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FUi,SUMtN 

'",1,;:<1 I,; IdtJlllIlU:;U:HHl de los antigenos presentes en extractos provertientes de las lases de dus;}lIull() ,In 1"1""", '''''1-1, 
Iilolrt(:,miHltl, IUVtlllll y <ldulto de Fasciola hepatica, par medio de electroforesis en gel do POII,11 nl,lInlcid I' 
IIIIIIIifl""ltldf!lhilflh/t'WIICI;[, utili lando sueros de conejos infectados experimentalmente, Se identilicl1lOl1 (los .H,m!"I" >:, 

,,,"1111 1'''~jJ 11",,1... :;,1;11 <I" :"1 y 29 kOa que parecen sercomunes a todas las lases de desarrollo dol ptlln",to, L,,: "'.i,llll"', 
,ltI"nll y j.IV';1111 111,,',hdlll", ,,":mas antigenos compartidos de 10, 12.15.17,21.42.45.66 Y 88 kDa, TamlJlf)11 :," d"II" 1,,1,," 
i1l111\.ltll1< 15 dH ;'1, ·L' y ,1', ~II.I. un metacercarias y de 21 kDaen huevos, Todos los exlractos fueron evahwdos P'il,' VI'IIII"" 

01. pilten,ldl ~"I' .,Il"UIII'>:.hco por medio de el ELISA. en sueros de conejos y ovinos inlectados experimentalrn"lllu y :il,"it >:' 

<I" llOVIIHl LOll 1111"('1<)1111; Ihll;ll, se observ~ una diferencia estadfsticamente significativa p>0,05 al comparar los tlllll"" d,' 
rtIlUClItlrp0;3 de C(lIl"IO .llIti Ii/SCiota hepatica, con los extractos de Fasciola hepatica provenientes de las fd::>lJS IllVtlllil. 
IlIetdcercana y redIa ClIll r"spacto a la fase adulta, el primer grupo de extractos futi 6,33 veces mas sensible en el ensayo 
que con el e)(lraclode aduito, Estas dilerencias tambien se observaron a menorescala con los sueros de ovinos y bovlnos, 
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INTRODUCCION in vitro un precipitado al estar en contacto 
con las metacercarias, que son la fase 

La relaci6n huesped parasito durante la infectante para el hospedero definitiv~, 

infecci6n de Fasciola hepatica, implica sugiriendo una reaccion de anticuerpos 
aspectos inmunol6gicos muy complejoscuyo especfficos contra el tegumento de esta 
estudio es vital para la prevenci6n y control fase parasitaria (1). Otros resultados 
de esta infeccion en animales de interes experimentales sugieren que las fases 
pecuario y el hombre, los actuales metod os parasitarias de F. hepatica, que migran por 
de inmunodiagnostico e inmunoprofilaxis, el parenquima hepatico son los principales 
son con stante mente analizados ya que el portadores de antfgenos funcionales durante 
mejoramiento de estas tecnicas prometen infecciones en ratas y ratones (2). Ademas 
alternativas de analisis y nuevos enfoques existen evidencias de que los productos de 
de trabajo en la investigaci6n de esta excreci6n-secreci6n de F. hepatica 
enfermedad. producidos entre ocho y siete dfas de edad, 
Se ha informado que hay una respuesta de son responsables de la resistencia adquirida 
anticuerpos en animales infectados en contra de la infeccion en ratones (3), 
experimental mente contra antfgenos de estudios posteriores mencionan la existencia 
diferentes estadios infectantes de F. de un antfgeno soluble presente solo en 
hepatica. EI suero inmune de oveja produce estas fases juveniles del paras ito (4). 

Se han localizado varios antfgenos en 
a Recibido para su publicacion el 6 de julio de 1994, extractos totales de F. hepatica adulta
b Centro Nacional de Investigaciones en Parasitologia 

Veterinaria, INIFAP·SAGDR. Km, 11 ,5Carretera Federal reconocidos durante una infecci6n 
Cuernavaca-Cuautla Col. Progreso, Jiutepec, Morelos, experimental en conejos (5,17). Los huevos 
Apartado Postal 206 CIVAC. C,P, 62500, Edo. de han mostrado ser portadores de antfgenos 
Morelos. Mexico. 
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reconocibles por los sueros de animales 
infectados pese a no ser una fase infectante 
del hospedero definitiv~, 10 que sugiere /a 
eXlstenciCl de proteinas antigenicas 
c t ;rrHHr1lwlS 8'1 dlferentes fases de desarrollo 

IflformaciClr1 sobre la eXlstencia 
<Ii ·,1 compartidos en la fase de 
redia aunque la probabilidad de su existencia 

ijlt,~. Ei ffesente estudio tuvo como 
Identlticar antigenos de diferentes 

! eJe di3sarroll0 de F. hepatica 
";iJ!!nente Ulli8S para serodiagnostico. 

