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SUMMARY

Human fascioliasis is a growing health problem, with an increasing worldwide incidence of reported cases.
Improving its diagnosis through more sensitive and specific techniques is important to clinical practice and
to epidemiology, specially to determine new endemic areas. Objective: To evaluate coprological techniques
and serological tests for diagnosis of Fasciola hepatica (Fh) infection in humans. Material and methods: The
study population involved children aged from 1 to 16 years, in a highly endemic area (Junin, Per). A total
of 194 stool samples and 158 sera were examined. Three coprological techniques were compared: formol-
ether concentration (Ritchie's), spontaneous sedimentation (SST) and Lumbreras’ rapid sedimentation
(RST). Three serological test for Fh were evaluated: Arc 2 (double-diffsion), enzyme-linked immuno-
electrotransfer blot (EITB) and Fas2-EL | SA. Results: RST showed higher recovery rates (20.61%) of eggsin
stools than SST (13.40%) and Ritchie’'s (7.72%). The sensitivity of the serological tests was compared with
total infected patients diagnosed by all the fecal tests: most sensitive was Fas2-EL|1SA with 96.77%, EITB
was 71.87% and Arc 2, was 34.48% . Conclusion: We conclude that RST is better than the SST and Ritchie's
techniques for the diagnosis of the chronic phase of human infection by Fh using fecal examinations, and
that Fas2-ELISA is a very highly sensitive immunodiagnostic test, which may be used for the diagnosis of
human Fh infection in both clinical and epidemiological settings, specially for screening human populations
living in endemic areas. ( Rev Med Hered 2002; 13: 49-57 ).

KEY WORDS: Fascioliasis, Fasciola hepatica, diagnosis, serologic, coprologic, sensitivity, Lumbreras
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RESUMEN

La fasciolosis humana es un problema de salud publica debido a la mayor incidencia de casos reportados en los
ltimos afios alrededor del mundo. La necesidad de contar con técnicas 0 métodos de diagndstico para Fasciola
hepatica de mayor sensibilidad y especificidad es importante tanto para la préctica clinica como para determinar
zonas endémicas. Objetivo: Evaluar las técnicas coproldgicas y seroldgicas para el diagnostico de la infeccién por
Fasciola hepatica en humanos. Material y métodos. La poblacion de estudio comprendié a nifios en edad escolar
entre 1-16 afios de edad, pertenecientes a una zona de alta endemicidad (Junin, Per(l). Se obtuvieron un total de 194
muestras de hecesy 158 muestras de suero. Se eval uaron tres métodos coproparasi tol 6gicos. M étodo de Concentracion
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éter-formol (MCEF), Técnica de Sedimentacion Espontanea (TSE) y la Técnica de Sedimentacion Rapida
(TSR)de Lumbreras, y tres métodos serolégicos. Arco 2, Western blot para F. hepatica y
Fas2-ELISA. Resultados: La TSR de Lumbreras fue la de mayor rendimiento (20.61%) en comparacion con la
TSE(13.40%) y MCEF (7.72%). La sensibilidad de Fas2-EL|SA fue de 96.77% superior ala del Western blot y
Arco 2,con sensibilidades de 71.87%y 35.48%, respectivamente. Conclusiones: LaTSR essuperioraTSEy MCEF
parael diagnostico delafasciolosishumanaen lafase crénica. Fas2-ELISA, esuna pruebadeinmunodiagnostico
altamentesensible y que se propone debe ser usada como la prueba de diagnostico de fasciolosis humana 'y de
tamizaje de lainfeccionenpoblacioneshumanasquehabitanenregionesdealtaendemicidadparaestaparasitosis. ( Rev

MedHered2002; 13: 49-57 ).
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INTRODUCCION

