
Posibilidades del dot-ELISA para el
diagn6stico de la fascioliasis bovina*

Castro, E,H; Freyre, A.....; Falc6n, D...., MolilliUi, en

RESUMEN

Secvalu61a tcenica de dol-ELISA p<lril Itl detection
de anticuerpos conlr<l Fnf'cill!nllt'l'nlicl1 en 57 sucros de
Vilcas y novilln.. f"Zit Hereford, de frigorifico,
empleandocolllo llntigeno los produclo:, de secrecion /
excreci6n del p.lrC\siIO adulto.

Veinte VilCllno~ que prcsenlaban solo cjcmplilrc:-:,
adultos de F. "qlflf;ca y sin lesion hepi1licil prCSenlflrOn
tilulos MOII;ez;n entre 1:32 y I :256. Quince bovinas sill
F. lIepntica, quistc hid<llico, Pammplli:;toll/IIIII, nc'dulos
de OL'St11"mgasttJ/llIlIIl, ni nematodes gaslrointestinales
reaccionaron ncgativamcnte, ill igufll que 5 bovinos
infestados s6lo con Pnrnlllpl,;s!O/l1l/1II y 5 bovinos que
presentaban larvas enquislada5 de OC:~llpl1n~ll:;IIJIIIIlIII.

Cinco de 12 vacun05 can infestaciones lmicas a quiste
hidatico hepatica, reaccionaron positi"amentc con el
antigeno de F.III'Jmlim, tal vez debidoa la presencia de
anticuerpos residuillcs contra F. f'l'pnticn 0 a epitope(s)
comunes entre 'lmbos par,lsitos. $censaYOlron 12 sueros
de terneros con infcstaci6n de nemiltodes
gastroin test ina les ildul tos de f-/fIt'II 1t1l1cll /IS ~p. y Ostala:;:ill
sJ'., 7 de los cUOllcs reaccionaron al dot-ELISAy contrOl
quiste hidatico, no pudie-ndosc ilrrojilr conclusiones
"alida~ al rcspcdo.

L, repetibilidCld del metoda fue buena. SOia hubo
variaci6n de lo~ tltulos a diluciones dobles. El usa de
dipsticks result6 mas pr,ictico que la utilil:aci6n de
discos individuales de nitrocelulosa.L, reaccion del
dot-ELISA paril r. "l'/mlicn en el VaCUlltl serfa de
cspedficidad muy variablede ilcuerdoa lilscondicionc's
y los resultados de este estudio en particular. Estil
caracteristica cs pilsibIe de ser mejorada. Ellaes deseilble
por tratarse de una rcaccion de fficil ejecuci6n y excelente
sensibilidad, que merece ser puesta a punta en el
futuro.

Pnfnvrns cJfIl'l': 8nvil/os, illllllllllXfingmisticll, rnsciu/n
hepatica

SUMMARY

The dot-ELISA technique was evaluated for

detection of r. /IL'patim ilntibod ie~ in 57 Hereford CClItIC'

sera at ~Iaughtcrhous('.Secretion/excretion producb

of adult pamsites were used as antigens.

20 stccrs parilsitized with only adult specimens of

r./lt'IHllico had Olntibody titers of 1:32 to 1:256. 15 "tl'cr"

free Qf r. f't'/Jltticrr, hydOltic cyst, PnrtHllllhi~t(lIlIll"',

MOI/h-:;II, OI'~llJ/"IISCl~fll"'1I1I1 nodules <lnd

gilstrointcslinal nematodes, and 5 steers with Qnly

OI'SOpl/(/~(lstOIll/l1l1 nodules, did not react in the dot­

EUSA.Sof12stccrscra with only hydatid cyst infectiQns

reacted positive with F.lu'I,,,tica antigen, maybe due i\

presence of residuals antibodies or a commonly

cpitopc(s). It was Olssaycd 12 scm from cillves infected

with gilstrointestinill nematodes (I fnl'lIml/rflll~ ~J!- ,llld

OMl'rtllKin ~p.) Clnd 7 reilcted pQsitivility to til(' dot­

ELISA reClction Clnd agninst hidntid cy~1.1tcan nnt offer

reliable conclusion.

Repctibility of the ns:;ay wns good. Dipsticks wert'

more practical than individual nitrocellulose disks.

The specificity of the dot-ELISA for r. liepnticn in
cattle was quite varinble in the cond it ions of the present

study. This cilrilcteristic COln be improved, something

worth trying on account thnt the ilssay can be easily
performed and has excellent sensitivity.

