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Resumen

La fasciolosis es una parasitosis cosmopolita de importancia médico-veterinaria ocasionada por Fasciola hepatica, que afecta al
ganado ovino, caprino y vacuno; y accidentalmente al hombre ocasionando una infeccion endemo-epidémica de dificil diagndstico.
El objetivo fue desarrollar un ELISA sandwich indirecto, empleando 3 anticuerpos, para identificar antigenos de secrecion-excrecion
de Fasciola hepatica (ESFh). Para el ELISA se emplearon anticuerpos policlonales de raton anti ESFh como anticuerpos de captura,
y anticuerpos policlonales de conejo anti ESFh como anticuerpos de deteccién, a las concentraciones de 10 y 5 pg/mL, respectiva-
mente. Como conjugado se emplearon anticuerpos monoclonales de ratén anti-inmunoglobulinas totales de conejo ligado a peroxidasa
(1/1000). Se analizaron 31 muestras de heces de ganado ovino y los resultados se compararon con los obtenidos por el examen
coproparasitolégico directo (CD) y contrainmunoelectroforesis (CIEF). El limite de deteccion obtenido para ELISA sandwich indirecto
fue 100 ng/mL. La prueba presenté una sensibilidad de 100%, especificidad de 96.6% y valores predictivos positivos y negativos
de 50% y 96.6% respectivamente; con relacion al examen CD. Al comparar ELISA tipo sandwich indirecto con CIEF se obtuvo una
especificidad de 93.5% y un valor predictivo negativo del 100%. Se concluye que la prueba de ELISA sandwich indirecto disefiada es
capaz de detectar antigenos metabdlicos en muestras de heces de ovino y se puede utilizar para el diagnéstico Fasciola hepatica.

Palabras clave: Inmunodiagnéstico de Fasciola hepatica; ELISA sandwich; antigenos de excrecién-secrecion; alicuya; Fasciola hepatica.
Abstract

Fasciolosis is a cosmopolitan parasitosis medical-veterinary importance caused by Fasciola hepatica, which affects sheep, goats and
cattle; and it affects man accidentally causing an epidemic-endemic infection difficult to diagnose. The aim was to develop an indirect
sandwich ELISA with 3 antibodies for detecting excretory-secretory antigens of Fasciola hepatica (ESFh). For the development of
indirect sandwich ELISA were used, as capture antibody, mouse polyclonal antibodies anti ESFh and polyclonal antibodies rabbit
anti-ESFh as detection antibody, at the concentrations of 10 and 5 ug/mL respectively. The conjugate used was mouse monoclonal
anti- total immunoglobulins rabbit linked to peroxidase (1/1000). Were analized 31 sheep fecal samples, and the results were compared
with those obtained by direct coproparasitological examination (DC) and counterimmunoelectrophoresis (CIEP). The detection limit
obtained for indirect sandwich ELISA was 100 ng/mL. The test had a 100% sensitivity, 96.6% specificity, positive and negative predic-
tive values of 50% and 96.6% respectively, in relation to DC test. Comparing with CIEP the specificity obtained for indirect sandwich
ELISA was 93.5% and a negative predictive value of 100%. We concluded that indirect sandwich ELISA designed is able to detect
metabolic antigens in ovine feces samples and can be used for Fasciola hepatica diagnosis.

Keywords: Fasciola hepatica inmunodiagnosis; sandwich ELISA; excretory-secretory antigens; alicuya; Fasciola hepatica.
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Introduccion

Fasciola hepatica, es un pardsito cosmopolita de importancia
médico-veterinaria que afecta a la ganaderia lechera con pre-
valencias superiores al 80% generando significativas pérdidas
econdmicas (Espinoza et al. 2010, Rivera et al. 2010, Abou-
El-Doubal et al. 2015). La heterogénea sintomatologia clinica
ocasionada por la fasciolosis en el ganado, no facilita la deteccién
de la enfermedad en una etapa inicial, ni permite diferenciarla
de otras parasitosis. La determinacién cldsica de la fasciolosis
se realiza por exdmenes coproparasitolégicos, que no podrian
aplicarse durante la fase aguda o periodo prepatente de la enfer-
medad, otro factor que influye en el diagndstico es la excrecién
intermitente de los huevos del parésito (Maleewong et al. 1999).

