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diagnostico de la fascioliasis bovina*
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RESUMEN

Se evalué la técnica de dot-ELISA para la deteccion
de anticuerpos contra Fasciola hepatica en 57 sueros de
vacas y novillos raza Hereford, de frigorifico,
empleando comoantigenolos productos de secrecion/
excrecion del parasito adulto.

Veinte vacunos que presentaban solo ejemplares
adultos de F. hicpatica y sin lesion hepatica presentaron
titulos Moniezia entre 1:32 y 1:256. Quince bovinos sin
F. hepatica, quiste hidatico, Paramphistomum, nédulos
de Oesophagostonnim, ni nematodes gastrointestinales
reaccionaron negativamente, al igual que 5 bovinos
infestados s6lo con Paramphistonum y 5 bovinos que
presentaban larvas enquistadas de Oesophagostonun.
Cinco de 12 vacunos con infestaciones tinicas a quiste
hidatico hepatico, reaccionaron positivamente con el
antigenode F. licpatica, tal vez debido a la presencia de
anticuerpos residuales contra F. licpatica o a epitope(s)
comunes entre ambos parasitos. Seensayaron 12 sueros
de terneros con infestacion de nematodes
gastrointestinalesadultos de Hacmonchus sp. y Ostertagia
sp., 7 de los cuales reaccionaron al dot-ELISA y contra
quiste hidatico, no pudiéndose arrojar conclusiones
validas al respecto.

La repetibilidad del método fue buena. Sélo hubo
variacion de los titulos a diluciones dobles. El uso de
dipsticks resulté mas practico que la utilizacion de
discos individuales de nitrocelulosa.La reaccion del
dot-ELISA para F. hepatica en el vacuno seria de
especificidad muy variable deacuerdoalas condiciones
y los resultados de este estudio en particular. Esta
caracteristica es pasible de ser mejorada. Elloes deseable
por tratarse de una reaccion de facil ejecucion y excelente
sensibilidad, que merece ser puesta a punto en el
futuro.

Palabras clave: Bovinos, inmunodiagndstico, Fasciola
hepatica

SUMMARY

The dot-ELISA technique was evaluated for
detection of F. liepatica antibodies in 57 Hereford cattle
sera at slaughterhouse. Secretion/excretion products
of adult parasites were used as antigens.

20 steers parasitized with only adult specimens of
F. Iepatica had antibody titers of 1:32 to 1:256. 15 steers
free of F. hepatica, hydatic cyst, Paramphistonm,
Moniezia,  Oesophagostonuim  nodules  and
gastrointestinal nematodes, and 5 steers with only
Oesophagostomunt nodules, did not react in the dot-
ELISA.50f12steersera withonly hydatid cystinfections
reacted positive with F. hiepatica antigen, maybe due a
presence of residuals antibodies or a commonly
epitope(s). It was assayed 12 sera from calves infected
with gastrointestinal nematodes (Haemonclus sp. and
Ostertagia sp.) and 7 reacted positivility to the dot-
ELISA reaction and against hidatid cyst. [tcan not offer

reliable conclusion.

Repetibility of the assay was good. Dipsticks were
more practical than individual nitrocellulose disks.

The specificity of the dot-ELISA for F. hiepatica in
cattle was quite variable in the conditions of the present
study. This caracteristic can be improved, something
worth trying on account that the assay can be easily
performed and has excellent sensitivity.
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INTRODUCCION

El tradicional analisis copro-
parasitario para la detecciéon de
huevos de Fasciola hiepatica adolece
de algunos inconvenientes:

1)nodetecta la infeccion durante
el periodo prepatente

2) su sensibilidad no es muy
buena y depende, ademas, del
laboratorista

3) es una técnica tediosa y no
automatizable.

Por ello, desde hace algunos
anos se estan evaluando métodos
alternativos de diagndstico de la
fascioliasis por medio de la
deteccion de anticuerpos circulan-
tes. Estos métodos seroinmuno-
logicos pueden suplementar el
diagnoéstico coproparasitario ruti-
nario, v ser también de utilidad en
estudios epidemiologicos.