• Proyecto financiado par 1<1 Intefll<ltionOlI Foundation for Science, Estocolmo, Suecia (Proyecto 13/1910-1)
.olnstitutodc Parasitologia, Facultad de Veterinilria, A\'da. Alberto Lilsplaces 1550. Montevideo, Uruguay.
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Comunicacion Corta

lNTRODUCC/ON

EI tradition,'ll ill1illisis copro­
parasitario para Ii'! deteccion de
huevos de FnsdolfllJel'nficn "dolcee
de algunos incollvcnicntcs:

1) nodetccta la infcccion durante
el pcriodo prepalente

2) su scnsibilidCld no cs muy
buena y dependt'o adcl1lils, del
laboratorista

3) es una tecnica tt.-'CIiosa y no
aulomatizable.

Por ella, desde hOlce algunos
ai'los sc estan evaluando Illctodo:­
alternativos de diagnostico de I"
fascioliasis por media de la
deteccion de antkllcrpos circulan­
le5. Estos metodos !\Croinllluno­
16gicos pueden sup!clllcntar cI
diagn6stico coproparasililrio ruti·
muio, y ser tambicn de utilidad en
('studios cpidemiolngkos.

La tccnica cnzimatica dl'
illlllunocnsayo (ELISA) h<l sido
ampli,\mClllc ll~ilda p<H<l cI
diagnosticn dl' 1.1bl1rillorio de I"
fa$Cioli,,~b n"tur,ll y l,.'xpcrimcnt"l
en ovino!' (12, 2H) Y bovino:-;
(1,-1,8,9,25). P"r,l ,Hllllentilr I"
!'emibilidad ye~pl..'Cifit:id"ddel tl.."~t

~ fraecion" cl "ntl~eIW (11,16), En
la delccdon de la f'bcioliasisovina,
sc obtienen resultados alcntadorcs
"I utili;-.arSC' los productos metabo+
Iiws de F. "qHlticll (2,28). Lc, maym
scnsibilidad, c:-.pccificidad y
prccocidild dc c~t(l~ llitilllo~qucd"
demostr"d" "I Cl,llll~lar"r~c ~ll

compl1rtamicnln, medi"nte J"
t&:nk" de ELISA, ":1111 un cxtrilclll
soluble de ejemplilres ,ldlillos en I"
delccdon de ,mtkllerpos espccifi­
cos, durante la infc~tilci,in n"lllr,,1
de bovino:-. (22).

Con cl fin de de:-'i1rmllar un"
tecniea inmUll(ldi<l~nostic" mas
scncilla y ccon6mkcl, y ,llllllent<tr I"

rcproducibilidad evit"ndo asf eJ
"efecto edge" (6,5,13), Sl.'
sustHllyeron las microplacas por
membranasdenitroceI1iIosa{1O,17,
18), Sc usaron di~co!' aislados de
nitroccllliosa y plaeas de
membranas de nitrocelulosa
descartables, estas liltimas fueron
mas pracl icas, perode cosioelc\'ad (l

(18).
Posteriormcnte sc ensayo el

"dipstick", fijando los discos de
nitroeelulosa cl tira!' de plastico con
unil gOOla insolubleen agua,elcuill
perm itc le~tar, al mismo ticmpo, un
Slll.'rO frente a divcrsos ilnligenos
(19).

Hast" el momento, el dot-ELISA
ha sido uSildo en parasilologiil
\'elerinilria para lil deteccion de
anlicuerposcontra BII/J(.'s;ncml;s (24),
AlllbI.lItII/II, /11l/lTirnlllll/l en bovinos y
Dall/nce"t()r IIl/{ft'rSOlli en bovinos y
conejos (26, 27), Snrcocystis "lIIr;.~

(2::\), contra F, 1/l'pnticn (3, 29),
Allnp/lI~mll IIInrsitlflk (15), y para eI
diagn6slieo de la leishm,lIliasi:-.
e.1nin" \'isceral".

EI objctivo del prcscntc trabajn
fue indil~"r, priOl<tri"mente, lils
posibilidildes diilgnbsticas de I"
ICCllica de dot-ELISA paril d
diagncistico de la fascioliasis en 1.'1
vaCUIlO,

,I) DclermilHlf la minima
d ilueillil indicativ" de infeslaei(lll a
r. /It'l~ltifl' ell eI test de dot-ELISA
en \',1..:l1l1\IS.

b) Adqllirir Ulla nocit'm acerca
dt' los titulos h"bituales de
anticucrpos en la infesl.ld6n
niltural.

c) Delermillnr In especHicidad
de lil reilcl"iol' en presencia de
quistes hidatiws, l"n',ls enquis·
tndilsde ('>t'S/.ljl/III,'\llStl1lIlW/I, y formas
adultas de PnrtlUlpllisfollllllll,
OstlTIIISi" y f-lllt'JllolU·II/1~.

