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Deteccion de anticuerpos, antigenos y complejos inmunes
circulantes en las fascioliasis aguda y cronica. Resultados
preliminares

Dra. Liliana Pelayd! Lic. Ana Margarita Espind Dra. Blanca E. Duménigo Ripd¥ Dr. Carlos M. Finlayillalvilla *

RESUMEN

Se estudié un total de 24 pacientes con fascioliasis, de los cuales 19 se encontraban en la fase crénica y 5 en laSase aguda.
detect6 la presencia de antigenos y complejos inmunes circulantes (CIC) en el 100 % de los pacientes con fascioliasis aguda que
tenfan menos de 30 dias de evolucién de los sintomas clinicos, en tanto que la presencia de coproantigenos se hizo evidente en
el 100 % de los pacientes crénicos. En este grupo se observé un significativo nimero de casos con elevados nivelesode anticuerp

y 43,7 % de casos con CIC detectados tanto por la técnica de precipitacion con PEG como por la de desviacion del Clg. Se
encontré una correlacién altamente significativa entre el conteo de huevos y los niveles de CIC por ambas técnicas, asi como un
correlacién significativa entre el conteo de huevos y los niveles de coproantigenos.

Descriptores DeCS:FASCIOLIASIS/inmunologia; COMPLEJO ANTIGENO-ANTICUERPO/analisis; FASCIOLA HEPATICA/
inmunologia; ANTIGENOS HELMINTICOS/analisis; ANTICUERPOS HELMINTICOS/andlisis.

La fascioliasis producida pdtasciola hepaticees cuando el parésito alcanza la madurez sexual e inicia la
una enfermedad parasitaria de dificil diagndstico, oviposicién, la excrecion de huevos es intermitente.
frecuente en los mamiferos herbivoros y el hombre. De Como una solucién al diagnéstico de esta parasitosis,
forma clinica se caracteriza por 2 etapas, una invasivanuestro laboratorio ha desarrollado un conjunto de
que tiene lugar pocas semanas después de la infeccidémécnicas inmunoenzimaticas basadas en la deteccién de
que se manifiesta por la presencia de hepatomegalia yos antigenos metabdlicos del parasito en el suero y las
eosinofilia sanguine&y una segunda etapa, que heces de los pacientésasi como de anticuerpos
comienza varios meses después de la infeccionespecificos contra estos antigehosediante los cuales
caracterizada por la localizacion del paréasito en losse ha podido realizar el diagndéstico sensible y especifico
conductos biliares y por la aparicién de angiocolitis comode la enfermedad y se ha podido evaluar el éxito
sintoma mas com(#. terapéuticd.

El diagnostico de certeza de esta enfermedad presenta  Los complejos inmunes circulantes (CIC) han sido
grandes dificultades puesto que el hallazgo de los huevosdetectados en una gran variedad de enfermedades
del parasito en las heces y el fluido duodenal se hacgarasitarias y han sido relacionados con la presencia de
imposible en la fase invasiva de la enfermedad, porque elesiones inmunopatoldgicd8.La mayor parte de los
parasito se encuentra inmaduro en migracion por elpacientes corfF. hepaticadesarrollan una inmunidad
parénquima hepatico, en tanto que en la fase patentenediada por células y una elevada respuesta de
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anticuerpos contra los antigenos del pardsifoEsta ~ OBTENCION DE ANTIGENOS DE EXCRECION
respuesta humoral podria ser seguida por la formacién dSECRECION
CIC, los cuales podrian estar involucrados en los
mecan'ismos inmunopatol6gicos de la relacién huésped- | os antigenos de excrecion secrecion (ES) fueron
-parasito. obtenidos a partir del mantenimienovitro de adultos

En el presente trabajo nos propusimos como obje-ge £ hepatica los cuales fueron extraidos de los

t|vo§, evaluar nuestras técnicas de diagnostico €Mconductos biliares de reses sacrificadas en el Combinado
pacientes que se encontraban en las fases aQUdaé(érnico de Candelaria, Pinar del Rio, mediante el
crénica, e investigar la presencia de CIC y correlacionarlos ’ '

con el conteo de huevos y el tiempo de evolucién de los”
sintomas clinicos.