Se han desarrollado métodos inmunoseroldgicos basados
en la detecciéon de anticuerpos como una alternativa para el
diagndstico, sin embargo las desventajas son que no se puede
diferenciar una infeccién pasada de una reciente (Espino et al.
1998, Espinoza et al. 2010) y las reacciones cruzadas con otros
parésitos (Cornelissen et al. 1999, Carnevale et al. 2001). En
los Gltimos afios se han descrito inmunoensayos basados en la
deteccidn de antigenos mediante los cuales es posible diferenciar
la infeccidn activa y la etapa prepatente (Estuningsih et al. 2009,

Shafiei et al. 2015).

En el Pert se han utilizado los métodos serolégicos Fas2-ELISA,
Western blot y Arco 2, para la deteccién de anticuerpos especificos
en suero de personas con fasciolosis (Maco et al. 2002, Marcos et
al. 2007, Espinoza et al. 2010, Escalante et al. 2011); de los cuales
el método Fas2-ELISA ha sido utilizado para el diagndstico de
fasciolosis en el ganado bovino (Valencia et al. 2005).

Los exdmenes coproparasitoldgicos y la prueba seroldgica
Fas2-ELISA, han permitido conocer que existen altas tasas de
infeccién con Fasciola hepatica en los pobladores y el ganado
ovino y bovino residentes en las diferentes localidades rurales
de nuestro pais (Maco et al. 2002, Valencia et al. 2005; Marcos
et al. 2007, Espinoza et al. 2010), pero se ha comprobado que
con estas metodologias sélo se puede diagnosticar la fasciolosis
en la fase crénica; por lo cual no son de utilidad para empezar
y monitorear un tratamiento eficaz con drogas antihelminticas
(Sdnchez-Andrade et al. 2001, Espinoza et al. 2010, Ticona et
al. 2010). Por lo tanto, es importante contar con herramientas
de diagndstico, como las técnicas de captura, que permitan la
identificacidn de bajas concentraciones de antigeno en la muestra
y por ende la identificacién temprana del pardsito.

Material y métodos

Preparacién de antigenos de excrecién-secrecién de Fas-
ciola hepatica (Ag ESFh).- Las fasciolas vivas fueron colectadas
y lavadas en solucién salina amortiguadora de fosfatos (SSAF)
estéril, pH 7.2. Posteriormente se colocaron en medio RPMI
1640 con 100 pg/mL de estreptomicina y 100 pg/mL de am-
picilina e incubaron a 37 °C durante 24 horas. Los antigenos
metabdlicos de Fasciola hepdtica se colectaron a 4 °C, se filtraron
y liofilizaron. La concentracién de proteinas se determind em-
pleando el reactivo de Bradford.

Elaboracién de suero hiperinmune.- Se inmunizé una co-
neja blanca de raza Nueva Zelanda de 2 Kg de peso y 10 ratonas
de lalinea Balb/c de 20 — 25 g procedentes del Centro Nacional
de Productos Bioldgicos del Instituto Nacional de Salud (Lima-
Perd, 11°59°007S; 76°50°00”W). Se inocularon en la coneja

cuatro dosis de 250 pg de antigenos de excrecién-secrecién de
Fasciola hepatica La primera inoculacién fue via subcutdnea
empleando el coadyuvante completo de Freund (CCF) y las
tres restantes fueron inoculadas via intramuscular empleando
el coadyuvante incompleto de Freund (CIF).

Del mismo modo, se inocularon las ratonas con tres dosis de
50 pg de antigenos de excrecién-secrecién de Fasciola hepdtica.
La primera dosis se inoculd via subcutdnea empleando el coad-
yuvante completo de Freund (CCF), la segunda dosis fue ino-
culada via intramuscular empleando el coadyuvante incompleto
de Freund (CIF) y la tercera dosis fue inoculada via subcutdnea
empleando el CIE Para ambos protocolos el intervalo entre cada
dosis fue de 15 dias. Finalmente entre 10 y 15 dfas después de
administrar la Gltima dosis se realizé la sangria total via puncién
cardfaca, se separd el suero y se almacené a —20 °C hasta su uso.
La determinacién del titulo de anticuerpos se realizéd mediante
el inmunoensayo en capa fina (ICF).

Separacién de inmunoglobulinas de suero de conejo
y de ratén.- Los anticuerpos policlonales anti Ag ESFh (de
captura-ratén y deteccién-conejo) se obtuvieron mediante
precipitacién por salado utilizando solucién saturada de sulfato
de amonio (SSSA) al 50 y 45% respectivamente y seguida de
didlisis exhaustiva utilizando bolsas de celulosa con corte de 12
KDa (Sigma) a 4 °C durante 24 horas contra solucién salina
fisiolégica (Torrico 2000).