La técnica enzimatica de
inmunoensayvo (ELISA) ha sido
ampliamente usada para el
diagnostico de laboratorio de la
fascioliasis natural v experimental
en ovinos (12, 28) vy bovinos
(1,4,8,9,25). Para aumentar la
sensibilidad y especificidad del test
se fracciona el antigeno (11,16). En
la deteccion de la fascioliasis ovina,
se obtienen resultados alentadores
al utilizarse los productos metabo-
licos de F. iepatica (2,28). La mayor
sensibilidad, especificidad y
precocidad de estos tltimos queda
demostrada al compararse su
comportamiento, mediante la
técnica de ELISA, con un extracto
soluble de cjemplarcs adultos en la
deteccion de anticuerpos especifi-
cos, durante la infestacion natural
de bovinos (22).

Con el fin de desarrollar una
técnica inmunodiagndstica mas
sencillay economica, y aumentar la

Comunicacion Corta

reproducibilidad evitando asi el
“efecto edge” (6,5,13), se
sustituyeron las microplacas por
membranas denitrocelulosa (10,17,
18). Se usaron discos aislados de
nitrocelulosa y placas de
membranas de nitrocelulosa
descartables, estas ultimas fueron
mas prdcticas, perode costoelevado
(18).

Posteriormente se ensayd el
“dipstick”, fijando los discos de
nitrocelulosa a tiras de plastico con
una goma insoluble enagua, el cual
permite testar, al mismo tiempo, un
suero frente a diversos antigenos
(19).

Hastael momento, el dot-ELISA
ha sido usado en parasitologia
veterinaria para la deteccion de
anticuerpos contra Babesiacanis (24),
Amblyomaamericanum enbovinos y
Dermacentor andersoni en bovinos y
conejos (26, 27), Sarcocystis muris
(23), contra F. hepatica (3, 29),
Anaplasua marginale (15), y para el
diagnostico de la leishmaniasis
canina visceral®*.

El objetivo del presente trabajo
fue indagar, primariamente, las
posibilidades diagndsticas de la
técnica de dot-ELISA para el
diagnostico de la fascioliasis en el
vacuno.

a) Determinar la minima
dilucion indicativa de infestacion a
F. lepatica en el test de dot-ELISA
en vacunos.

b) Adquirir una nocion acerca
titulos habituales de
anticuerpos en la infestacion
natural.

¢) Determinar la especificidad
de la reaccion en presencia de
quistes hidaticos, larvas enquis-
tadas de Oesophagostonium, y formas
adultas de Paramphistomum,
Ostertagia y Hacmonchus.

de los

* Comunicacion personal M. Portis.

MATERIALY METODOS
1) Animales

Se utilizaron muestras de suero
de vacas y novillos raza Hereford
obtenidas en frigorifico, y de
terneros raza Hereford de campo.

A) Frigotifico

Se seleccionaron 5 grupos de
animalesdeacuerdoalainspeccion
v palpacion de visceras, al corte de
parénquima hepatico y pulmonar,
y al estudio coprolagico (método
de Mc Master), practicandose la
técnica de dot-ELISA en el suero
proveniente de los siguientes
vacunos:

a) sin la presencia de F. hepatica,
quiste hidatico, Paramphistomum,
Moniezia, larvas enquistadas de
Qesophagostomom, ni ejemplares
adultos de nematodes gastro-
intestinales (15 sueros). (Controles
negativos).

b) presentando tnicamente F.
hepatica en los canaliculos biliares,
pero sin lesion hepatica macros-
capica como supuesto de no
infestacion previa (20 sueros).
(Controles positivos).

¢) presentando dnicamente
quistes hiddticos en higado (12
sSueros).

d) presentando tunicamente
formas larvarias de Oecsopha-
gostomum (nédulos intestinales) (5
SUCros).

e) presentando dnicamente
cijemplares adultos de Param-
phistoninn (5 sueros).

B) Campo

La presencia de parasitos
gastrointestinales se debid estudiar
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en terneros de campo, en virtud de
que lamayoria de los animales que
van a faena son categorias
resistentes (mayores de 4 afios) o
fuerondosificados previamente. Se
seleccionaron 12 terneros raza
Hereford de 18 meses de edad
provenientes de un establecimiento
sinantecedentes de infeccion por F.
hepatica. Serealizé contaje de huevos
segun el método de Mc Master
modificado, utilizando sélo aque-
llos sueros provenientes de anima-
les con contajes superiores a 200
h.p.g..Sedetermind el género para-
sitario por coprocultivo segtin el
meétodode Roberts-O'Sullivan (21).
Para confirmar la ausencia de
quiste hidatico se realiz6 la técnica
de dot-ELISA usando como
antigeno liquido hidatico. Para
descartar infecciones patentes por
Paramphistomum se realizo
sedimentacion simple.

