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DETECCION DE ANTICUERPOSY ANTIGENOSPARA EL
DIAGNOSTICO DE Fasciola hepatica EN ALPACAS
NATURALMENTE INFECTADAS

OlgaLi E.r, Guillermo Leguia P.2, Ana Espino M 2, Blanca Duménigo R .3,
Ailén Diaz E.®y Oscar Otero?®

ABSTRACT

Theaim of thisstudy wasto standardizetheindirect ELISA test for the detection of
antibodiesand to eval uate acoproantigen detection test (ES-78 sandwich ELISA) for the
Fasciola hepatica diagnosesin alpacas. For theindirect ELISA, the excretion—secretion
products (ES) were used as antigens and a peroxidasa anti 1gG immunoconjugate of
a pacawasobtained through protein A affinity cromatography. Thedetection ELISA was
tested with the FASCIDIG diagnostic kit, which detects metabolics antigens using an
AcM-ES78 monoclonal antibody of the IgG 2a sub class. Optical Density (OD) values
between 0.075 and 1.435 were obtained using theindirect ELISA, where the cut-off point
was 0.226. The positive control group animals were positive to the test with values
between 0.331 and 1.435. The negative control group animals were negative to the test
with values between 0.075 and 0.226. OD values between 0.060 and 1.532 were obtained
using the coproantigen detection EL1SA, wherethe cut-off point was0.240. The positive
control group animalswere positive to the test with OD values between 0.244 and 1.532
and the negative control group animals were negative to the test with values between
0.060 and 0.240. The sensitivity, specificity and positive and negative predictive values
were 100% for both ELISA tests. Both test can replace the coproparasitol ogic test. They
are suitable for individual diagnosis and for herd diagnosis infections with F. hepatica.
The indirect ELISA has demonstrated to be a useful and sensitive tool for the pasive
fasciolosisdiagnosisin a pacas. The coproantigen detection ELISA isasimple, fast and
efficient method in the detection of activeF. hepaticainfection. Both diagnostic methods
would be the most suitables techniques for sero-epidemiologic surveysin large herds
under intensive grazing systems.

Key words: ELISA, Fasciola hepatica, apaca

REsuUMEN

El propdsito de este trabgjo fue estandarizar la prueba de ELISA indirecta parala
deteccién de anticuerpos y evaluar una prueba inmunoenzimatica de deteccion de
coproantigenos (ES-78 sandwich ELISA) para el diagndstico de Fasciola hepatica en
apacas. En la prueba de ELISA indirecta se emplearon los productos de excrecion y
secrecion (ES) como antigenosy se obtuvo uninmunoconjugado de peroxidasaanti-1gG
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de alpacas por cromatografia de afinidad a proteina A. La prueba de ensayo
inmunoenzi méti cade detecci 6n fue evaluadamediante €l kit dediagnostico FASCIDIG, €
cual detecta antigenos metabdlicos usando €l anticuerpo monoclonal AcM-ES78 de la
subclase 1gG 2a. En el ELISA Indirecto se obtuvieron valores de densidad dptica (DO)
entre 0.075 a 1.435 donde el punto de corte fue de 0.226. Los animales del grupo control
positivo fueron positivos a la prueba con valores entre 0.331 y 1.435. Los animales del
grupo control negativo resultaron negativos alapruebacon valoresde 0.075a0.226. En
el ELISA paracoproantigenos se obtuvieron valoresde DO entre 0.060y 1.532, donde el
punto de cortefuede0.240. Losanimalesdel grupo control positivo resultaron positivos
convaloresde DO de0.244 a1.532 y los animales del grupo control negativo resultaron
negativos alapruebacon valores entre 0.060 a 0.240. L os val ores de sensibilidad, espe-
cificidad y val ores predictivos positivo y negativo fueron del 100% paralasdos pruebas
de ELISA. Ambas pruebas pueden sustituir al examen coproparasitol 6gico, tanto en el
diagndstico individual, como en rebafios con infeccidn por F. hepatica. El ELISA indirec-
to demostré ser un método sensibley Util para el diagndéstico de fasciolosis pasiva en
alpacas. El ELISA parala deteccion de coproantigenos es un método simple, rapido y
eficaz en ladeteccidn deinfeccion activapor F. hepatica. Ambos métodos de diagndsti-
cos resultan ser técnica de eleccion para estudios seroepidemiol 6gicos en rebafios de

gran nimero de animal es sometidos a pastoreo intenso.