MATERIAL Y METODOS

1) Animales

Se utiJizaron mueslras de suero
de vaeas y IHwillos raza Hereford
obtenidils en frigorifieo, y de'
tcrneros rilza Herdord de campo.

A) r,.i~tll'ifiCtI, .

Se :-.cleccionilron 5 grllpos de
anilllaiesdeanlerdoilia il'Specdoll
y palpad6n de \'isceras, .11 corte de
pnrcnquimil hepaliw y pulmonar,
y "I estudio coprol6gico (n,elodo
de Mc Master), prilcticandose la
tecnica de dot-ELISA cn el sucro
provcnicntt" de los siguienles
vacunos:

a) sin I.. prescncia de F, hqIOI;ClI,
quiste hidatico, Pllmllll''';SltIIlHIlII,
Mt1Ilic:il1, lar\'as enquistadas de
Ot'~IIJllI11S0~tllllllllll, ni cjcmplarc:-.
"dllltn:-. de ncm"lodes gastftl­
intcstin"lc:-; (15 sucros). (Cuntrolc:­
nl.."giltin1s).

b) prescnl,1ndo unic.lmcnte F.
/Il'pntico en los can"liculos biliilres,
pew sin lesion hepatica macros­
ctipicil como sllpllestl,l de tH1
infestadon prcvi" (20 sucros).
(Contro]es positi\'os).

c) prescnlilndo llilicamente
quisles hidMicos en higildo (12
sueros).

d) prescntando linicamente
formas larvarias de Ot!Stll'/w­
sosttJ/II11II1 (noolilos intestinilles) (5
slleros).

c) prescntando ltnicamente
ejemplarcs .. dultos de PllrIll/l­
p/lisfollllllll (5 sucros),

B) ell/llptl

La presencia de panlsilos
gas! wi n test ina Ics sc deb ioestud iil,.

"Colllunicacion per:-,ullill M, Portlls.
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en temcros decmllpo, en virtud de
que la mayoria de los animales que
van a faenCl son categorias
resistentes (mayores de 4 anos) 0
fueron dosificados previamente. Se
seleccionaron 12 terneros raza
Hereford de 18 meses de edad
provenientes de un establecimiento
sin antecedentes de infecci6n par F.
lIepnticn. Se realizocontajede huevos
segun el metodo de Mc Master
modificado, utilizando solo Clque·
1I0s sueros provenientes de anima·
les con contaje~ superiorcs Cl 200
h.p.g.. Se determin6cl genero parCl­
sitario por coprocultivo segun el
metodode Roberts-O'Sullivan (21).

Para conIirmar la allsencia de
quiste hidiitico se realiz6 I.. tecnica
de dol-ELISA uSClndo como
antigeno Iiquido hidatico. Para
descartar infeccioncs patentes por
Paral1lpllistomum se realizo
sedimentacion sllllple.

2) AnHgeno

Se utilizo como antigena los
productos de secrcci6n·excreeion
obtenidosde ejclll p ICl res ad u Itos de
F. liepa/len seglLn ICI tecnica deerita
par Dawes (7) y modiCic<lda por
Arriaga et al. (3). La determinacion
proteica se realiz6 seglin el metodo
de Lowry ct al. (14), obteniendose
1,37 mg de proteina por ml. La
concentraci6n 6ptima de cmtfgeno
se determin6 conErontando
solucione~a 0,53 y 0,85 mg/ml de
proteina a diluci6n constante de
conjugado (1:100) conlrn suero sin
diluir y diluciones dobles de suero
a partir de 1:2. Ll concentraci6n de
trabaja fue de 0,53 mg!ml de
proteina.

Se utiliz6 un solo lotedcantigeno
y esta preparacion se conserv6 en
alicuotCls a -20"C hasta su usa.

3) Sueros control

Como sueros conlrol positivos,
se utiliz6 un pool de sucros
provenientes de novillos y vacas
que presentaron unicamcnte
ejemplares adultos de F.llepatica en
la faena. Los 6rganos de estos
animales no presentaron quiste
hidfllico, Paramphistom/ll/l, Mo­
II it':!ia , larvas cnquistadas de
Oe:>oplla~ostollllli// ni ejcmplares
ildultos de nematodes gnstroin­
testinales.

Como sueros control negativos,
se lltiliz6 un pool de sucros de
ilnimClles que no prcsentilron
ningunode los parclsitos anleriores
en ICl faena.