La concepcidn de la fasciolosis humana, zoonosis
causada por el trematode Fasciola hepatica (Trematoda:
Fasciolidae) hacambiado enlosdltimosafios, habiéndose
reportado zonas de alta prevalenciaal rededor de todo €l
mundo (2,4,13). En una reciente revision, se ha
reportado un total de 7,071 casos humanos notificados
por 51 paises en los Ultimos 25 afios distribuidos en
Africa, América, Asia, Europa y Oceania, siendo el
mayor nimero de casos en América (13). Esteban y
col. han reportado los mayores indices de prevalencia,
obteniendo 68.2% y 15.4% a nivel local y global,
respectivamente, en comunidades localizadas al norte
del Altiplano Boliviano (7). El incremento de casos
reportados de fasciolosis humana en lo Ultimos afios la
hasituado como un problemade salud de orden mundial
por lo que estos datos epidemiol dgicos adquieren
relevanciadebido alapatogeni cidad que puede causar €l
trematode durante sus estadios de infeccion (18, 21).

Durante la fase aguda o migratoria, que dura
aproximadamente de 8 a 12 semanas, €l parasito pro-
duce sintomatologia clinica principal mente fiebre,
hepatomegaliae hipereosinofilia(4,14,16,18,21); en esta
fase el diagndstico serealizamediante el uso de pruebas
seroldgicas debido a la ausencia de huevos en heces
(17).

Despuésde aproximadamente 3 mesesel parasito llega
alos conductos biliares donde adquiere laforma adulta
y elimina huevos intermitentemente, los cuales son
diagnosticados en el examen coprol 6gico. Sin embargo,
puede haber hallazgos esplreos por la costumbre de
alimentarse con higado crudo de animales infectados
por F. hepatica (15,22). En la mayoria de casos la
infeccién es asintomatica aungque puede complicarse y
causar obstruccion biliar (8,11,27), colecistitis aguda o
crénica (21,26), ruptura hepética (18) y cirrosis (4,18).

Sin embargo, en muchos casos mas de un examen
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coprol égico es necesario por laovoposicion intermitente
del parasito (4, 10). En otras ocasiones nunca se
evidencialapresenciade huevos en hecesdebido aque
la fasciolosis puede adoptar formas extrahepéticas,
aunque esto Ultimo no es comun (21).

El diagnostico de rutina estd basado en la
inmunoel ectroforesis (Arco 2), apesar que estatécnica
esdeataespecificidad presentaunasensibilidad limitada
siendo usada principamente como diagnostico en la
fase crénica. En los Ultimos afios se han realizado
esfuerzos paraaumentar lasensibilidad delos examenes
seroldgicos (20) con la finalidad de obtener un
diagnostico precoz y junto a un tratamiento éptimo,
evitar que el parasito cause dafio hepético irreparable.

El diagnéstico parasitoldgico esta basado en la
identificacion de huevos de F. hepatica en las heces o
drengje biliar o duodenal. Los exdmenes coprol égicos
derutinadesde el examen directo hastalos métodos de
concentracién han sido utilizados para el diagnéstico
delafase cronica. Mediante los métodos coprol 6gicos,
tales como el Método de Concentracion Eter-Formol y
laTécnicadeKato-Katz, se han reportado altosindices
deprevalencia. AunquelaTécnicade Kato Katz hasido
empleada en el diagnostico de lainfeccion experimen-
tal por F. hepatica, ésta tiene una baja sensibilidad o
cua limitasu aplicacion clinica(4). En 1975, Akahane
y col. compararon cinco técnicas de concentracion para
detectar huevos de Fasciolahepatica, siendo el Método
de Concentracion Eter-formol el de méas bajo
rendimiento (4). En 1962, Lumbreras y col.
comunicaron las modificaciones a una técnica de
sedimentacion, comentando ademés las ventajas de su
uso en el diagndstico, control terapeliticoy en el estudio
de fasciolosis humana en zonas endémicas (12).

El objetivo del presente estudio es evaluar tres
métodos seroldgicos (Fas2-ELISA, Western blot y
Arco 2) vy tres coproparasitolégicos (Método de
Concentracion Eter-formol, Técnicade Sedimentacion
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Espontaneay Técnicade Sedimentacién
Réapidade Lumbreras);con la finalidad de
obtener pruebas que permitan establecer
un diagnosticoconfiabley de ata sensibilidad
enlainfeccion por Fasciola hepatica.

