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INTRODUCCION

De los 9 casos de fascioliasis humana registrados en Venezuela, 4 han sido publicados en
los ultimos 10 afos, siendo 2 de éstos procedentes de la regiéon andina. El riesgo de endemicidad
frecuente en bovinos y la condicion clinica de una nifia de 14 afios, con malestar abdominal, vomitos,
eosinofilia y antecedentes de ingestion abundante de berros, motivo realizar un estudio en su lugar
de procedencia (Timotes, Edo. Mérida), para conocer la exposicién de la comunidad al riesgo de
infeccion. Se evaluaron 65 personas, a quienes se les realizé historia clinica, con consentimiento
previa informacioén, toma de muestras de sangre, examenes de heces (n=37) y ecografia abdominal
(n=33). Se practico ELISA con extracto soluble de adultos de Fasciola hepatica (ELISA-AFhES),
resultando 9 personas positivas. Se practicéd “Western blot” (WB) a todos los sueros positivos en
ELISA, de los cuales 5 reconocieron moléculas especificas de 9, 14, 27 y 65 kDa, lo que constituye
un patrén de positividad al WB. Los cuatro sueros restantes, con débil reactividad al ELISA, no
reconocieron estas moléculas. Por estudios coproldgicos se encontraron Entamoeba coli, Entamoeba
histolytica/dispar, Blastocystis hominis, Giardia lamblia, Endolimax nanay Ascaris lumbricoides. Tres
de las 5 personas positivas por ELISA-AFhES y WB-AFhES resultaron con huevos de Fasciola
hepatica en las heces. Los 5 casos positivos corresponden a nifias de una familia, todas hermanas,
cuyos padres resultaron sin infeccion, a pesar de que todos ingieren berros y ensaladas con productos
de la region. El presente estudio constituye el primer reporte de transmision a humanos en una
poblacién de un area bien delimitada en la regiéon andina venezolana.
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incremento en prevalencia e intensidad, por la gran
capacidad de colonizacién de su agente causal y

La fascioliasis es una enfermedad parasitaria
causada principalmente por Fasciola hepatica,
la cual afecta humanos y animales herbivoros,
distribuida en Europa, Africa, América y Oceania y
por Fasciola gigantica en Africa y Asia. Actualmente
esta parasi-tosis presenta un alto grado de expansion
constituyéndose en una patologia emergente y re-
emergente en muchos paises y presentando un
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especies de vectores (Mas-Coma, 2004; 2005). Por
otra parte, cuando la fascioliasis afecta bovinos,
ocasiona pérdidas considerables en la industria
pecuaria y alimenticia (Fredes, 2004). En algunos
paises constituye un verdadero problema de salud
publica en humanos, reportandose casos en los 5
continentes en areas endémicas con rangos que van
desde hipo a hiperendémicas (Mas-Coma et al.,
1999a; Mas-Coma, 2005). Una de las caracteristicas
epidemioldgicas singulares de la fascioliasis es su
presencia en regiones de elevada altitud (Mas-Coma
et al., 2005), como es el caso del Altiplano Boliviano,
descrito como un area de hiperendemicidad en
humanos (Mas-Coma et al., 1999b; Esteban et al.,
1999; Mas-Coma, 2005).



Fascioliasis humana en Venezuela

El diagnostico de la fascioliasis usualmente
se basa en el hallazgo fortuito de los huevos del
parasito en las heces. El diagnostico coprologico es de
baja sensibilidad, debido a que en la fase prepatente
de infeccion, el helminto se encuentra en forma
inmadura y en fase cronica la excrecion de huevos
es escasa e intermitente (Espino et al., 2000). Las
dificultades para lograr el diagnostico parasitologico
justifican la utilizacion de métodos inmunoldgicos
para evidenciar la enfermedad en el hombre y los
animales (Colmenares et al., 2003).

Los métodos indirectos de diagnostico
como son las imagenes obtenidas por radiografia,
ultrasonido convencional y endoscdpico, tomografia
computarizada 6 resonancia magnética nuclear,
permiten encontrar hepatomegalias y otras imagenes
utiles para mantener el diagndstico y darle soporte
al seguimiento de la enfermedad (Fredes, 2004;
Zali et al., 2004). Sin embargo, estos examenes
resultan costosos y algunas veces inaccesibles a las
poblaciones de bajos recursos.