Palabras clave: ELISA, Fasciola hepatica, apacas

Lafasciolosis en € Peru es una enfer-
medad endémica en la ganaderia, y respon-
sable de cuantiosas pérdidas en la industria
pecuaria. Ademés, puede afectar al hombre
y es considerada como una enfermedad
zoondtica de importancia en la salud publica
(Minigterio de Sdud Publica, 1991/1995).

El diagnostico eficaz de la fasciolosis
estd basado en € hallazgo de los huevos del
parésito en las heces o0 en € fluido duodenal
dd individuo parasitado; sin embargo, este
diagndstico no puede redlizarse durante la
fase aguda de la enfermedad debido a que
parasito se encuentra migrando por el
parénquima hepético sin haber llegado a la
madurez sexual.

La deteccion de antigenos parasitarios
pertenece a un concepto diagndstico moder-
no que, a diferencia de la deteccion de
anticuerpos, permitediagnosticar lainfeccion
activa (Langley y Hillyer, 1989). El ensayo
inmunoenzimético sobre fase solida (EL1SA)
en sus dos variantes mas conocidas, € DOT-
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ELISAy € FAST-ELISA hasido enlosUlti-
mos 10 afios la técnica de mayor uso por su
elevadasensibilidad, versatilidad y posibilidad
de analizar grandes cantidades de muestras,
lo cua facilita la realizacion de estudios
epidemiolgicos, asi como € diagndstico de
casos individuales de fasciolosis (Hillyer et
al., 1992).

L ostipos de antigenos mayormente uti-
lizados en e diagndstico de lafasciolosis han
sdo los sométicos y los de tegumento. Los
antigenos sométicos son aguellos asociados
con lostgjidos del parasito, y su obtencion se
logra generalmente por fragmentacion y
homogenizacidn de los parésitos completos
(Espino et al., 1987). Los antigenos
tegumentarios son mas smplesy su compo-
Sicion antigénica estd asociada alas molécu-
las que componen € glicocdix del parésito.
Los antigenos tegumentarios, y en menor
medida los sométicos, poseen ciertos com-
ponentes de reaccidn cruzada. Es asi que di-
versos investigadores han purificado los
antigenos somaticos y tegumentarios para
obtener las fracciones mas especificas a fin
de darles una aplicacion diagnéstica.
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Los otros antigenos que forman parte
del mosaico antigénico de F. hepatica son
los productos de excrecidn-secrecion. Estos
antigenos no son otros que los productos
metabolicos que libera @ parasito d medio
circundante. Parasu obtencion seutilizan téc-
nicas de mantenimientoin vitro, mediantelas
cuales € parasito sobrevive por varios dias
en un medio libre de suplementos proteicos
(Lehner y Sewell, 1980). Estudios compara-
tivos realizados sobre la caracterizacion
inmunol égica de este tipo de antigenos reve-
lan que son mucho méas simples, inmuno-
génicos y especificos que los extractos
somaticos y tegumentarios (Espino et al.,
1993). Han sido correlacionados con los de
diferentes tipos de glandulas secretorias del
tegumento del parasito en diferentes estadios
de desarrollo, denominadas glandulas TO, T1
y T2 (Hanna, 1980). Los antigenos de excre-
cidn-secrecion fueron reconocidos como im-
portantes en € desarrollo de laformacién de
anticuerpos en fasciolosis (Sandeman y
Howdl, 1981) y han sdo ampliamente uitili-
zados en € estudio de la fasciolosis animal
(Hernandez et al., 1996).

El presente estudio constituye un apor-
te parad diagndstico individual y poblaciona
delafasciolosis en regiones endémicas, usan-
do técnicas inmunol égicas basadas en la de-
teccion de anticuerpos 'y coproantigenos. En
este trabajo se estandariz6 un ensayo
inmunoenzimético (ELISA) de deteccion de
anticuerpos y se evalué un ensayo
inmunoenzimatico de deteccion de
coproantigenos (sandwich-ELISA) para
Fasciola hepatica en un grupo de a pacas.