MATERIALESY METODOS
Muestras de hecesy suero

Las muestras de heces y suero fueron obtenidas du-
rante el mes de diciembre de 2000 en la provincia de
Jauja, Junin (Peru), zona endémica de fasciolosis
humana.

Se recolectaron en total 194 muestras de heces y
158 sueros. Los participantes del estudio tuvieron una
media de 8.76 afios (rango 2 a 16; DS: 2.59) y una
relacion entre sexo masculino y femenino de 0.98. De
los 194 participantes, 85 (43.81%) dieron una segunda
muestra de heces.

Métodos serol 6gicos

Para obtener €l suero, todas las muestras de sangre
fueron centrifugadas a 2500 r.p.m. por 5 minutos. Cada
muestra de suero fue separada en 2 alicuotas y
depositadas en tubos conicos de 1.8cc. Cada una fue
rotulada con su respectivo nimero de identificacion y
conservadas a -20 °C.

Cada grupo de muestras fue procesada en 2
laboratorios distintos. Se realiz6 Fas2-ELISA en la
Unidad de BiologiaMolecular delaUniversidad Peruana
Cayetano Herediay Western blot paraFasciolahepatica
y Arco 2 en el Laboratorio de Apoyo de Parasitologia
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Las
sensibilidades de las 3 pruebas serol gicas realizadas
han sido evauadas considerando como gold standard
el hallazgo de huevos en heces de Fasciol a hepatica por
al menos un método coproparasitol 6gico empleado.

Los resultados de los examenes coproldgicos y
serol 6gicos no fueron confrontados hasta finalizado el
procesamiento total de las muestras.

Arco 2

Se depositd 3.5ml de solucion agar-agar a 1.2% en
su fase liquida en una ldmina portaobjetos dejando
soldificar. Se practicaron perforaciones en que se
depositaron: 5ul de solucion antigénica (antigeno crudo
de Fasciola hepatica), 150ul de suero problemay 50pl
de suero control positivo.

Se colocaron en una camara himeda por un lapso de
48horas. Las bandas de precipitacion en gel se
visualizaron coloreando con Amido Schwarz.

Western blot (Electroinmunotransferencia Blot, EITB)
para fasciolosis.

El antigeno secretorio y excretorio (E/S) crudo de
Fasciolahepatica, se obtuvo delaincubacion del parasito
adulto en un medio de cultivo para células RPMI-1640
conteniendo L-glutamina, bicarbonato de sodio (Sigma),
penicilina 100 unidades/ml 'y 0.1mM
fenilmetilsulfonilfluoride (Sigma), durantetodalanoche
a 37°C (28). Se retiraron los parasitos adultos y €l
sobrenadante fue centrifugado a 10000 r.p.m. por 15
minutosy dializado en variosvol imenes de agua estéril
bidestilada por 24 horas a 4°C. Se determinaron
proteinas por el método de Bradford (Bio-Rad, Rich-
mond, CA); setomaron alicuotasy se guardo a-20°C.

El antigeno crudo (E/S) fue calentado por 15 minutos
en 1 ml buffer de muestra (10% de glicerol, 5% de 2-
mercaptoethanol, 2% de SDS, 62.5 mM Tris-HCI, pH
6.8, 0.001% bromofenol azul) antes de colocarlo en €
gel de electroforesis.

La prueba de Western blot (EITB) (24), separo €l
antigeno en sus diferentes componentes protéicos de
acuerdo al peso molecular por electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS a 15%. L uego las proteinasfueron
transferidas por electroforesis sobre un papel de
nitrocelulosa, donde fue enfrentado con muestras de
suerosaladilucion de 1/20 paradetectar | gG especifico
contra el antigeno (E/S) de Fasciola hepatica. Se uso la
enzima peroxidasa conjugada con anti-lgG humano a
una dilucién de 1/1000 para localizar el antigeno-
anticuerpo. Se determind el peso molecular de
fracciones proteicas del antigeno usando estandares
pretefiidos comerciaes de bajo peso molecular de 3 a
43KDa(Bio-Rad, Richmond, CA).

