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Resumen 

Se estandarizó y evaluó la prueba de ELlSA para el serodiagnóstico de la fascioliasis 
bovina empleando tres antígenos diferentes de Fasciola hepatica: somático crudo (AgS) 
y metabólicos, excretor-secretor total (AgE/S-T) y excretor-secretor parcialmente 
purificado (AgEIS-PP). 

Se recolectaron treinta muestras de suero de bovinos infectados naturalmente con F: 
hepatica y parasitológicamente comprobados, sacrificados en mataderos. Estos 
provenían de regiones de Colombia consideradas zonas endémicas, que se encuentran 
por encima de los 1.800 metros msnm, y 45 sueros de bovinos de edad y manutención 
conocida desde el nacimiento hasta su sangría, los cuales vivían en zona no endémica 
de F: hepatjca y que fueron consideradas como muestras negativas. 

Se utilizó el análisis del área bajo la curva del receptor operador (ROC) siguiendo el 
método de integración trapezoidal para establecer la exacitud del ELlSA y discriminar 
ejemplares parasitados de los sanos. Los tres antígenos de E hepatjca, (AgS) , (AgEI 
S-T) y (AgE/S PP), debido a su gran capacidad discriminatoria entre bovinos sanos de 
los infectados, pueden utilizarse en el serodiagnóstico de fascioliasis bovina. 

Summary 

The enzyme-linked immuno-sorbent assay (ELISA) test for the serodiagnosis of bovine 
fascioliasis was standardized and evaluated. 

Three kinds of antigen were employed: crude somatic (SAg), total excretorykecretory 
(T-EISAg) and partially purified excretoty/secretory (PP-EISAg). 

Thirty positive samples were obtained from naturally infected canle, parasitological con- 
firmation being positive due to the finding of adult flukes in bile ducts during post-mottem 
examination. The infected cattle came from regions lying between 1,800 and 2,400 
meters above sea level, which are considered to be endemic for this disease. 

Forty-five negative samples were obtained from cattle living in non-endemic areas, 
whose age, breeding and growth conditions had been recorded since bitth to the actual 
moment at which the blood samples were taken. 

The receiver operator curve (ROC) was used for the evaluation of the ELlSA test, follow- 
ing trapezoidal integration methodology, in order to identify parasitized bovines from 
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healthy ones. The three antigens employed -somatic (SAg), total excretorylsecretoy 
(T-E/SAg) and partially purified excretory/secretory (PP-E/SAg)- can be used for per- 
forming fascioliasis cerodiagnosis by ELlSA test because al1 of them differentiate posi- 
tive from negative samples. 

La fascioliasis es una parasitosis ampliamente 
distribuida en el mundo. Su frecuencia varia de 
una región a otra, de un hato a otro y entre los 
animales de un mismo rebaño según la edad 
(1). La enfermedad es un proceso crónico que 
produce tanto trastornos digestivos como de la 
nutrición, causado por la acción del tremátodo 
Fasciola hepatica sobre el parénquima y 
conductos biliares de bovinos, ovinos, caprinos, 
algunos animales silvestres y el hombre (1). 

F: hepatica es el tremátodo más importante y 
nocivo de los bovinos, constituyéndose en un 
endoparásito que ocasiona grandes pérdidas 
económicas debidas al retardo en el crecimiento 
de los bovinos jóvenes infectados, al decomiso 
en los mataderos de hígados de los animales 
parasitados, a los abortos y a la disminución en 
la producción de leche (2). Los huéspedes 
intermediarios del tremátodo son caracoles del 
género Lymnea (3). En las zonas donde existe 
este parásito, además de que la producción 
bovina está seriamente afectada, se pueden 
presentar casos en humanos. 

En Colombia, la prevalencia de infección por F: 
hepafica se estima en 20 a 25% en las 
ganaderías de leche de clima frío del país, a sa- 
ber: Cundinamarca, Boyacá, Nariño, parte de 
Santander y Norte de Santander, y se presenta 
con menos frecuencia en algunas zonas de 
Antioquia, el viejo Caldas, Cauca, Valle del 
Cauca, Tolima, Huila y Meta (4). El diagnóstico 
de fascioliasis se hace habitualmente mediante 
la identificación de huevos de Fasciola en 
materia fecal, que si bien es patognomónico 
para la presencia del parásito presenta una 
sensibilidad de 74% menor que la obtenida al 
realizar los métodos inmunodiagnósticos que 
informan un 86% utilizando el inmunoensayo en 
capa delgada (ICD) (5). Por ello, el sero- 
diagnóstico de la fascioliasis es una alternativa 
útil (6). Algunas de las pruebas inmunológicas 
utilizadas para el serodiagnóstico de fascioliasis 
son: intradermorreacción (7 ) ,  fijación de 

complemento (FC) (8), reacciones de 
precipitación: doble difusión (DD) (9), contra- 
inmunoelectroforesis (CIE) ( lo),  hemoagluti- 
nación pasiva ( l l ) ,  inmunoensayo en capa 
delgada (5), inmunofluorescencia (IFI) (12) y 
prueba inmunoenzimática (ELISA) (13). 

