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Abstract

We standardized an ELISA test for the detection of anti-F. hepatica antibodies in bovine milk. A total of 80 samples
were used, of which 44 were used as positive controls and 36 as negative controls. Milk samples from bovines
presenting paramphistomidae eggs in feces were used as cross-reactivity controls. Sensitivity and specificity of the
diagnostic test were 80 and 72,2%, respectively, with 95% confidence interval. These results are comparable with
those reported in studies conducted in other countries. We propose this standardized test as an alternative diagnostic
and screening tool in epidemiological studies of fasciolosis.
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Resumen

Se estandariz6 una prueba de ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-F. hepatica en leche de bovinos. Se
emplearon 80 muestras, de las cuales 44 se usaron como control positivo y 36 como control negativo. Como control
de reactividad cruzada se utilizaron muestras de bovinos que presentaron en las heces huevos de un paramphistomido.
Lasensibilidad y especificidad diagnostica de la prueba fueron del 80% y del 72,2% respectivamente, con un intervalo
de confianza del 95%. Los resultados obtenidos son comparables con los reportados en estudios realizados en otros
paises. Se propone la prueba estandarizada como herramienta diagndstica alternativa y de tamizaje en estudios
epidemiologicos de fasciolosis.

*Para citar este articulo: Uruburu Gémez M, Bedoya Blandon JC, Velasquez Trujillo LE. ELISA indirecta para el diagndstico de fasciolosis
bovina en leche. Rev CES Med Zootec. 2013; Vol 8 (2): 93-100.
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Resumo

Estandardizou-se um teste de ELISA para a deteccdo de anticorpos anti Fasciola hepatica no leite de bovinos.
Empregaram-se 80 amostras, das quais 44 usaram-se como controle positivo € 36 como controle negativo. Como
controle dareatividade cruzada utilizaram-se amostras de bovinos que apresentaram ovos de um paramphistomido nas
fezes. A sensibilidade e especificidade diagnosticam do teste foi de 80 e 72% respectivamente, com um intervalo de
confianca de 95%. Os resultados obtidos s3o comparaveis com os reportados em estudos realizados em outros paises.
Propde-se o teste estandardizado como ferramenta diagnostica alternativa e de tamisado em estudos epidemiologicos

de fascioliase.

Palavras chave

epidemiologia, Fasciola hepatica, granjas leiteiras, inmunodiagnostico.

Introduccion

La infeccion por Fasciola hepatica es una helmintiasis
muy prevalente en el mundo, que afecta cerca de 600
millones de bovinos y ovinos, ocasionando pérdidas en la
economia pecuaria mundial estimadas en 3.200 millones
de dolares anuales '*!739 En Colombia F. hepatica es el
trematodo de mayor importancia veterinaria, donde la
poblacion mas afectada son los bovinos del tropico alto
andino dedicados a la produccion lechera @. Esta zona
se caracteriza por presentar clima frio y lluvioso, que
favorece el establecimiento de focos de la parasitosis
@120 Las pérdidas en el sector ganadero nacional se
estiman en 12.500 millones de pesos (V.

En consecuencia, los estudios de foco en Antioquia
demuestran una alta prevalencia del parasito en
municipios lecheros, como Donmatias, Entrerrios,
San Pedro de los Milagros y Carmen de Viboral con
prevalencias de 9, 15, 26 y 57.18%, respectivamente
(739 También registran la coinfeccion de F. hepatica
con un digeneo de la familia Paramphistomidae, que se
aloja en el rumen de los bovinos, como ocurre en un hato
lechero del municipio de Rionegro donde encuentran una
prevalencia del paramphistomido del 100% y coinfeccion
con F. hepatica del 80% '*. En un estudio mas reciente en

ganado doble propdsito del municipio de Gomez Plata se
enuncia una prevalencia del 47.6% de paramphistomidos
y 13.1% de F. hepatica; 9% de los bovinos presentaron
coinfeccion @. La alta prevalencia de F. hepatica en los
bovinos de este departamento, constituye ademas un
factor de riesgo de infeccion para otros animales y para
las personas encargadas de los hatos lecheros e incluso
para quienes habitan en las zonas bajas, que se surten del
agua proveniente del sector lechero (4