El primer reporte en Venezuela data de 1910
(Risquez 1929), luego del cual se han detectado solo
8 mas (Risquez, 1929; Barroeta, 1911; Rodriguez &
Gonzalez, 1975; Abdul-Hadi et al., 1996; Scorza et
al., 1999; Incani et al., 2002; Alarcon de Noya et al.,
20006), perteneciendo dos de ellos a la region andina.

Los casos de fascioliasis en Venezuela,
se han presentado de manera esporadica como
consecuencia del hallazgo de adultos del parasito
en procedimientos imagenoldgicos o quirlirgicos,
como también de huevos en higado o heces por
analisis histopatologicos o coproparasitologicos. Al
disponer del diagnostico inmunolégico (Colmenares
et al., 2003), para la busqueda activa de casos, las
posibilidades de detectar esta infeccion parasitaria
aumentan considerablemente.

En este trabajo se identifica un brote familiar
de F. hepatica, en la poblacion de Timotes, ubicada
en los andes venezolanos, al norte del Estado Mérida,
siendo una zona de clima frio, un poco mas himeda,
pero con caracteristicas ecoldgicas similares a las
encontradas en el Altiplano Boliviano. La deteccion
de infeccion en una nifia hospitalizada por presentar
dolor abdominal, fiebre y alta eosinofilia, nos
incentivo a investigar la presencia de esta parasitosis
en su comunidad de procedencia.
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MATERIALES Y METODOS
Poblacion en estudio

Se trabajé en una comunidad situada en los
alrededores de la ciudad de Timotes, a 2.050 m sobre
el nivel del mar, en el municipio Miranda del Estado
Mérida, al occidente de Venezuela. Se comunico a la
poblacién por intermedio de sus lideres naturales la
existencia de esta parasitosis y la importancia de su
participacion en el presente estudio. Se implemento
un consentimiento informado el cual cumplié con
los requisitos de informar a la poblacion sobre
el proposito del muestreo, su importancia y el
compromiso de las partes involucradas. Todos los
nifios estaban acompafiados de sus representantes
y se hizo hincapié en el acto voluntario de permitir
la obtencion y evaluacion de muestras bioldgicas.
El presente trabajo contd con la aprobacion de la
Comision de Bioética del Centro de Investigaciones
“José Witremundo Torrealba” del Nucleo Universitario
“Rafael Rangel” de la Universidad de Los Andes. La
evaluacion clinica consistio en la recopilacion de
datos epidemioldgicos, antecedentes de importancia
médica, interrogatorio funcional, sintomas actuales,
examen fisico y ecografia. Por razones logisticas,
estos dos ultimos se practicaron solo a aquellas
personas quienes manifestaron sintomas de malestar
abdominal (dolor, llenura post-pandrial, vomitos
frecuentes, diarreas). La ecografia abdominal se
practico con un transductor curvo de 3,75 MHz de
un equipo portatil marca Toshiba. Se exploré higado,
vias biliares, pancreas, riflones y abdomen en general,
también utero y anexos en las mujeres.

Muestras

Se colectaron muestras de sangre por
puncion venosa en tubos sin anticoagulante y sin
agregar preservativos post-centrifugacion, para
la obtencion de sueros. Con una gota de sangre
lograda inmediatamente después de la puncién se
realizaron extendidos sanguineos. Se recogieron
muestras de heces, las cuales fueron preservadas en
solucion de Raillet-Henry a razon de 2 gr de heces
aproximadamente en 2 cm3 (Pessda & Martins, 1982).
Los sedimentos se examinaron exhaustivamente
post-centrifugacion. Los extendidos sanguineos
obtenidos fueron fijados con metanol por 5 minutos
y posteriormente coloreados con Giemsa, para
determinar la formula sanguinea.
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Obtencion del antigeno de excrecion-secrecion de
Fasciola hepatica (AFhES)

Se extrajeron parasitos adultos de F. hepatica
de los conductos biliares de bovinos infectados. Luego
delavarlos en solucion salina ésteril, se procedio segun
esta sefalado en los trabajos de Cesari & Alarcon de
Noya (1987), Espino et al. (2000) y Colmenares et al.
(2003).

Inmunoensayo enzimatico con AFhES (ELISA-
AFhES)

Para su realizacion se siguié la técnica de
Voller et al. (1976) con algunas modificaciones, las
placas Nunc-Immuno Maxi Sorp fueron sensibilizadas
con 50 pL/pozo de AFhES a una concentracion de 10
pg/uL, luego de 18 h a 4°C, las placas se lavaron dos
veces con buffer salino fosfato (PBS) con 0,05% de
Tween 20. Para el bloqueo se colocaron 150 pL/pozo
de solucion de leche descremada al 5% en PBS-Tween
20 al 0,05% por 1 h. Luego se secaron y guardaron a
4°C hasta su uso.