Sc hicieron alieuotas de los dos
pool anleriores, las que se
almacenaron a -20'·C. En todas las
determinaciones del test de dot­
ELISA se induyeron a!icuolas de
ambos pools.

4) Bloqueo. Dilucionesdesuero
y conjugado

Como ngente bloqucante sc
utiliz61eche bovina en polvo ClI5'1.,
en tamp6n fosfato·NaCi isot6nico
(pH 7,4), conteniendo 0,05% de
Tween 20. La membrilna se incubo
a 37"C por 30 min.

Tanto las diludones de suero
como de conjugado sc hicieron con
tampon fosfato-NaCi isolonico (pH
7,4) conteniendo 0,05 de Tween y
Icchebovinaen polvoal1%. Ambos
se incllbaron a 37"C por 20 min.

Se utiliz6 un prcpflrado
comcrci,11 de antilgG bovina
obtenida en cilbm, conjugada con
peroxidasil (Chemicon, USA). Ll
d iIuci6" 6pt imCl de trabCljo scobtuvo
cnfrcntando diluciones dobles de
conjugado a partir de 1:50 hasta
1:1600 con unCI conccntraci6n
antigenica constante de 0,53 mg!
ml de proteina, y diludones dobles
de sucro a partir de 1:2.

5) Substrata

Comosubstrato de la enZilll<1 se
uso el 4-c!oro-1·naftol (Sigma
Chemic Gmgh) segun Hawkes et
al. (10). Se prepar6 una solution
madre de 30 mgen 10 ml de metanol
absoluto y se allllacen6 Cl 4"C hasta
una semani'!. Ante~ de su uso se
diluyeron 2ml de esta solucion en 8
ml de tampon fosfatos-NaCI
isolonico y se Ie Clgregaron 6
microlitros de peroxido de
hidr6genoaI30%. Llmcmbrannde
nitrocclulosa fuc incubada can csta
soluci6n entre 10 y 15 min a
tempcr,ltura ambiente y en
oscuridad.

6) Discos Y dipsticks

Se cnsay6 cI uso de disco~ de 3
mm de di<\mctro colocados en
pocillos de placas de microtilu·
laci6n. Tambicn ~e ensilyaron
"dipsticks" (19) consistcnlc:. l:'n
discos de nitrocelulosa pegado~ a
tira~ de plastico rigido en angulo de
90". Esta variacion de la tecnicCl de
Pappils (19)se hizoconel findequc
los d isco~ queda mn complel<1lllcnte
slllllergido:> en 100 microlilro~ de
rcactivo. Una vez fijadoel Clntlgeno,
algunosse usaron en cl momento, y
OITO!> fueron conservados a menu:>
20"C pur 30 dias.

Para facilitar la manipuJacion
de los "dipstick.··;" en la placa de
microtilulacion, para una secuencia
de dilucionc:> de un llli:>IllO sucro,
se .\dhiricron 12 "dipsticks" a una
varilJCI de Cllulllinio ton cementtl de
contacto. Tanto pam cl L1S0 de los
discosdc nitrocelulosa comode los
"d ipsticks" sc ulilizClron las llliSlllaS
vi'lriables.

7) Procedimiento de rutina

Como proccdimiento de rutina
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Cuadro 1

Resultados de 57 sueros vacunos ensayados por la tecnica
de dol-ELISA para F.llcpatica

Tecnica de dot-ELISA
Playn de faenil Tolal Reaccionantes flea<rionanles

(+) (-)

Sin F. 1It'I'nlicn, ni otros parasitas 15 0 15
Can F.III!Jmlicn 20 20 0
Con quistc hidc'itico. solnmentc 12 5 7
C(ln rnrnmplli~I(lIlIlIllI, solamentc 5 0 5
Con lnrvas cnquistadas de
Oesop//lIS:ll""OIllIlIlI, sola mente 5 0 5

TOTAL 57 25 32

"e utiliz6 c1 protocolo para el
diagn6stico de Iii leishmaniasis
can ina de Partus el al'", pero Ulla

"czdepositadoel antigeno, se seeo
la membrana a Sfi"C durante 15
min.

- Adsorci6n del ;mtigcno a 1a
membrana. (1)

- Bloquco con fosfato-NaCl­
rween 20 al O,05%-ICi:hc bovill" Cl'

paiva aI5'Y.., Incubaci{'l11 a ::\7'C pOl"
.m min.(lOOI).