Disefio gener al

Se estandarizaron y evaluaron dos prue-
bas diagnosticas para Fasciola hepatica en
alpacas:

a) El ELISA indirecta parala deteccion de
anticuerpos anti-Fasciola hepatica,
utilizando suero de alpacas adultas. En
este caso se emplearon los productos de
excrecion y secrecion (ES) como
antigenos para € desarrollo de la prue-
ba. Se obtuvo un inmuno conjugado de
peroxidasaanti-1gG de a pacaspararea-
lizar lalectura de los sueros, determina-
cion del punto de corte, y  caculo de
sensibilidad y especificidad de la prueba
de ELISA.

b) El ensayoinmunoenzimético dedeteccion
de coproantigeno (ES-78-Sandwich
ELI1SA) fue evaluado utilizando hecesde
alpacas adultas. Las muestrasfecalesde
estosanima esfueron evaluadas median-
te e kit de diagnéstico FASCIDIG, el
cual detecta antigenos metabolicos del
parésito mediante € uso del anticuerpo
monoclonal AcM-ES78 de la subclase
19G 2a.

El inmunoconjugado contra 1gG de a-
paca no se produce comercidmente por lo
gue tuvo que ser preparado en dos etapas. a)
Laobtencién del inmunosuero y purificacion
de la anti-1gG de alpacas, y b) La conjuga
cion de la anti-1gG con peroxidasa.

Para la obtencion del inmunosuero y
purificacion de la anti-1gG de apacas se co-
lect6 44 ml de suero de 10 alpacas
coprol6gicamente negativas a F. hepatica 'y
negativas a coproantigenos. El suero fue pre-
cipitado a 50% con soluciéon saturada de
sulfato de amonio mediante centrifugacion a
3,500 rpm durante 20 min a 4 °C. Se
reconstituy6 en 22 ml de solucion tampon a
base de fosfato de sodio 20 mM, pH 6.8, y
desdlinizado por Filtracion en Gel empleando
unacolumnade Sephadex G-25 (10 mm x 30
cm). LalgG fue purificadamediante lacom-
binacion de una Cromatografia de Intercam-
bio I6nico (Cll) y una Cromatografia de Afi-
nidad (CA). Cada paso cromatogréfico rea

Y nstituto Parasitol 6gico Pedro Kouri, La Habana-Cuba
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lizado en la purificacion de la lgG fue andi-
zado por densitometriay SDS-PAGE.

Parala Cll se empled una columna de
Q-Sepharosa Fast Flor (26 mm x 10 cm) a
unavelocidad deflujo de 120 mi/min empleando
como sistemadetamponesal fosfato de sodio
20 mM, pH 6.8, en la equilibraciéon y elusion
de las moléculas no absorvidas alamatriz y
cloruro de sodio 1 M disudto € fosfato 20
mM, pH 6.8, paralaelusion delas moléculas
gue gquedaron retenidas.

EnlaCA aproteina A, lafraccidn que
quedo retenida en la columna en la que se
encontraba la mayor cantidad de 1gG fue
analizada mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida(SDS-PAGE), siguiendo € pro-
cedimiento descrito por Laemmli (1970). Esta
fraccion fue, ademds, concentrada por
AMICON vy finamente aplicada sobre una
columnaXK 16/18 de Proteina A-Sepharosa
Fast Flor. Las moléculas que no quedaron
retenidas a esta matriz fueron eluidas con
SSTF, pH 7.2, auna velocidad de flujo de 2
ml/min y las que quedaron especificamente
retenidas (1gG de apaca) fueron eluidas con
Glicina 0.1 mM, pH 3.0. Esta fraccion fue
inmedi atamente colectadayy neutralizedaapH
7.0 conlaadicion de 20 pl de Tris 1M pH 10.
Posteriormente fue desalinizadapor Sephadex
G-25y finamente concentradapor AMICON
con membrana'Y M-100.

Ensayo inmunoenzimético parala detec-
cion de anticuerpos contra Fasciola
hepatica (EL1SA Indirecta)

Parad andlissy estandarizacion de la
prueba de ELISA para deteccion de
anticuerpos a Fasciola hepatica se cons-
deraron dos grupos de animales.

a) El grupo control positivo, conformado
por 12 alpacas procedentes de una zona
endémica, donde lacrianzaeraen forma
extensvay mixta(bovinosy ovinos). Los
animal es presentaron a menos un resul-
tado positivo de tres muestras seriadas
con dos semanas deintervalo entre ex&
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menes a andlisis coproparasitolégico de
F. hepatica.

b) EIl grupo control negativo, conforma
do por 28 alpacas procedentes de una
zona ubicada sobre 10s 4,000 msnm, con
un sistema de crianza similar, en € cua
no se aterna con ovinos ni bovinos. El
areade crianzaes usualmente secay los
animales son desparasitados bajo un
cronogramaestablecido. Este grupo tuvo
tresresultados seriados negativos a exa
men coproparasitol égico paraF. hepatica
(los exdmenes se redlizaron con un in-
tervalo de 2 semanas entre uno y otro).