En Antioquia, como en otros departamentos de
Colombia, la prevalencia de F. hepatica y su impacto
en el sector econdmico pueden ser mayores, si se tiene
en consideracion que el diagnostico de animales en pie
se realiza por métodos coproparasitologicos con baja
sensibilidad (V; esta obedece a la baja carga parasitaria,
a la intermitencia en la ovoposicion de los parasitos
y a migraciones erraticas. Asi mismo, la deteccion de
huevos en heces solamente es posible durante la fase
cronica de la infeccion, cuando el dafio hepatico es
avanzado ®. Ademas estos métodos son poco practicos
si se tiene en consideraciéon los miles de bovinos
que requieren diagndstico. De otro lado hay una alta
probabilidad de falsos positivos, ante la coinfeccion con
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los paramphistomidos, dada la similitud entre los huevos
de ambos parasitos.

Por lo tanto, como alternativa diagnostica, se han
desarrollado pruebas serologicas mas sensibles y
especificas, basadas en la detecciébn de anticuerpos
generados contra el pardsito durante su invasion y
migracion en el hospedero vertebrado. Esta respuesta
inmune se caracteriza principalmente por ser de tipo Th2
(type 2 helper) con altos titulos de inmunoglobulinas G1
(IgG1) 1029 Métodos como el ELISA (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay) indirecto para deteccion de
anticuerpos IgG especificos para la fasciolosis, son utiles
desde la segunda semana de infeccion © 3"

Diferentes estudios demuestran que la presencia de
anticuerpos en suero y en leche de animales infectados
con F. hepatica pueden ser similares; las IgG son
detectables en suero desde 1-4 semanas posinfeccion y
en leche desde el comienzo de la lactancia; ademas se
mantienen estables durante este periodo '® La IgGl es
selectivamente trasferida de la circulacion sanguinea a las
secreciones lacteas tres semanas antes del parto y durante
el periodo de lactancia, gracias a la presencia de receptores
especificos presentes en las glandulas mamarias. Durante
el parto los niveles de IgG son muy altos (60-100mg/
ml) y disminuyen durante la primera semana del periodo
de lactancia (0.7-1.0mg/ml); sin embargo la proporcion
de IgG1 frente a otras inmunoglobulinas es mayor en
el calostro y en la leche madura que en suero, como
consecuencia de la transferencia selectiva 9.

La leche se convierte entonces en una muestra alternativa
al suero, ante la necesidad de disponer de procedimientos
diagnodsticos igualmente sensibles y especificos pero
menos invasivos y mas econdomicos > 229 Es asi
como se han desarrollado pruebas inmunoldgicas para
diagnosticar la presencia del parasito en el hato, a través
del analisis de muestras obtenidas en los tanques de
leche. Estas pruebas han sido utiles para establecer la
prevalencia y la distribucion de fasciolosis en Inglaterra,
Wales y Bélgica ¢ '¢30; de igual manera el ELISA en
leche ha evidenciado la correlacion entre los niveles de
anticuerpos anti-F. hepatica con aspectos productivos
de los bovinos ¥, y a su vez ha permitido supervisar y

monitorear estrategias de intervencion contra fasciolosis
(12)

Teniendo en cuenta que la leche constituye una muestra
valiosa para la deteccion de la infeccion por F. hepatica,
el presente trabajo tuvo como objetivo estandarizar
bajo las condiciones locales una prueba de ELISA para
la deteccion de anticuerpos anti-F. hepatica en leche
de bovinos, como una alternativa para el diagnostico
epidemiologico de la fasciolosis en Colombia.