Desarrollo de la prueba ELISA sindwich indirecta.- Se
realiz6 en ocho fases: fase I. Sensibilizacién de la placa ELISA,
se emplearon placas de poliestireno Immulon II que fueron re-
cubiertas con anticuerpos policlonales (anticuerpos de captura)
de ratén anti Ag ESFh diluidos en buffer fosfato salino 0.01 M,
pH 7.2 (PBS); fase II. Bloqueo con Seroalbimina bovina al 1%
en PBS (SAB-PBS); fase I1I. Estandarizacién de muestras y con-
troles (control negativo: SAB en PBS y control positivo: antigeno
de excrecidn-secrecion de Fasciola hepatica en PBS); fase IV.
Segundo reconocimiento del antigeno de secrecién-excrecion de
E hepatica con anticuerpos policlonales de conejo (anticuerpos
de deteccién) diluido en SAB-PBS; fase V. Adicién del conju-
gado con peroxidasa, se emplearon anticuerpos monoclonales
de ratén anti-inmunoglobulinas totales de conejo diluidos en
SAB-PBS; fase VI. Adicién del sustrato y del cromégeno, se
empled perdxido de hidrégeno y una solucién tamponada de
tetrametilbenzidina (TMB); fase VII. Detencién de la reaccién
con una solucién de 4cido sulfirico y fase VIII. Lectura de las
placas en un lector de ELISA (ER 500 SINNOWA) a 450 nm.
Al final de cada fase, hasta la fase V, se realizaron cuatro lavados
con buffer fosfato salino-Tween 20 (PBS-T).

Determinacién del limite de deteccién de antigenos de
excrecién-secrecion de Fasciola hepatica (Ag ESFh) por ELI-
SA sindwich indirecto.- Se hicieron diluciones del Ag ESFh
empleando como diluyentes PBS y agua destilada. Las diluciones
se prepararon por duplicado, con 2 como factor de dilucidn,
desde la concentracién inicial de 25 pg/mL hasta obtener una
concentracién final de 0.02 pg/mL.

Examen coproparasitolégico.- Las muestras de heces de
ganado ovino criollo (Ovis aries) (n=31) procedentes del Valle de
Condebamba, distrito de Condebamba, Provincia de Cajabam-
ba, departamento de Cajamarca fueron obtenidas por hisopado
rectal de cada espécimen y colocadas en bolsas de pléstico con
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Figura 1. Estandarizacion del sistema ELISA sandwich in-
directo, empleando 10 ug/mL de anticuerpo de captura, tres
concentraciones del anticuerpo de deteccion (1, 5y 10 ug/
mL)y 1/1000 como dilucién del conjugado.

cierre hermético. Se realiz6 el examen coproparasitoldgico directo
colocando 1 -2 mg de materia fecal y una gota de suero fisiol6-
gico o lugol para determinar las muestras positivas o negativas
para fasciolosis (Beltran et al. 2003)

Deteccién de coproantigenos (Ag ESFh en muestras de
heces) por CIEF y ELISA sdndwich indirecto.- Las muestras
de heces de gano ovino fueron homogenizadas con tres mililitros
de agua destilada por cada gramo de heces. Se dejé sedimentar
toda la noche a 4 °Cy se recuper6 el sobrenadante. Las muestras
procesadas se alicuotaron y almacenaron a —20 °C hasta su uso.
Las muestras procesadas se analizaron en paralelo mediante
ELISA séndwich indirecto y contrainmunoelectroforesis (CIEF).
La prueba de CIEF se realiz6 de acuerdo a Morilla y Bautista
(1986), con modificaciones.

Punto de corte (Cut off) del ELISA sandwich indirecto.- Las
muestras procesadas negativas para fasciolosis, se analizaron por
ELISA sindwich indirecto, examen coproparasitoldgico directo
y contrainmunoelectroforesis. Las densidades épticas (D.O.)
obtenidas de las muestras negativas para fasciolosis se utilizaron
como valores de control negativo y sirvieron para determinar el
punto de corte (Cuz offf mediante la férmula: X + 2*SD, donde
Xy SD representan la media muestral y la desviacién estindar
respectivamente. La férmula escogida garantizé que el 95% de
los valores de las densidades 6pticas obtenidas en las muestras
negativas, se encuentren alrededor de su valor promedio.