Mll, iEBL:,\LES Y METOOOS 

,>emi<:; fumatlCa Adulta: Se obtuvieron 
fivasdnl rastra de la Cludad 

v:,8 tr:=:tsladarcn a! iaboratorio 
~"Riina Arnortlguadora de 

Fosfatos (SSAF), se hicieron tres lavados 
de los parasitos en la misma solucion para 
removerel exceso de sangre. Se maceraron 
en un homogenizador Ten Brock sumergido 
en hielo. EI material insoluble fue removido 
centrifugando a 5000 9 durante 10 minutos; 
se hizo la determinacion de protefnas par el 
metodo de Lowry (7), y se almaceno a -50C 
hasta su uso. 
Fasciola hepatica juvenil: Se infectaron 
tres conejos Nueva Zelanda con 200 
metacercarias porvfa oral cada uno, a los 21 
dfas posinfeccion fueron sacrificados y se 
aislaron del parenquima del hfgado las 
fasciolas juveniles, procesandose estas en 
la forma descrita para las fasciolas adultas. 
Metacercarias y redias: Fueron 
proporcionadas par el laboratorio de 
Helmintologfa del Centro Nacional de 
Parasitologfa Animal, de Jiutepec Morelos y 
se obtuvieron a partir del cultivo de laboratorio 
de F. hepatica, en el caracol Lymmnaea 
bulimoides. Las metacercarias y redias se 
homogenizaron y procesaron como en los 
casos anteriores. 
Huevos: Se obtuvieron por sedimentacion 
de las heces de dos ovinos 

experimental mente infectados, se hicieron 
varios lavados con agua destilada. hasta la 
eliminacion de materia fecal y se 
homogenizaron como en los casos 
anteriores. 
Los componentes proteinicos de cada uno 
de los extractos se separaron por 
electroforesis en geles de SDS­
poliacrilamida; para ello, se aplicaron 50 ~g 
de cada extracto en geles discontinuos al 
12.5% en 0.2'% de duodecil sulfato de sodio 
(SDS) de acuerdo al metodo de Laemmli (8); 
los patrones electroforeticos se tifieron con 
azul brillante de Coomassie, se utilizo una 
preparacion comercial de marcadores de 
peso molecular y se realiz6 una curva de 
calibracion, para determinar los pesos 
moieculares de cada banda de los cinco 
extractos. 
Sueros inmunes de conejo: Se infectaron 
cinco conejos Nueva Zelanda por vfa oral 
con 200 metacercarias cad a uno, se hizo un 
grupo testigo sin infectar con la misma 
cantidad de conejos. Ambos grupos fueron 
sangrados doce veces por la oreja en un 
lapso de 53 dfas, con intervalos de cuatro 
dlas entre sangrados iniciando los sangrados 
en el momenta de la infecci6n oral. Los 
sueros obtenidos se almacenaron a-50 C 
hasta su uso. 
Sueros de bovinos: Se obtuvieron 17 sueros 
de bovinos de un area endemica 
naturalmente infectados, a los cuales se les 
demostrola infeccion por medio de pruebas 
coproparasitoscopicas de sedlmentacion. Se 
usaron adem as 10 sueros de bovin~s 
mantenidos en condiciones testificadas como 
libres de la enfermedad. 
Sueros de ovinos: Se utilizaron seis sueros 
de ovinos infectados experimentalmente con 
metacercarias por via oral y cuatro sueros 
de ovinos mantenldos bajo condiciones 
testlgo libres de la enfermedad. 
Ensayo inmunoenzimatico (ELISA): Se 
desarrollo el ensayo de acuerdo al metodo 
descrito por Hylller et al. (10) con algunas 
modificaciones: las placas se sensibilizaron 
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con cada uno de los cinco extractos, a una 
concentraci6n de 10 Ilg/ml, en soluci6n 
amortiguadora de carbonato-bicarbonato 0.1 
M pH !U3; sa depositaron 50 III de soluci6n 
do illlliqono en cada pozo de una placa de 
polio:;11f1!1I0 y se incub6 por 12 horas a 4 C. 
so prollaron primero los sueros de los conejos 
inilldad()s experimentalmente y del grupo 
tesliyo negativo obtenidos durante las 12 
fechas de sangrado, haciendo diluciones 
dobles seriadas desde 1 :50 hasta 1 :250,000 
en SSAF, de los sueros probados se 
depositaron 50 JlI de cada diluci6n/pozo, y 
se incub6 durante una hora a 37 C. Los 
sueros de ovinos y bovin~s se procesaron 
de la misma forma. Posteriormente se les 
nnadi6 el conjugado de peroxidasa­
anticuerpo anti IgG de conejo, anti IgG de 
ovino y anti IgG de bovino diluidos 1 :6000 
respectivamenta y se incubaron a 37 C. 
durante una horf;l. La soluci6n de substrato 
constituida por 40 IlM de acido 2,2'·Azinobis­
3-etilbencil-tiazolinesulfonico. 10 IlM de 
peroxido de hidr6geno en amortiguador de 
citratos pH 4 1 00 mM se aplico 50 III an cad a 
pozo y se dej6 durante 30 minutos a 
temperatura ambiental. Posteriormenta se 
obtuvo la absorbancia de cada pozo an el 
lector de ELISA Dynatech Minireader I, a 
414 nm. Se hizo la determinaci6n de las 
diferencias de absorbancia de los sueros de 
conejos infectados yde los testigos obtenidos 
a los 21 dfas posinfecci6n, y confrontados 
con los cincos extractos, los resultados se 
sometieron a un analisis de varianza. 
Inmunoelectrotransferencia: Se hizo de 
acuerdo al metodo descrito por Towbin y 
Gordon (9). 8revemente, los extractos 
separados electroforeticamente se 
transfirieron del gel a membranas de 
nitrocelulosa a corriente constante de 400 
mA., durante cuatro horas, los extractos 
transferidos y bloqueados en soluci6n de 
gelatina al 0.5 p/v en SSAF, se incubaron 
con los sueros de conejos del dfa 21 
postinfecci6n, seguido de una incubaci6n en 
conjugado anti IgG de conejo marcado con 