Materiales y métodos

Aval del Comité de Etica para la experimentacion animal

Esta investigacion fue avalada por el Comité de Etica
para la Experimentacion con Animales — CEEA, de la
Sede de Investigacion Universitaria — SIU, Universidad
de Antioquia, como consta en el acta 61 del 29 de abril
de 2010.

Muestras de leche

Se utilizaron 44 muestras de leche de bovinos con
diagnostico positivo para fasciolosis confirmado por la
técnica coprologica de Dennis modificada ?. De las
muestras, 38 provenian de hatos lecheros del municipio
de Rionegro y seis del municipio de San Pedro de los
Milagros, zonas de Antioquia donde se han descrito
focos de fasciolosis. A su vez, se emplearon 36 muestras
negativas procedentes de bovinos de Acacias, Meta
(zona sin registros para F. hepatica) a los que se les
realizé diagnostico coproldgico con resultado negativo
para huevos de F. hepatica. En 25 de estas muestras se
encontraron huevos de un paramphistomido, por lo que se
utilizaron como muestras control de reactividad cruzada.
Las muestras de leche se colectaron durante el ordeno, se
almacenaron a4 °Cy se trasportaron al laboratorio, donde
se filtraron; de cada muestra se prepararon alicuotas que
se almacenaron a -20 °C.

Obtencion de antigenos de excrecion-secrecion de F.
hepatica (FhES)

Los antigenos FhES se obtuvieron a partir de parasitos
adultos colectados en los conductos biliares de bovinos
naturalmente infectados con £ hepatica que llegaban para
sacrificio ala Central Ganadera de Medellin. Los parasitos
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se lavaron tres veces con Buffer fosfato salino (PBS)
mas antibidtico (200 UI/L de penicilina-estreptomicina)
durante 30 minutos/lavado. Posteriormente, los parasitos
se incubaron en PBS mas antibidtico a 37 °C con 5% de
CO, hasta cuatro horas, reemplazando el medio cada 60
min. El producto obtenido de la cuarta hora se centrifugo
a 2500 rpm durante 15 minutos y se filtré6 en membranas
con poro de 0.20 um a 4 °C. Se formaron alicuotas y
se almacenaron a -20 °C. Se determind la concentracion
de proteinas por el método de Bradford (Bio-Rad®,
Hercules, CA).

Estandarizacion del ELISA para la deteccion de
anticuerpos anti-F. hepatica en leche

Para la realizacion del test se siguid el protocolo
propuesto por Chauvin ), con modificaciones. Los platos
de ELISA se sensibilizaron con 100 uL/pozo de FhES
a una concentracion de 2.0 pg/mL en buffer carbonato-
bicarbonato pH 9.6 durante toda la noche, se saturaron
con gelatina porcina al 2.5% durante 45 minutos y se
incubaron con las muestras de leche a evaluar diluidas
1:16, 1:32 y 1:64 en PBS Tween (PBST) al 0.05% por
20 minutos; posteriormente se adicioné como anticuerpo
secundario antinmunoglobulina G de bovino, marcado
con peroxidasa (Sigma®, St Louis, MO) durante 1 hora y
luego se adiciond el sustrato Ortofenilendiamina (OPD)
(Sigma®) por 30 minutos. Se detuvo lareaccion con 50 uLb
de acido sulfurico (H2S04) 2.5 M y se ley6 la reaccion a
490 nm en un lector de ELISA automatizado Benchmark
(Bio-Rad®, Hercules, CA). Entre cada paso se realizaron
tres lavados con PBST durante 5 minutos cada uno.
Cada muestra se evaludé por duplicado y los resultados se
expresaron como el promedio de las densidades oOpticas
(DO). Como punto de corte de la prueba se asumio el
promedio de las DO de las muestras negativas mas 1.5
desviaciones estandar.