Andlisis de resultados.- Los datos se expresaron como la me-
dia aritmética (X), desviacién estdndar (SD) o porcentaje (%). Se
elabord tablas de doble entrada, para determinar la especificidad,
sensibilidad, valores predictivos positivos y negativos. Para el
andlisis de los datos, se utilizé los programas informdticos SPSS
(versién 17 para Windows) y Microsoft Excel 2003.
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Figura 2. Valores obtenidos para cada uno de los controles
(C+y C-) y el blanco de la prueba, empleando la concentra-
cion 6ptima de anticuerpo de captura, segundo anticuerpo y
la dilucion éptima del conjugado.

Aspectos éticos.- Los experimentos con los animales fueron
desarrollados de acuerdo a la Guide for the care and use of labo-
ratory animals (National Research Council, 2011) y las gufas de
manejo y cuidado de animales de laboratorio: ratén y conejo
(Fuentes et al. 2008, Fuentes et al. 2010).

Resultados

La concentracién éptima del anticuerpo de captura y del
anticuerpo de deteccién fue de 10 pg/mL y 5 pg/mL respecti-
vamente. La dilucién éptima del conjugado fue 1/1000 (Fig.1).

En la figura 2 se observa la diferencia entre los valores de den-
sidades 6pticas (D.O.) para cada uno de los controles y el blanco
de la prueba, empleando la concentracién éptima de anticuerpo
de captura, de deteccién y la dilucién 6ptima del conjugado.

El limite de detectabilidad para los Ag ESFh en PBS, por
ELISA sindwich fue 100 ng/mL. Respecto a los Ag ESFh en
agua destilada, el limite de detectabilidad por ELISA sindwich
indirecto fue 780 ng/mL (Fig. 3).

Para determinar las diferencias entre los valores de las densi-
dades 6pticas (D.O.) se compararon los datos obtenidos en las
muestras negativas y positivas, con el valor de corte (Cuz off) y la
D.O. del control positivo de la prueba (Fig. 4) positivas, con el
valor de corte (Cur Off) y el control positivo de la prueba (C+).

Al comparar el ELISA sdndwich indirecto con el examen
coprolégico directo, se obtuvo una sensibilidad del 100%, es-
pecificidad del 96.6%, valor predictivo positivo del 50% y valor
predictivo negativo del 96.6% (Tabla 1), mientras que para el
ELISA siandwich indirecto con respecto a la CIEF se obtuvo
una especificidad de 93.5% y un valor predictivo negativo del

100% (Tabla 2).
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Figura 3. Determinacion del limite de deteccion de antigenos
de excrecion-secrecion de Fasciola hepatica (AgESFh) por
ELISA sandwich indirecto.

Discusién

El ELISA séndwich indirecto propuesto es un sistema de
tres anticuerpos, donde el primer anticuerpo es el de captura
(anticuerpos policlonales de ratén anti-Ag ESFh) y estd adhe-
rido al soporte de poliestireno; el anticuerpo de deteccién es
el anticuerpo policlonal de conejo anti-Ag ESFh ratén, que
es reconocido por el conjugado (anticuerpos monoclonales de
ratén anti-Inmunoglobulinas totales de conejo); se ha ideado
un ELISA sdndwich indirecto con dos anticuerpos heterdlogos,
excluyendo posibles reacciones cruzadas.

La concentracién éptima para el anticuerpo de captura fue de
10 pg/mL y en el caso del anticuerpo de deteccién fue de 5 pg/
mlL; respecto a la concentracién del anticuerpo de captura Espino
etal. (1998) y Estuningsih et al. (2009), emplearon una concen-
tracién de 5 pg/mL y 2.5 pg/mlL respectivamente. Al evaluar la
concentracién de 5 ug/mL del anticuerpo de captura se observé
claras diferencias entre el control positivo, control negativo y el
blanco de la prueba, pero se eligié la concentracién de 10 pg/mL

Tabla 1. Especificidad, sensibilidad y valores predictivos del
ELISA sandwich indirecto con relacién al examen copropara-
sitologico directo para coproantigenos de Fasciola hepatica
en ovinos. Donde Vp (+): Valor predictivo positivo y Vp (-):
Valor predictivo negativo.

D.O. (450 nm)

0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 4
0 - .