El serodiagnóstico de fascioliasis permite 
demostrar la presencia de anticuerpos utilizando 
diferentes fuentes de antígeno: somático crudo 
completo homogenizado o en diferentes grados 
de purificación del parásito adulto y productos 
metabólicos; productos de excreción y 
secreción (EIS) (14). Se conoce que los 
antígenos metabólicos del parásito juegan un 
papel importante en el estímulo para formación 
de anticuerpos y éstos aparecen antes de los 
hallazgos clinicos y parasitológicos (14). 

El ELlSA es un procedimiento inmuno- 
diagnóstico ampliamente utilizado para la 
detección de anticuerpos o antígenos de 
agentes infecciosos, entre ellos los parásitos, 
que pueden causar enfermedad en humanos 
(15) o en animales (16). Sin embargo, el uso del 
ELlSA para el serodiagnóstico de fascioliasis 
bovina ha sido objeto de menor atención con 
respecto a otras metodologías inmunodiag- 
nósticas. Burden y Hammet, en 1978, describie- 
ron el ELlSA como herramienta inmuno- 
diagnóstica para el serodiagnóstico de 
fascioliasis bovina (13), pero, en el mismo año, 
Van Tiggele y Over informaron que las pruebas 
de hemoaglutinación indirecta (HI), inmuno- 
electroforesis (ID) y (CIE) utilizando extracto 
crudo de Fasciola como antígeno, eran más 
útiles que el ELlSA y FC. (17). Ambroise-Tho- 
mas y colaboradores, en 1980, al utilizar 
antígeno delipidado no encontraron diferencia 
significativa entre sanos y enfermos (18). Un 
año después, Farrell y colaboradores, al 
comparar la detección de la infección por 
Fasciola mediante el ELlSA utilizando cuatro 
antígenos crudos diferentes: fresco, extraido 
de fasciolas adultas muertas, liofilizado y 
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parcialmente purificado, para el inmuno- 
diagnóstico experimental y natural de fascio- 
liasis bovina, encontraron que el antigeno crudo 
fresco (esencialmente homogenizado) ofrecía la 
más alta actividad porque detectaba la infección 
a las cuatro semanas (1 9). En 1984, dos grupos 
de investigadores (14, 20) evaluaron la 
aplicabilidad del ELlSA para el inmuno- 
diagnóstico de fascioliasis bovina. Los primeros 
comunicaron que, aunque la prueba detectaba 
anticuerpos, los resultados eran inconsistentes, 
pero proponían la posibilidad de trabajar el 
ELlSA usando antígenos metabólicos para 
mejorar la sensibilidad (14). Los segundos, al 
evaluar la prueba en condiciones de campo, 
informaron que el ELlSA era una metodología 
específica para el inmunodiagnóstico de 
fascioliasis bovina (20). Un año más tarde, 
Hillyer y colaboradores, al utilizar como 
antígeno el tegumento del parásito, debido a 
que éste es género-específico, encontraron que 
la ID y el ELlSA ofrecían mejores resultados que 
la CIE (21). En 1986, Wyckoff y Bradley 
utilizaron antígeno crudo y desarrollaron el 
ELlSA cinético y cuantitativo. Informaron que 
era de gran utilidad para estudios de tamizaje y 
de detección de infeccion prepatente (22). Al 
año siguiente, Welch y colaboradores evaluaron 
el ELlSA como método para determinar la tasa 
de inmunoconversión relativa en terneros y 
cómo ésta puede ser correlacionada con la 
prevalencia de infección determinada mediante 
la excreción de huevos de F. hepatica en 
materia fecal (23). En 1988, Sinclair y Wassall, 
utilizando antígeno somático para el ELISA, 
obtuvieron menor sensibilidad que utilizando 
antígenos metabólicos (24). 