2) Antigeno

Se utilizé como antigeno los
productos de secrecion-excrecion
obtenidos de ejemplaresadultos de
F. hepatica segun la técnica decrita
por Dawes (7) y modificada por
Arriagaetal. (3). La determinacion
proteica se realizo segun el método
de Lowry et al. (14), obteniéndose
1,37 mg de proteina por ml. La
concentracién optima de antigeno
se determind confrontando
soluciones a 0,53 y 0,85 mg/ml de
proteina a dilucion constante de
conjugado (1:100) contra suero sin
diluir y diluciones dobles de suero
a partir de 1:2. La concentracion de
trabajo fue de 0,53 mg/ml de
proteina.

Seutilizoun solo lotede antigeno
y esta preparacion se conservo en
alicuotas a -20"C hasta su uso.

3) Sueros control

10

Como sueros control positivos,
se utilizé un pool de sueros
provenientes de novillos y vacas
que presentaron tnicamente
ejemplares adultos de F. hepatica en
la faena. Los organos de estos
animales no presentaron quiste
hidatico, Paramphistomum, Mo-
niezia, larvas enquistadas de
Oesophagostonum ni ejemplares
adultos de nematodes gastroin-
testinales.

Como sueros control negativos,
se utilizé un pool de sueros de
animales que no presentaron
ninguno de los parasitos anteriores
en la faena.

Se hicieron alicuotas de los dos
pool anteriores, las que se
almacenaron a -20"C. En todas las
determinaciones del test de dot-
ELISA se incluyeron alicuotas de
ambos pools,

4) Bloqueo. Diluciones de suero
y conjugado

Como agente bloqueante se
utilizo leche bovina en polvo al 5%
en tampon fosfato-NaCl isotonico
(pH 7.4), conteniendo 0,05% de
Tween 20. La membrana se incub6
a 37'C por 30 min.

Tanto las diluciones de suero
como de conjugado se hicieron con
tampon fosfato-NaClisotonico (pH
7,4) conteniendo 0,05 de Tween y
lechebovinaenpolvoal 1%. Ambos
se incubaron a 37°C por 20 min.

Se utilizé un preparado
comercial de antilgG bovina
obtenida en cabra, conjugada con
peroxidasa (Chemicon, USA). La
dilucion optimade trabajose obtuvo
enfrentando diluciones dobles de
conjugado a partir de 1:50 hasta
1:1600 con una concentracion
antigénica constante de 0,53 mg/
ml de proteina, y diluciones dobles
de suero a partir de 1:2.
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5) Substrato

Como substrato de la enzima se
uso el 4-cloro-1-naftol (Sigma
Chemie Gmgh) segiin Hawkes et
al. (10). Se prepard una solucion
madrede30mgen 10 mlde metanol
absoluto y se almacend a 4'C hasta
una semana. Antes de su uso se
diluyeron 2mldeestasolucionen8
ml de tampoén fosfatos-NaCl
isotonico y se le agregaron 6
microlitros de peroxido de
hidrogeno al 30%. La membrana de
nitrocelulosa fue incubada con esta
solucion entre 10 y 15 min a
temperatura ambiente y en
oscuridad.

6) Discos y dipsticks

Se ensayo el uso de discos de 3
mm de diametro colocados en
pocillos de placas de microtitu-
lacion. También se ensayaron
“dipsticks” (19) consistentes en
discos de nitrocelulosa pegados a
tiras de plasticorigidoenangulode
90", Esta variacion de la técnica de
Pappas (19) se hizoconel finde que
losdiscos quedaran completamente
sumergidos en 100 microlitros de
reactivo. Una vez fijado el antigeno,
algunos se usaronen el momento, v
otros fueron conservados a menos
20"C por 30 dias.

Para facilitar la manipulacion
de los “dipsticks” en la placa de
microtitulacién, parauna secuencia
de diluciones de un mismo suero,
se adhirieron 12 “dipsticks” a una
varilla de aluminio con cemento de
contacto. Tanto para el uso de los
discos de nitrocelulosa como de los
“dipsticks” se utilizaron las mismas
variables.