Se considerd seropositiva la prueba de Western blot
cuando en el suero se determind la presencia de 1gG
especifica contra las proteinas de bajo peso molecular
de 14 a 27 KDadel antigeno crudo (E/S) de Fasciola
hepati ca, fracciones que han sido consideradas por varios
autores con ata sensibilidad y especificidad.

Fas2-EL ISA
Fas2-ELISA esunkit deinmunodiagndstico producido
por la Unidad de Biotecnologia Molecular de los

Laboratoriosde Investigaciony Desarrollo de Cienciay
TecnologiadelaUniversidad Peruana Cayetano Heredia.
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El ensayo se basa en la deteccidn de anticuerpos 1gG
circulantes contra el antigeno Fas2 , que esunacisteina
proteinasa producida por €l parédsito Fasciola hepatica
(5, 6).

Métodos coproparasitol gicos

Las muestras de heces fueron conservadas en formol
a 10% arazon de una parte de heces por tres partes de
fijador y analizadas por 3 métodos coprolégicos en €
Laboratorio de Parasitologia del Instituto de Medicina
Tropical Alexander von Humboldt. Para comparar e
rendimiento y la sensibilidad de cada método
coprologico, €l personal técnico del laboratorio no fue
advertido sobre lanaturaleza del estudio.

Técnica de Sedimentacion Espontanea

La técnica se llevd a cabo de acuerdo con las
adaptaciones readlizadas por Tello (23, 25). Se separd
aproximadamente 4g de heces de cada recipiente y se
hizo un homogenizado en 10 ml de solucion salinahasta
gue se logré una suspension adecuada. La mezcla fue
vertida en un tubo cdnico de plastico de 13 x 2.5cm, de
50 ml de capacidad filtrandola a través de gasa. Se
completd e volumen del tubo con solucion salinay se
tapd herméticamente. Se agit6 enérgicamente por 30sy
se dejo reposar por 45 minutos.

Se elimind el sobrenadante y con una pipeta se tomd
una muestra del fondo del tubo. Se colocaron 4 gotas
en dos laminas distintas, agregandole luego gotas de
lugol y de solucién salina a cada una. Finalmente las
I&minas portaobjetos fueron cubiertas con laminillas de
celofén de 6x2cm. Se observé a microscopio (100X y
400X).

Método de Concentracién Eter- Formol

Cada muestra fue procesada por el Método de
Concentracion Eter-Formol (MCEF) (9). Las muestras
preservadas con € fijador fueron homogenizadas con
formol adiciona dependiendo delacantidady viscosidad
delamuestra. Parte de éstafue tamizada através de dos
capas de gasa en un tubo de centrifuga cénico de 15
ml, completédndose con formol hasta10 ml, luegodelo
cua fue centrifugada a 2500 r.p.m. por 10 minutos para
obtener de 0.5 a 1ml de sedimento. Se decanté el
sobrenadante.

Posteriormente se agregé NaCl al 0.09% hasta
completar un volumen de 10ml y se centrifugé a 2500
r.p.m. por 10 min. Sedecant6 obteniéndose un sedimento
de aproximadamente 1ml. Se adicion6 formol a 10%
hasta5ml y acetato de etil o hasta completar un volumen

52 Rev Med Hered 13 (2), 2002

de 10 ml, agitandose vigorosamente la mezcla por 30
s. Se empled acetato de etilo como sustituto del éter,
debido a que es menos inflamable, de menor costo y
menos dafiino para su uso en el laboratorio y porque se
ha demostrado que no se presentan distorsiones ni
alteraciones en la morfologia de los huevos, larvas o
quistes de las muestras estudiadas (29).

