron procesadas en forma anénima, numera-
dos correlativamente para el desarrollo de la investiga-
cion. Los sueros pertenecieron a pacientes en fase cré-
nica de la enfermedad por el hallazgo de huevos en las
heces, cuyas muestras fueron procesadas por la técnica
de sedimentacion rapida (TSR) @,

Los sueros de pacientes con otras parasitosis se
obtuvieron de la Seroteca del Centro de Andlisis e
Investigacion ESCALABS, en un total de 57 sueros,
de los cuales, cinco pertenecen a pacientes con
himenolepiosis, cinco con difilobotriosis y cinco con
ascariosis, confirmados por el hallazgo de huevos
de los parasitos en las heces; asi como, cinco sueros
de pacientes con estrongiloidiosis confirmados por
hallazgos de larvas rabditoides en la heces. Los seis
pacientes con cisticercosis fueron confirmados por
la observacion del parasito durante la cirugia o por
resonancia nuclear magnética, siete pacientes con
hidatidosis confirmados por radiografia, un paciente con
la enfermedad de Chagas con serologia positiva, siete
pacientes con taeniosis fueron confirmados por hallazgo
de huevos u obtencion de proglétidos; ademas de seis
sueros de pacientes con toxoplasmosis, cinco con
triquinosis y cinco con toxocariosis que fueron donados
por la Universidad de Chile. Los diez sueros de personas
no parasitadas procedieron de la ciudad de Truijillo,
zona no endémica de fasciolosis y negativos al examen
coproparasitoscopico por la técnica de sedimentacion.
Los sueros se conservaron a -20 °C en la Seroteca
del Centro de Analisis e Investigacion Escalabs en La
Libertad, Peru durante el desarrollo de la investigacion.

TECNICA DE WESTERN BLOT

El desarrollo de la técnica de Western blot se realizd
de acuerdo a lo descrito en el manual de V. Tsang @8,
Los antigenos obtenidos fueron tratados con 0,01M de
Tris-HCI pH 8,0, 1 % de dodecil sulfato de sodio, 10 %
de glicerol y 1 % de azul de bromofenol, para luego ser
incubado a 65 °C por veinte minutos. La concentracion
final del antigeno fue de 0,15 ug/uL.

En la electroforesis, las diferentes muestras fueron colo-
cadas en los pocillos en una cantidad equivalente a 1 uL
por mm de ancho de gel. Los corridos fueron hechos en
minigeles de 8 x 7 x 0,05 cm a la concentracion de 15 %
y a 200V por 45 min. La transferencia de las proteinas
del gel a la membrana de nitrocelulosa de 0,2 um
se hizo usando un buffer de transferencia (0,2 M de
Tris-HCI, 20 % de metanol y agua destilada) y se realizd
a 2 A por 90 minutos. El mejor antigeno fue selecciona-
do para ser corrido en toda la superficie del minigel y
luego cortado en tiras de 3 mm de ancho.
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1: Antigeno E/S Fasciola hepatica en tubo (Lote 17-19)
2: Antigeno E/S Fasciola hepatica en placa (Lote F)

3: Antigeno E/S Fasciola hepatica en placa (Lote D)

4: Antigeno E/S Fasciola hepatica en placa (Lote E)

5: Antigeno E/S Fasciola hepatica en tubo (Lote B)

6: Antigeno E/S Fasciola hepatica en tubo (Lote G)

7: Antigeno E/S Fasciola hepatica en tubo (Lote C)

Figura 1. Antigenos de excrecion/secrecion de Fasciola hepatica reconocidos por Western blot usando un pool de sueros de pacien-

tes con fasciolosis (PM: marcador de peso molecular).

Cada uno de los sueros fue preparado a la dilucion de
1/50 en PBS-Tween 20 y leche descremada en polvo a
la dilucién de 1/20, como bloqueador de las zonas del
papel no ocupadas por antigenos; siendo incubadas
en agitacion constante a temperatura ambiente por una
hora. Después de ser lavadas con PBS-Tween 20 se co-
locaron en solucién de conjugado enzimatico (anti IgG
humana marcada con Peroxidasa — BIORAD, USA) a la
dilucion de 1/1000 por una hora, luego de cinco lavados,
el revelado de los antigenos se realizdé con un sustra-
to (H,0, al 0,01 % y la diaminobenzidina a 0,5 mg/mL)
por espacio de diez minutos, deteniendo la reaccion con
agua destilada por diez minutos.

RESULTADOS

Al evaluar la calidad inmunolégica de diversos lotes de Fh
E/S Ag con un pool de sueros de pacientes con fasciolosis
confirmada se observé la presencia de diez bandas con
los siguientes pesos moleculares: 10, 12, 17, 23, 27, 30,
36, 43, 66 y 136 KDa (Figura 1).