Los sueros se diluyeron en la misma
solucion de bloqueo (1/200), colocando 50 pL/pozo
por 1h a 37°C. Las placas se lavaron 3 veces con
PBS-Tween 20 al 0,05% y se expusieron a 50 pl/
pozo de solucion de anti IgG-humana conjugada a
fosfatasa alcalina (1/2000) en la misma solucion de
bloqueo. Las placas se revelaron usando 50 pL/pozo
de para-nitrofenilfosfato (PNPP) a una concentracion
de Ipg/uL como sustrato de la enzima. Luego se
detuvo la reaccion, con 50 puL/pozo de una solucion
de NaOH 3M. El punto de corte se establecid en base
al promedio mas tres desviaciones estandar de la D.O.
de 40 sueros negativos (DO=0,280).

Electroforesis y Western blot con AFhES (WB-
AFhES)

Se realizd electroforesis con 72 pg de
AFhES en 300 pL de buffer de muestra, en gel de
poliacrilamida al 12,5 % bajo condiciones disociantes
y no reductoras, luego se transfirio a papel de
nitrocelulosa (NC) (Cleveland et al., 1977; Towbin
et al., 1979). A continuacién, las membranas se
bloquearon con leche descremada al 5% en PBS-
Tween 20 al 0,05%, al término de lo cual se secaron y
guardaron a -20 °C hasta su uso.
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El papel de NC se corto en tiras de 2 mm, las
cuales se expusierona 800 pnL(1/200) de suero humano
en solucion de bloqueo, por 90 min, en constante
agitacion a temperatura ambiente. Luego se realizaron
4 lavados de 15 min cada uno con PBS-Tween 20 al
0,05%. Seguidamente las tiras se colocaron en una
solucion de anti-IgG humana conjugada a peroxidasa
(1/15.000) en solucion de bloqueo por 90 min., en
agitacion constante. Se repitieron los lavados como ya
se indicé y se procedid a exponer las tiras al sustrato
quimioluminiscente por 1 min y se reveld la reaccion
usando placas fotograficas Hiperfilm®.

Tratamiento

Las personas que resultaron positivas en este
estudio recibieron triclabendazole (Egaten®) a razén
de 10 mg/kg de peso en dosis unica y en presencia del
médico tratante.

RESULTADOS

Se evaluaron 65 personas en un rango de
edad de 2,5 a 59 afios, 43 del sexo femenino y 22 del
masculino. Del interrogatorio se conocid que 38% se
quejaron de dolor abdominal persistente ¢ frecuente
y 10,6% tenian diarrea al momento 6 en los tltimos
dias previos al examen. Se practic6 ultrasonido
abdominal a 33 personas quienes tenian sintomas y
también algunos nifios bajo riesgo de infeccion, en
la mitad de ellas (48%) se encontraron alteraciones
ecograficas del area hepato-biliar (engrosamiento
de pared vesicular 18%, imagenes hiperecogénicas
dentro de vesicula biliar 6%, colédoco dilatado
hiperecogénico 18% y otras alteraciones como higado
graso y hepatomegalia).

De las muestras recolectadas, se obtuvieron
65 sueros, se realizaron 60 extendidos y solamente
se colectaron 37 muestras de heces. Todos declararon
la ingestion frecuente y diaria de vegetales crudos
(lechuga, berros, etc.) provenientes de la misma area
en la cual habitan. En general presentaron muy baja
prevalencia de parasitos intestinales. Entamoeba coli,
Entamoeba histolytica/dispar, Blastocystis hominis,
Giardia lamblia, Endolimax nana se presentaron con
frecuencias, cada una de ellas menor o igual a 5,4%. Los
huevos de Ascaris lumbricoides se observaron en 2,7%
y los de E hepatica en 8% de las muestras examinadas.
E127% presentaron al menos un parasito en las heces.
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Fig. 1. ELISA-AFhES de sueros de personas de una comunidad bajo riesgo de infecciéon con Fasciola
hepatica, Timotes, Edo. Mérida, 2005.

2.8 _|

2.6 _

24 _|

2.2 _|

20 _| ..