C+ Positivas Cut Off Negativas

Figura 4. Comparacion de los valores de densidades 6pti-
cas (D.O.) obtenidos en las muestras de heces negativas y
positivas, con el valor de corte (Cut Off) y el control positivo
de la prueba (C+).

como concentracion 6ptima de anticuerpo de captura, debido a
que ésta obtuvo el valor més alto de densidad 6ptica (D.O.) en
el control positivo y valores significativamente menores de D.O.
en el control negativo y el blanco de la prueba. Estos resultados
se relacionan con los estudios antes citados, aunque los autores
emplearon anticuerpos monoclonales de ratén de la clase IgG, en
contraste con la utilizacién de anticuerpos policlonales de ratén
como anticuerpo de captura en el sindwich ELISA indirecto
desarrollado en el presente trabajo.

Ademis se ha reportado la capacidad de sensibilizar los sopor-
tes de poliestireno de manera éptima con concentraciones cer-
canas a 10 pg/mL (Ochoa et al. 2001). Respecto a los valores de
concentracién éptima del anticuerpo de deteccién y el isotipo de
anticuerpo a emplear son muy variables en los diferentes sistemas
ELISA sdndwich. Esta variacion se debe a que las caracteristicas
del anticuerpo de deteccién van a determinar la lectura de la
prueba, las cuales se pueden agrupar en tres metodologias: anti-
cuerpos conjugados con peroxidasa, anticuerpos conjugados con
biotina y anticuerpos no conjugados, en este caso la lectura de la
prueba depende de un anticuerpo monoclonal anti-anticuerpo
de deteccién conjugado con peroxidasa o biotina.

Tabla 2. Especificidad, sensibilidad y valores predictivos del
ELISA sandwich indirecto respecto a la Contrainmunoelec-
troforesis (CIEF) para coproantigenos de Fasciola hepatica
en ovinos.

ELISA sandwich ELISA sandwich
% Sensibilidad 100 % Sensibilidad 0
% Especificidad 96.6 % Especificidad 93.5
% Vp (+) 50 % Vp (+) 0
% Vp(-) 96.6 % Vp(-) 100
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En el presente trabajo se emple6 anticuerpos policlonales
de conejo anti-Ag ESFh como anticuerpo de deteccién, y para
realizar la lectura de la prueba se empled una dilucién éptima
del anticuerpo monoclonal de ratén anti-inmunoglobulina de
conejo conjugado con la enzima peroxidasa de 1/1000. Esto
permitié diferenciar claramente los controles empleados en el
desarrollo del ELISA sindwich indirecto, y del mismo modo las
muestras positivas de las muestras negativas. Sdnchez-Andrade et
al. (2000) emplearon como anticuerpo de deteccién anticuerpos
policlonales de conejo de la clase IgG a una concentracién de 0.6
pg/mL y como conjugado anticuerpos monoclonales anti-IgG
de conejo conjugados con la enzima peroxidasa a una dilucién
de 1/1000; lo cual logré obtener resultados sobresalientes en
la deteccién de antigenos de excrecién-secrecion de Fasciola
hepatica en suero de ovinos.

Ellimite de deteccidn de antigenos de excrecidn-secrecién de
Fasciola hepatica (Ag ESFh) por ELISA sindwich, empleando
como diluyente PBS fue de 100 ng/mL mientras que para Ag
ESFh diluidos en agua destilada (diluyente usado en el procesa-
miento de muestras de heces), se encontré una disminucién del
limite de detectabilidad hasta un valor de 780 ng/mL. Ambos
limites se determinaron siguiendo el criterio en el cual los valores
de absorbancia se mantenfan constantes o dejaban de variar sig-
nificativamente. Diversos autores han reportado que la dilucién
de las muestras de heces en un tampén salino suplementado
con Tween 20, SAB o azida de sodio y en algunos casos agua
destilada suplementada con Tween 20, permite obtener valores
de absorbancia y limites de deteccién mds altos que evaluando las
muestras de heces diluidas sélo con agua destilada o muestras de
suero sin diluir; ademds en estos trabajos se observé que una vez
procesadas las muestras de heces pueden ser almacenadas a —20
°C hasta su uso sin ocasionar pérdida en la capacidad antigénica
de las proteinas de excrecidn-secrecion de Fasciola hepatica, pre-
sentes en las muestras de heces (Espino & Finlay 1994; Almazdn
et al. 2001; Mezo et al. 2004; Domenech et al. 2009).