Evaluacion de la sensibilidad de la prueba para detectar
anticuerpos contra F. hepatica en mezclas de leche

Se tomaron muestras de leche de 20 bovinos con
fasciolosis y de 20 bovinos libres de la infeccion y
con ellas se realizaron mezclas de tal manera que la
proporciéon de muestras positivas entre el total fuera
del 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100%. Una vez
preparadas las mezclas, se analizaron mediante la prueba
de ELISA estandarizada.

Analisis estadisticos

Los parametros diagnodsticos del ELISA estandarizado
para usar con muestras de leche se obtuvieron con
el software Epi info version 6.04 con un intervalo
de confianza del 95%, asumiendo como prueba de
referencia el diagnostico coproparasitologico realizado a
los bovinos del estudio.

Resultados

Determinacion del punto de corte, sensibilidad y
especificidad del test de ELISA

Luego de procesar todas las muestras de leche negativas
con el protocolo descrito, se establecié un punto de corte
correspondiente a una DO de 0,490. El 80% (35/44) de
las muestras positivas y el 72,2% (26/36) de las negativas
fueron correctamente clasificadas por la prueba. Con
base en lo anterior, se estimaron pardmetros diagndsticos
del ELISA, como sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivo y negativo (VP+, VP-), asi como las
razones de verosimilitud (LR+, LR-), cuyos resultados se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Parametros diagnosticos estimados para el test

de ELISA en leche.

Indicador Porcentaje (%)I  C (95 %)
Sensibilidad 80 65.5 - 88.8
Especificidad 722 56 —84.2
Exactitud 76.3 65.9 -84.2
VP (+) 77.8 63.7-87.5
VP (-) 74.3 57.9 - 85.8
LR+ 2.86 1.66 -4.95
LR- 0.28 0.15-0.52

Sensibilidad del test para detectar anticuerpos anti-F.
hepatica en mezclas de leche

Una vez procesadas las mezclas de leches descritas
anteriormente, se determin6 que con la prueba de ELISA
estandarizada se obtiene un resultado positivo cuando
el 40% o mas de las muestras provienen de animales
infectados con F. hepatica (Figura 1).
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Deteccion anticuerpos anti-F.hepatica en mezclas de
leche mediante el test de ELISA
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Figura 1. Capacidad del test de ELISA estandarizado para detectar anticuerpos anti-F. hepatica en mezclas de leche.
Linea punteada: Punto de corte 0,490.

Discusion

Dado que la fasciolosis bovina es una parasitosis de
alta prevalencia en Colombia y en consecuencia genera
cuantiosas pérdidas en el sector pecuario, es necesario
disponer de herramientas que permitan realizar un
diagnéstico temprano y especifico del digeneo a precios
asequibles. Asi mismo, es importante tener en cuenta la
dificultad que tienen los administradores de los hatos,
para que las muestras de los bovinos sean objeto de
analisis en los laboratorios especializados.

En el contexto colombiano también hacen falta las
estrategias de control y prevencion de la fasciolosis; sin
embargo estd claro que éstas deben integrar aspectos
bioldgicos, ambientales, terapéuticos y culturales. En
dichared de acciones, el diagndstico oportuno y especifico
constituye tanto el punto de partida, como la actividad
que se realiza a través del tiempo. De ahi que el ELISA
en leche constituya una alternativa para implantar en las
zonas afectadas por el parasito, donde se utilizaria para el
monitoreo de la dindmica de expansion y disminucion de
los focos de la infeccion, para el monitoreo de programas
de prevencion y para la evaluacion de estrategias de
control.

Es importante resaltar que la leche es una muestra con

mayores ventajas que el suero, al ser mas asequible,
pues se obtiene directamente del ordefio sin generar
mayores costos y el procedimiento no genera estrés en
los animales.

