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RESUMEN

Se presenta el diagnoéstico de fascioliasis hepatica ovina mediante un ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich con elcusopdel anti
monoclonal ES78 (sandwich ELISA) previamente reportado para el diagnostico de fascioliasis bovina. El ensayo fue aplieecisa la

de 40 ovinos infectados césciola hepatica88 ovinos con otras infecciones parasitarias probadas por coproparasitologia y 100 animales
negativos coprolégicamente. Fueron detectados antigenos de excrecion-secfeaseiotzehepatica&n 38 de los 40 ovinos con fascioliasis

y en ninguno de los animales negativos o con otras parasitosis. Los resultados indican que el ES78-sandwich ELISA, arigual que
bovinos, es rapido, simple y Util para el diagndstico de la infeccién actifapoiola hepaticaen el ganado ovino.

Descriptores DeCS FASCIOLIASIS/diagnostico; FASCIOLIASIS/veterinaria; FASCIOLA HEPATICA/inmunologia; ANTIGENOS
HELMINTICOS/analisis; OVINOS/parasitologia; ANTICUERPOS MONOCLONALES; HECES/parasitologia; TESELIEA/
/métodos.

En Cuba, la fascioliasis hepatica es enzodéticadel anticuerpo monoclonal ES78 (AcMES78ha-

en los ganados bovino y ovino, por tanto, causa grancen que el objetivo del presente trabajo sea la aplica-
des pérdidas econémicas en la industria pecuariacion de éste en la deteccion y cuantificacion de
Aunque la cria de ovino no esta tan extendida encoproantigenos para el diagnostico de fascioliasis he-
nuestro pais como en otros, esta demostrado que @atica en ganado ovino. En este estudio se describe
ovino es mas susceptible a la infeccionRasciola un procedimiento similar, con pequefias modifica-
hepaticaque otras especies animaldsstos ante-  ciones, al utilizado para la deteccion de antigenos de
cedentes, unidos a la baja sensibilidad mostrada pogxcrecion-secrecion (ES) en heces de ganado bovi-
los métodos coproparasitolégicos en el diagndsticono?

de esta parasitosis, y a los exitosos resultados obte- Para el andlisis de las heces se procedi6 a sus-
nidos por nosotros en el diagndstico de la fascioliasigpender 1 g de heces frescas en 7 mL de agua y ho-
bovina mediante un ensayo inmunoenzimético demogenizarlo mediante un depresor lingual de made-
captura tipo sandwich (sandwich ELISA) con el uso ra. Una vez homogenizado, se centrifugd a 900 rpm
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durante 3 min. El sobrenadante se colecté y guardd4 yDicrocoelium dentriticum3. El nimero de hue-

a -20 °C hasta su uso. Se sensibilizaron placas dgos por gramo de heces estuvo en el rango de 1 a
microtitulacion de poliestireno (Maxisorp, NUNC) 198 determinado por la técnica de sedimentacion y
con el AcCMES78 a una concentracion de 5 pg porcuantificacion descrita por Dennis y otfosa co-

mL diluido en una solucién tampén de carbonato-rrelacion entre el nimero de huevos y los valores de
-bicarbonato 0,1M; pH 9,6 e incubados durante 16 habsorbancia observada con el sandwich ELISA fue
a 4 °C. Una vez finalizada la incubacion, las placasestudiada mediante la prueba de correlacién de ran-
fueron lavadas 3 veces con solucién salinagos de Spearman.

tamponada con fosfato que contenia 0,05 % de Los valores de absorbancia del grupo control
Tween 20 (SSTF-T) y se bloguearon los sitios libresnegativo (fig.) oscilaron entre 0,08-0,22 para un va-
de antigeno con leche descremada (Oxoid) al 2,5 %or medio de 0,142 (+ 0,04). El valor de corte esti-
diluida en SSTF-T durante 1 h a 37 °C. Una vezmado para este ensayo fue de 0,24 segun el criterio
secadas las placas por succién, se afiadieron 100 de 0,142 + 2 (0,04) (> 12 ng mLpor encima del