peroxidasa, las bandas antigenicas fueron 
reveladas con soluci6n dediaminobenzidina­
H202. 100pM Y 10pM cio peroxido de 
hidr6geno en SSAF. A Itls h; II 1< Id', dtll!w'HHcas 
detectadas so Ill:; dolpllllllit', ,d P(\:iO 

molecular por CUlllp,Uddln, 1:1111 ,d 1'.111(111 

electroforeticodo liI:\ PI(I!tlitln:, !(tl.lI,,·. ,11.1:; 

que previamenlo sO 10:, Iidlild tit./tllfillfldti() 
los pesos moleculmo:i 

RESULTADOS 

Electroforesis en gel de poliacrilamida e 
inmunoelectrotransferencia, 
Fase Adulta: Sa identificaron 28 bandas 
protefnicas comprendidas en un rango de 
peso molecular entre 100 Y 10 kDa. (Fig 1­
IA), de este patr6n proteinico se identicaron 
13 antfgenos, con pesos moleculares de 10, 
12, 15, 17,21,24,29,42,45,55,66,88 Y97 
kDa (Fig. 1-IIA). 
FaseJuvenil: EI patr6n de protefnas totales. 
permiti6 identificar 18 bandas (Fig. 1-18). de 
las cuales 11 mostraron actividad antigenica: 
los pesos moleculares que se determlnaron 
fueron 10, 12,15, 17 .. 21,24,29,42,45,66 Y 
88 kDa. (Fig. i-liB). 
Metacercarias: Esta fase mostr6 alrededor 
dediez bandas proteinicas (Fig, 1-IC), de las 
cuales cinco tuvieron un peso molecular de 
21, 24, 29, 42 Y45 kDa. y todas mostraron 
actividad antigenica (Fig. 1-IIC). 
Redias: EI patr6n proteinico de esta fase 
mostr6 30 bandas, can una clara 
sobreexpresi6n de un 9rupo de cuatro 
protefnas can un peso molecular entre los 
24 y 35 kOa (Fig. 1-10), solo se encontraron 
dos antfgenos de peso molecular de 24 y 29 
kOa (Fig. 1 -liD). 
Huevos: Se identificaron al menos 18 bandas 
de protefnas entre los 10 Y 90 kDa (Fig. 1­
IE), solo las bandas con peso molecular de 
21 y 29 kOa mostraron actividad antigenica 
(Fig, HIE). 
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Fig.l. Electroforesisen gel de poliacrilamida eInmunoelectrolranslerencia (lET) de los extractos anUgeniGos de lasdilerenles lases de desarrollo 
de Fasciola hepatica. I. Patron de protefnas totales de las 5 lases de desarrollo de Fasciola hepatica. II. Antigenos identificados por lET en las 
dilerentes lases de desarrollo; se utiliz6 una mezcla de sueros de ocnejos infectados experimenlalmente con Fasciola hepatica yobtenidos dfa 
el21 posinfeccion. A. Fase adulta S, Fase juvenil. C, Metacercaria D, Redia E.HuevQ. 