Para € desarrollo y estandarizacion de
ELISA indirecto para la deteccion de
anticuerpos anti-F. hepatica en apacas se
obtuvieron los siguientes reactivos biol 0gicos:

- Productos de excrecion-secrecion de
Fasciola hepatica
- Obtencion de un inmunoconjugado de
peroxidasa anti-1gG de alpacas:
a) Obtencion del inmunosuero y
purificacién delaanti-lgG ded pacas
- Cromatografia de intercambio
iénico
- Cromatografia de afinidad a
proteinaA
b) Obtencién del suero hiperinmune en
congos
¢) Conjugacion de la anti-lgG con
peroxidasa
- Estandarizacion del ELISA indirecto:
a) Procedimiento para el ELISA
indirecto
b) Punto de corte

Ensayo inmunoenzimatico de deteccion
de coproantigeno (ES-78-Sandwich
ELISA)

Para la deteccion de los antigenos de
excrecion y secrecion (ES) de F. hepatica
presentes en las heces de | as al pacas se em-
pled un ensayo inmunoenzimético tipo sand-
wich ELISA que estabasado en ladeteccion
de los antigenos metabdlicos del parasito

Rev Inv Vet Pertl



Deteccionde Agy Ac parael diagndstico deF. hepaticaenal pacas

mediante € uso del anticuerpo monoclonal
AcM ES78 de la subclase 1gG2a.

Para e andisisy estandarizacion de la
prueba de ELISA, se consideraron dos gru-
posdeanimaes: El grupo control positivo (38
alpacas) y el grupo control negativo (96
alpacas). El origen, mangjo y caracteristicas
de estos animales fue smilar a lo descrito
anteriormente parael ELISA indirecta.

L as muestras de heces de estos anima-
les fueron homogenizadas en agua corriente
en proporcion de 1 g/2 ml. El sobrenadante
dd homogenizado fue debidamente identifi-
cado y congelado a—20 °C hasta su andlisis
por ensayo inmunoenzimético de deteccidn
de coproantigenos mediante € Kit de diag-
nosticoFASCIDIG.

El punto de corte para la prueba de
ELISA de coproantigeno se cacul6 ingresan-
do los valores de densidad 6ptica (DO) de
las muestras de los grupos control positivo y
control negativo en una hoja de cdlculo, de-
terminando € punto de corte donde la sensi-
bilidad y la especificidad alcanzaron sus ma
yores valores. Se considerd positiva toda
muestra cuyo valor de DO fuese mayor que
la DO establecida como punto de corte.

Andlisis estadistico

Cadamuestrade sueroy hecesfue ana-
lizada por duplicado, toméndose como vaor
de absorbancia la media entre ambas deter-
minaciones. Se calculo la especificidad (€),
la sensibilidad (s) y los vaores predictivos
positivoy negativo del ELISA de anticuerpos
y € ES78-sandwich ELISA (coproantigeno)
empleando unatabla de contingenciade 2x2.

ELISA Indirecto para la deteccién de
anticuer posanti-Fasciola hepatica en al-
pacas

Los productos ce excrecion secrecion
se obtuvieron mediante latécnicade manteni-

Rev Inv Vet Pert

miento in vitro. La concentracion de protei-
nas de estos antigenos fue determinada por €
método de Lowry, y oscil6 entre 1.5-2.0 mg/
ml.

EnlasFigs. 1y 2 seindican losresulta-
dos delacromatografiadeintercambioiénico
y de dfinidad utilizada parala purificacién de
IgG. En laFig. 3 se muestran los andlisis de
purezarealizados alos diferentes pasosdela
purificacion por electroforesis en gel de
poliacrilamida donde se observa que € nivel
de pureza para la IgG se va incrementando
hasta alcanzar su maxima pureza con la
Cromatografia de Afinidad. En la Fig. 4 se
indican losresultados delacromatografia por
filtracion en gdl, observando lostres picos ob-
tenidos, que representan & conjugado (anti-
1gG dedpaca-peroxidasa), IgG de dpaca(no
conjugada) y peroxidasalibre.

