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RESUMEN

e hizo la ldonhibicacion de los antigenos presentes en extractos provernientes de las fases de desauullo g v tovia,
tholaceiana, juvemt v adulto de Fasciola hepatica, por medio de electroforesis en gel de poliv tlarnida o
ininosiectrotransfeenaia, utifizando sueros de conejos infectados experimentalmente. Se identiticaton dos antigunor,
conuipeso mokecoka de P4y 29 kDa que parecen ser comanes a todas las fases de desarrollo del parasto. Los veladne.
athiltoy juvefdl iosdnaon ademas antigenos compartidos de 10, 12,15, 17,21, 42, 45,66y 88 kDa. Tambien s e Laton
athiganos de 1y Hikba enmetacercarias y de 21 kDaen huevos. Todos los extractos fueron evaluados piuavesfic.y
st patefi 1al selodiagnosfco por medio de el ELISA, en sueros de conejos y avinos infectados experimentalmeanle y soeto:.
da boving con infeccion natural, se observé una diferencia estadisticamente significativa p>0.05 al comparar os titulos de
anicusipos de conejo il Fasciola hepatica, con los extractos de Fasciola hepatica provenientes de las fases juvenil,
metacercana y redia con tespoecto a la fase adulta, ef primer grupo de extractos fué 6.33 veces mas sensible en el ensayo

que con sl extracto de adulto. Estas diferencias también se observaron a menor escala con los sueros de ovinos y bovinos.
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INTRODUCCION

La relacién huésped parasito durante la
infeccion de Fasciola hepatica, implica
aspectos inmunolégicos muy complejoscuyo
estudio es vital para la prevencion y control
de esta infeccion en animales de interés
pecuaric y el hombre, los actuales métodos
de inmunodiagndstico e inmunoprofilaxis,
son constantemente analizados ya que el
mejoramiento de estas tecnicas prometen
alternativas de andlisis y nuevos enfoques
de trabajo en la investigacion de esta
enfermedad.

Se ha informado que hay una respuesta de
anticuerpos en animales infectados
experimentalmente contra antigenos de
diferentes estadios infectantes de F.
hepatica. £l suero inmune de oveja produce
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in vitro un precipitado al estar en contacto
con las metacercarias, que son la fase
infectante para el hospedero definitivo,
sugiriendo una reaccion de anticuerpos
especificos contra el tegumento de esta
fase parasitaria (1). Otros resultados
experimentales sugieren que las fases
parasitarias de F. hepatica, que migran por
el parénquima hepatico son los principales
portadores de antigenos funcionales durante
infecciones en ratas y ratones (2). Ademas
existen evidencias de que los productos de
excrecion-secrecién de F. hepatica
producidos entre ocho y siete dias de edad,
sonresponsables de la resistencia adquirida
en contra de la infeccién en ratones (3),
estudios posteriores mencionan la existencia
de un antigeno soluble presente sdlo en
estas fases juveniles del parasito (4).

Se han localizado varios antigenos en
exiractos totales de F. hepatica adulta
reconocidos durante una infeccidn
experimental en conejos (5,17). Los huevos
han mostrado ser portadores de antigenos
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reconocibles por los sueros de animales
infectados pese a no serunafase infectante
del hospedero definitivo, lo que sugiere la
existencia de proleinas antigénicas
compaitidas endiferentes fases de desarrollo
1o informacion sobre la existencia
dhe antigenos compartidos en la fase de
redia aunqgue la probabilidad de su existencia
< alta, Bl opresente estudio tuvo como
otpetivo wentificar antigenos de diferentes
‘ de desarrollo de F. hepatica

sialmenie utlies para serodiagnostico.

MATE

HALES ¥ METODOS

Faseufa hepatica Adulta: Se obtuvieron
2 : sdelrasirode la Ciudad
sefragladarcnallaboratorio
saiina Amortiguadora de
sfa?os {SSAF), se hicieron tres lavados
de lus parasitos en la misma solucion para
remover el exceso de sangre. Se maceraron
en un homogenizador Ten Brock sumergido
en hielo. El material insoluble fué removido
centrifugando a 5000 g durante 10 minutos;
se hizo la determinacién de proteinas por el
método de Lowry (7), y se almacend a -50C
hasta su uso.
Fasciola hepatica juvenil: Se infectaron
tres conejos Nueva Zelanda con 200
metacercarias por via oral cada uno, alos 21
dias posinfeccion fueron sacrificados y se
aislaron del parénguima del higado las
fasciolas juveniles, procesandose éstas en
la forma descrita para las fasciolas adultas.
Metacercarias y redias: Fueron
proporcionadas por el laboratorio de
Helmintologfa del Centro Nacional de
Parasitologia Animal, de Jiutepec Morelos y
se obtuvierona partirdel 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 sedimentacién
de las heces de dos ovinos

Liltas viva

experimentalmente infectados, se hicieron
varios lavados con agua destilada, hasta la
eliminacion de materia fecal y se
homogenizaron como en los c¢asos
anteriores.