- EI sucro sc IC:-ttl sin diluir y ,l
diludoncs doblcs " partir de 1:2
hasta 1:512cn fosfilhl-NaCl-Tv'iCCIl
20 al O,05",,·lechc bovina en polvo
,\11 'y.,. IncuhaciOn.l :\7" por 20 min ..
11(01)

- 3 lavados de .5 min. cilda uno
con fosfato-NaCI-Twccn 20 ill
0,05%. (2001)

- Incubaci6n de nllljugado Cl l<l
diluci6n 1:IOOcn tampon, .\37" por
20 min. (1001)

- ;1 lavados de 5 min. (Clda uno
(:(111 fosfalo·NaCI·Twccn 20 al
0,05%. (2001)

- Incubaci6n de I" soluci6n
...ubstrilto en la osellridild entre 10·
15 min. (1001). Lil rCilccioll Sl' eortll
con llgua de cllnill.l.

Clldll lesl incluy\) los sigu icnte~

\"ontroles:
il. Control del conjugndo: el

.lntigcno fue incubndo sin suero.
:;610 con lnmpon fosfnto-NnCI
Isotonico-Tweell 20 ,11 0.05% Yleche
bovillll en poh'o nil"" conjugndo y
susbstrllto. •

b. Control del ~ub!-trlltn: el
clntigeno fue incub,'do sin :-oucro y
... in conjugado. :-Ollll) C(lll tllmp(m
fosfato-NnCl iso!l)nlC\l-Tween 20 .11
0,05'1,,)' leche bovin.1 \"n pol\'o all""
v substrata.

c Contral pasltl\'ll y
d) Control ne~ntivo (Vcr .1)

(Sueros control).

8) Lcctura

En 1,1 lectmll se viSlmliz,6 lll1ll
intensn mnncha azul (reaccion
positiva), unil mill1(hil lenue
(rencci6n sospechosa), y sin manchn
(reaccion negntiva). Se tomo como
titulo para el dot-ELISA la mayor
dilucion de suero que mostro unn
lllancha inlensa. Una di fcreneill del
cuc'idrllple ell el tilulo de
nnticucrpos se eonsidero quc
rcflejnb,lullillllOdific,lci6n rcal; una
difcrelKia del doblc no se consider6
significati \'ll,

9) Analisis csladislico

Sc c~tlldh) la rcpctibilidad del
test y ~1I poder discrimimlllte. Sc
lomilrnn seis mllcslras, 3 sucros
controles positivos y 3 SlIenlS
contr01es ncgativos, con cinco
lcclu rilS cada unCI. l'ar,l cilda grupn
(~ernneg,1Ii\'osy scropositiv0S), sc
tesl'lron 1,1S diferencills de medias
(ANOVA). Ln asociaci6n entre los
resultlldos de I" ,Hltopsia y los
reslllllldos del dot-ELISA. se tcslll
COil Chi cuadrado lltiliznndo lodos

los slleros.

RESULTADOS

1) Discos Ydipsticks

No sc obscrvClron difcrcncias en
cl resllltCldo de la prucba III utilizar
los dos sistemas. Si bien la
preparacion del "dipsticks" es
cngorrosa, resulto mits prcktica
d llrantcel cnsayoquc lilulilizacion
de las discos aislado~,

2) R('sultadosobtenidoscon los
sueros

Los resultados obtenidos con
todos los SllCroS esludiados se
cxhibcn en el Cuadro 1, no
inclllycndosc los 12 sueros dc
lerneros infestados can nenliltodes
gastrointcstinales. Sc consider'lI1
tillilos indicativosdc infecciol11:32
y mayorcs. En 1.1 figura 1semllestra
1a di:-olribucion dc los titulo:> de
Clquellos -13 sucrosque presentaron
lllg11l1ll reClccidn.

- Los sucros de bovinos que 110
ten ian r.lt(·p',tica ni otras parasitosis

'COlUuniclldon person'11 M. Port lIS.
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Illuy variable: no cxistieroH
reacciones cruzildas frente il otro
trematode (Pnrnlllpliis/olllllm sp.) ni
frente il la presencia de !iuvi'lS
cnquistadas dc O. rndinfwlI.

Ningllno de los 15 sueros de
bovinos no infeslados con F.
IIepII/icl/, quiste hid<Hieo, larvas de
Ot'sopltnglls /lllIllllII, pa r<lsi tos is
lntlltiple por gastrointcstinales
adullos, Pllmp!lis/llllllllll, Mtlllit'zin,
reaccionaron positivamente en el
dot-ELISA. Siclc sueros no
11l0stri'lron renccion i'l ninguna
dilucion, y s610 uno de cllos
reaccionCi sin diluir. Lo:> H SUl'roS
reslalltes 11l0stfil ron una coloracion
leHue; 1 i'lli'l dilucion 1:2,4 il 1:4 y 3
n 1:R.