rocedimiento seguido p&spinoy otros®

ENSAYO INMUNOENZIMATICO SOBRE FASE
- SOLIDA (ELISA) PARA LA DETECCION
METODOS DE ANTICUERPOS

UNIVERSO DE ESTUDIO _ 3 o )
Se utilizé el método de ELISA indirecto establecido

El universo de estudio comprendi6 51 individuos, de POTESpinoy otro$ para la deteccion de anticuerpos con

éstos, 19 eran pacientes que se encontraban en la fakg utilizacion de antigenos de ES &ehepatica La
cronica, y que fueron confirmados en el Instituto de concentracion de antigeno utilizada para el recubrimiento

Medicina Tropical "Pedro Kouri" como casos He de la placa fue de 60 pg/mL, las muestras de suero fueron
hepaticapor el hallazgo de los huevos del parasito en lastrabajadas a la dilucion 1:800 y el conjugado a la dilucion
heces. Otros 5 pacientes se encontraban en la fase agudab 000. El valor de corte establecido para este ensayo fue
lo cual pudo determinarse por la ausencia de huevos ede 0,36 a partir del cual toda muestra estudiada fue
las heces, el antecedente de haber ingerido berro silvestreonsiderada como positiva.

y el tiempo de evolucién de los sintomas clinicos. Los

restantes 27 eran individuos sanos con repetidos

examenes parasitolégicos negativos que fueron utilizadogENSAYO INMUNOENZIMATICO SOBRE FASE
como controles. A todos los pacientes y al grupo controlg®) DA PARA LA DETECCION DE ANTIGENOS

negativo se les realiz6é puncion venosa para la obtenciOit|RCULANTES Y DE COPROANTIGENOS
de suero y se les tomd una muestra de heces.

A c_:ada uno de los sueros se les dgterminc') lapresencia  ge ytilizé un ELISA tipo sandwich segtin el método
de anticuerpos contrB. hepaticamediante un ELISA
indirecto® la presencia de antigenos circulahieka de
ComP',eJOSt,'”m“”eS qrgulant_es (CIC) por I,OS métodos depacientes con fascioliasis. El valor de corte establecido
precipitacién con polietilenglicdy desviacién del Cl&

L i para estos ensayos fue de 0,21 para la deteccion de
Las muestras fecales fuc_eron divididas en 2 porCIOnes’antigenos circulantes y de 0,24 para la de coproantigenos.
una de las cuales fue analizada por la técnica de Kato
Katz'® para la observacion y conteo de los huevos del
parasito, y la otra fue estudiada por la técnica de detecci6 .
de coproantigenos descrita en trabajos prévios. %ETECCION DE COMPLEJOS INMUNES

Los pacientes en la fase aguda fueron estudiados dg IRCULANTES (CIC)

forma evolutiva hasta la observacién de los huevos, para i L o )
lo cual se colecté una muestra semanal de heces que Método de precipitacion con polietilenglicol (PEG)
también fue estudiada por una técnica de deteccion d§000. Para la realizacion de esta técnica se siguio el
coproantigenos. Ademas de la muestra de heces, sgrocedimiento descrito pbundey Paranjape® Para ello
colectd una muestra de suero y en todos los casos seada muestra de suero fue previamente diluida 1:3 con
procedi6 a su estudio por técnicas de determinacion déampon borato de sodil M pH 8,4; mezclado a partes
antigenos circulantes, anticuerpos y CIC, se registré laguales con PEG 6000 hasta una concentracion final de
fecha en que cada determinacién se hizo positiva 04,16 % y después se incubé durante 60 min a temperatura
negativa, y se correlacionaron éstos con el tiempo deambiente (TA). Al finalizar la incubacion, los valores de
evolucion de los sintomas. absorbancia de cada muestra fueron leidos a 450 nm contra

descrito porEspinoy otros;® para la deteccién de
antigenos de ES dE hepéticaen sueros y heces de
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tampon borato en un espectrofotometro (Pharmacia LKBantigenos y CIC se utilizé una prueba de funcion de
Ultrospec Il1) y los resultados se expresaron mediante lapotencia.
férmula siguiente:

DO =DQ,- DO, RESULTADOS

Donde DQ es la absorbancia obtenida para cada Como se observa en la tabla, todos los pacientes en
muestra problema conteniendo PEG 6000 y, BOla la fase aguda presentaron niveles crecientes de
absorbancia de su respectivo blanco reactivo. Seanticuerpos ant hepaticala presencia de antigenemia
considerd positiva toda muestra cuyo valor de pudo ser demostrada en el 100 % de los pacientes con
absorbancia fuera mayor o igual que 0,13 segun el criteridascioliasis aguda que presentaban un tiempo maximo de
de absorbancia media (DO) + 2 desviaciones estanevolucién de los sintomas de 15 a 30 d. Después de este
dar (DE) del grupo control negativo. intervalo de tiempo los niveles de antigenos circulantes