1.8 | L)

16 + Controles (-)
D.O = A ®

14 M A Controles (+)

12 4 ® Sueros

1.0 _| R Problema (SP)

0.8 _|

AL

0.6 _| °

0.4 | :

0.2 _|—— P Punto de corte

O
C- c+ sP

Fig. 2. “WB”-AFhES de sueros de personas positivas por ELISA-AFhES de una comunidad bajo riesgo
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Los resultados de ELISA-AFhES se muestran
enlaFig. 1, en la cual 9 personas fueron positivas (14%),
4 de ellas con densidad optica (D.O.) cercana al punto de
corte y 5 resultaron francamente positivos (D.O>1).

Se practico WB-AFhES a todos los sueros
positivos por ELISA-AFhES. Estos resultados se
muestran en la Fig. 2. Los 5 sueros de personas que
presentaron ELISA con D.O.>1, reconocieron las
moléculas especificas de 9, 14, 65 y el area alrededor
de 27 kDa del AFhES. Los restantes positivos por
ELISA con valores cercanos al punto de corte fueron
negativos por WB. Solamente se consideraron
verdaderos casos de fascioliasis a las 5 personas
cuyos sueros reconocieron este patrén de positividad
por WB.

Serealizo conteo relativo de globulos blancos
a 60 personas. Aquellas con inmunodiagnostico
positivo (ELISA + WB) presentaron de 18 a 51% de
eosinoéfilos. Los 4 positivos por ELISA y negativos
por WB tuvieron de 0 a 4% de eosindfilos. En las 51
personas restantes, se observo eosinofilia entre 0 a
39%, no atribuible a fascioliasis.

Las 5 pacientes diagnosticadas con fascio-
liasis recibieron tratamiento con triclabendazole
(Egaten®). Estas personas resultaron ser hermanas,
tres de ellas con huevos de F hepatica en las
heces. Cuatro meses después del tratamiento la
clinica persistié y la coprologia mostré huevos de
F. hepatica en tres de los 5 casos. Por esta razon se
les repiti6 el mismo tratamiento a todas las nifias,
quienes controladas seis meses después, resultaron
negativas a la coprologia. Se mantiene control clinico,
coproldgico y serologico de estos pacientes.

DISCUSION

En el presente estudio se encontré 8%
de personas con huevos de F. hepatica en heces.
Sin embargo, ELISA-AFhES fue positivo en 14%,
confirmandose 5 casos por WB de los 9 positivos
por ELISA. Las moléculas de 9, 14, 27 y 65 kDa
presentaron reconocimiento especifico, no fueron
detectadas por sueros de personas sin fascioliasis, ni
por aquellos con otras parasitosis. Otros estudios han
reportado estas mismas moléculas como relevantes
para el diagndstico de esta enfermedad parasitaria
(Diaz et al., 1998; Espino et al., 2000; Colmenares et
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al., 2003; Colmenares ef al., 2005; Kim et al., 2003).
La mayor positividad en ELISA podria explicarse por
contacto con este parasito en el pasado, a través de la
ingestion de verduras como ingredientes en distintas
ensaladas o en jugos. Otra causa seria la reactividad
cruzada con otros helmintos (Colmenares et al. 2005).
En consecuencia, consideramos inmunodiagnostico
positivo para fascioliasis, cuando se presenten
conjuntamente los dos ensayos positivos (ELISA
y WB) con reconocimiento del mencionado patrén
molecular por WB.

Los positivos por inmunodiagnostico
presentaron valores altos de cosindfilos (18-51%),
parametro de sospecha en los afectados por esta
parasitosis. Las personas positivas por ELISA y
negativas por WB tuvieron un porcentaje normal de
eosinofilos en sangre. La cuantificacion de eosinéfilos
se correspondi6 con los resultados obtenidos en el
inmunodiagndstico.

La presencia de imagenes ultrasonograficas
relacionadas con patologia hepatica y biliar fue alta
(48%) en personas quienes declararon molestias
abdominales. En una de las pacientes se visualizd
la ocupacion de las vias biliares extrahepaticas por
imagen movil sugestiva de presencia de un helminto,
comprobandose este caso porcoprologiay serologia. El
uso de ecografia abdominal ambulatoria debe incluirse
en los programas de vigilancia epidemiologica de esta
enfermedad, especialmente dirigida a aquellos con
sintomatologia abdominal, ya que pudiera utilizarse
como un indicador de patologia hepato-biliar para su
posterior confirmacion diagnostica.

