Inmunodiagnoéstico de fasciolosis en Venezuela.
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RESUMEN

La fasciolosis, producida por Fasciola hepatica, afecta animales v humanos. El hombre la adquiere por agua o ve-

getales acudticos contaminados con metacercarias. Las condiciones epidemiologicas varian desde hipo a hiperen-
démicas en los paises afectados. En Venezuela, se ha reportado prevalencias variables en bovinos por coprologia y
altas por serodiagndstico. En humanos solo casos aislados y un brote familiar en Timotes, Estado Mérida. La enfer-
medad debe diagnosticarse atendiendo a los antecedentes epidemioldgicos, clinicos, parasitolégicos e inmunolagi-
cos. En el inmunodiagndstico se recomienda usar el antigeno de excrecién-secrecion ultrafiltrado por membrana
YM de 50 kDa (AESFh=50kDa o R50) en ELISA y “Western blot” (WB), que mostrd buena sensibilidad v especifici-
dad. Los casos positivos se comprueban en WB-R50 cuando ocurre reconocimiento a moléculas de 9,14, 27 v 65 kDa.
La aplicacion de esta metodologia completd el diagnostico de casos en brote familiar de Timotes. Al comparar resul-
tados 5 afios después de tratamiento anti-parasitario se aprecia un descenso en los niveles de anticuerpos como
indicador de cura parasitologica. Los estudios realizados muestran el valor del inmunodiagnéstico con antigenos
adecuados, frente a la falta de sensibilidad de los exdimenes coprolégicos v su aplicabilidad en el abordaje de comu-

nidades bajo riesgo de infeccidn. .
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INTRODUCCION

La fasciolosis, enfermedad producida por el trema-
tode Fasciola hepatica, afecta a animales herbivo-
ros (bovinos, ovinos, caprinos, etc) ¥
accidentalmente al hombre. Sin embargo, su
hallazgo en animales no necesariamente esta co-
rrelacionado con la distribucion de casos en
humanos, como ocurre en Venezuela, donde a
pesar de que existe una alta prevalencia de Fascio-
losis bovina, son pocos los casos en humanos.
Actualmente, esta enfermedad es considerada
reemergente en muchos paises, presentando
incremento de prevalencia, intensidad y expansion
geoqgrafica. Se encuentra distribuida ampliamente a
nivel mundial con situaciones epidemioldgicas va-
riables desde hipo hasta hiperendémica (Mas-
Coma y col. 1999a; Mas-Coma, 2005).

El hombre se infecta cuando ingiere agua o ve-
getales acudticos (berros) en los cuales puede
haber metacercarias del parasito. Una vez ingeri-
das, las metacercarias desenguistan en el duodeno
y los parasitos jovenes penetran la pared intestinal,
llegan al higado y atraviesan la capsula de Glisson,
migrando peor el parénguima hepatico hasta
ubicarse en los conductos biliares, donde maduran
(6 semanas). Los huevos contenidos en la secre-
cion biliar y eliminados por las heces requieren un

periodo de incubacién en el ambiente, hasta com-
pletar un embrion movil, ciliado o miracidio el cual
al encontrar su hospedador intermediario (caracol
del genero Lymnaea) lo penetra, se transforma en
esporoquistes, los cuales forman redias madres y a
partir de sus membranas internas dan lugar a
redias hijas y por el mismo mecanismo a las cerca-
rias. En condiciones adecuadas las cercarias salen
del caracol y en un tiempo no mayor de dos horas
deben fijarse a alguna superficie lisa (hierbas,
piedras, etc), en la cual se enquistan perdiendo la
cola y segregando sustancias que las protegen,
convirtiendose en metacercarias, las cuales
pueden sobrevivir en el ambiente por 10 meses
dependiendo de la humedad.