de cada suspension fecal y se incubaron 2 h a tencual se consideré toda muestra estudiada como po-
peratura ambiente (TA). Posteriormente, las placassitiva. Los valores de DO de las muestras de anima-
fueron lavadas 6 veces son SSTF-T y se les afiadites con fascioliasis estuvieron en un rango de 0,28-
el conjugado (IgG antiantigenos de E& deepatica  -1,15; con un valor medio de 0,46 (x0,22); mientras
conjugado con peroxidasa de rdbano) a una diluciérgue los valores de absorbancia de las muestras de
de 1:500 en SSTF-T que contenia 10 % de suero danimales con otros parasitos estuvieron en el rango
ternera y se incubaron por 1h a TA. Las placas fue-de 0,07-0,12 (0,07<D0<0,12) (0,02<DE<0,04). Se
ron lavadas posteriormente como se describe en ebbtuvieron diferencias altamente significativas en-
paso anterior y se les afiadio la solucion de sustratée los niveles de antigenos detectados en las heces
(20 pL de HO, al 30 % + 20 mg de O-fenilendiamina (p<0,001) de los animales con fascioliasis, con res-
hidroclérica + 50 mL de tampén citrato-fosfato 0,1 Peto a los diferentes grupos estudiados, no se obser-
M; pH 5,0) e incubadas 30 min a TA en oscuridad. varon reacciones cruzadas. Para medir las cantida-
La reaccion fue detenida con 50 pL de acido sulfari-des aproximadas de antigenos de ES en las heces de
co al 12,5 % v los resultados obtenidos fueron lei-0Vinos conF. hepaticalas densidades opticas fue-
dos en un lector de microELISA (Organon Technika) Fon comparadas con la curva patron. Las muestras
a 492 nm. Las concentraciones de antigenos (ng/mifécales de 38 de los 40 animales con fascioliasis tu-
de suspension fecal) fueron estimadas al comparaY/€ron antigenos detectables en heces en concentra-
los valores de densidad 6ptica (DO) obtenidos, contiONes superiores a 12 ng/mL. La concentracion
una curva estandar generada por la dilucién seriagg'€dia de los antigenos en heces fue de 22 ng/mL.
de concentraciones previamente conocidas (desde 52 correlacion entre el numero de huevos por gra-
a 500 ng/mL) de antigenos de EKos resultados mo de heces y coproantigenos fue significativa

fueron analizados estadisticamente mediante la dis("=0+24; P<0,005). Al no ser posible realizar el estu-
tribucion t de Student de comparacion de medias. dio en animales de matadero no pudo correlacionarse

Para la deteccion de coproantigenos por Sandgellnl]mero de parasitos adultos en el higado con el
wich ELISA se colecté una muestra fecal por sepa-NUmero de huevos por gramo de heces y la concen-
rado a 40 ovinos de la raza Pelibuey naturalmentdracion de antigenos, y tampoco determinar el nd-
infectados, pertenecientes al Plan Genético "Nifia™€ro minimo de parasitos que excretan antigenos
Bonita" y a 100 ovinos de igual raza con repetidoscapaces de ser detectados por el ES78-sandwich
analisis parasitologicos negativos, utilizados comoELISA. Esto también podria explicar el hecho de
controles, procedentes de los bioterios de diferente§lue aunque la concentraciéon minima de antigenos
centros de investigacion. El ensayo también fue apli-detectada por nuestro método es similar a la detec-
cado, para conocer la existencia de reacciones crutada en las heces de bovinos, 2 de los ovinos resulta-
zadas, a 88 muestras fecales de ovinos infectadogn negativos y ninguno tuvo concentraciones ma-
con otras parasitosigdaemonchus contortug3; yores de 50 ng mLde antigenos, mientras que en
Tricostrogilideos, 2@Eimeria sp.18;Trichuris ovis, los bovinos, el 100 % tuvo antigenos detectables en
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heces, de los cuales el 38 % tuvo concentraciones dmdo rapido, simple y util para el diagnoéstico de
antigeno > 50 ng/mL. Estudios futuros en ovinos quefascioliasis en el ganado ovino.

se infecten experimentalmente permitiran definir esto

y, por tanto, el limite de deteccion del ensayo.
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Fig. Especificidad del sandwich ELISA mediante el AcM ES78 para
la captura de antigenos en heces de animales infectaddsasorula
hepatica(Fh), Haemonchus contortuéic), TricostrongilideoyTric),
Eimeria sp(Eim), Trichuris ovis(To),Dicrocoelium dendriticuniDd).
Controles negativos (CN).

SUMMARY

The diagnosis of ovine fascioliasis hepatica is presented by a sand-
wich ELISA with the use of monoclonal antibody ES78 previously
reported for the diagnosis of bovine fascioliasis. The assay was applied
to faeces of 40 sheeps infected whtisciola hepatica88 sheeps with
other parasitary infections tested by coproparasitology and 100
caprologically negative animals. Antigens of excretion-secretion of
Fasciola hepaticavere detected in 38 of the 40 sheeps with fascioliasis
and in none of the negative animals or with other parasitosis. The results
show that ES78 sandwich ELISA, as in bovines, is fast, simple and
useful for the diagnosis of the active infection causedrégciola
hepaticaamong ovines.
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