LalgG de apacapurificada fue utiliza-
da para la obtencion del suero hiperinmune
en conejos. El suero fue titulado por
inmunodifusion dobley ELISA, obteniéndose
titulos de anticuerpos mayores a 1.64 y de
12,800, respectivamente.

Al redizar la prueba de ELISA para
anticuerposen|os40 suerosdelosgrupos con-
trol positivo (n=12) y negativo (n=28) se obtu-
vieron vaores de densidad éptica que oscila-
ron en & rango de 0.075 a 1.435. El punto de
corte caculado fue 0.226, d cua fue determi-
nado cuando la sensbilidad y la especificidad
acanzaron |os valores mas dtos (100%, res-
pectivamente). Segin este criterio, todos los
animaes con F. hepatica (control positivo)
resultaron positivosalapruebade ELISA para
anticuerpos con valores de absorbancia que
oscilaron en d rango de 0.331 a 1.435. De
igual forma, losanimaesde grupo control ne-
gativo resultaron negativos a la prueba de
ELISA con vaores de densidad Optica entre
0.075 a0.226. Por lo tanto, la sensbilidad, es-
pecificidad, vaores predictivos postivo y ne-
gativo fueron del 100%.
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Figura 1. Cromatograma: Purificacion de IgG de alpaca por cromatografia de Intercambio I6nico
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Figura 2. Cromatograma: Purificacion de IgG de alpaca por cromatografia de afinidad a proteina A
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Figura 3. Electroforesis de la purificacion de IgG de alpaca (SDS-PAGE)
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Figura 4. Cromatograma: Purificacién del conjugado anti-lgG de alpaca por C.F.G.

Ensayo inmunoenzimatico de deteccion
de coproantigeno de Fasciola hepatica
(ES-78-Sandwich ELISA)

Al redizar la evduacion de la prueba
de EL|SA paraladeteccion de coproantigenos
en las 134 suspensiones fecales de apacas,
tanto del grupo control negativo (n=96) como
positivo (n=38), se obtuvieron valoresde DO
gue oscilaron en € rango de 0.060 a 1.532.
El punto de corte calculado fue de 0.240, €l
cud fue determinado cuando la sensibilidad
y especificidad acanzaron los valores mas
altos (100%, respectivamente). Segln este
criterio, todos los animales con F. hepatica
(control positivo) resultaron positivosalaprue-
ba de ELISA para coproantigenos con vao-
res de densidad éptica que oscilaron en €
rango de 0.244 a 1.532. Asmismo, los ani-
males del grupo control negativo resultaron
negativos ala prueba de ELISA con valores
de absorbancia entre 0.060 a 0.240. Por lo
tanto, la sensibilidad, especificidad, y los var
lores predictivos positivos y negativos fueron
del 100%.

Los resultados demuestran que la pre-
paracion de un conjugado anti-1gG de apaca
ligado a peroxidasa, es (til parala deteccidn
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de anticuerposy, por tanto, para redlizar es-
tudi os seroepi demiol 6gi cos en un gran nime-
ro de animales pertenecientes a una especie
tan poco estudiada

Los resultados indican que los antigenos
de ES de F. hepatica adultos son dtamente
especificos, ya que, como a ser utilizados en
un ensayo inmunoenzimético de deteccion de
anticuerpos, permitieron discriminar totalmen-
telos sueros de pacientesinfectados delosno
infectadoscon F. hepatica. Ladiferenciaen-
tre estos resultados y los obtenidos por otros
investigadores radica en € modo de prepara-
cion del antigeno. En este estudio, |os produc-
tosmetabdlicosdd parésito fueron colectados
alas 24 h de mantenimiento in vitro, durante
el cua cada parasito fue cultivado de manera
individud; a diferencia de otros trabgos que
colectaron los antigenos luego de 7 6 més dias
de mantenimiento, siendo todos los parésitos
cultivados en & mismo frasco.

Como en la técnica de mantenimiento
in vitro, los parésitos sobreviven a expensas
de sus reservas enddgenas, la prolongacion
del tiempo de mantenimiento suele provocar
la muerte a un significativo nimero de ellos.
Los antigenos colectados dentro de las pri-
meras 24 horas son cualitativa y
cuantitativamente diferentes. Otros autores
gue trabajaron posteriormente con antigenos
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de ES de adultos, colectados a sdlo 3 horas
de mantenimiento, demostraron también la
elevada calidad diagndgtica de los mismos
(Hillyer y Soler de Galanes, 1991).

