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INMUNIZACION INTRAPERllONEAlDE OVINOS CONTRA Fasciola hepatica 

CON ANTIQENOS DEL PARASITO ADULTO 


s 

RESUMEN 

En tres ocasiones se Inyectaron por vla 
Intraperltoneal antlgenos som~tlco (AS) o 
metabólico (AM) (productos de excrecl6n Isecre­
c16,. de Fasclola hepatlca adulta de origen 
bovino, mezclados con adyuvante completo de 
Freund (ACF) , a ,ovinos libres del parislto. Una 
semana después de la última Inoculacl6n, los 
animares fueron desafiados con 150 metacerca­
rlas (origen bovlnct por ovino y la resistencia a la 
infeccl6n se determinó 15 semanas después por 
medio del conteo d~ paris,itos adultos en los 
conductos biliares de los borregos sacrificados. 
Seis de' siete animales tratados con AM 
mostraron resistencia, no se observó proteccl6n 
en un ovino de ese mismo grupo ni en seis 
borregos tratados con AS, siete animales 
Inoculados con ACF solo y cinco ovinos testigo, 
con base en el promedio de la carga parasitaria 
de cada grupo. los animales Inmunizados con 
AM o AS mostraron titulos altos de anticuerpos, 
por medio de la prueba de hemoagluUnación 
pasiva, durante todo el experimento. los 
resultados sugieren que la Inoculación ¡ntraperl­
toneal de AM mezclado con ACF, puede Inducir 
un efecto protector en ovinos contra la Infección 
porF. hepatlca . 

INTRODUCCION 

En animales domésticos se han utiliza­
do diferentes métodos con objeto de 
inducir una respuesta inmune protecto­
ra contra la infección por Faseiola 
1 Proyecto Fasclolasls, CIMEVET-INIFAP­

SARH. Apdo. Postal 206, C.P. 62500, CIVAC, 
Mor. 
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hepatlea. Uno de 'ellos, el uso de 
metacercarias Irradiadas, éste ha teni­
do un éxito aéeptableen bovinos 
contraF. gigantica (Bitakaramire, 1973) 
y contra F. hepatica (Nansen, 1975) 
pero no en ovinos (campbell y col., 
1978). Otro método es el uso de 

. antígenos somáticos o metabólicos 
(productos' de excreción Isecreción) • 
obtenidos de fasclolas juveniles o 
adultas e inoculados por diferentes 
vías, mezclados o no con adyuvantes, 
que ha sido evaluado en animales de 
laboratorio (Burden y Hammet, 1980; 
Burden, Hamess y Hammet, 1982; 
Davies y col., 1979; Lang y Hall, 1977; 
Oldham y Hughes, 1982; Oldham, 
1983; Rajasekarlah y col., 1979) Y 
bovinos (Hall y Lang, 1978; Oldham, 
1985) . Los resultados de losexperimen­
tos anteriores, muestran que los antí­
genos metabólicos (productos de ex­
creción/secreción) son mejores que 
los antígenos somáticos para inducir 
respuestas inmunes protectoras contra 
la Infección por F. hepatlea. aunque, 
en ocasiones el uso de antígenos 
somáticos ha dado buenos resultados 
(Oldham y Hughes, 1982; Oldham, 
1983). Sin embargo, se ha indicado que 
las respuestas inmunitarias contra .F. 
hepatica, en animales de laboratorio 
yen rumiantes domésticos, son simila­
res pero no iguales (Van Tlggele, 1978; 
Oldham, 1985), por lo cual se debe 
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tener precaución al tratar de transferir 

resultados de un grupo de animales a 

otro. 