Se centrifug6 por 10 min. resultando 4 capas. una
cantidad pequefia de sedimento en el fondo del tubo,
una capa de formol, un tapdn de detritus sobre la capa
deformol y unacapade acetato de etilo en lasuperficie.
El tapon de detritus fue eliminado desprendiéndola por
medio de unabagueta. Se decant6 todo el sobrenadante
y se colocaron gotas del sedimento con una pipeta en
dos ldminas, a las que se les agregd lugol y solucion
salina, respectivamente. Finalmente las |aminas
portaobjetos fueron cubiertas con laminillas de celofén
y observadas al microscopio optico.

Técnica de Sedimentacion Rapida de Lumbreras

Estatécnicafue adaptadapor el Dr. Hugo Lumbreras
(12) del Instituto de Medicina Tropical Alexander von
Humboldt, Lima, Per(. De cada recipiente de pléastico
se tomaron de 4 a 8g de heces que fueron
homogenizadas con una bagueta con agua corriente
filtrada en un tubo conico de 50 ml de capacidad. La
mezcla se trasvasd a un recipiente de vidrio, de boca
ancha, de 200 a 300ml de capacidad tamizandola con
un colador de plastico. Se completé el volumen con
aguafiltraday se dejé reposar por 30 minutos.

L uego sedecant610s2/3 del sobrenadantey sevolvio
acompletar el mismo volumeninicial con aguafiltrada.
Se repitieron los mismos pasos 3-5 veces con un
intervalo de 30 min., hasta que el sobrenadante quedd
limpio. Finalmente, €l Gltimo sedimento fue vertido en
una placa petri de vidrio. Se observé al microscopio
(10X, 100X).

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados en el SPSS 9.0
(Copyright( SPSS Inc., 1989-1999) y en el Epi Info
(version 6.04a, 1996; Centers for Disease Control and
Prevention CDC, Atlanta, Georgia, U.S.A.).
RESULTADOS

Exédmenes coprol égicos

Del total de 194 muestras examinadas por los tres
métodos coprologicos, la Técnica SR de
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Tabla N°L. Rendimiento compar ativo de tres métodos parasitoldgicos
en el diagndstico de Fasciola hepatica.

o M P
MCEF 194 15(7.73)

TSE 194 26 (13.40)
TSR 194 40(20.61)

MCEF: Método de concentracion eter-formol.
TSE: Técnica de sedimentacion espontanea.
TSR: Técnica de sedimentacion rapida de Lumbreras.

Lumbreras obtuvo un mayor rendimiento (20.61%) en
comparacion con MCEF (7.73%) y TSE (13.40%),
como se muestra en la tabla N°1. No hubo diferencia
significativaentre MCEF y TSE (X% = 3.30; P=0.069)
como tampoco entre TSEy TSR (X2=3.58; P=0.058).
Sinembargo, si hubo diferenciasignificativaentre TSR
y MCEF (X2 = 13.24; P = 0.00).

La sensibilidad de MCEF y TSE comparadas con
[aTSR de Lumbreras fueron de 37.5% y65.0%,
respectivamente (ver Tablas N°2 y 3).

El total de las muestras de heces recolectadas fue de
279, de las cuales 85 correspondieron a una segunda
muestra por persona. Esta segunda muestra fue
recolectadaa diasiguientede haber recibido laprimera
L osresultados de analizar una o dos muestras mediante

Tabla N°3. Sensibilidad de Ia Técnica de sedimentacion
espontanea.

TSR(+) TSR() TOTAL
TSE(H) 2 0 2
TSE() 4 13 167

TOTAL 40 153 193

Sensibilidad: 65.0%

Tabla N°2. Sensihilidad del Método de concentracion
eter-formol.