Como ejemplo de la variada condicion epide-
miolégica entre los paises con Fasciola sp, se
encuentra el Altiplano Morte Boliviano, area hiper-
endemica, con prevalencia alta en humanos (por
coprologia 72% y por inmunodiagnastico 100%),
con intensidades de infeccion hasta de 5.000 h/g
de heces y una relacion mujeresfhombres de 2:1.
Esta region tiene la mas alta prevalencia conocida
de Fasciolosis humana, ademas en ella se
encontro otros hospedadores definitivos como son
los cerdos y asnos. Como hospedador intermedi-
ario encontraron Lymanaea truncatula y se logro
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demostrar la transmisién por ingestion de agua
contaminada con metacercarias (Mas-Coma y col.
2001, 2005; Parkinson y col. 2007).

En Venezuela, se ha encontrado una prevalencia
por coprologia variable en bovinos, 0,33 % en
mataderos del Edo. Zulia en el periodo 84-98;
6,13 % en Mara y Paez periodo 92-98 (Chirinos y
col. 2000; Chavez y col. 1979). Se encuentran
prevalencias de 18 a 59 % en bovinos de Zulia,
Portuguesa, Trujillo y Falcén (Chavez y col. 1979).
Por serodiagndstico en bovinos se encontrd hasta
76 % infectados en fincas del municipio Silva del
Estado Falcon (Castellano, 2001). En relacion a
Fasciolosis humana, se han diagnosticado casos
aislados (Risquez, 1929; Barroeta, 1911; Rodri-
guez y Gonzalez, 1975; Abdul-Hadi y col. 1996;
Scorza y col. 1999; Incani y col. 2002; Alarcon de
MNoya y col. 2006} y en el 2005 se detecto un brote
familiar en Timotes (Rojas y col 2005; Alarcén de
Moya y col. 2007), cuyo estudio pudo completarse
gracias a la introduccién del inmunodiagnéstico
para fasciolosis en el abordaje de comunidades
bajo riesgo de infeccion.

DIAGNOSTICO DE FASCIOLOSIS

Las personas sospechosas de infeccién por F
hepatica deben ser investigadas de forma integral,
indagando informacion epidemioldgica, como la
ingestibn de agua de lagunas o rios, de berros u
hortalizas, la procedencia del paciente, cuya
infeccion sera mas probable si viene de los
estados endémicos de Fasciolosis bovina, como
son: Lara, Portuguesa, Barinas, Trujillo, Merida y
Zulia. Estableciendo el diagnostico clinico cuando
se encuentra dolor abdominal, hepatomegalia,
eosinofilia alta, signos de obstruccion biliar y los
hallazgos eco y tomograficos indicativos de pre-
sencia del parasito. En cuanto al diagnodstico para-
sitolégico, se realiza en heces o en  contenido
duodenal usando técnicas de concentracion como
sedimentacion en copa, formol-tritdn-éter o de
semi-concentracién como Kato (Fredes, 2004).
En biopsia de lesiones hepaticas, puede encon-
trarse huevos o adultos del parasito, estos ultimos
pueden ser extraidos de vesicula o canaliculos
biliares en intervenciones quirdrgicas (Alarcon de
Moya y col. 2008)

El diagnéstico parasitologico tiene baja sensibili-
dad y se dificulta por varias razones: la existencia
de parasitos en estados inmaduros, siendo til
solo 3 a 4 meses post-infeccion; la liberacion de
huevos puede ser baja o intermitente; el hallazgo
de huevos en las heces por transito intestinal en
personas que ingieren higados crudos o mal
cocidos de animales infectados, generara falsos
positivos, ademas los adultos pueden tener ubica-
ciones ectopicas en cuyo caso no hay huevos en
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el tracto intestinal (Mas-Coma y col. 1999), Para
mejorar la sensibilidad de estos examenes se reco-
mienda un estudio copro-parasitologico de al
menos 10 muestras de heces seriadas de las
personas sospechosas de tener F hepatica, esto
consume mucho tiempo y dedicacion del operador
(Atias, 1991)