Por otra parte, se ha demostradq 

tanto en corderos como en borregos 

adultos, que la inmunización intraperi­

toneal con antígeno en adyuvante 


. oleoso, estimula la producción de 
anticuerpos, sobre todo IgA, en el 
intestino (Husband, 1978; Husband, 
Beh y Lascelles, 1979). También se ha 
()btenido una buena respuesta inmune 
protectora contra Salmonellá typhimu­
rium en corderos inmunizados por vía 
intraperitoneal con una vacuna contra 
S. typhlmurium (Husband, 1980). Cabe 
mencionar que en ratas resistentes a F. 
hepatlca, las fasciolas juveniles de una 
reinfl!:>Cción son cubiertas por anticuer­
pos específicos en el lumen intestinal 
de estos roedores (Burden, Hughes y 
Hammet, 198~. De acuerdo con la 
literatura anterior, es aparente que la 
inmunización intraperitoneal de ovinos 
con antígenos mezclados con adyuvan­
tes estimula una respuesta inmune 
protectora, cuando menos a nivel 
intestinal. El propósito del presente 
estudio fue determinar si la inoculación 
intraperitonealde antígenos somático 
o metabólico de F. hepatica adulta, 
mezclados con adyuvante completo de 
Freund, en ovinos, estimula una res­
puesta inmune protectora contra una 
infección de desafío. 

MATERIAL Y METODOS 

Animales. Se utilizaron 25 ovinos Ta­
basco o Pelibuey machos, de uno a dos 
anos de edad. Estos animales fueron 
criados en el Centro Experimental 
Pecuario de Mocochá, Yuc., área 
considerada como libre de F. hepatlca 
(Arriaga y col., 1983). Los animales 
fueron transportados a la Unidad 
Central de OIMEVET-INIFAP en la 
ciudad de México, D.F. y fueron 
mantenidos bajo condiciones conven­
cionales, en corrales con piso de· 
1 EIi Lillyy Cíade México, S.A. de C.V. 
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concreto. Los borregos fueron alimen­
tados con una dieta de mantenimiento 
en base seca yagua a libre acceso. 
Antígeno somático (AS) de F.hepatica. 
Se colectaron fasciolas adultas de 
hígados de bovino decomisados en el 
rastro de Ferrería, D.F. Las fasciolas 
fueron lavadas varias veces con solu­
ción salina amortiguadora de fosfatos 
(PBS) a pH 7.2 Y se preparó un 
antígeno somático crudo de acuerdo al 
método descrito por Bautista y Morilla 
(1986) . 

Antígeno metabólico (AM) ~roductos 
de excreción Isecreclón) de F. hepati­
ca. Se colectaron fasciolas adultas 
vivas a partir de hígados de bovino 
decomisados en el rastro de Ferrería, 
D.F. Los parásitos fueron lavados seis 
veces con PBS pH 7.2 estéril, sumergi­
dos en una solución 1:10,000 de 
Timerosal' y lavados otras dos veces 
con PBS pH 7.2 estéril a 37°0. Después 
de 20 a 30 fasciolas se transfirieron a 
matraces de Erlenmeyer estériles a los 
cuales se les adicionó solución estéril 
de Hedon-Fleig (1 ml/fasciola) (Dawes, 
1954), los matraces se cerraron con 
tapones de hule. Los parásitos se 
incubaron durante 18-20 h en bano 
María a 37°0. El líquido de incubación. 
fue colectado y centrifugado a 1500 xg 
durante 40 min en una centrífuga 
refrigerada (4°C). El sobrenadante 
obtenido fue concentrado por medio de 
liofilización y se almacenó a 4°0 hasta 
su uso. El contenido de proteína, tanto 
del AS como del AM, fue determinado 
por medio del método de Lowry (Lowry 
y col., 1951). 
Inmunización de ovinos. Los 25 borre­
gos Peli buey, Iibres de F. hepatlca 
fueron divididos al azar en cuatro 
grupos. El grupo A (cinco ovinos) 
fungió como testigo no tratado. Los 

. animales del grupo B (siete borregos) 
fueron inoculados por vía intraperito­
neal (1 P) en tres ocasiones con 1 
mI/ovino de adyuvante completo de 



. 2 
Freund (ACF) , con 21 días de 
-intervalo entre la primera y segunda 
inmunización y 427 días entre la 
segunda y tercera inmunización. Los 
animales del grupo C(sels borregos) 
fueron Inaculadosporvía IP con AS (30 
mg de proteína/borregollnoculación) 
emulsificádo con ACF, en tres ocasIo­
nes a los mismos intervalos que en el 
grupo B. Los animales del grupo D 
(siete ovinos) fueron inyectados por vía 
IP cOn AM (30 mg de proteína/borrego/ 
inyección) emulsificado con ACF, en 
tres ocasiones a los mismos intervalos 
que en los grupos B y C. 