Método de desviacion del Clgara la realizacion  no fueron detectables en ninguno de los pacientes, en
de este ensayo se utilizo el procedimiento descrito portanto que comenzaron a observarse niveles detectables
Sobel otros!?Para ello cada muestra de suero fue diluida de CIC por ambas técnicas utilizadas.

1:2 en tampdn veronal salino 0,1 M pH 7,2 con 6 % de Clq

marcado, con'te inCUbado durante 30 min a TA. I_ESta TABLA . Resultados del seguimiento por métodos inmunoenzi-
preparacion posteriormente, fue mezclada a partes igualegaticos aplicado a los pacientes en la fase aguda.

con eritrocitos sensibilizados con un suero antieritrocitos
de carnero de la clase 1gG. Después de agitar, la mezcla Tiempo de evolucién

- . - 7 i i *
fue incubada a TA durante 60 min posterior a lo cual, éstd 2¢€Ntes  delos sintomas — Ac AgS — CIC*  AgHF

fge_aplicada sok?re un gradiente FJe sacarosa al 40 % 15 0,39 0,72 0,08 0,07
diluida en tampon fosfato de sodio 0,05 M pH 7,0 y 28 0,95 0,29 0,07 0,08
centrifugada a 1 500 rpm durante 5 min. El sobrenadante 35 125 01 0,134 0,08
fue separado del precipitado y la cantidad de Clg marcado 5 g(z) é'gg 8‘23 g'ﬂ 8'33
s . : : : :
con I presente en cada fase fue determinada en un 37 138 009 0133 0.1
contador gamma. Los resultados fueron expresados en 42 1,42 0,09 0,135 0,47
porcentaje de inhibicion (I) mediante la férmula siguiente: 3 30 1,39 0,25 0,26 2,0
37 1,4 0,08 0,27 2,1
conteo precipitado (pp) 42 1,41 0,07 0,27 1.9
o o 4 28 1,35 0,28 0,124 0,8
% incorporacion = x 100 35 131 011 0275 1.0
conteo pp + conteo sobrenadante 42 143 009 0.27 16
. g . . 5 30 1,05 0,29 0,156 0,1
% de incorporacion - % de incorporacion ' ' ’ '
del control de la muestra 37 1.3 0,18 0,205 0,58
% | = % 100 42 1,30 0,09 0,21 1,8

% de incorporacion del control *Valores obtenidos por la técnica de precipitacion con PEG.
AgS: Antigeno circulante. AC: Anticuerpos. AgHF: Coproantigenos.
Tomandose como normales los valores de 0 a 20 %£riterio de positividad: Valores de DO > 0,36 para AC. Valores de

de inhibicién obtenidos con el grupo control negativo. PO > 021 para AgS. Valores de DO > 0,24 para AgHF. Valores
de DO > 0,13 para CIC.

ANALISIS ESTADISTICO En 3 de los 5 pacientes en la fase aguda la

) presencia de coproantigenos pudo ser demostrada entre

Cada muestra de suero y heces fue analizada pojps 37 y 42 d de evolucién de los sintomas, en tanto que
duplicado en los ensayos de deteccion de anticuerpos yos otros 2 resultaron altamente positivos desde su
de antigenos, y el resultado fue expresado como la DQncorporacion al estudio con 28 y 30 d de evolucién. Todos
media para cada determinacion. Las diferencias entre l0gstos pacientes fueron seguidos por parasitologia y luego
valores medios del grupo positivo y del negativo en cadade repetidos examenes se pudo demostrar la presencia de
una de las técnicas aplicadas fueron determinadaguevos cuando habian transcurrido 70 d de iniciados los
mediante una prueba de la t de Student. sintomas clinicos.