El inmunodiagnostico es necesario sobre todo
cuando el infectado esta en etapa prepatente (10 a
12 semanas), tiempo que transcurre desde que la
persona ingiere las metacercarias hasta que el
parasito alcanza la madurez (Duménigo y col.
1999). Por otra parte, los niveles de inmunoglobuli-
nas estan generalmente aumentados (lgG, IgM e
IgE), siendo la IgG4 el isotipp predominante,
dependiendo de la edad y las caracteristicas
clinicas (Mas-Coma y col. 1999). Esto hace que la
deteccion de anticuerpos sea el método preferido
por su relativa simplicidad y seroconversién en una
o dos semanas de ocurrida la infeccion, com-
parado con la patencia tardia de los estudios co-

prologicos (Hyllyer, 1999). Con la desventaja de
reactividad de las inmunoglobulinas hasta por dos
afios post-tratamiento y cura de la infeccidn. Los
antigenos de excrecidn-secrecién han sido consi-

derados importantes inductores de la respuesta
inmune humoral en esta enfermedad, mediante
procedimientos de purificacién se pueden mejorar
aumentando su sensibilidad y especificidad.

Otra posibilidad para el diagndstico son las
pruebas de deteccion de antigenos en las heces o
en suero, que indicarian actividad de infeccion y
tienen alta sensibilidad y especificidad, pero re-

quieren un anticuerpo monoclonal lo que dificulta
su aplicacion.

El inmunodiagnostico es fundamental sobre todo
cuando no observamos el agente causal. Se ha
logrado estandarizar con éxito ELISA y “Western
blot” (WEB) con antigeno de excrecidn-secrecion de
adultos de Fasciola hepatica, usando ultrafiltracion
por membranas YM de celulosa regenerada de 10,
30y 50 kDa, utilizando los retenidos (R10, 30 y 50)
como antigenos (AESFh>10, 30 y 50 kDa), dem-
ostrandose mejores resultados en WB con
AESFh=50 kDa o R50) (Colmenares y col. 2007).
Esta preparacion (R50) usada en ELISA Y WE,
mostrdé una buena sensibilidad y especificidad
(90-100 % y 97-100%, respectivamente). La com-
probacion de los casos positivos se logra en WB
con R50, cuando ocurre el reconocimiento a las
moléculas de 9, 14, 65 y la region alrededor de 27
kDa. Al ensayar 29 sueros con otras parasitosis
s6lo una persona con Paragonimus sp., reacciono
a la molécula de 65 kDa. ELISA con cualquiera de
las fracciones obtenidas es un buen método de
despistaje en poblaciones bajo riesgo de infeccidn
y posteriormente debe realizarse WE con R50,



como prueba confirmatoria (Colmenares y col.
2007).

Alarcon de Noya y col, 2007, demuestran en un
estudio realizado en Timotes, Estado Mérida, la
aplicacion de esta metodologia, cuando detectan
en 65 personas evaluadas, 9 positivos al AESFh,
de los cuales solo 5 reconocen el patron molecular
especifico en WB-R50, 3 con hallazgo de huevos
en las heces. Los cuatro sueros restantes con
debil reactividad al ELISA, no reconocieron las
moléculas especificas por WB.

En un estudio reciente en el cual se evaluaron 73
personas de la misma poblacion de las cuales solo
18 esluvieron incluidas en el primer muestreo, se
encontrd que los 5 casos positivos demostrados
en el 2005 bajaron notablemente sus valores de
densidad dptica, manteniéndose reactivos bajos
solamente 3 de ellos. Los titulos de anticuerpos
contra este parasito disminuyen en el tiempo
cuando el tratamiento ha sido exitloso, a partir de 4
meses después de la terapia (Hillyer y col. 2001).
Una persona con respuesta positiva baja al ELISA
y negativa por WB permanecio invariable en el
tiempo, lo cual puede deberse a infecciones

pasadas o reactividad cruzada con otros parasitos.