Administración de metacercarias y 
evaluación de resistencia. Se obtuvie­
ron metacercarias de F. hepatica a 
partir de caracoles Lymnaea vlator 
infectados en el laboratorio con mira­
cidios eclosionados de huevos de F. 
hepatica y colectados de vesículas 
biliares de bovinos parasitados por el 
tremátodo. Las metacercarias adheri­
das a plástico (polietileno) fueron 
mantenidas en agua destilada a 4°C 
hasta su empleo, que se ré8lizó dentro 
de los tres meses posteriores a su 
colección, previa determinación de su 
viabilid~d según lo indicado por Boray 
(1969). Cada ovino fue desafiado con 
150 metacercarias por vía oral. Doce 
semanas despuéS del desafío se lleva­
ron a cabo exámenes coproparasitos­
cópicos semanales de las heces de 
cada uno de los ovinos para determinar 
el número de huevos por gramo (HPG) 
por medio de la técnica de sedimenta­
ción (Hope y Ruane, 1971). Quince 
semanas de$pués del desafio todos los 
animales fueron sacrificados y se 
determinó el número y tamano (en mm) 
de las fasciolas recuperadas de los 
hígados. 
Prueba de hemoaglutlnaclón pasiva 
(HP). Se obtuvieron en forma conven­
cional muestras de suero sanguíneo de 
los 27 ovinos en las semanas O (día de 
la primera inyección de antígeno), 3, 6, 
2 Dlfco, Detrolt, Mlch., U.S.A. 

9,12,24,61,66,68, 70, 72, 74, 75 Y81. 
Dichas muestras fueron almacenadas a 
-20°C hasta su utilización. Los títulos 
de anticuerpos anti-F. hepatlca fueron 
determinados con utilización de AS der 
parásito y la técnicade HP descrita por 
Kaga y Norman (1976). Los sueros que 
dieron una reacción de aglutinación 
~1:64 fueron considerados como posi­
tivos a anticuerpos contra F. hepatlca. 

RESULTADOS 

Al comparar el número de huevos/gra­
mo de heces, eliminados por los ovinos 
de los cuatro grupos, pareció existir 
una correlación directa entre este 
número y lá cantidad de fasciolas en el 
hígado. Esto se pudo apreciar con 
cierta claridad en los grupos A, C y D 
(Cuadro 1). En el grupo D, seis de siete 
animales eliminaron de cero a siete 
(2.49 tim promedio) HPG y sólo un 
animal presentó 140 HPG. 

El promedio de fasciolas recupera­
das a la necropsia fue de 11.2 para el 
grupo A; 10.7 para el grupo B; 10 para 

. el grupo 9 y 11.7 para el grupo D. En 
este último, parece· que hubo cierto 
efecto .protector contra F. hepatlca, ya 
que sólo un animal de siete presentó 75 
fasclolas (el mismo que eliminó 140 
HPG), en comparación con. los otros 
seis ovinos que tuvieron una carga 
paraSitaria que osciló entre Cil!'> Y dos 
fasclolas (Cuadro 1) que promedian 
1.16 parásitos por ovino. Cabe senalar 
que el animal ya mencionado fue el 
único de los 25 borregos del estudio 
que presentó el máximo número de 
fasciolas. 

El tamano promedio de los p'arásl­
tos fue muy semejante en los cuatro 
grupos: 19.5 x 8.9 mm para el grupo A; 
18.3 x 8.7 mm para el grupo B; 18.4 x 
7.4 mm para el grupo e y.fá.3 x 8.2 mm 
para el grupo D (Cuadro 1). 

En cuanto al título de anticuerpos 
antl-F. hepatlca, por medio de la 
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CUADRO 1 

HUEVOS DE Fasciola hepatica POR GRAMO DE HECES Y ~UMERO y TAMAÑO DE FASCIOLAS 
KECUPERADAS AL SACRIFICIO E~ BORREGOS INMUNIZADOS POR VIA t P CONTRA FASCIO­
LAS5 CON ANTIGENOS SOMATICO (AS) O METABOLICO(AM) DEL PARASITO ADULTO MEZCL~ 
DO CON ADYUVA~TE COMPLETO DE FREUND (ACF). 

HUEVOS DE No. DE TAMAÑO PROMEDIO10RREGOGRUPO F. hepatica 19 FASCIOLAS DE LAS FASCIOLASNo. DE HtCE~.a RECUPERADAS RECUPERADAS(rrm). 