De los 67 sueros positivos a fasciolosis que fueron
utilizados en forma individual para evaluar la
sensibilidad de la técnica, tres no reconocieron ninguno
de los antigenos (numeros 23, 25 y 67); los 64 sueros
restantes reconocieron de cuatro a siete bandas, siendo

LCLIE Y O @ e R W B oMW e

Figura 2. Antigenos de E/S de Fasciola hepatica reconocidos mediante la técnica de Western blot utilizando 67 sueros de pacientes

con fasciolosis confirmada.
— Sueros que no reconocieron la banda de 17 KDa
— Antigenos inmunodominantes

—» Sueros que no reaccionaron a ninguin antigeno
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Sueros de pacientes con triquinosis

: Sueros de pacientes con toxocariosis

: Sueros de pacientes con toxoplasmosis
Sueros de pacientes con cisticercosis
Sueros de pacientes con hidatidosis

: Sueros de personas no parasitadas

: Sueros de pacientes con taeniosis

Sueros de pacientes con himenolepiosis

Sueros de pacientes con difilobotriosis

: Sueros de pacientes con ascariosis

Sueros de pacientes con estrongiloidiosis

CTRXCTIETMOO®>

C+: suero control positivo
| C -: suero control negativo

Figura 3. Determinacién de la especificidad de la técnica de Western blot usando antigenos de E/S de Fasciola. hepatica reconocidos por sueros con-
firmados de pacientes con otras parasitosis y de personas no parasitadas.

los componentes antigénicos de 12, 17, 23, 27, 30, 43
y 66 KDa los inmunodominantes. También se encontrd
que los 64 sueros reaccionaron a la banda de 23 KDa y
cuatro de ellos (numeros 12, 14, 35y 62) no reconocieron
a la banda de 17 KDa (Figura 2).

De los 57 sueros de pacientes confirmados con otras
parasitosis y diez de personas no parasitadas que fue-
ron utilizados para evaluar la especificidad de la técnica,
ninguno reconocio las bandas de 17 y 23; sin embargo,
los sueros reaccionaron indistintamente en forma cruza-
da con las bandas de 12, 27, 30, 43, 66 y 136 KDa que
no son especificas (Figura 3).

El calculo de la sensibilidad y la especificidad de la téc-
nica se basoé en las dos bandas antigénicas especificas
de 17 y 23 KDa, por lo tanto, la deteccion de anticuerpos
por la técnica de Western blot en 64 de los 67 sueros de
pacientes con fasciolosis confirmada le dan a la prueba
una sensibilidad de 95,5 % (IC 95 %: 89,8-100 %), en la
deteccion de una o las dos bandas de 17y 23 KDa y la no
respuesta a estas bandas una especificidad de 100 %
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(IC 95 %: 99,2-100 %). El valor predictivo positivo encon-
trado fue de 100 % (IC 95 %: 99,2-100 %), valor predictivo
negativo 95,71 % (IC 95 %: 90,2-100 %), sin razén de ve-
rosimilitud positiva (RVP) y razén de verosimilitud negativa
(RVN) de 0,04 (IC 95 %: 0,01-0,14) (Tabla 1).

Tabla 1. Sensibilidad y especificidad de la prueba de
Western blot con antigenos de excrecion/secrecion de
Fasciola hepatica para la deteccidon de anticuerpos en
suero de pacientes con fasciolosis.

Valor (IC 95 %)
Sensibilidad (%) 95,5 (89,8-100)
Especificidad (%) 100,0 (99,2 -100)
indice de validez (%) 97,7 (94,8 -100)
Valor predictivo + (%) 100,0 (99,2 - 100)
Valor predictivo - (%) 50,0 (41,1-58,8)
Prevalencia (%)
indice de Youden 0,96 (0,9-1,0)

Razoén de verosimilitud + 0

Razoén de verosimilitud - 0,04 (0,01-0,14)

Sueros de pacientes con enfermedad de Chagas
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Los resultados fueron procesados con el programa Epi-
dat v3.1. Se calcul6 los valores de sensibilidad, especi-
ficidad, valor predictivo positivo y negativo y razéon de
verosimilitud positiva y negativa.

DISCUSION

El uso de antigenos de excrecién-secrecion (E/S) en el
diagnostico de la fasciolosis es de notable importancia
,por ser los mas especificos y ser los primeros en
inducir la respuesta inmune @?°), Se sabe que el parasito
dentro del huésped sufre un recambio en su superficie
tegumentaria, lo cual constituye un mecanismo de
evasion a la respuesta inmunoldgica; igualmente, se ha
encontrado en el tegumento del parasito unos granulos
secretorios que se transforman desde granulos TO
presente en el parasito joven recién desenquistado a
granulos T1 y T2 caracteristicos del parasito inmaduro
y maduro respectivamente ©0 3V, También se ha
encontrado que estas estructuras poseen componentes
antigénicos comunes que estan muy relacionados con
los antigenos de E/S y que en cada estadio el parasito
libera al medio circundante, es decir, que hay una
identidad existente entre los antigenos obtenidos in vitro
y los excretados por el parasito in vivo 9. Los antigenos
de E/S han sido considerados importantes inductores de
la respuesta inmune humoral en la fasciolosis y, tanto
su especificidad como su utilidad diagndstica han sido
demostradas en numerosos estudios de fasciolosis
humana y animal (1720, 21,32,