7) Procedimiento de rutina

Como procedimiento de rutina



se utilizoé el protocolo para el
diagnéstico de la leishmaniasis
canina de Porttis et al*, pero una
vez depositado el antigeno, se secé
la membrana a 56"C durante 15
min.

- Adsorcion del antigeno a la
membrana. (1)

- Bloqueo con fosfato-NaCl-
I'ween 20 al 0,05%-leche bovina en
polvo al 5%. Incubacion a 37°C por
30 min.(1001).

- El suero se testo sin diluir y a
diluciones dobles a partir de 1:2
hasta 1:512 en fosfato-NaCl-Tween
20 al 0,05%-leche bovina en polvo
al 1%. Incubacion a 37" por 20 min..
(1001)

- 3 lavados de 5 min. cada uno
con fosfato-NaCl-Tween 20 al
0,05%. (2001)

- Incubacion de conjugado a la
dilucion 1:100 en tampén, a 37 por
20 min. (1001)

- 3 lavados de 5 min. cada uno
con fosfato-NaCl-Tween 20 al
0,05%. (2001)

- Incubacion de la solucion
substrato en la oscuridad entre 10-
15 min. (1001). La reaccion se corta
con agua de canilla.

Cada test incluvo los siguientes
controles:

a. Control del conjugado: el
antigeno fue incubado sin suero,
solo con tampon fosfato-NaCl
isotonico-Tween 20al 0,05% v leche
bovina en polvo al 1" conjugado y
susbstrato. 3

b. Control del substrato: el
antigeno fue incubado sin suero y
sin conjugado, solo con tampon
tosfato-NaClisotonico-Tween 20 al
0,05% vy lechebovina en polvoal 1%
v substrato.

c. Control positivo y

d) Control negative (Ver 3)
(Sueros control).

Comunicacion Corta

Cuadro 1

Resultados de 57 sueros vacunos ensayados por la técnica
de dot-ELISA para F. liepatica

Técnica de dot-ELISA

Playa de faena Total  JReaccionantes Reaccionantes
(+) (-)

Sin F. liepatica, ni otros pardsitos 15 0 15

Con F. liepatica 20 20 0

Con quiste hidatico, solamente 12 5 7

Con Paramplustonion, solamente 5 0 5

Con larvas enquistadas de

Qesoplagostontun, solamente 5 0 5

TOTAL 57 25 32

8) Lectura los sueros.

En la lectura se visualizo una
intensa mancha azul (reaccion
positiva), una mancha tenue
(reaccionsospechosa), y sinmancha
(reaccion negativa). Se tomé como
titulo para el dot-ELISA la mayor
dilucion de suero que mostro una
mancha intensa. Una diferenciadel
cuadruple en el titulo de
anticuerpos se consideré que
reflejaba unamodificacion real; una
diferencia del doble nose considero
significativa.

9) Analisis estadistico

Se estudio la repetibilidad del
test y su poder discriminante. Se
tomaron seis muestras, 3 sueros
controles positivos v 3
controles negativos, con cinco
lecturas cada una, Para cada grupo
(seronegativos y seropositivos), se
testaron las diferencias de medias
(ANOVA). La asociacion entre los
resultados de la autopsia y los
resultados del dot-ELISA, se testd
con Chi cuadrado utilizando todos

Sueros

*Comunicacion personal M. Portus.
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RESULTADOS
1) Discos y dipsticks

No se observaron diferencias en
el resultado de la prueba al utilizar
los dos sistemas. Si bien la
preparacion del “dipsticks” es
engorrosa, resultd mas practica
durante elensayo que la utilizacion
de los discos aislados.

2) Resultadosobtenidoscon los
sueros '

Los resultados obtenidos con
todos los sueros estudiados se
exhiben Cuadro 1, no
incluyéndose los 12 sueros de
terneros infestados con nematodes
gastrointestinales. Se consideran
titulos indicativos de infeccion 1:32
ymayores. Enlafiguralse muestra
la distribucién de los titulos de
aquellos 43 sueros que presentaron
alguna reaccion.

- Los sueros de bovinos que no

en el

tenian F. icpatica ni otras parasitosis
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no reaccionaron por encima de la
dilucion 1:8.