A 
TESTIGO 1 1 1 17 x 10 

2 3 1 19 x 9 
3 8 5 20.4 x 7.6 
4 19 13 19.4 x 8.3 
5 159 36 21.8 x 9.8 

X+ SD 38.0 + 60.82 11.2 + 13.15 X 19.5 x 8.9 

B 
ACF 1 3 4 18.5 x 8.5 

2 22 6 18 x 9.3 
3 36 7 21.2 x 9.7 
4 42 8 19.5 x 9.3 
5 21 13 15.4 x 7.4 
6 119 17 20.4 x 10 
7 
X+ SD 

8 
35.85 + 36.29 

20 
10.7 + 6 

15.3 x 7.1 
X 18.3 x 8.7 

C 
AS + ACF 1 3 O 

2 2 1 20 x 7 
3 3 3 16 x 6.6 
4 2 7 15.5 x 9.8 
5 45 21 19.8 x 7.3 
6 59 28 20.8 x 6.5 
X+ SD 19.0 + 23.68 10.0 + 10.67 X 18.4 x 7.4 

D 
AM + ACF 1 O O 

2 1 1 16 x 7 
3 5 1 22 x 10 
4 7 1 20 x 10 
5 O 2 14.5 x 6 
6 2 2 19.5 x 9 
7 140 75 18x 7.7 
X + SD 22.14 + 48.17 11.7 + 25.8 X 18.3 x 8.2 

·a El examen coproparasitoscópico se llevó a cabo una semana antes del sacri 
cio. 
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FIGURA 1. MEDIA ARITMETICA DEL TITULO DE AtITICUERPOS ANTI-Fasciola hepati~ 
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prueba de HP,'los ovinos de los grupos 
e (AS) y o (AM) tuvieron los títulos 
más. altos que los de los grupos A 
(Testigo) y B (ACF) durante todo el 
desarrollo del experimento (Figura 1). 
Se puede apreciar que los títulos se 
incrementan en forma considerable 
poco después de las Inmunizaciones 
en los grupos C y O Y en los grupos A y 
B, poco a poco, después del desafío 
(Figura 1). 

DISCUSION 

En el presente estudio, en un principio 
se programó inocular a los animales 
con los antígenos y el adyuvante el) 
dos ocasiones, separadas 21 días, para 
desafiar a los ovinos 14 días después 
de la segunda inyección, pero debido a 
problemas técnicos la producción de 
metacercarias para el desafío se vió 
interrumpida por un lapso muy largo. 
Una vez que estos problemas fueron 
superados, la producción de metacer­
carias sé restableció, pero ya había 
transcurrido demasiado tiempo para el 
desafío de los ovinos ,inmunizados, por 
lo que se decidió repetir la inmuniza­
ción y desafiarlos con las metacerca­
rias siete días después de esta tercera 
inoculación. 

Los resultados obtenidos indican 
que en apariencia, no hubo un efecto 
protector contra la infección experi­
mental por F. hepatica en los ovinos 
tratados con ACF, AS o AM. Sin 
embargo, cabe hacer las siguientes 
observaciones: en una población nor­
mal de hospedadores hay pocos indivi­
duos muy resistentes, muchos otros 
susceptibles y algunos cuantos muy 
susceptibles a la infección con parási­
tos. Esta característica de resistencia o 
susceptibilidad tiene un control genéti­
co (Wakelin, 1984). De acuerdo a lo 
anterior, es muy probable que el ovino 
del grupo vacunado con AM, que 
presentó 75 fasciolas (el máximo 