Para conocer si existe correlacion entre elnimerode A diferencia de los pacientes en la fase aguda, sélo 3
huevos por gramo de heces y los niveles de copro-de los 19 pacientes crénicos estudiados (16 %) resultaron
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positivos en la deteccién de antigenos circulantes con 251

valores medios de absorbancia de 0,33 + 0,05. En tanto

que 16 de 19 (84 %) presentaron niveles detectables de 2+

anticuerpos en un rango de absorbancia de 0,29 a 1,95;
con un valor medio de 0,92 + 0,493. El 100 % de los w

. L. . I 15+
pacientes crénicos presentaron niveles detectables d&

coproantigenos con valores de absorbancia entre 0,3 R

:.

2,19, para una media de 1,421 £ 0,557. e P ®

La presencia de CIC fue demostrada en 9 de los

19 pacientes cronicos (47,3 %) con valores que oscilaron 5 |

entre 0,14 y 0,28 por la técnica de PEG, y valores de 21
a 32 % por la de desviacion del Clg, para una media de
0,216y 26,6 %, respectivamente. Todos los pacientes que
resultaron positivos a la deteccion de CIC lo fueron por
las 2 técnicas.

Ninguno de los controles negativos presentaron
niveles detectables de anticuerpos ni resultaron positivos
en los ensayos de deteccion de antigenos y CIC. Se
encontraron diferencias altamente significativas entre los
niveles de CIC y de anticuerpos del grupo de pacientes
con fascioliasis crdnica respecto al grupo control
negativo, para una p < 0,01.

Al correlacionar el nUmero de huevos por gramo de
heces con los niveles de CIC determinados por la técnica
de PEG y desviacion del Clg se encontré relacion positiva,
para una p < 0,01 (figs. 1 y 2). Del mismo modo, en la
figura 3 se observa la correlacion encontrada entre el
conteo de huevos y los niveles de coproantigenos, la
cual resulté positiva (p < 0,01) cuando el conteo de huevos
no excedié de 150 huevos/g de heces.

DO PEG
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Fig. 2. Correlacion entre el conteo de huevos (HxG) y los niveles
de CIC por la técnica de desviacion del Clq, r = 0,66; p < 0,01.
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50 - Fig. 3. Correlacion entre el conteo de huevos (HxG) y los niveles
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de coproantigenos, r = 0,66; p < 0,01.

DISCUSION

Como se observa en los resultados del presente
trabajo, el ensayo de deteccién de antigenos circulantes
presentd su mayor utilidad diagnoéstica en las etapas mas
tempranas de la fase aguda de la enfermedad, se observo
gue los niveles mas elevados de antigenemia se
encontraban asociados con los menores tiempos de
evolucion de los sintomas clinicos.

Se ha descrito que durante las primeras 3 6 4 semanas
de la infeccion el parasito inmaduro se encuentra en
migracién por el parénquima hepaticpor lo que sus
productos de excrecidn-secrecion son vertidos a la

Fig. L Correlacién_ entre el conteo de huevos (HxG) y los niveles circulaciony pueden ser detectados en la sangre en forma
de CIC por la técnica de precipitacion con PEG, 1= 0,85, p < 0.0L jipre, La presencia de estos productos en la circulacion
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constituye el principal estimulo antigénico al sistema Aunque en la fascioliasis edeendmeno ain no ha sido
inmunoldégico del huésped e induce de manera inmediatalescrito y son muy pocos los trabajos que abordan esta
la formacién de anticuerpos especificos contra el parasitofematica, no debe ser descartada la posibilidad de un
a partir de las 2 6 3 semanas de infeccién, lo cual s§endmeno similar, si tenemos en cuenta que un elevado
corresponde con lo reportado por otros autbres. ndmero de los pacientes sintomaticos que se encuentran
Una dinamica de antigenemia semejante a laen fase invasiva presenta entre sus sintomas clinicos mas

observada en estos 5 pacientes, fue descrita previamenfgecuentes :_eélacmones toxicas y alérgicas asi como
por nuestro grupo en un modelo experimental, en el cuafiéPatomegalia. o .
ratas de la raza Wistar que fueron infectadas con Los complejos inmunitarios de la sangre circulante

) . . son eliminados con rapidez en su mayor parte por el
metacercarias dé&. hepatica,presentaron antigenos . : .
. . . sistema de fagocitos mononucleares, en particular por
circulantes entre las semanas 1 y 3 de la infecéion.