El efecto de administracion periddica de
albendazole en programas contra las helmintiasis
intestinales en escuelas y consultas médicas se reflejo
en la baja frecuencia de helmintos encontrados en este
estudio. El primer tratamiento con triclabendazole
(Egaten®) fue insuficiente en algunos de los afectados,
persistiendo en éstos la sintomatologia y huevos en
las heces. Al repetirse el tratamiento la cura fue total.
En Venezuela no se dispone de triclabendazole de uso
humano, dificultando la terapéutica.

Llama la atencion que los 5 casos positivos
corresponden a nifias de una familia, todas hermanas
y cuyos padres no tienen la infeccion. Toda la familia
ingiri6 berros y ensaladas con productos de la region.
Pudiese existir otra fuente de infeccion adicional
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a la ingestion de hortalizas como ocurre en Bolivia
donde se ha descrito transmision de la parasitosis por
ingestion de agua contaminada con metacercarias del
parasito (Mas-Coma et al. 1999b). Esta hipdtesis no
pudo demostrarse en esta investigacion, pues ambos
factores de riesgo (ingestion de berros y consumo
de agua no tratada) fueron admitidos por todas las
personas encuestadas. Es importante destacar que
muestreos recientes (octubre 2005) sobre la fauna
malacologica de esta area demostrd la presencia
de abundantes caracoles del género Lymnaea, cuya
ubicacion taxondmica es objeto de estudio (Pointier
& Noya: com. pers.).

El estudio integral de la infeccion humana
por F. hepatica debe ser multifactorial, incluyendo
clinica, hematologia, ecografia, coprologia e
inmunodiagnostico. Los resultados demuestran la
utilidad de combinar dos técnicas inmuno-serologicas
que permiten un despistaje inicial de la poblacion con
ELISA-AFhES y un examen confirmatorio para llegar
al diagnostico definitivo a través del WB-AFhES,
superando asi la baja sensibilidad de los estudios
coprologicos.

Hasta ahora el diagnostico de fascioliasis
se ha logrado por coprologia, detectandose casos
fortuitos aislados. Desde que se cuenta en el pais
con metodologias adecuadas, nuestro grupo ha
diagnosticado 9 casos mas en 3 aflos, incluyendo
los presentes. Esta aproximaciéon podria ser una
forma de abordaje de comunidades bajo riesgo de
infeccion, siendo el presente trabajo el primer estudio
de este tipo que propone una estrategia de vigilancia
epidemioldgica para esta trematodiasis en Venezuela.

AGRADECIMIENTOS

A los representantes comunales, quienes
organizaron de manera eficiente las jornadas de trabajo
en el campo. A la compaifiia NOVARTIS de Venezuela
por el suministro gratuito del medicamento. Proyecto
FONACIT F-2005000199.

Family outbreak of fascioliasis in Venezuela
SUMMARY

Of'the 9 cases of human fascioliasis recorded
in Venezuela, 4 have been published in the last 10
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years, 2 of them originating from Andean region.
The well known transmission of fascioliasis in cattle
and the clinical condition of a 14-year-old girl with
abdominal discomfort, vomiting, eosinophilia and
previous abundant ingestion of watercress, motivated
the field study in the site of occurrence (Timotes,
Edo. Mérida in the Andean region) to learn the risk
of community infection. Sixty-five people were
evaluated clinically and serologically. Coprology was
done in 37 and abdominal ultrasound in 33 persons.
ELISA with adult Fasciola hepatica soluble extract
(AFhES- ELISA) was performed with 9 persons being
positive. Western blot (WB) was carried out on all
ELISA positive sera, resulting in 5 that recognized 9,
14, 27 and 65 kDa specific molecules. The remaining
four sera, with weak reactivity by ELISA, did not
have this recognition pattern. By stool examination,
we found Entamoeba coli, E. histolytica/dispar,
Blastocystis hominis, Giardia lamblia, Endolimax
nana and Ascaris lumbricoides. Three of the 5
positive people by AFhES-ELISA and AFhES-WB
had F hepatica eggs in their feces. The 5 positive
cases are girls of a family, sisters and whose parents
do not have the infection, although all consume
watercress in salads with other vegetables from that
region. The present study constitutes the first report
of a well established focus of fascioliasis with human
repercussion in Venezuela.

Key words: Fascioliasis, Venezuela, ELISA, Western
blot.
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