Los componentes proteinicos de cada uno
de los exiractos se separaron por
electroforesis en geles de 8SDS-
poliacrilamida; para ello, se aplicaron 50 ug
de cada exiracto en geles discontinuos al
12.5% en 0.2% de ducdecil sulfato de sodio
(SDS) de acuerdo al método de Laemmli (8};
los patrones electroforeticos se tineron con
azul brillante de Coomassie, se utilizé una
preparacion comercial de marcadores de
peso molecular y se realizd una curva de
calibracion, para determinar [0S pesos
moleculares de cada banda de los cinco
extractos.

Sueros inmunes de conejo: Se infectaron
cinco conejos Nueva Zelanda por via oral
con 200 metacercarias cada 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 dias, con intervalos de cuatro
dias entre sangrados iniciando los sangrados
en el momento de la infeccion oral. Los
sueros obtenidos se almacenaron a -50 C
hasta su uso.

Sueros debovinos: Se obtuvieron 17 sueros
de bovinos de un area endémica
naturalmente infectados, a los cuales se les
demostré la infeccidn por medio de pruebas
coproparasitoscopicas de sedimentacién. Se
usaron ademads 10 sueros de bovinos
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 mantenidos bajo condiciones
testigo libres de la enfermedad.

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA). Se
desarrollo el ensayo de acuerdo al método
descrito por Hyllier et al. {10) con algunas
medificaciones: las placas se sensibilizaron



con cada uno de los cinco extractos, a una
concentraciéon de 10 ug/mi, en solucion
amortiguadora de carbonato-bicarbonate 0.1
M pH 9.5; se depositaron 50 ul de solucién
do amligono en cada pozo de una placa de
policstiteno y se incubd por 12 horas a 4 C.
seprolutronprimero los sueros delos conejos
infoctados experimentaimente y del grupo
tesligo negativo obtenidos durante las 12
fechas de sangrado, haciendo diluciones
dobles seriadas desde 1:50 hasta 1:250,000
en SSAF, de los suercs probados se
depositaron 50 pl de cada dilucién/pozo, y
se incubd durante una hora a 37 C. Los
sueros de ovinos y bovinos se procesaron
de la misma forma. Posteriormente se les
afadié el conjugado de peroxidasa-
anticuerpo anti IgG de conejo, anti IgG de
ovino y anti igG de bovino diluidos 1:6000
respectivamente y se incubaron a 37 C.
durante una horg. La solucidén de substrato
constituida por40uMde acido 2,2'-Azinobis-
3-etilbencil-tiazolinesulfonico, 10 uM de
peroxido de hidrégeno en amortiguador de
citratos pH 4 100 mM se aplicé 50 pul en cada
pozo y se dejé durante 30 minutos a
temperatura ambiental, Posteriormente se
obtuvo la absorbancia de cada pozo en el
lector de ELISA Dynatech Minireader |, a
414 nm. Se hizo la determinacién de las
diferencias de absorbancia de los sueros de
conejos infectados y de los testigos obtenidos
a los 21 dias posinfeccion, y confrontados
con los cincos extractos, los resultados se
sometieron a un analisis de varianza.

Inmunoelectrotransferencia: Se hizo de
acuerdo al método descrito por Towbin y
Gordon (9). Brevemente, los extractos
separados electroforéticamente se
transfirieron del gel a membranas de
nitrocelulosa a corriente constante de 400
mA., durante cuatro horas, los extractos
transferidos y bloqueados en soluciéon de
gelatina al 0.5 p/v en SSAF, se incubaron
con los sueros de conejos del dia 21
postinfeccion, seguido de unaincubacionen
conjugado anti IgG de conejo marcado con
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peroxidasa, las bandas antigénicas fueron
reveladas consolucion dediaminobenzidina-
H202. 100uM y 10uM de peroxido de

hidrogenoen SSAF. Alus bindasanliganicas
detectadas so¢ lon dolorming of poso
molecular por comprraeion con ol palion
electroforético do s protaitiedtatider o lag
que previamente su los hdabila detorndiado

los pesos moleculdres:s,

RESULTADOS

Electroforesis en gel de poliacrilamida e
inmunoelectrotransferencia,

Fase Adulta: Se identificaron 28 bandas
protefnicas comprendidas en un rango de
peso molecular entre 100 y 10 kDa. (Fig 1-
|A}, de este patrén proteinico se identicaron
13 antigenos, con pesos moleculares de 10,
12,15,17,21,24,29,42,45,55,66,88 y 97
kDa (Fig. 1-11A).