Varios grupos han evaluado los antígenos 
metabólicos excretores-secretores y prepara- 
ciones de éstos parcialmente purificados para 
su utilización como antígeno en el ELISA. 
Lehner y Sewell, en 1980, fraccionaron antígeno 
E/S mediante Sephadex-200 y encontraron 
actividad antigénica principalmente en las 
fracciones de mayor peso molecular (25). Dos 
años después, lrving y Howell demostraron que 
los polipéptidos de peso molecular de 22, 24 y 
26 kDa se producían en medio de cultivo (26). 
En 1984, Pfister y colaboradores evaluaron 
antígeno E/S observando que tanto moléculas 

mayores de 10 kDa como aquéllas entre 2-10 
kDa presentaban actividad antigénica (14). 
Zimmerman y colaboradores, en 1986, 
manifiestaron la existencia de reacción cruzada 
con componentes de peso molecular entre 81- 
200 kDa (27). Sin embargo, Rivera y colabora- 
dores, en 1988, informaron que la infección 
temprana de fascioliasis puede detectarse con 
fracciones de alto peso molecular (1-50-160 kDa) 
y la fascioliasis aguda con las de 25-30 kD (28) 
como lo habían demostrado Santiago y 
colaboradores (29). La detección de anticuer- 
pos contra F: hepatica se ha realizado en varios 
modelos animales utilizando antígenos E/S (30) 
y actualmente, 1995, se ha extrapolado su 
aplicación para el inmunodiagnóstico de 
fascioliasis en caprinos (31). 

La presente investigación realizó la estandari- 
zación y la evaluación del inmunoensayo ELlSA 
utilizando tres tipos de antígeno: somático 
crudo total, excretor/secretor total y excretor1 
secretor parcialmente purificado para el 
inmunodiagnóstico de fascioliasis bovina, 
siguiendo la metodologia propuesta por 
Nierenberg y Feinstein (32). 

Materiales y métodos 

Obtención de Fasciola hepatica 

Se recolectaron adultos de E hepatica de los 
conductos biliares de hígados de los bovinos 
infectados naturalmente que se encontraron 
parasitados en el momento de su sacrificio. 

Muestra de suero 

Se recolectaron 30 muestras de sangre para la 
obtención de suero de bovinos parasitológica- 
mente comprobados, por la presencia de 
adultos de F. hepatica en el hígado, y de 45 
bovinos que vivían en zona no endémica de 
fasciolasis, de edad y manutención conocida 
desde el nacimiento hasta su sangría lo que 
permitió confirmar la ausencia de contacto con 
E hepatica. 

Obtención de antbeno 

Somático 

Los parásitos adultos se lavaron con solución 
salina fisiológica estéril y se homogenizaron. El 
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material obtenido se congeló a -196°C (nitrógeno antígeno para determinar la concentración 
líquido) y descongeló a 4°C durante tres veces óptima de cada uno de ellos: Ag somático 
consecutivas. Este se centrifugó a 850 x g crudo de 0,5 a 80 pg/mL; Ag excretor/secre- 
durante 30 minutos a 4%. El sobrenadante tor total de 1 a 10 pg1mL y excretorlsecretor 
(antígeno) se recolectó, distribuyó en alícuotas, parcialmente purificado de 0,5 - 10 pglmL. 
y almacenó a -20°C, previa determinación de su 2. Dilución óptima del suero: se utilizaron dos 
concentración de proteínas por el método de sueros de bovinos: uno de un 
Lowry (33). ejemplar parasitado con F: hepatita, suero 
Antbeno excretor/secretor total positivo; y, el otro, de bovino sin ante- 

Los parásitos adultos se lavaron 3 o 4 veces 
con solución amortiguadora de fosfatos (PBS), 
durante 1 hora, a temperatura ambiente. Se 
incubaron dos adultos por cada alícuota de 5 
mL de PBS, que contenía 100 U penicilina1mL y 
100 vg de estreptomicinalml, a 37'C, durante 3 
horas, tiempo después del cual los adultos se 
retiraron del PBS. La solución que contenía los 
parásitos se centrifugó a 4.400 x g durante una 
hora a 4°C (28,34). El sobrenadante (antígeno) 
se recolectó, distribuyó, en alícuotas y 
almacenó a -20°C, previa determinación de su 
concentración de proteínas por el método de 
Lowtv. 

cedentes de contacto anterior con el 
parásito, suero negativo. Se confrontaron, 
con cada una de las concentraciones de 
antígeno anteriormente mencionadas, las 
siguientes diluciones de suero positivo y 
negativo para establecer la dilución óptima 
de la muestra según el antígeno utilizado. 
Con el antígeno somático se utilizaron 
diluciones desde 1:25 a l:1.600; con el 
antígeno excretorlsecretor total y el antígeno 
excretorlsecretor parcialmente purificado 
diluciones a partir de 1 :75 a 1 :1.600. 