TSR(+) TSR() TOTAL
CEF(+) 15 0 15
CEF() 25 153 178

TOTAL 40 153 193

Sensibilidad: 37.5%

los tres métodos coprol 6gicos, se muestran en la tabla
N°4,

Examenes serol 6gicos

Las 158 muestras de suero fueron procesadas por
tres exdmenes serol6gicos. Fas2-ELISA, Western blot
y Arco 2. Lasensibilidad del Fas2-ELISA (96.77%) fue
mayor en comparacion con Western blot (74.19%) y
Arco 2 (47.61%).

El Arco 2 (98.24%) tuvo una mayor especificidad
que el Fas2-ELISA (91.22%) y Western blot (88.59%),
como se muestran en las tablas No. 5,6y 7.

Se consider6 como Fas2-ELISA positivo aquellos
valores de absorbancia>0.200 nm. De acuerdo con este

Tahla N°4, Resultados de examinar una o dos muestras de heces,
en ¢l diagndstico de Fasciola hepatica.

UNA MUESTRA DOS MUESTRAS
POSITIVO n (%) n (%)
MCEF 8(8.2) 11 (11.2)
TSE 17 (17.3) 18 (18.4)
TSR 24.(24.5) 25(25.5)

MCEF: Método de concentracion eter-formol.
TSE: Técnica de sedimentacion espontanea.
TSR: Técnica de sedimentacion rapida de Lumbreras.
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Tabla N, Sensibilidad y especificidad de Fas2-ELISA en d
diagnastico de fasciolosis humana.

HUEVOSEN  HUEVOS EN

HECES (+)  HECES()  TOTAL
Fas2-ELISA (+) 30 10 40
Fas2-ELISA (- 1 104 105
TOTAL 31 114 145

Sensibilidad: 96.77%

criterio de positividad, 50 (31.64%) de 158 muestras de
suero fueron positivos. Delos 31 individuos con al menos
un examen coprologico positivo para huevos de Fas-
ciolahepatica, 30 (96.77%) fueron Fas2-EL | SA positivo
con un valor de absorbancia media de 0.385 nm (rango
0.218-0.683; DS 0.139) (Categoria 1) (ver Figura N°1)
Dentro de este grupo, la (inicamuestrade suero negativa
paraFas2-EL | SA con examen coprol 4gico positivo tuvo
una absorbancia de 0.173 nm (Categoria 6). Diez
muestras de suero (8.7%) con examen coprologico
negativo fueron Fas2-ELISA positivos, con una
absorbancia media de 0.479 nm (rango 0.291-0.683;
DS 0.157) (Categoria 2). Tres individuos a quienes no
se les realiz6 examen coproparasitoldgico fueron
seropositivos con una absorbancia media de 0.358 nm
(rango 0.302-0.391; DS 0.049) (Categoria 3). De las
114 muestras de heces negativas para Fasciola hepatica,

Tahla N°7. Sensihilidad y especificidad del Arco 2
en ¢ diagnostico de fasciolosis humana.

HUEVOSEN HUEVOSEN

HECES (+) HECES()  TOTAL
ARCO2 (+) 10 2 12
ARCO2 () 19 112 131
TOTAL 29 114 143

Sensibilidad: 38.48%
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Tabla N%. Sensibilidad y especificidad del Western blot (WB)
en ¢l diagnstico de fasciolosis humana.

HUEVOSEN  HUEVOS EN

HECES (+) HECES()  TOTAL
WB (+) 23 7 30
WB (9 9 105 114
TOTAL 3 112 144

Sensibilidad: 71.87%

104 (91.22%) fueron también negativas para Fas2-
ELISA, obteniéndose en este grupo una absorbancia
media de 0.094 nm (rango 0.10-0.205; DS 0.047)
(Categoria4). Findmente, 10 individuosqueno tuvieron
muestra de heces fueron seronegativos para Fas2-
ELISA y presentaron una absorbancia media de 0.089
nm (rango 0.02-0.159; DS 0.047) (Categoria 5). En
total, 47 (27.21%) individuos en este estudio resultaron
seropositivos para Fas2-ELISA de las 158 muestras
incluidas.