De otro lado, los parametros diagnosticos obtenidos en
nuestro estudio (sensibilidad de 80% y especificidad de
72,2%), son moderados al compararlos con los registros
de otros autores quienes también utilizan extractos totales
de FhES como fuente de antigenos en el ELISA y como
prueba de referencia el examen coproparasitologico
(283032) " Estos registran sensibilidad del 92 al 98% vy
especificidad del 80 al 96%. Estas diferencias podrian
estar relacionadas con variaciones metodoldgicas en la
obtencion del antigeno, asi mismo con la raza, la edad y
el estado inmunolégico de los animales,. También, se ha
demostrado que los titulos de anticuerpos en suero y en
leche, pueden fluctuar a través del tiempo sobretodo en
animales con baja carga de fasciolidos ®. Todas estas
variables pueden afectar la concentracion de anticuerpos
en la muestra de leche 283D,

En lo que respecta a la especificidad obtenida en nuestra
prueba, se destaca el hecho de que para la reactividad

[97] Revista CES Medicina Veterinaria y Zootecnia / Volumen 8 / Nimero 2 / julio - diciembre de 2013/ ISSN 1900-9607
L ‘ -




Uruburu Gémez M et al. Diagndstico de fasciolosis bovina en leche

cruzada se utilizo leche de animales parasitados con un
Paramphistomidae, filogenéticamente maés relacionado
con F. hepatica, que los protozoos o nematodos
utilizados en otros trabajos © 3%, Sin embargo, los casos
de reactividad cruzada que se presentaron en nuestro
estudio, no se atribuyen al paramphistomido; las causas
que generaron dicha reaccidn se deben establecer.

En cuanto a la mezcla de leche, se destaca que para
nuestra prueba de ELISA se necesita un porcentaje
menor de bovinos parasitados (40%) que la de Reichel
et al. ®® cuya prueba requiere al menos el 60% de las
muestras positivas para F. hepatica, a pesar de que ellos
utilizaron un kit comercial del basado en la deteccion de
anticuerpos contra antigenos purificados de la fraccion f2
de F. hepatica (Institut Pourquier, Montpellier, France).
Otro estudio que también utiliza antigenos FhES
requiere de al menos el 25% de seroprevalencia en los
hatos para que los titulos de anticuerpos sean detectables
en la prueba ©9, Para nuestras condiciones, donde la
prevalencia de fasciolosis bovina en algunos municipios
lecheros supera el 57% y en algunos hatos el 80%, el
ELISA en leche se percibe como una herramienta de
tamizaje epidemioldgico para fasciolosis util ya que
permite de manera rapida el diagndstico de grandes areas
geograficas dedicadas a la produccion lechera.

Es necesario acotar que los resultados obtenidos con las
pruebas de ELISA disenadas a partir de los antigenos
FhES, son inferiores a los obtenidos con algunos kits
comerciales, como ¢l MM3-SERO ELISA, donde la
sensibilidad y especificidad de la prueba en muestras de
leche individuales es de 93.9 y 98.1%, respectivamente.
Por su parte en muestras de tanques de leche la especificad
es del 100% y la sensibilidad del 100% solo en hatos
con prevalencias iguales o superiores al 12%. Cuando la
prevalencia es entre 0-7% los anticuerpos anti-F. hepatica
no son detectables y la sensibilidad del kit disminuye a
un 87.9% ©%. La importacion de un kit diagnéstico como
este a Colombia supone altos costos.

Conclusidén

Se hace necesario realizar la evaluacion y validacion en
campo de la prueba de ELISA en leche estandarizada,
incluyendo un » muestral estadisticamente significativo,

para recomendarlo como herramienta diagnostica a
utilizar en estudios de tamizaje sobre fasciolosis bovina
y para determinar la distribucion del parasito. A su
vez, estos resultados preliminares sugieren extender
la bisqueda de alternativas para el diagnostico de la
fasciolosis, entre ellas la produccion y purificacion de
antigenos recombinantes especificos de F. hepatica, que
aumenten la sensibilidad y especificidad del diagndstico,
y que a su vez sean Utiles para el seguimiento de esquemas
terapéuticos y para el monitoreo de estrategias de manejo
y control.
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