- Los sucros de bovinos
infestados solo con F. liepatica
presentaron titulos de 1:32 a 1:256.

- Los sueros de bovinos
infestados s6lo con quiste hidatico
presentaron titulos de 1:2 a 1:128.

- Los sueros de bovinos que sélo
presentaron formas larvarias de
Oesophagostomiun, v los que presen-
taron PIU'!’I’!HP!’”.\'fl‘.l””””, 5€ CI.“TI.PU!"
taron de forma similar que los
sueros provenientesde vacunos que
no presentaron ninguna parasitosis.

- De los 12 sueros de terneros
infestados por parasitos gastrointes-
tinales adultos (Hacmonchus placei y
Ostertagia ostertagi), 7 de ellos
presentaron titulos entre 1:8 y 1:64.
Cabe destacar que estos sueros que
reaccionaron positivamente y 2 de
los sueros que no reaccionaron, fue-
ron positivos a la reaccion de dot-
ELISA usando como antigeno
liquido hidatico.

3) Especificidad

Laespecificidad del método fue

N®° de Sueros
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E] . Comn F Aeparica, sin otros pardsitos
D . Con quiste hiditico, solamente

E 4 Con Paramphisromum, solamente

D Con larvas enquistadas de
s Oesophagostomum, solamente

Diluciones de Suero

Fig. 1 Distribucion de los titulos de 43 sucros vacunos que reaccionaron por la

técnica de dot- ELISA para F. lepatica
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muy variable: no existieron
reacciones cruzadas frente a otro
trematode (Paramphistonunt sp.) ni
frente a la presencia de larvas
enquistadas de O. radiatim.

Ninguno de los 15 sueros de
bovinos no infestados con F.
hepatica, quiste hidatico, larvas de
Ovsophagostontn, parasitosis
multiple por gastrointestinales
adultos, Paraphistonnon, Moniezia,
reaccionaron positivamente en el
dot-ELISA. Sicte sueros no
mostraron reaccion a ninguna
dilucién, y sélo uno de ellos
reacciono sin diluir. Los § sueros
restantes mostraron unacoloracion
tenue; 1 a ladilucion 1:2,4a 1:4y 3
al:8.

Cincode 12 animales infestados
solocon quiste hidatico presentaron
una reaccion francamente positiva
en el dot-ELISA, con titulos entre
1:32y 1:128. Tres no reaccionaron a
ninguna dilucién, y otros 4
presentaron coloraciones tenues
hastaladilucion 1:4 comportandose
como los sueros de los bovinos que
no presentabanninguna parasitosis;
pero 5 de ellos presentaron una
reaccion francamente positiva, 2
sueros aladilucion 1:32 otros2ala
dilucion 1:64 y 1 a la dilucion 1:128.

Con respecto a los sueros
bovinos que so6lo presentaban
Paraphistomum: 3 reaccionaron
tenuemente, 1 de ellos reaccioné a
suero sin diluir y los otros 2 a la
dilucion 1:8. Los 2 restantes no
reaccionaron.

De los 5 sueros de bovinos que
s6lo presentaban larvas de
Oesophagostomium sélo 2 reacciona-
ron tenuemente, 1 a la dilucion 1:2
y el otro a la dilucién 1:4, no
reaccionando los 3 restantes.

Los resultados obtenidos de los
12 sueros de terneros que
presentaban infeccion multiple por
pardsitos gastrointestinales adultos



fueron invalidados por presentar
también quiste hidatico.

4) Sensibilidad

Todos los sueros de bovinos
infestados con F. fhepatica
reaccionaron positivamente, no
ocurriendo falsos resultados
negativos. Tres de ellos
reaccionaronaladilucion 1:32,10a
ladilucion 1:64, 6 aladilucion 1:128
y 1 a la dilucién 1:256.

5) Repetibilidad

Hubo variacion de los titulos,
solamente en diluciones dobles. En
el cuadro 2 se expresan los
resultados del estudio de 3 sueros
positivos y 3 sueros negativos al
test de dot-ELISA con 5 lecturas
cada uno.