DISCUSION

La fasciolosis humana es de dificil diagnéstico
principal mente en lafase aguda o invasiva, porque no
puede ser diagnosticada por el examen de huevos en
heces y depende de pruebas seroldgicas. Por €llo, €

Tabla N°. Prevalencia y sensibilidad de los 6 métodos utilizados
en ¢l diagnastico de Fasciola hepatica.

METODO PREVAOI/;ENCIA SENSIOB/:LIDAD
EXAMENES COPROLOGICOS

MCEF 7.73 375
TSE 13.40 65.0
TSR 20.61

EXAMENES SEROLOGICOS

Fas2-ELISA 2121 96.77
Western Blot 20.88 71.87
Arco 2 6.57 34.48

MCEF: Método de concentracion eter-formol.
TSE: Técnica de sedimentacion esponténea.
TSR: Técnica de sedimentacion rapida de Lumbreras.
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desarrollo de técnicas serol6gicas innovadoras de alta
sensibilidad y especificidad permitirian establecer
correctamente esta fase.

Con respecto alos métodos coprol gicos empleados
en el diagnéstico de Fasciola hepatica,
la TSR de Lumbreras fue la que obtuvo un mayor
rendimiento en comparacion con los demas
métodos de  concentracién. En la fase
crénica, a menudoasntomética, € parastoadultose
dojaenlasviashiliareshasta alcanzar su estado adulto.
El grado de infeccion depende de la cantidad de
especimenes adultos que sedojenenlasviashiliares, por
loqued hdlazgodehuevosen heces esta en funcion del
nimero de parasitos y dela cantidad de huevos que
expulse éste.

La principal ventaja de las técnicas de
concentracion para el examen de parasitos intestinales

es su sensibilidad para detectar infecciones leves.
La TSR de Lumbreras tiene mayor sensibilidad que
la TSE y MCEF, siendo este estudio un avance en
comparar métodos coproparasitolégicos que nos
proporcionen resultados mas confiables y de
menor costo en el diagndstico de esta distomatosis.
En TSR se utiliza una mayor cantidad de muestras
(4-8g) lo que explicaria su mayor rendimiento en
comparacion con TSE y MCEF donde se utiliza entre
1-2g de heces. Ademas en aquellos individuos que
eliminen una menor cantidad de huevos, analizando
una mayor proporciéon de muestra permitiria detectar
un mayor numero de casos. Si bien TSR es
considerada como un método coprologico de eleccion
en pacientes con sospecha de fasciolasis, también
detecta helmintos y protozoarios aunque en
menor proporcion que la TSE (1).

Dentro delaevaluacion delos examenes serol 4gicos,
lasensibilidad del Arco 2 fue menor que Western bloty
Fas2-ELISA. Esto se explica porque el Arco 2 esta
compuesto por un mosaico complejo de antigenos con
pesos moleculares que varian entre 14 y 43KDa (5).
Por otro lado, el antigeno Fas2 de 25K Da forma parte
de este mosaico y es considerada como un antigeno
inmunodominante en lainfeccidn por Fasciolahepatica
(5) laque utilizadaen pruebasinmunoenziméticas ofrece
una mayor sensibilidad y especificidad tanto para el
diagnéstico delasfases aguday crénica. Asi, delos 31
pacientes que fueron positivos a examen coprol 4gico,
30 resultaron ser seropositivos para Fas2-ELISA. Esto
indica la alta sensiblidad que tiene esta prueba en €l
diagnéstico de la fasciolosis humana, infeccion que en
muchas ocasiones ho es diagnosticada ya que ademéas
de ser necesarios examenes coprol Ggi cos repetidos para
detectar huevos de F. hepatica en heces debido a la
ovoposiciénintermitentedel parésito, en muchos casos,
nuncase llegan a detectarlos. De esta manera, parte de

los pacientes que fueron seropositivos con Fas2-ELISA
y resultaron negativos a los 3 exdmenes coprol 6gicos,
podrian estar en la fase aguda de la enfermedad. Sin
embargo, para establecer que este grupo de individuos
(Categoria 2) esta en fase aguda, es necesario realizar
examenes clinicos adicionales como recuento
leucocitario (eosinofilia) o pruebas de funcion hepética
gue permitan acercarnos al diagndéstico. Asimismo, es
importante tener en cuenta la posibilidad de que los
pacientes de esta catergoria, presenten una fasciolosis
extrahepética, aungue este tipo de presentacién no es
habitual. En la Categoria 3 no podemos determinar la
fase de la enfermedad debido a que no se recolectaron
muestras de heces.