En investigaciones previas se han utilizado los anti-
genos de E/S en la técnica de Western blot para el
diagnéstico de la fasciolosis, inicialmente animal y
posteriormente humana %3233 habiéndose identifica-
do bandas de variable peso molecular; tales como las
de 14, 22, 27, 37 y 38 KDa en bovinos en Chile @9
y las de 17, 29 y 36 KDa en vacunos de Turquia @9,
mientras que utilizando sueros de humanos encontra-
ron las bandas de 9, 14, 27 y 65 KDa @". Como se
puede apreciar, varias bandas se repiten como la de
14 KDa, que en otros trabajos puede aparecer como
la de 17 KDa ©4.

De las seis bandas detectadas se han considerado
para uso futuro en diagnodstico serolégico las bandas
de 17 y 23 KDa detectadas con sueros de humanos
positivos a fasciolosis y no con los sueros de otras pa-
rasitosis; este resultado concuerda con lo encontrado
por otros investigadores ?°3%)- En estudios realizados
en ratas, se encontr6 que la banda de 23 KDa se de-
tectaba en los sueros desde la primera semana de
infeccion y se mantenia ain después de iniciada la
ovoposicion 0.

También se ha encontrado que aplicando la electroinmu-
notransferencia usando antigenos de E/S del parasito,
detectaron dos polipéptidos antigénicos, uno de 17 KDa y
otro de 63 kDa; sin embargo, este Ultimo presento reactivi-
dad cruzada con otras parasitosis, sugiriendo que el anti-
geno de 17 KDa identificado con sueros de pacientes con
mas de un afio de infeccién, es un excelente candidato
para el diagnéstico de la fasciolosis aguda y crénica, y que
pudiera ser especifico para esta parasitosis ¢4.

En este trabajo se ha encontrado que la banda 23 KDa
esta presente en todos los sueros que dieron reaccion
serolégica positiva, en otros trabajos reportan una ban-
da de 24 KDa, que podria ser la misma, diferenciando-
se por la determinacion de los pesos moleculares. Esta
banda es producto de excrecion-secrecion, propia del
tegumento del parasito que parece formar parte de las
células tegumentales y granulos tipo 1 y tipo 2 (T1y T2)
presentes en los estadios inmaduros y adultos del tre-
matodo @3, |o que indica que esta proteina es una de
las mas importantes en la respuesta inmune 9.

Las bandas comprendidas entre 27 al 136 KDa encon-
tradas en el presente trabajo de investigacion no son
consideradas especificas por reaccionar con algunos
sueros de hidatidosis, triquinosis y toxoplasmosis, pu-
diendo dar reacciones cruzadas debido a que poseen
determinantes antigénicos compartidos como se ha de-
mostrado en otros estudios donde los polipéptidos de
17 KDa y 23 a 28 KDa son especificos a F. hepatica
a diferencia de los de mayor peso molecular, para los
cuales se reporta reaccion cruzada con sueros de ani-
males infectados con Schistosoma mansoni'y Trichinella
spiralis 239,

En el presente trabajo se muestra que la técnica de
Western blot utilizando antigenos de excrecion-secrecion
de formas adultas de F. hepatica, tiene una sensibilidad
similar al de la técnica de ELISA y Fas 2 -Elisa
ensayadas en el Peru; sin embargo, presenta una mayor
especificidad, lo que indica que la prueba de Western blot
podria tener mayor utilidad para el diagnédstico especifico
de la fasciolosis humana.

La diferencia de especificidad reportada en otros traba-
jos (1521.23) se deberia a la calidad del antigeno utilizado,
especialmente a la forma de su obtencion.

El trabajo presento varias limitaciones; una de ellas, la
falta de serotecas en el Peru con sueros confirmados,
otra es la confirmacién de los sueros de pacientes con
fasciolosis a través de la observacion de huevos de
F. hepatica en heces que es la prueba gold estandar,
la cual solo puede detectar los casos en la fase
cronica. Para determinar la especificidad, no se conté
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con sueros infectados con otros trematodos como
Paragonimus, Schistosoma, Clonorchis, Opistorchis
para evaluar la reaccién cruzada con F. hepatica; sin
embargo, solo seria de consideracion Paragonimus
que es coendémico en el Perd, aunque su prevalencia
es muy baja.

La técnica de Western blot utilizando los antigenos de
excrecion-secrecion de Fasciola hepatica cuenta con
una sensibilidad de 95,5 % cuando se presenta reaccion
positiva en una o en las dos bandas diagnosticas de 17
y 23 KDa y una especificidad para estos dos antigenos
de 100 %; con un valor predictivo positivo de 100 % y
un valor predictivo negativo de 95,7 %. Esta técnica
por su alta eficiencia podria ser aplicada como apoyo
al diagndstico de la fasciolosis en el Peru.
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