6) Analisis estadistico

Lostitulosdeanticuerpos fueron
transformados logaritmicamente.
Los resultados del estudio de
ANOVA para cada uno de los
gruposseropositivoy seronegativo,
muestra un F de 1.165 (p=0.0090) y
un F de 10.588 (p=0.0027)
respectivamente. Desde el punto
de vista practicoy conel objetivode
estimar larepetibilidad del método
es importante centrar la atencién
enlas varianzasresiduales enambos
grupos seropositivos y seronega-
tivos (0.1378 y 0.1376 respectiva-
mente). Las desviaciones tipicas
para cada uno de ellos fue de 0.37.
Elintervalo de confianzaa unnivel
de 0.95 esta dado por el
antilogaritmo de 2 desviaciones
tipicas por debajo y por encima del
valor medio de cada muestra
(antilog. (2 x 0.37) = 2.09), estando
en este caso, entre una dilucionala
mitad y una dilucion al doble.

- Comunicacion Corta

Cuadro 2

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

Sueros + | 17 2 3 47 5
1 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

Los valores promedio (Ln) y las
desviaciones tipicas obtenidos para
los resultados de los sueros
positivos fueron de-4.2719y 0.5091
respectivamente, y para los sueros
negativos fueronde-0.9407 y 0.5836
respectivamente. Las lecturas para
los resultados negativos son algo
mas dispersas que para los
resultados positivos. Lasmediasson
diferentes con un valor de t= -
16.4106, con un nivel de
significacion de 1.3323 E-15, Entre
los valores observados como
positivos y los valores observados
como negativos, existe unintervalo
bien definido donde no hay
observaciones, lo que hace que no
haya clasificaciones erradas.

El cuadro 1 muestra los
resultados obtenidos de los sueros
clasificados segin los datos
obtenidos de frigorifico y los
resultados obtenidos segun el dot-
ELISA. La sensibilidad observada
fue de 100% con un intervalo de
confianza entre 86-100%, a nivel
95%. En virtud de que en los
resultados obtenidos no se
contemplaron las proporciones de
las distintas enfermedades, se
calcularon entonces intervalos de
confianza (95) para especificidades
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parciales en presencia de cada
agente parasitario y en suausencia,
obteniéndose lo siguiente:

a) Oesophagostomun entre 54.9-
100%

b) Paramphistonuim entre 59.4-
100%

¢) Quiste hidatico entre 45.8-
79.2% (promedio 58%)

d) Ausencia de los distintos
agentes parasitarios estudiados
entre 81.9-100%

El test de Chi cuadrado para
estudiar la asociacion entre los
resultados obtenidos en frigorifico
y los resultados del test diagnéstico
se realizo sobre los sueros de
animales sin ninguna parasitosis,
solocon F. hiepatica, y sélo con quiste
hidatico (Cuadro 1)

De acuerdo al resultado
obtenido (X*=39.45, p<0.0001), se
acepta asociacion entre ambos
resultados.

DISCLISION

El 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
reactivo, puesto que seria muy
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oneroso utilizar 300 microlitros de
una dilucién de conjugado 1/100.
Sin embargo, el formato sugerido
por estos autores es mas resistente
y tienen la ventaja de poder utilizar
varios antigenos diferentes al
mismo tiempo.

Lareactividad de los “dipsticks”
que fueron congelados semantuvo,
coincidiendocon lo comunicado por
Zimmerman et al. (29) quienes
almacenaron el antigeno en discos
de nitrocelulosa hasta por un ano.
Ello permite acortar el tiempo de
ejecucion de la reaccion en por lo
menos 45 minutos.

Es posible optimizar la
practicidad del método. Asi,
inspirados en el procedimiento de
rutina de Portis et al (¥) se usara
una plancha de poliestireno de 96
tubos huecos pararealizar la técnica
mas facilmente. Con esto se evitara
el uso de discos aislados de
nitrocelulosa y de “dipsticks”, asi
como también los problemas de
ruido de fondo que se presentan
cuando se realizan todos los pasos
con posterior filtracion por vacio.
De esta forma se pueden ensayar 2
diluciones de 40 sueros o titular 10
sueros, utilizaindose un rectangulo
demembranadeaproximadamente
8x 10cm. El tiempode ejecucion de
la prueba se puede acortar
significativamente, al conservarlos
rectangulos de la membrana de
nitrocelulosa con el antigeno fijado
y bloqueado.