Dilución óptima de conjugado: se usaron 
diferentes diluciones de anti-IQG bovina unida 

Antígeno excretor/secretor parcialmente a peroxidasa (Sigma  hem mi cal Co. A-7414) 

purificado para establecer, según el antígeno utilizado, 
la dilución ó ~ t i m a  de éste. Las diluciones 

Se realizó la misma metodología utilizada para 
la obtención de AgEIS-T con la diferencia de 
que, una vez obtenido el sobrenadante 
(antigeno), éste se dializó frente a PBS 
utilizando una membrana Spectralpor 1, 
MWCO", que permite la retención de moléculas 
de peso molecular mayores de 6-8 kDa, 
reemplazándolo cada ocho horas, durante 48 
horas. El antígeno se concentró a un volumen fi- 
nal cinco veces menor al obtenido, utilizando 
Ficollm; se recolectó, distribuyó en alícuotas y 
almacenó a -20°C (34, 35), después de 
determinar su concentración de proteínas por el 
método de Lowry. 

Ensayo inmunoenlimático (ELISA) 

Estandarización 

Se determinaron las concentraciones óptimas 
de antígeno, suero, conjugado y las condi- 
ciones requeridas para el procedimiento (15). 

1. Concentración óptima de antigeno: se 
evaluaron las siguientes concentraciones de 

utilizadas con antígeno somático fueron 
desde 1:1000 a 1:10.000; con el antígeno 
excretorlsecretor total, diluciones entre 
1:4.000 a 1:7.000, y con el antigeno 
excretorlsecretor parcialmente purificado, 
diluciones a partir de 1 :1.000 a 1 :10.000. 

4. Condiciones de la metodología: se realizó 
bloqueo de posibles sitios activos en la 
microplaca con gelatina en concentraciones 
desde 0,l a 3%. 

Procedimiento 

1. Se llevó a cabo la metodología del ELlSA 
descrita por Voller y colaboradores en 1976 (15). 

Se colocaron 100 pL de cada una de las 
diferentes concentraciones de AgS o AgEIS-T o 
AgEIS-PP, disueltas en solución amortiguadora 
de carbonato 0,9 M, pH 9,6, por triplicado, en los 
pozos de la microplaca y se incubaron a 
temperatura ambiente durante tres horas en 
cámara húmeda. Se lavó la microplaca tres 
veces consecutivas con PBS-tween, cada vez 
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durante cinco minutos. Se agregaron 100 pL de 
cada una de las diluciones de los sueros, 
realizadas en PBS-tween, por triplicado, en la 
microplaca e incubaron a temperatura ambiente 
durante dos horas en cámara húmeda. La 
microplaca se lavó como se mencionó 
anteriormente. Posteriormente, se agregaron 100 
pL de cada una de las diluciones de conjugado, 
disueltas en PBS-tween, por triplicado, en la 
microplaca e incubaron a 4°C durante 18 horas. 
Se realizó un lavado igual a los anteriores. 
Finalmente, se agregaron 100 pL de solución 
sustrato ortofenil-endiamina (OPD) y se incubó 
la microplaca a temperatura ambiente, 
protegiéndola de la incidencia de la luz, durante 
30 minutos. La reacción enzima-sustrato se 
detuvo con 25 pL de ácido sulfúrico 0,l N y la 
absorbancia se determinó a una longitud de 
onda de 492 nm en un colorímetro Uniskan l. 

2. ELlSA con bloqueo de posibles sitios activos 
en la microplaca: se realizó la misma 
metodología del ELlSA descrito por Voller y 
colaboradores en 1976 (15), pero introduciendo 
el bloqueo de posibles sitios activos de la 
microplaca mencionado anteriormente antes de 
adicionar las muestras de suero. 

3. ELlSA con bloqueo para posibles moléculas 
semejantes al antígeno: se realizó la misma 
metodología del ELlSA descrito por Voller y 
colaboradores en 1976 (15), pero introduciendo 
el bloqueo para eliminar reacción inespecífica 
antes de agregar las diluciones de conjugado. 