Ha sido reportado que una de las vias
gue utilizalaF. hepatica para evadir lares-
puestainmune del hospedero esladd recam-
bio antigénico de su superficie tegumentaria
(Hanna, 1980), la cua se caracteriza por la
presenciade diferentes gldndul as secretorias
denominadas TO, T1y T2 que caracterizan
a parasito recién desenquistado, inmaduro y
adulto, respectivamente, en sumigracion den-
tro del hospedero definitivo (Bennet y
Threadgold, 1975). Tanto losantigenosde ES
delos estadiosinmaduros como los ddl paré-
sito adulto, aunque procedentes de glandulas
secretorias funcional mente diferentes, poseen
componentes antigénicos comunes. Es por
esta razén que, empleando antigenos de ES
de parasitos adultos, se pudo detectar la pre-
sencia de anticuerpos en las semanas mas
tempranas del periodo prepatente, donde és-
tos debieron ser estimulados por antigenos
excretados por las formasinmaduras del pa
rasito.

Espino et al. (1987) observaron que la
presenciade anticuerpos contraantigenos de
ES pudo ser demostrada en € 100% de los
animales infectados desde periodos muy
tempranos de lainfeccion, lo cual corrobora
lo reportado por otros autores acercadel im-
portante papel que juegan estos antigenos en
la induccién de la respuesta de anticuerpos
en lafasciolosis (Sexton et al., 1991).

Lamayoria de los méodos de diagnés-
tico indirecto que aparecen reportados en la
literatura estan basados en la deteccion de
anticuerpos (Hillyer y Soler de Galanes,
1991). La principa desventgja de cuaquier
procedimiento diagnéstico basado en este
principio, es que la presencia de anticuerpos
no es indicativo de infeccion activa, ya que
se ha demostrado que los anticuerpos pue-
den estar elevados en hospederos que hayan
estado expuestos a parésito sin llegar a de-
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sarrollar la enfermedad y se pueden mante-
ner elevados algun tiempo después de trata
dos (Espi noet al., 1992). Por € contrario, la
principa ventaja que presenta e kit diagnos-
tico FASCIDIG es que se basa en la detec-
cién de antigenos de excrecion-secrecion del
parésitovivoy, por lo tanto, es capaz de diag-
nosticar lainfeccion activa. La especificidad
de este kit diagndstico esté dada por la utili-
zacion de un anticuerpo monoclona que sdlo
reconoce antigenos de excrecidn-secrecion
de F. hepatica en cuaquiera de las etapas
de lainfeccion (Espino et al., 1993), ya que
al parecer e monoclonal reconoce un epitopo
repetitivo en los antigenos de excrecion-se-
crecion presentes en las formasinmadurasy
maduras del parésito.

Durante su migracion por el parén-
quima, las formas invasivas del parésito
excretan una gran cantidad de antigenos que
van directamente a la circulacion, congtitu-
yendo un importante estimulo al sistema
inmunologico del huésped, que répidamente
genera la produccion de anticuerpos especi-
ficos contra estos antigenos.

La coincidencia observada en la dina
mica de la antigenemiay |os coproantigenos
en & modelo humanoy € modedo animd in-
dica que durante lainfeccién primaria por F.
hepatica, ladeteccion de antigenoscirculan-
tes sdlo tiene valor diagnostico en las etapas
mas tempranas de la enfermedad, en tanto
que e ensayo de deteccion de coproantigenos
tiene un vaor diagnéstico mucho mas am-
plio, pues permite detectar la enfermedad en
ambas fases. Los resultados obtenidos en
este trabgjo con € ensayo de deteccion de
coproantigenos en casos con fasciolosis he-
pética, se asemejan alos obtenidos por otros
autores en estudios de fasciolosis gigantica,
los cuales con el uso de anticuerpos
policlonales y técnicas de precipitacion, pu-
dieron detectar lainfeccion activaen pacien-
tes que se encontraban tanto en la fase agu-
da como en la fase crénica (Youssef et al.,
1991).
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L adeteccién de coproantigenos se hace
posible desde que € parésito inmaduro se
encuentra proximo a su locdizacion definiti-
va en e conducto biliar y sus productos
metabolicos son vertidos directamente al
tracto gastrointestina . Es evidente que € in-
cremento observado en los niveles de
coproantigenos en e modelo experimental y
en los pacientes, asi como las diferencias a-
tamente significativas encontradas entre la
media de | os coproantigenos antesy después
de la excrecion de huevos en ambos mode-
los, estarelacionado con €l proceso de desa-
rrollo del parasito en € hospedero, cuyo méxi-
mo crecimiento y maduracion sexud se d-
canza con € inicio de la oviposicion (Espino
et al., 1997).