De acuerdo al resultado del test
de X* se acepta la asociacion entre
los resultados obtenidos de playa
de faena (como criterio verdadero
de clasificacion) y los resultados
obtenidos del dot-ELISA. La
especificidad del método fue muy
variable: no existieron reacciones
cruzadas frente a otro trematode
(Paramphistonnan sp) ni frente a la

presencia de larvas enquistadas de
O. radiatum. Se prefirio no dar
datos porcentuales debido a la
insuficiente cantidad de sueros
ensayados.

Cinco de 12 animales con quiste
hidatico reaccionaron positiva-
mente en el dot-ELISA pudiéndose
deber a la presencia de epitope(s)
comunesoaanticuerpos residuales
contra F. hepatica. Al utilizar sueros
provenientes de animales de
frigorifico se desconoce sisufricron
onoinfestaciones recientes tratadas
oinfestaciones patentes. Respectoa
O. ostertagi y H. placei no se pueden
arrojar conclusiones en virtud de
que los sueros que reaccionaron
contra F. iepatica también reacciona-
ron contra quiste hidatico. De
acuerdoaestosresultados se podria
convalidar la hipdtesis de que cs
posible que haya epitope(s) comu-
nes con quiste hidatico. Sin embar-
g0, ¢s prematuro descartar la
posibilidad de epitope(s) comunes
con alguno de estos pardsitos
gastrointestinales.

Los sueros control negativos
pudicron haber presentado anti-
cuerpos residuales de infecciones
parasitarias anteriores a la faena.
No obstante, con el antigeno
utilizado y los titulos considerados
reactivos para F. hepidtica no se
detectaron tales anticuerpos. Con
cllo se reafirma la validez de los
sueros control negativos utilizados
en el contexto del presente estudio.
Las reacciones menores o iguales a
1:8 en los grupos de sueros de
animales sin F. hiepatica tal vez se
deban a anticuerpos inespecificos.
Estudios anteriores que utilizaron
antigeno de secrecion/excrecion
para la deteccion de la fascioliasis
ovina (Zimmerman et al. 1985,
Arriagactal. 1989), no se ocuparon
de este problema, Sin embargo, la

*Comunicacion personal M. Portis
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sensibilidad fue muy buena ya que
de los 20 sueros de animales que
solo presentaban F. liepatica, todos
reaccionaron, y el titulo menor fue
de 1:32.

Elhechode queel testde Bartlett
haya dado homogeneidad de
varianzas implica que la variacion
en las lecturas no se ve afectada por
los titulos de anticuerpos, siendo el
método igualmente preciso para
muestras seropositivas como para
muestras seronegativas. Por lo
tanto, de acuerdo al resultado de la
ANOVA, se puede decir que el mé-
todo es confiable y repetible para
cualquier nivel de anticuerpos. La
repetibilidad del test obtenidaen el
presenteestudiocoincide conla ha-
llada por Pappas (20) v Tenter (23).

No se pueden arrojar conclu-
siones validas en cuanto a la
comparacion con otras técnicas de
ELISA (1, 2, 4, 8, 16, 23, 26) que
emplean distintas fracciones
antigénicas y cantidades variables
deantigeno para mediranticuerpos
enanimales con cargas parasitarias
variables v II"ILICI"IE‘IS veces descono-
cidas. No existen, que sepamos,
comunicaciones sobreelempleodel
dot-ELISA para cldiagnosticodela
distomatosis en el vacuno.

CONCLUSIONES

La reaccion de dot-ELISA para
F. lepatica en el vacuno, utilizando
antigenos de secrecion/excrecion
resultd de especificidad muy
variable. Afortunadamente, csta
caracteristica es pasible de ser
mejorada, utilizando fracciones
antigénicas no comunes con
Hacmonchus, Ostertagia o quiste
hidatico, o bienabsorbiendo sueros
previamente con preparaciones
antigénicas de estos parasitos.

La alta sensibilidad de este



sistema diagnostico, su gran
capacidad de automatizacion (un
minimo de 10 reacciones en 85
minutos), facilidad de ejecucion, la
no exigencia de instrumentos de
laboratorio, y lanecesidad de contar
con un método que suplemente el
tradicional analisis coproparasi-
tario para F. hiepatica, ameritan la
puesta a punto de la técnica de dot-
ELISA en el futuro.
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