Se llevó a cabo el ELlSA con los diferentes 
bloqueos planteados con la finalidad de eliminar 
cualquier posible factor que pudiese interferir con 
la prueba. 

Evaluación 

Se evaluó el ELlSA con sueros de 30 bovinos, 
parasitológicamente comprobados por la 
presencia de adultos de F: hepatica en el hígado 
y 45 que vivían en zona no endémica de 
fascioliasis en Colombia, donde nunca se ha 
demostrado la presencia del parásito. 

Análisis 

Estandarización: las diluciones óptimas de cada 
uno de los antígenos procesados y las de suero 

y conjugado, para utilizar con cada uno de los 
antígenos valorados, se determinaron 
estableciendo el valor de absorbancia que 
permitió diferenciar claramente una muestra 
positiva de una negativa (1 5). 

Exactitud de la prueba: para establecer la 
exactitud de la prueba en separar ejemplares 
parasitados de los sanos, se utilizó el análisis 
del área bajo la curva del receptor operador 
(ROC) (36) siguiendo el método de integración 
trapezoidal con lo cual se obtiene el área bajo la 
curva y el error estándar de la misma. 

Resultados 

Las concentraciones de proteína obtenidas para 
los antígenos somático-crudo, excretor/secretor 
total y excretor/secretor parcialmente purificado 
de F. hepatica fueron 7, 1,3 y 2,8 mg/mL, 
respectivamente. 

Ensayo inmunoenzimático (ELISA) 

1. Concentración óptima de antígeno: las 
concentraciones óptimas de los diferentes 
antígenos fueron: antígeno somático crudo: 7,5 
pglmL; antígeno excretor-secretor total: 7.5 pgl 
mL; y antígeno excretor-secretor parcialmente 
purificado: 0,75 pg/mL. 

2. Dilución óptima de suero: las diluciones 
óptimas de suero fueron: 1:800, 1:125 y l:100 
utilizando antígeno somático, antígeno excretor- 
secretor total y antígeno excretor-secretor 
parcialmente purificado, respectivamente. 

3. Dilución óptima de conjugado: las diluciones 
óptimas de conjugado fueron: 1:6.000, 1:7.000 y 
1:2.000, utilizando antígeno somático, antígeno 
excretor-secretor total y antígeno excretor-secre- 
tor parcialmente purificado, respectivamente. 

4.Metodología del ELISA: los bloqueos no 
cambiaron los valores de absorbancia obtenidos 
con el procedimiento del ELlSA sin bloqueo o 
ELlSA estándar. El valor promedio de las 
absorbancias obtenidas a 492 nm al procesar el 
suero positivo y el negativo mediante ELlSA 
estándar y con bloqueo fue respectivamente de 



Biomédica 1996:16:122-131 ELlSA PARA EL DlAGNOSTiCO DE FASClOLASlS BOVINA 

0,499 (DE: 0,036) y 0,476 (DE: 0,005) para la 
muestra positiva y de 0,261 (DE: 0,0007) y 0,290 
(DE: 0127) con el suero negativo. 

Evaluación 

Análisis ROC: las áreas bajo la curva para cada 
uno de los antígenos, AgS, AgEIS-T y AgEI 
SPP, se presentan en el cuadro 1 y las curvas 
ROC se observan en la figura 1. 

CWIVA AOC 

1-ESPECIFICIDAD 

Cuadro 1. Areas bajo la curva del receptor operador 
(ROC) 
para los tres antigenos. 

Antígeno Area IC 95% 

Somático 0,993 0,979-1 ,O 
Excretorlsecretor total 0,996 0,988-1 ,o 
Excretorlsecretor 
parcialmente purificado 1 ,O ... 

Figura 1. Areas bajo la curva del receptor operador 
(ROC) para los tres antigenos 

a. Antigeno somático, b. Antígeno excretor/secretor 
total, c. Antigeno excretorlsecreto parcialmente 
purificado 
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Discusión La utilización del ELlSA como ~ r u e b a  

A pesar de la larguísima tradición de 
estandarizar y evaluar pruebas diagnósticas, 
aún se cometen muchos errores en su análisis. 
Uno muy frecuente es que no se tienen en 
cuenta las diferentes fases que deben realizarse 
en el proceso de establecer una metodología 
como prueba diagnóstica (32). Otro es que, 
tradicionalmente, la exactitud de una prueba 
diagnóstica se basa en el análisis de la 
sensibilidad y la especificidad. Sin embargo, 
para tal efecto en el caso de una variable con- 
tinua como lo es la absorbancia, es necesario 
establecer un punto de corte que arbitrariamente 
se ha definido como el valor del promedio más 
dos desviaciones estándar de las muestras 
negativas (37). 