Ensayos inmunoenzimaticos. de los sueros de los dos grupos de conejos 
Los cinco extractos preparados a: partir qe con los diferentes extractos antigenicos, 
los diferentes estadios de desarrollo de F. mostr6 diferentes niveles de deteccion de 
hepatica y confrontados con los sueros de anticuerpos anti F. hepatica, al graficar los 
los conejos infectados experimentalmente, valores de absorbancia obtenidos contra el 
por medio de el ELISA, se observ~ que a logaritmo de la diluci6n del suero a los 21 
partir del septimo dfa postinfeccion, se inicio dras postinfeccion, Se observo una mayor 
la deteccion de anticuerpos circulantes en deteccion de anticuerpos con los extractos 
contra de los cinco extractos empleados. En de las fases juvenil y de metacercaria; esto 
la Fig. 2 se muestra el incremento de los permiti6 determinarel coeficiente de extincion 
trtulos de anticuerpos del grupo de conejos colorimetrica que ubica el nivel de 
infectados, con respecto al tiempo de absorbancia en 0.1 que separa los valores 
infecci6n, comparados con el grupo testigo positivos de los negativos (A414 nm). asf 
libre de infeccion, los puntos de cada dato como la mfnima dilucion de suero a usar en 
representa la media del titulo de el ensayo, que en la figura 3 se localiza en 
anticuerpos,transformados a su 1 :500, se puede observar que las diluciones 
correspondiente valor en logaritmo base 10, mas altasde los sueros negativos (senalados 
con cinco conejos en cada grupo. Los valores con una flecha), al ser confrontados con los 
de absorbancia de los cinco sueros de extractos de las fases adulta y juvenil, se 
conejos infectados muestran una tendencia encuentran en el umbral del corte por 10 que 
a incrementarse diferenciandose ciaramente se podrran interpretar como falsos positivos; 
de los sueros del grupo testigo negativo. Los este fenomeno no se obs-ervo en los demas 
valores maximos de las medias del titulo de extractos. 
anticuerpos se encuentran en los dras 30-40 La confrontacion de los sueros provenientes 
postinfeccion en los cinco extractos de bovinos y ovinos infectados y los 
probados. En la figura 3 se senala la dilucion correspondientes grupos de sueros testigos 
en la cuallos valores de los sueros positiv~s negativos, con los extractos antigenicos de 
y negativos muestran la maxima separacion todas las fases de desarrollo, probados par 
de valores de absorbancia y fue utilizado el ELISA, mostraron que en los cinco 
como corte de positividad. La confrontacion extractos Se detectan anticuerpos circulantes 
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Fig. 2, Dstsrmlnacl6n por ELISAdelos anticuerpos circulantes anti Fasciola hepatica en sueros de conejos infectados 
expenmentalmente y sueros de conejos no infectados. Sa ulilizaron los eX1ractos antigenicos de las diferentes 
lases de desarrollo para monitorear la cinetica de los anticuerpos durante el desarrollo de la infecci6n, Los puntos 
representan las medias de los tilulos de anlicuerpos encontrados a dilerentes intervalos de !lempo, 
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Fig. 3.ldentilicacion de losniveles de corle de dilucion yabsorbancia para sueros de conejos positivos ynegativos 
a Fasciola hepatica, conlrontados contra los 5dHerenles eX1ractos. Las lineas cruzadasseilalan una absorbancia 
de O,! Yuna diluci6n de 1:500 como cilras minimas significativas en la discriminacion enlre sueros positivos y 
negativos. La flecha senala et punta en el cuallos eX1ractos correspondientes a las lases adulta yjuvenil. producen 
falsas reacdones posi!ivas al confrontarse con los sueros nega!ivos. EI eX1raCIO utilizado se representa en la 
graUca con las dos primeras lelras de cada lase y los simbolos que preceaen a las slgJas indican la canfron!acion 
con sueros positivos (+) 0 negativos (.). 
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Fig. 4. Determinacl6n de los niveles de anticuerpos circulantes anti Fasciola hepatica por ELISA, utilizando los 
cinco extractos antigenicos de las dilerentes lases de desarrollo de Fasciola hepatica. A. Seis sueros positivos de 
ovlnos son representados por los circulos negros ycuatro negativos por los blancos. B. diez ysiete sueros de 
bovinos infectados son represenlados por los cfrculos negros ydiez sueros de bovinos libres de la infecci6n por 
los blancos. 
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Fig. 5. Comparaci6n de los cinco extractos antigenicos de Fasciola hepatica, en la deteccion de anticuerpos 
circulante.:. anti Fasciola hepatica en conejos, ovinos y bovinos. A: Sueros de conejos confrontados can los 
diferentes extractos Las barras representan la media del titulo de anticuerpos de los conejos infectados al dia 21 
posinfeccion. B:Sueros de Bovinos, lasbarras representan las medias de los titulos de al1ticuerpos representados 
en la figura 4B. C: Sueros de Ovinos, lasbarras representan las medias sueros representados en la figura 4A. Los 
mlmeros en todos los casos representan 1. Fase adulta 2. Fase juvenil 3. Metacercaria 4. Redia 5. Huevo. EI 
numero seis corresponds a un tesligo de sueros negativos confrontados con extracto de Fase adulta. 
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anti, F. hepatica (Fig. 4). Los promedios de 
tftulos de anticuerpos obtenidos con su~ros 
de conejo, ovino ybovino utilizando los cinco 
extractos, se muestran en la figura 5, donde 
se puede apreciar que los extractos de las 
fases juvenil y metacercaria permiten 
detectar !ftulos mas altos en los sueros de 
las tres especies de animales estudiadas. 