Cinco de 12 anim<l les infcstados
solo con qu iste h ida tieo prescn til ron
una renccion fr<lncamcnte positiv<l
en d dot-ELISA, con titulos enlre
1:32 y 1:128. Trcs no rCilccioHMon i'l
ninguna diluci6n, y oteos ...
presenlaron coloraciones tenues
h<1sli'l ladilucion 1:4comporlandose
COIllO los sucros de los bovinos que
no presenli'lb<ln ninguna parasitosis;
pem 5 de cllos prcsenlaron una
rcaecion franC<1mcnte posiliva, 2
Slleros a til diluci6n 1:32 otros 2 ala
dilllci6n J:64 y 1 aln dilllci6n 1:128.

Can rcspecto il los sucros
bovinos que solo prcscntabiln
Pnrflplu's/(llIIum: 3 reaccioni'lron
t('nuemente, 1 de ellos reaeciono a
sucro sin diluir y los otros 2 a lil
dilllci6n 1:8. Los 2 reslantes no
rCilccionilron.

Dc los 5 sueros de bovinos que
s610 presentaban larvas de
Ol'SopllllKosfoml/lII s610 2 reacciona­
ron tenuemente, 1 ala dilucion 1:2
y el otro il la diluci6n 1:4, no
reaccionando los 3 restantcs.

Los resultados obtenidos de los
12 sueros de terneros que
presentilb<1n infecci6n multiple por
par<isi tos gas troi n testina lesad ullos

Ln cspccificid<1d del metroo fue

- Dt' los 12 sueros de terncras
lllfc~t.,d os por pa r<isi tos gast winles­
1illclll'~ ,ldul tos (I-lnCII/(IIlc1l11s pillcd y
Osfalagia llsla/ag;), 7 de elias
presentaron titulos entre 1:8 y 1:64.
Cabe dcstacar que estos sucros que
rcaccionllron positivamenle y 2 de
lossllcrosque noreaccionaron, fue­
ron posilivos a 1<1 rcaccion de dot­
ELISA uS<1ndo como antigeno
liquido hidfltico.

3) Especificidad

FIg. 1 DhilibuCliJII ill' lo~ II/II/UI> (it' 43 ~lIl'rtll> vnclI/wl> qw: f('IICCltJllflroll por In
Iffllicn de dlJI- ELISA pnrn F. !It'pIllicn

no reaccionarllll pur cncllua de la
diluci6n 1:8.

- Los $tlero~ dl' bO\'lnlls
infestados sOlo COil r. IIl'JM/lcn
presenlilroillilulos de 132 a 1:256.

- L05 stleros de bovinos
infestados s6lt) con quiste hid<itico
presentaron titllll)s de 1:2 i\ I:128.

- Los suerosde bovinosques610
presentaron forma:; larvarias de
CkstlpII(lSIl~IOIlI1I11I,y los que pre~en­

lawn Pllrnl/lp1li~/1l1ll1IJII,5e compor­
tilron de formi'l simili'lr que lo~

sueros pro\'en iell tcs de v,lCU nos q ue
no preSCnli'lrOn ningulla pi'lri'lsi losis.

N° de Sueros

12

11- · · · · · · · · · ·
10 · · · · · · · · · · . · · · · · ·

9 · · · · . · · ·

8 · · · · . · · · · . . · · ·
7 · · · · · · · · · · · · · ·
6 · · · · · · · · . · . ·

5- · · · · · · · · · ·

4 · · · · · · . · · ·
3 · · · · · · · · · · · . . · · · ·
2 · · · · · · ·

I -, '~In In · · · · . · h R0
1/4 I 1/8 I 1/16 r 1/32 I 1/64 r 11128 I1/1 I 1/2 1/256

Dilucioncs de Sucro

•• SiD. Fe heparicI!!I ni otros panisitos

Ill. Con Fe hep."ica. sin otros par.ssitos

D.Con quiste hidJitic;o. solaft1ente

&1 Con ParaTnphis ror.n UT.n. solal:nente

o Con larvas enquist:adas de
. O~sopha8ostoznurn, aolarnente

.. ·
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fueron invi\lidi\do~ por prcscnli\r
tambien quistc hidiitico.

41 Sensibilidad

Todos los sucros de bovinos
infestildos con F. lJeprltictl
reaccionaron positivamente, no
acurricnda falsos resultados
negativos. Tres de elias
reaccionaron a la diluci6n 1:32, lOa
ladilucion 1:64,6<1 1<1 diluci6n 1:128
y 1 a I.. diluci6n 1:256.