Lamenor sensibilidad del Western blot en comparacion
con Fas2-ELISA, podria explicarse debido a que las
bandas diagndsti cas pueden presentar menor intensidad
en individuos con bajos niveles de anticuerpos
circulantes. Consideramos que esta prueba puede
obtener mejores resultados empleando antigenos
purificados y aumentando su concentracion.

El célculo delaespecificidad delas pruebas serol 6gicas
en este caso esinapropiado, yaque el gold standard que
se ha considerado es el hallazgo de huevos de Fasciola
hepatica en heces, caracteristico de lafase cronica. Por
este motivo, aquellos pacientes con serologia positiva
pero con resultados negativo a examen coprolgico
(sospecha de fase aguda), no estarian siendo incluidos
dentro del nimero de individuos catalogados como
enfermos porque podria tratarse de un falso positivo.

Los sujetos incluidos en la Categoria 2 deben ser
seguidos con examenes de heces repetidos por un
periodo de 2 a 3 meses en blsqueda de huevos de F.
hepatica, paradeterminar si laserologiapositivasetrato
de un caso de fasciolosis aguda. De esta manera
evaluariamos |la especificidad de la serol ogia.

S6lo unindividuo present6 Fas2-EL 1 SA negativo con
examen coprol 6gico positivo. Este caso podriaexplicarse
por la costumbre que tienen algunos pobladores de
ingerir higado crudo infestado por F. hepatica. Sin em-
bargo, el Western blot resulté positivo, o que nos
indicaria que este paciente presenta la enfermedad,
tratdndose de un falso negativo.

En base anuestros resultados, laTSR de Lumbreras
es € examen coprolégico de eleccion para
diagnosticar esta parasitosis en la fase cronica,
siendosuperior @ MCEF y la TSE en cuanto a su
sencillez, costo y reproducibilidad.

Este esel primer estudio en que se ha evaluado Fas2-
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Figura N°1. Resultados del Fas2-ELISA en sueros de 158 personas.

Los puntos representan la absorbancia media 450 nm (Abs 450 nm) obtenidos del total
de sueros examinados. Se consider6 positivo aquel valor de absorbancia > 0.200 nm.
Categoria 1 (n=30), aquellos con examenes coprolégico y seroldgico positivos.
Categoria 2 (n=10), aquellos con examen coprolégico negativo y serolégico positivo.
Categoria 3 (n=3), aquellos que no tuvieron muestras de heces y fueron al examen
serolégico positivo.

Categoria 4 (n=104) aquellos que fueron a los examenes coprol6gico y serolégico
negativos.

Categoria 5 (n=10) aquellos que no tuvieron muestra de heces y que fueron al examen
serolégico negativo.

Categoria 6 (n=1) aquel que fue al examen coprolégico positivo y serolégico negativo.

ELISA con otros métodos serolégicos y coprol 6gicos
en zonas de ata endemicidad. Estudios previos han
demostrado que Fas2 es un marcador antigénico
altamente sensible y especifico para el diagnostico de
la infeccion por Fasciola hepatica en humanos (5,6),
en vacunos (3) y en alpacas (19).

Finalmente, nuestros resultados nos permiten afirmar
que el método serol 6gico como Fas2-EL I SA podriaser
empleado como pruebade tamizaj e paradeterminar zo-
nas endémi cas en estudi os epi demiol 6gicos posteriores.
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