DISCUSION 

Estudio de la ultraestructura de F. hepatica 
han demostrado que ocurren cambios 
durante el desarrollo del parasito en las 
celulas tegumentarias que secretan glicocalix 
en la superficie de F. hepatica. Los ensayos 
inmunol6gicos que utilizan suero de ani males 
infectados y anticuerpos monoclonales, 
indican que los cambios estan relacionados 
con peptidos de natu raleza antigEmica (11). 
La inmunoelectrotransferencia confirma que 
se incrementa la complejidad antigenica 
conforme el paras ito avanza hacia su 
madurez sexual, de hecho se hace evidente 
que existe un incremento subito de anUgenos 
detectados que coinciden con la fase de 
metacercaria, este incremento se mantiene 
durante el resto del desarrollo del parasito; 
sin embargo, ciertos antrgenos se mantienen 
constantes durante todas las fases de 
desarrollo; se observe la constancia de un 
grupo de antfgenos comprendidos entre los 
21 y 29 kDa. (Fig 1-IA-E) que se mantienen 
como distintivos en esta especie de parasito. 
Esta observacion es similar a la informada 
por otros autores en el sentido de que F. 
hepatica pueda tener antfgenos comunes a 
todos los estadios del cicio de vida (1). Este 
grupo antigenico fue identificado por los 
sueros de ovinos infectados por F hepatica, 
encontrando que existen antfgenos 
inmunodominantes en diferentes fases de 
desarrollo del parasito con un peso molecular 
de 29-31 kDa (16). En trabajos previos se 
identificaron antfgenos de peso molecular 
de 29 y 24 kDa en ventosa ventral y 