5) Repetibilidad

· Comunicaci6n Corta

Cuadr('l2

Titulos de 6 sueros ensayados 5 veces por el test de dot-ELISA

Lecturas

Sueros + I·' 2' 3·' 4·' 5·'
I 1/64 1/32 1/32 1/32 1/64
2 1/64 1/64 1/128 1/128 1/128
3 1/128 1/64 1/64 1/128 1/64

Sueros -
4 1/4 1/2 1/2 1/2 1/4
5 1/4 1/4 1/4 1/8 1/8
6 1/2 1/1 1/1 1/2 1/2

Hubo variacion de los titu!os,
,olamentecn dilucione:o; dobles. En
l'I cuarlro 2 sc cxpresan los
resultados del cstudio de .3 sucros
positivos y .3 SlICfl15 negativos <11
lest de dot· ELISA con 5 lectums
cada UllO.

6} Analisis estadistico

Los titulos de an ticucrpos fllcron
transformados logarilmicamcnte.
Los resultados del cstudio de
ANOVA p'lril ci'lda uno de los
grupos seropositi vo y se ronega Iiva,
mucslra un F de 1.165 (p=O.OO9O) Y
un F de 10.588 (p=0.0027)
respectivamente. Desde cI punto
de vista practico y con el objetivode
estimar la rcpetibilidad del metoda
es importante centrar la atend6n
en las varian:ws l'C:'id llalcsen amhos
grupos seropositivos y seronega­
tivos (0.1378 y 0.1376 respectiva­
mente). Las desviadones tipicas
para cada uno de ellos flle de 0.37.
EI intervalodeconfianza a un nivel
de 0.95 est<\. dado por el
antilogaritmo de 2 desviaciones
tipicas por debajo y porencima del
valor medio de cada Illuestra
(antilog. (2 x 0.37) = 2.09), estando
en este caso, entre una diluci6n a la
mitad y una dilud6n al doble.

Los valores promedio (Ln) y las
desv iaciones Iipicasobten id 05 pa ra
los resultados de los sueros
positivos fueton de -4.2719 y0.5091
respcctivamente, y para los slleros
negativos flleron de -0.9407 yO.5836
respecti\"amcnte. Las lectllTClS p"ra
los resultados negativos Sal' algo
mris dispersas que paril los
resultados positivos. Las medias son
difcrentes can un valor de t= ­
16.4106, can un nivel de
significilci(ln de 1.3323 E·15. Entre
los villores observildos como
positivos y los valores observados
cOl1lonegativos, existe un intervalo
bien definido donde no hily
observacioncs, 10 que haec que no
haya c1asificaciones errildas.

El cuadro 1 muestra 105
resultados obtenidos de los sueros
c1asificados segun los datos
obtenidos de frigorifico y los
resultados oblenidos segtlO el dot­
ELISA. La sensibilidad observada
fue de 100'Y., con un intervalo de
confianza entre 86-100%, a nivel
95%. En virtud de que en los
resultados obtenidos no se
contemplaron las propordones de
lils distintas enfermedades, se
calcularon entonces intervalos de
confianza (95) para especifiddades

parciales en presencia de cada
agente parasilario y en su ausenda,
obteniendose 10 siguiente:

a) Ot'SopJIfISlIstolllllm entre 54.9­
100%

b) Pnrflll/phisttlllllllli entre 59.4·
100'1.,

c) Quiste hidiilico entre 45.8­
79.2% (promedio 58%)

d) Ausencia de los distintos
agentes parasitarios estudiados
entre 81.9-100"1.,

EI test de Chi cuadrado para
estudillr la asociaci6n entre los
rcsultados obtenidos en frigorifico
y los resultados del testdiagn6stico
se realizo sobre los sueros de
animales sin ninguna parasitosis,
5610 con F.l/t'pnticn, y s610con quiste
hidritico (Cuadro 1)

De <lcuerdo al resultado
obtenido (X~=39.45, p<O.OOOl), se
acepta asociaci6n entre ambos
resultados.

DISCUSIDN

EI formato de los "dipsticks"
utilizado fue diferente al sugerido
por Pappas et al. (19), con el fin de
que quedaran completamente
sumergidos en 100 microlitros de
rei'lctivo, puesto que seria muy

'V".lE7r.lE./RUFfifAJR.lfA}" .m
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oneroso utilizar :mo microlitro:-: de
una dilucion de conjugado 1/100.
Sin embargo, el formato sugcrido
por estos autore~ cs mris resistentc
y Henen la ventaja de pixler utilizar
varios antigenos diferenlcs al
mismo tiempo.