OTRAS ALTERNATIVAS DE DIAGNOSTICO
Existen ofras moléculas alternativas de diag-
néstico utilizadas por otros autores como la cistein
proteinasa de 27 kDa purificada a partir de adultos
del parasito. Este antigeno ha sido usado en
ELISA, con una sensibilidad del 100% (Yamasakiy
col. 1989). Se trata de una proteasa implicada en
la alimentacion, migracion y evasion de la res-
puesta inmune del parasito (Smooker, 2000). Se
ha utilizado en ELISA cistein proteinasas de 28
kDa (Fas 1) y de 25 kDa (Fas 2), provenientes de
productos de excrecidn-secrecion con sensibilidad
y especificidad de 89 y 98%, respectivamente para
Fas 1; y de 95 y 100% respectivamente para Fas 2
(Cordova y col. 1999).

La Catepsina L1 (CL1) nativa y recombinante se
ha usado y mostrd potencial en el diagnostico
(O'Neil y col. 1998,1999). Polipéptidos de 14 y 29
kDa son una buena alternativa para el desarrollo
de una prueba inmunodiagnéstica de campo
(Fredes y col. 2001),

La prueba de reaccion en cadena de |la polimerasa
(PCR) por “PCR restriction fragment length poly-
morphism” (RFLP) ha dado buenos resultados
sobre todo para distinguir entre F hepatica y F
gigantica en animales y humanos, sobre todo en
areas en las cuales coexisten ambas especies,
(Marcilla y col., 2002; Huang vy col. 2004).

La obtencion de antigenos recombinantes o alta-
mente purificados mejoraria notablemente las
posibilidades de diagnostico pero son dificiles de

implementar, de alli nuestra propuesta de ELISA y
WE con el antigeno de excrecidn-secrecidn ultrafil-
trado, con un procesamiento accesible a cualquier
laboratorio.

CONCLUSIONES

Los estudios realizados hasta el momento de-
muestran la utilidad del inmunodiagnostica, con
mayor sensibilidad y aplicabilidad en estudios epi-
demiolégicos, frente a la falta de sensibilidad de los
examenes coproldgicos,

En general, el diagndstico en humanos ha sido por
hallazgos fortuitos. Sin embargo, hoy contamos con
técnicas de inmunodiagnéstico para despistaje y
certeza de la fasciolosis humana en Venezuela.

Se debe invesligar la presencia de esta parasitosis
como causante de problemas biliares e intestinales
e iniciar estudios en areas endémicas de Fasciolo-
sis bovina, para delerminar la prevalencia real de
Fasciolosis humana en el pais.
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Immunodiagnostic of fasciolosis in Venezuela

The fasciolosis caused by Fasciola hepatica, affects
animals and humans. Man gets infection through inges-
tion of water or aquatic plants contaminated with meta-
cercarias. The epidemiological situations vary from hypo
to hyperendemic in the affected countries. In Vienezuela,
it has been reported different prevalences in cattle by
coprelogy and high for serodiagnosis. Only isolated
cases in humans and a family outbreak in Timotes,
Estado Mérida, have been reported. The disease should
be diagnosed according to epidemiclogical, clinical,
parasitological and immunological findings. The use of
excretion-secretion ultrafiltered antigen by membrane
¥M 50 kDa (AESFh= 50kDa or R50) in ELISA and
Western blot (WB), is recommended since showed high
sensitivity and specificity. Specific recognition of mo-
lecules of 9.14, 27 and 65 kDa of the WB-R50 antigen is
the pattern of positive cases. The application of this
methodology was achieved in the diagnosis of the
familial outbreak in Timotes. When comparing these
results with those obtained 5 years after anti-parasitic
treatment, a decline on antibody levels was observed.
These studies show the value of immunodiagnostic in
front of the low sensitivity of the coprology, and its appli-
cability in surveillance of the distribution of the disease
in communities a risk of infection.

Keywords: fasciolosis, immunodiagnosis, antigen,
Venezuela.