tegumento respectivamente, de la fase 
juvenil de F hepatica (13), que podrian estar 
relacionados con los antfgenos del mismo 
peso molecular identificados en este estudio. 
La diversidad de proteinas y antigenos 
identificadas por otros estudios han sido de 
glicoproteinas de 200 a 180 kDa en fases 
juveniles recien desenquistadas; en F. 
hepatica inmadura se han encontrado 
antfgenos de 110,94 Y 70 kDa, y en las 
formas maduras de 200, 150 Y25 kDa, asi 
como proteinas de diversos pesos 
moleculares, 10 cual concuerda en parte con 
el presente estudio (15, 12,11). 
Los ensayos inmunoenzimaticos permiten 
detectar niveles circulantes de anticuerpos 
especificos anti F hepatica en conejos, con 
perfodos muy breves de infeccion, de hecho 
los titulos se hicieron significativos a partir 
de los siete dias post-infeccion. Existe una 
cierta tendencia a detectar anticuerpos 
tempranos al utilizar extractos provenientes 
de las fases juveniles 0 aquellos originados 
por metacercarias y redias, por esto se 
decidio utilizar los sueros obtenidos a los 21 
dias posinfeccion de los conejos, para 
detectar los antigenos tempranos, ya que es 
en este perfodo cuando las diferencias en 
los trtulos de anticuerpos se hacen mas 
marcadas como se observa en la figura 2; 
esto coincide con los datos informados 
previamente (1). Existen algunos antfgenos 
que solo se expresan en una fase temprana 
de desarrollo; pero el patron de anUgenos 
inmunoelectrotranferidos no permitio una 
identificacion precisa de estos. Los datos 
obtenidos por el ELISA, al comparar la 
reactividad del suero de conejos infectados 
muestran que el antigeno proveniente de 
parasitos juveniles, metacercarias y redias, 
ofrecen mayor sensibilidad en la deteccion 
de infeccion aguda temprana, siendo estas 
diferencias estadfsticamente significativas 
(p>0.05), al compararse las medias de los 
tftulos de anticuerpos a los 21 dias 
posinfeccion confrontados con los extractos 
antigenicos provenientes de las tases juvenil, 
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metacercaria y adulta (Fig. 5-A). Los mismos 
datos demuestran que las redias y los huevos 
comparten antigenos con estadios 
posteriores, corroborando informes previos 
(12). EI efecto de detecci6n de anticuerpos 
tempranos atribuibles a los extractos de 
fases juveniles y metacercarias, tambien fue 
observado en ovinos y bovin~s (Fig. 5-8 Y 
C). Todos los extractos anti genicos muestran 
valor potencial para ser utilizados en ensayos 
inmunodiagn6sticos, pese a la variabilidad 
de los valores de absorbancia de la fracci6n 
antigenica proveniente de huevos, los 
restantes extractos son capaces de 
diferenciar con gran sensibilidad los sueros 
de los bovin~s y ovinos infectados, de los 
sueros testigos. Las diferencias detectadas 
en los ensayos inmunoenzimaticos pueden 
ser atribuidos a los antfgenos identificados 
en las diferentes fases de desarrollo, existe 
la probabilidad que los antfgenos 
comprendidos en el intervalo de los 21 a los 
29 kDa tenga un papel preponderante en los 
eventos inmunol6gicos desencadenados 
durante la infecci6n de F. hepatica. 
En estudios previos el ELISA ha sido utilizado 
para el diagn6stico de la infecci6n de F. 
hepatica en bovinos y ovinos 
experimentalmente infectados (14), aunque 
los resultados muestran que el ensayo tiene 
una aplicaci6n practica, el presente estudio 
hace notar que es necesario examinarlo 
nuevamente para determinar sus 
limitaciones en condiciones naturales de la 
infecci6n. Es probable que el usc de los 
antrgenos con un intervalo de 21 a 29 kDa 
sean firmes candidatos a ser utilizados en el 
ELISA que permitan detectar anticuerpos 
especfficos, no importando si se encuentra 
al inicio de la infecci6n,en la fase aguda 0 en 
la fase cr6nica; esta ventaja ayudarfa en 
pruebas de monitoreo epidemiol6gico a 
reducir el numero de falsas reacciones 
positivas y negativas. 

IDENTIFICATION OF ANTIGENS FROM DIFFERENT 
STAGES OF DEVELOPMENT OF Fasciola hepatica 

SUMMARY 

Antigensfrom eggs, redia,metacercariae, juvenile and adult 
Fasciola hepatica were identified by polyacrylamide gel 
electrophoresis and immunoblot techniques. Sera from 
experimentally infected rabbits with F. hepatica were used. 
Two antigens with molecular weight (MW) of 24 kiloDaitons 
(kDa) and 29 kDa were identified to be common to all the 
developmental stages studied. Adult and juvenile stages 
also shared common antigens of MW 10,12,15,17,21,42, 
66 and 88kDa.ln addition, three antigens of MW21, 42and 
45 kDa were detected in metacercariae and one of 45 kDa 
in eggs. All the crude antigens from the different stages 
were evaluated by the ELISA test with sera from rabbits and 
sheep experimentally infected with F. hepatica and sera from 
naturally infected cattle. There was a statistically significant 
difference P<0.05, in the antibody titers of infected rabbits 
with Fasciola hepatica when tested against the five different 
antigens in that antigens from redia, metacercariae and 
juvenile detected 6.33 times greater titers than antigens 
from adults. The differences were also observed with cattle 
and sheep sera but to a lesser extent. 

KEY WORDS: Fasciola hepatica, Antigens, Electro­
phoreSiS, Immunoblot, ELISA. 
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