El incremento en el namero de
muestreos por anima aumenta la probabili-
dad de encontrar mésindividuos positivos por
€l examen parasitol 6gico. Teniendo en cuen-
taque en lafasciolosis € hallazgo de huevos
presenta grandes dificultades, en € presente
estudio se realizaron tres muestreos
parasitolégicos con intervalos de 20 dias a
cada animal, empleando técnicas en las que
Se examinG minuciosamente todo € conteni-
do fecal. Esto denota claramente que, los
examenes seriados, S bien son eficientes, con-
sumen gran cantidad de tiempo, resultando
desventgjoso para la redlizacion de estudios
epidemiol gicos, de brotes epidémicos e in-
cluso para d diagnostico individua. A dife-
rencia del examen coproparasitolégico, €
ensayo de deteccin de coproantigenos pudo
detectar desde & primer muestreo e 100%
de animales con fasciolosis. Esto esdebido a
gue laexcrecion de coproantigenos es cons-
tante adiferencia de laexcrecion de huevos,
lacud esintermitente y estd ausente en de-
terminados periodos de la enfermedad
(Hillyer y Santiago de Weil, 1981).

L osresultados obtenidos en este estudio
con el ELISA para la deteccion de
coproantigenos en alpacas han sido muy
satisfactorios, con una sensibilidad y
especificidad del 100%, lo que es similar a
los obtenidos por Espino y Finlay (1994) en
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humanos de 96% y 100%, y por Castro
(1994) en bovinos con sensibilided del 99%
y 100% en rebafios que presentaban ata
prevaenciadeF. hepatica. Estosresultados
demuestran que la técnica de deteccion de
coproantigenos en pacientes o animales con
fasciolosis, usando el AcM ES-78, es €
método de eleccion para € diagndstico de
infeccion activa por F. hepatica.

El éxito obtenido con la aplicacidn del
ensayo de deteccion de antigenos se debe
en gran medida a la especificidad y
capacidad de captura del anticuerpo
monoclona ES78. El hecho de que con €
ensayo de deteccion de antigenos se puede
detectar laenfermedad en cualquierade sus
fases indica que el epitopo reactivo para
ES78 est4 localizado sobre moléculas
antigénicas excretadas tanto por parésitos
inmaduros como por paréasitos maduros. Esto
puede ser posible, S se tiene en cuenta lo
planteado por algunos autores respecto ala
existencia de antigenos comunes a los
diferentes estadios de desarrollo de F.
hepatica, de los cuaes a menos dos han
sido identificados como antigenos de
excrecion-secrecion (Sandeman y Howell,
1981).

La presencia de una molécula de 17
kDa considerada como un marcador
importante de las fases aguda y cronica de
la infeccion (Hillyer y Soler de Galanes,
1988), conllevaainferir que a menosdosde
los componentes identificados por € AcM
(24 y 26 kDa), por encontrarse dentro del
rango de peso molecular o muy préximos a
losreportados por estosautores, pudieran ser
los componentes antigénicos principaes de
los antigenos de ES de F. hepatica.

e El ensayo inmunoenzimético en fase so-
lida(ELISA indirecta) paradeteccion de
anticuerpos en apacas infectadas con
F. hepatica demostré ser un método
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sensible y Util para € diagnostico de
fasciolosis pasiva en alpacas.

El sandwich ELISA paraladeteccion de
coproantigenos, utilizandod AcM ES-78,
es un método smple, rdpido y eficaz en
la deteccion de infeccidn activa por F.
hepatica en alpacas.

La senshilidad, especificidad y vaores
predictivos del Sandwich ELISA, com-
parados a examen coproparasitol 4gico,
permiten lasugtitucion de este Gltimo, tan-
to en @ diagnéstico individua como en
rebafios con infeccion activa por F.
hepatica.

Losmétodos diagnddticos paraladeteccion
de anticuerpos y de coproantigenos,
resultan ser técnicas de eleccion para
egtudios serogpidemiol Ogicosy deinfeccion
pasiva y activa por F. hepatica,
respectivamente, en rebafios de gran
ndmero de animales sometidos a pastoreo
intensvo.
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