La evaluacién del método ELISA sdndwich indirecto pro-
puesto, permitié obtener resultados preliminares que sustentan
la necesidad de seguir investigando para mejorar el método
con fines de poder aplicarlo con éxito en el campo; razén por la
cual la preparacién de las muestras de heces se realizé en agua
destilada de manera similar a los antecedentes donde se evalué
el kit FASCIDIG® en el Perti (Torrel 1997; Colona et al. 2001;
Castro et al. 2002). Este procesamiento influyd en los resultados
obtenidos en la prueba de contrainmunoelectroforesis (CIEF),
en la cual ninguna muestra problema resulté positiva. Estos
resultados responden a la falta de utilizacién de un buffer de ex-
traccién (compuesto de un tampén fosfato salino suplementado
con Tween 20 y azida de sodio), tal como lo realizaron Youssef
etal. (1991) y Cornejo et al. (1994), para diluir las muestras de
heces a emplear en la CIEF. Sin embargo al realizarse la corrida,
los controles positivos (antigenos de excrecién-secrecién dilui-
dos en PBS), a la par que las muestras problemas, los controles
positivos precipitaron de forma éptima a lo reportado como
diagnéstico positivo de la fasciolasis por CIEE

La sensibilidad del ELISA sindwich indirecto propuesto fue
de 100%, pero debido al reducido niimero de muestras positivas
por este método y el examen coproparasitoldgico directo, dicho
valor puede estar sobredimensionado, lo cual se evidencia en la
reduccién del valor predictivo positivo en un 50%. La sensi-

bilidad del kit FASCIDIG®, fluctda entre 60 y 98.7% (Torrel
1997;, Colona et al. 2001, Castro et al. 2002); en donde el
valor més alto corresponde a lo reportado por Torrel (1997), el
cual a diferencia de otros autores compara el kit FASCIDIG®
con el examen de necropsia. Ademds, reportaron una mayor
cantidad de muestras positivas por necropsia comparado con
el andlisis coproscépico. Colona et al. (2001) y Castro et al.
(2002), reportan como valores predictivos positivos 53 y 58%,
respectivamente; al comparar el kit FASCIDIG® con el examen
coproparasitolégico de concentracién de Dennis.

La especificidad y el valor predictivo negativo del ELISA
sindwich indirecto fue de 96.6%. Torrel (1997), reporta una
especificidad del 100% para el kit FASCIDIG® con relacién al
examen de necropsia. Colona et al. (2001) y Castro et al. (2002),
reportaron una especificidad del 70%, y valores negativos de
74y 90%, respectivamente; al comparar el FASCIDIG® con el
examen coproparasitoldgico de concentracién de Dennis.

La especificidad de la contrainmunoelectroforesis (CIEF)
comparada con el examen coproparasitolégico directo fue de
100%, ya que la CIEF no determind muestras positivas; este
valor de la especificidad se observa aumentado debido a la re-
duccién del valor predictivo negativo (96.7%). Cornejo et al.
(1994), evaluaron las técnica de sedimentacién por gravedad
(método de Lumbreras) y la contrainmunoelectroforesis (CIEF)
para la observacién de huevos y la deteccién de coproantigenos
del pardsito, respectivamente. De las 106 muestras que evaluaron
13 fueron positivas solo por CIEE determinando una especi-
ficidad de 87.7%; esto se relaciona con el nimero de muestras
analizadas y el empleo del buffer de extraccion en la preparacién
de las muestras.

Al comparar la contrainmunoelectroforesis (CIEF) con el
ELISA séndwich indirecto se obtuvo una especificidad de 93.5%,
esto se encuentra en relacién al resultado positivo de las muestras
evaluadas, las cuales para la CIEF fueron falso- positivas lo que
redujo la especificidad del ELISA sdndwich indirecto (93.5%)
respecto a la CIEFE El valor predictivo negativo del ELISA
sandwich respecto a la CIEF fue de 100%, porque las muestras
negativas para ambas coincidieron con el nimero de muestras

negativas por CIEE

Los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo
negativo y positivo, reportados por Torrel 1997; Colona et al.
2001 y Castro et al. 2002, constituyen los referentes mds cercanos
de comparacidn, pese a que dichos autores en su momento se
enfrentaron con la complejidad de los factores que implica la
evaluacion de un kit en el campo, y que trascienden los alcances
del presente trabajo.

En conclusién el método de ELISA séndwich indirecto de-
sarrollado permite detectar antigenos metabdlicos en muestras
de heces de ovinos en los estadios prepatente y patente de la
infeccién, aunque se requiere mejorar el proceso de extraccién
de los antigenos metabélicos y evaluar una mayor cantidad de
muestras.
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