Estos dos procedimientos habituales no tienen 
en cuenta que, en la fase inicial de la 
estandarización de una prueba diagnóstica, se 
busca un máxima capacidad discriminatoria que 
en el caso de una variable continua tendrá muy 
diferentes valores dependiendo del punto de 
corte escogido. 

Esto representa para una prueba como ELISA 
una pérdida de información del análisis de una 
variable que es continua. Para este tipo de vari- 
ables, la metodología ROC aprovecha toda la 
información disponible. En estas condiciones el 
área bajo la curva (ROC) es mucho más 
informativa porque utiliza toda la información 
disponible y adicionalmente incluye toda las 
posibles sensibilidades y especificidades. 

La recomendación habitual de la escogencia del 
punto de corte (37) como la media más dos 
desviaciones estándar de las muestras 
negativas, asume una distribución normal de las 
mismas lo cual no siempre es verdadero (24). 

Es evidente por los valores de las tres áreas 
bajo la curva ROC para cada uno de los 
antígenos utilizados, que el poder discrimina- 
torio de la prueba ELlSA del estudio es casi per- 
fecto, lo cual es de esperarse debido a la 
naturaleza de las poblaciones analizadas. 
Además, puede concluirse que el tipo de 
antígeno no afecta el poder discriminatorio de la 
prueba. 

inmunodiagnóstica de fascioliasis bovina' ha sido 
controvertida desde 1978 cuando Burden y 
Hammet la desarrollaron con tal fin (13). Su 
cuestionamiento se ha basado en la variación 
del poder discriminatorio del inmunoensayo, el 
cual, según algunos autores, es consecuencia 
del tipo de antígeno de E hepatica utilizado para 
la ejecución de la prueba. Así, según Van 
Tiggele y Over, el antígeno crudo somático 
utilizado en el ELlSA no es tan útil como si lo 
es para las pruebas HI, ID, CIE (17). Sin em- 
bargo, Farrell y colaboradores al comparar la 
eficacia del ELlSA utilizando cuatro antígenos 
crudos diferentes -somático crudo fresco, 
somático extraído de fasciolas muertas, 
liofilizado y parcialmente purificado- 
demostraron que el antígeno somático crudo 
homogenizado ofrecía la más alta actividad para 
detectar la infección a las cuatro semanas tanto 
en bovinos infectados experimentalmente como 
en aquéllos infectados naturalmente (19). El 
ELlSA del presente estudio demuestra que el 
antígeno somático crudo permite discriminar 
claramente bovinos sanos de los infectados . 

Sinclair y Wassall, utilizando la doble difusión 
como prueba de referencia, encontraron que el 
ELlSA con antígeno somático detecta menos 
muestras positivas que los antígenos 
metabólicos (24). La utilización de éstos y 
preparaciones de los mismos, parcialmente 
purificados (25, 26) demuestra que la actividad 
antigénica radica principalmente en fracciones 
de mayor peso molecular y en los péptidos de 
peso molecular 22, 24 y 26 kDa los cuales 
también se producen en medio de cultivo. El 
presente estudio valoró también antígeno 
metabólico parcialmente purificado mediante 
una membrana que permite la retención de 
moléculas de peso mayor a 6-8 kDa, demos- 
trando que cualquiera de los antígenos 
estudiados puede ser utilizado para discriminar 
bovinos sanos de infectados mediante la prueba 
inmunodiagnóstica ELISA. 

Los resultados de este estudio no permiten 
justificar la realización de bloqueos en el ELISA, 
ya que los valores de absorbancia obtenidos, 
con y sin bloqueo, fueron similares. Los tres 
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antígenos de Ehepatica -somático (AgS) y 
metabólicos, excretor-secretor total (AgEIS-T) y 
excretor-secretor parcialmente purificado (AgEI 
S-PP)- debido a su gran capacidad 
discriminatoria, pueden ser la base para la 
evaluación del serodiagnóstico de fascioliasis en 
bovinos en estudios poblacio-nales donde se 
debe utilizar la presencia del parásito como la 
prueba de referencia. Durante esta fase, 
también se deberán establecer los puntos de 
corte que ofrezcan, dependiendo de las 
necesidades, la mayor sensibilidad, 
especificidad o capacidad discriminatoria. 
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