número de parásitos de todos los 
animales del experimento) haya tenido 
poca resistencia genética a la infección 
por F. hepatlca, de tal manera que la 
Inmunización no tuvo ningún efecto. 
otra posibilidad, es la de que este 
ovino haya sido resistente debido a que 
la cantidad de antígeno administrada 
fue excesiva, de tal forma que ocurrió 
una tolerancia a dosis alta; o bien, que 
haya ocurrido una inmunosupresión 
por el tratamiento. A este respecto, se 
ha demostrado que F. hepatica adulta 
produce sustancias tóxicas para los 
linfocitos del huésped (Goose, 1978) y 
que la infección por este parásito en 
ovinos suprime las respuestas prolifa­
rativas de linfocitos de sangre periféri­
ca a .mitógenos (Zimmerman y col., 
1983). También se ha observado que en. 
ovinos parasitados en forma experi­
mental con F. hepatlca se presenta una 
inmunosupresión a antígenos heterólo­
gos timo-dependientes (Orozco, 1986) 
y que, en borregos con fasciolasis 
natural, se producen complejos inmu­
nes circulantes, una de las causas 
probables de inmunosupresión(Arria­
ga y colo, 1987). Sin embargo, en el 
grupo inmunizado con AM llama la 
atención el hecho de que el promedio 
de fasclolas recuperadas en seis ani­
males (con exclusión del ovino ya 
mencionado) fue de 1 .16 mucho menor 
en comparación con el promedio del 
grupo testigo o de los grupos tratados 
con ACF o AS, lo cual sugiere que el 
AM deF. hepatlca adulta contiene uno 
o varios componentes con capacidad 
para inducir una respuesta Inmune 
protectora contra Fasciola en ovinos. 
En experimentos llevados a cabo en 
ratas. se ha demostrado el efecto 
protector del AM de fasclolas juveniles 
al inocularse por vía IP (Rajasekaria'h y 
col., 1979). Asimismo, en ovinos se ha 
podido inducir protección contra Tae­
nla hydatigena yT. ovls con productos 
de excreción I secreción (AM) de estos 
céstodos (Onawunmi y Coles, 1980; 
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Rickard y col., 1977). En otros estu­
dios, se ha observado que el AM de 
fasciolas adultas es menos complejo 
que el AS y que los sueros de borregos 
infectados en forma experimental con 
F. hepatlca reconocen componentes 
del AM, por medio de la técnica de 
inmunoelectrotransferencia, cuyos pe­
sos moleculares oscilan entre 90,000 y 
14,000 daltons; es en particular intere­
sante un componente de 23,000 a 
27,000 "daltons que es reconocido con 
mayor eficiencia conforme progresa la 
infección (Ruíz-Navarrete, 1987) , hecho 
que lo sitúa como un buen candidato 
para aislarlo y determinar su capacidad 
para inducir protección. En cuanto al 
tamaño de· las fasciolas recuperadas 
éste fue similar en los ovinos de los 
cuatro grupos, lo cual sugiere que los 
parásitos que lograron alcanzar el 
hígado no fueron afectados por los 
diferentes tratamientos. 

Los titulos de anticuerpos obteni­
dos por medio de HP, indican que,en 
apariencia, no existe correlación entre 
títulos altos de anticuerpos antt- F. 
hepatica y protección contra el parási-" 
to, aunque esto debe ser corroborado. 

De acuerdo a los resultados obteni­
dos en el presente estudio, se sugiere 
la comprobación de las observaciones 
presentadas en futuros experimentos, 
sobre el probable efecto protector del 
AM de F. hepatica mezclado con ACF e 
inoculado por vía IP en ovinos; bajo la 
consideración de los parámetros indi­
cados por Murray y coL, (1979) para 
antígenos somáticos y metabólicos de 
helmintos, como son, entre otros: 
dosis, intervalo entre dosis, clase de 
adyuvante y vía de administración. 

SUMMARY 

Somatlc (SA> or In vltro culture (MA> antlgens 
from adult FalClola hepatlea (bovlne orlgln) 
were mixad with Freund's complete adjuvant 
(FCA> and InJectad intraperltoneally, in three 
opportunltes In nalve sheep. One week after the 
last inoculatlon, each animal was challengad 

wlth 150 viable metacerearlae (bovi ne orlgin). 
Reslstance to Infectlon was assessad by 
counting adult worms In the blle ducts 15 weeks " 
later. Slx out of seven anlmals treatad wlth MA 
showad reslstance, whlle no protection was 
observad in one ovlne OOlonglng to this same 
group nor in six sheep InJectad wlth SA, seven 
anlmals Inoculated wlth FCA "alone nor In flve 
control sheep, as determinad by the average 
worm burden of each group. The ovlnes 
immunizad wlth F. hepatlea antlgens showed 
high anti- FaIClola antibody tlters, measured by 
Indlrect hemagglutlnatlon test during all the 
experlment. The results suggest that the 
Intraperltoneallnjectlon of MA mlxad with FCA 
may Induce a protectlve eftect agalnst F. 
hepaUea infectlon In sheep. 
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