Teniend ¢ ‘ itad . i las células de Kupffer. Cuando el parasito se aloja en los
eniendo en cuenta estos resultados y Si sé relacionap, g ctos biliares escapa definitivamente a la accion del

éstos con la ya conocida trayectoria del parasito qentrosistema inmunolégico del huésped, y desaparece de esta
del huésped, podemos establecer que la presencia de {gyma |a fuente de antigeno que el parasito vertia a la
antigenemia esta vinculada con las etapas en las que @lrculacion. Debido a esto, constituye una aparente
parasito inmaduro comienza a migrar por el parénquimacontradiccion en el presente trabajo, el hallazgo de CIC
hepatico y vierte a la circulacion sus productos de en pacientes crénicos que se encuentran en una fase de
excrecion y secrecién, en tanto que se demuestra l&xceso de anticuerpos. Estos resultados pueden ser
ausencia total de ésta en los periodos mas avanzados @xplicados si tenemos en cuenta que en la fase cronica de
la fase aguda y en la vasta mayoria de los pacientet fascioliasis y en dependencia de la intensidad de la
cronicos. infeccion, la funcién hepatica suele encontrarse afectada
A diferencia de la antigenemia, la presencia de Y con ellala posibilidad de un adecuado funcionamiento

coproantigenos se hizo evidente en todos los paciented® |a dinamica de eliminacion de los complejos

en la fase aguda con mas de 28 d de evolucion de lofMmunitarios. _ _
sintomas y en todos los pacientes crénicos, lo cual nos Otro de los resultados importantes obtenidos en este

permitio inferir, que los coproantigenos estan relacionadosesu“,jlo es lademostracion de la correJauon existente entre
con los periodos en que el parésito, alojado en IOSeI numero de huevos, los coproantigenos y los niveles
' ) de CIC, lo cual se corresponde con los resultados

conductos biliares, se encuentra en fase de maduradégbtenidos POESpinoy otros y Sampaio-Silvy otrosts

sexual o en su forma adulta, de modo que el valorgg, nodria apoyar la hipétesis antes expuesta.
diagnastico de su Qetecmoq 'podrla serdtinosdloenla  gjtenemos en cuenta que el nimero de huevos puede
fase prepatente sino también en la fase patente de lastar asociado con el nimero de paréasitos alojados en el
infeccion tal como hemos descrito en trabajos pre’\?FOs. higado, es muy probab|e por tanto, que los niveles de
Dado que el nimero de casos agudos estudiados en €bmplejos inmunes asi como los de coproantigenos estén
presente trabajo es muy pequefio, estos resultadogirectamente relacionados con el nimero de parasitos
no pueden ser aln considerados como concluyenteslojados en el conducto biltdf y pudiera constituir un

y éstos deberan ser verificados con un nimero mayocriterio indirecto de intensidad de la infeccion. En aquellas
de casos en la fase aguda, por lo cual, se ha disefiadeircunstancias donde debido a infecciones muy intensas
un estudio mucho mas amplio y se encuentra en faséa relacion existente entre el nimero de huevos y la
de desarrollo. cantidad de parasitos se hace dificil de correlaciogsr,

En este estudio la presencia de CIC fue observad4l® Suponer que también el conteo de huevos y la
tanto en pacientes en la fase aguda como en la crénica, I[gPNcentracion de coproantigenos dejen de guardar
cual sugiere que éstos pudieran estar asociados con Irgle_lc!on. Este hecho pudiera explicar el por qué en gquellos

individuos donde el conteo de huevos fue superior a los

actividad de la infeccién. La presencia de CIC en los > "
acientes con fascioliasis aguda es fécilmentelso huevos/g no se encontrara relacion positiva con los
P niveles del antigeno en las heces.

comprensible si tenemos en cuenta que éstos son la g, ha demostrado que en areas endémicas, la
consecuencia inmunolégica de una constante gjnteccién poF. hepaticguede ocurrir con frecuendia,
estimulacion antigénica proporcionada por el parasito enge ta] manera que la fase aguda de una infeccién
su migracion por el parénquima. En otras enfermedadesecundaria puede superponerse a la fase crénica de la
parasitarias como la esquistosomiasis, es muy frecuentghfeccion inicial o simplemente, que el individuo pueda

el hallazgo de CIC en la fase aguda de la infeécion reinfectarse de forma continua, de modo que varias
asociados con el desarrollo de lesiones inmunopatolégicasnfecciones sucesivas puedan cursar a intervalos de
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| ha sid d . < di 4. Espino AM, Marcet R, Finlay CM. Detection of circulating
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