La reaclividad de los "dipsticks"
que fueron congclados sc mantuvo,
coincidiendocon locomunicado por
Zimmerman el at. (29) quicnes
almacenaron d "ntigenn ell discos
de nitrocelulo~ilhilst« por un aflO.
Ello permite a«lrtc1r d liempll de
ejecuci6n de lil reaCcil)n en pur 10
menos 45 minut(ls.

Es posible optimizar lil
practicidad del metodo, Asi,
inspirados ell el procC'dimiento de
rutina de Portlb et al (-) se U:-ilr<l
una plancha de poliestireno d(' 96
tubos huecos para re,lltzar la tL''x:nica
mas facilmente. Con L':-to se evil,lril
el usa de discos aislado:- de
nitrocelulosa y de "dipsticks", asi
como tambien 10:- problemcl~ de
ruido de fondo que sc pre~enlall

cuando se realLwn lodo~ lo~ Pil~U:­

con posterior filtraci6n por vacio.
De esta forma sc pucdell ensayilr 2
diluciones de -lO sucros 0 titular 10
sueros, utilizandose un rcclilngulo
de membrana de <lprol(imadillnenle
8x lOcm, Eltiempo de ejecucion de
la prueba se pucde acortar
significativamcnte. al conscrva r los
rectangulos de la membrana de
nitrocelulosa con el antfgcllo fijado
y bloqueado.

De acuerdo al rc~ultado delle:,t
de X2 se acepla la asociaci6n entre
los resultados obtenidos dc playa
de facna (como criteria verdadero
de c1asificacioll) y los resultados
obtenidos del dot-ELISA. La
especificidad del metodo fue muy
variable: no existiel'on reacciones
cruzadas frenll' a olro trel1liltode
(ParnmplllsttJI11l1111 "p) ni frente ala

-Comunicacil'lll person,ll M. Porh.b

scllsibilidild flle Illuy buena yil que
de 10:- 20 sueros de animales qUl'
solo presentaba\1 r. IIt'paIICII, todos
reaccionaron, y el titulo mellor fuc
de 1:32.

[I hcchodequeeltcst dt' Bi'lrlleti
hay" d"do hOlllogcncidad de
varianL,h implica quc la v.lfiaci(m
en las Iccturtl.s no sc "C afecttl.dtl. pur
10:. titulos deilnlicuerpo~,:-icndocl
Illctodo igualmclltc preciso pilril
mue~tras :>eropositivtl.s CHmo para
muc~lras :-croncgativa:.. Ptlr 10
t<lnto, de acucrdo ill re:,ultado de 1,1
AN()VA, se pucdc dccir quc cI me­
todo l':- confiabk y repctible para
cu,llquier nivel de .lllticuerpos. La
rcpdibilidad del test obtenidaCllel
prc~cnt('e:-Illdiocoincide can I,l ha­
lI<1d'l por P<lpp<lS (20) Y TL'IHN (23).

No sc pllcdcn i'lrrojar conelll­
"ionc:, \'illidils ell Cllilnlo a 1,1
C(llHparilCion COil {ltras tCcnica:- de
ELISA (1, 2, -l, 8, 16,23,26) quc
CI11 " IC.1I1 distintas fracdones
.mti~cnk,l"y cililtidadcs vaflablc~

dc,lllti.l-";cno pilrtl mcdir.,nticllcrpo~
Cll <lllllHalc:- COil C,l r~,ls ptl.r,lSitMi<ls
variable~ y mlldl"~ Vl.'CC:- descono­
cid<l~. Ntl existcn, que :-cpclrn(l~,

(tIm Ull lC,lCillllC~ ~(Ill rc cIcm plefldd
dill-ELISA pilf.,d dl,'glHl~llcodl'1,1
di-:lol11<1tosi:- en cI v"cuno.

CONCLl/SIONES

L,l rc.1CCl{11l dL' dllt-ELISA par,l
I. lic/,ll/len en cI ""CUIlO, utiliLando
,1llti~Cl\(l:- de :-ccredbn/excreci{lll
rc:-u!ttl de e~pL'clficid.,d IllU)

vilri'lblc. Afortullad,lmcntc, cst a
car.lcleri:,tica c~ pa:-ible dL' "l'r
mejorada, utilizando fr,lCCi('lnl's
anti~c\lic<l~ Ill1 COlHunc" COil
Ifllt'llWIlc!IIIS, Osll"'!llgll1 (I 'lUI:-tc

hidilt ko, 0 bien absorbicnd(l Sl1eros
preViilll\Clltc con preptlracioncs
allti~cllkil"dc estos parihilos.

LeI all,l ..;cn~ibilidad de e~tL'
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