Fase Juvenil; Eipatrén deproteinas totales,
permiti¢ identificar 18 bandas (Fig. 1-1B), de
las cuales 11 mostraron actividad antigenica;
fos pesos moleculares que se determinaron
fueron 10,12,15,17, 21,24, 29,42, 45,66y
88 kDa. {Fig. 1-1IB).

Metacercarias: Esta fase mostré alrededor
de diezbandas proteinicas (Fig. 1-IC), delas
cuales cinco tuvieron un peso molecular de
21, 24, 29, 42 y 45 kDa. y todas mostraron
actividad antigénica (Fig. 1-1IC).

Redias: El patrén proteinico de esta fase
mostré 30 bandas, con una clara
sobreexpresion de un grupo de cuatro
protefnas con un peso molecular entre los
24y 35 kDa (Fig. 1-1D), solo se encontraron
dos antigenos de peso molecular de 24 y 29
kDa (Fig. 1-iiD).

Huevos: Se identificaronalmenos 18 bandas
de proteinas entre los 10 y 90 kDa (Fig. 1-
IE), solo las bandas con peso molecular de
21y 28 kDa mostraron actividad antigénica
(Fig. 1-I1E).



Fig.1. Electroforesis en gel de poliacrlamida e Inmunoelectrotransferencia (IET) de los extractos antigénicos de las diterentes fases de desarrolio
de Fasciola hepatica. |. Patrdn de proteinas totales de las & fases de desarrolio de Fasciofa hepatica. I, Antigenos identificados por IET en las
diferentes fases de desarrollo; se utilizo una mezcla de sueros de conejos infectados experimentaimente con Fasciola hepatica y obtenidos dia
el 21 posinfeccion. A. Fase adulta B, Fase juvenil. C. Metacercaria O. Redia E.Huevo.

Ensayos inmunoenzimaticos.

Los cinco extractos preparados & partir de
los diferentes estadios de desarrolio de F.
hepatica y confrontados con los sueros de
los conejos infectados experimentalmente,
por medio de el ELISA, se observs que a
partir del séptimo dia postinfeccién, se inicié
la deteccién de anticuerpos circulantes en
contra de los cinco extractos empleados. En
la Fig. 2 se muestra el incremento de los
titulos de anticuerpos del grupo de conegjos
infectados, con respecto al tiempo de
infeccion, comparados con el grupo testigo
libre de infeccidn, los puntos de cada dato
representa la media del titulo de
anticuerpos,transformados a su
correspondiente valor en logaritmo base 10,
concincoconejos encadagrupo. Los valores
de absorbancia de los cinco suercs de
conejos infectados muestran una tendencia
aincrementarse diferenciandose claramente
de los sueros dei grupo testigo negativo. Los
valores maximos de las medias del titulo de
anticuerpos se encuentran en los dias 30-40
postinfeccién en los cinco extractos
probados. Enlafigura 3 se sefialala dilucion
en la cual los valores de los sueros positivos
y negativos muestran la maxima separacion
de valores de absorbancia y fué utilizado
como corte de positividad. La confrontacion

de los sueros de 10s dos grupos de conejos
con los diferentes extractos antigénicos,
mostré diferentes niveles de deteccién de
anticuerpos anti F. hepatica, al graficar los
valores de absorbancia obtenidos contra el
logaritmo de la dilucién del suero a los 21
dias postinfeccion, se observd una mayor
deteccidn de anticuerpos con los extractos
de las fases juvenil y de metacercaria; esto
permitid determinarel coeficiente de extincién
colorimétrica que ubica el nivel de
absorbancia en 0.1 que separa los valores
positivas de los negativos (A414 nmj, asi
como la minima dilucion de suero a usar en
el ensayo, gue en la figura 3 se localiza en
1:500, se puede observar que las diluciones
mas altas de los sueros negativos (sefalados
con una flecha), al ser confrontados con los

“extractos de las fases adulia y juvenil, se
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encuentran en el umbral del corte porio que
se podrianinterpretar como falsos positivos;
este fendmeno no se observd en los demas
extractos.

La confrontacion de los sueros provenientes
de bovinos y ovinos infectados y los
correspondientes grupos de sueros testigos
negativos, con los extractos antigénicos de
todas las fases de desarrolio, probados por
el ELISA, mostraron que en |0s cinco
extractos sedetectan anticuerpos circulantes
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Fig. 2. Dstarminacién por ELISAdelos anticuerpos circulantes anti Fascioia hepaticaen sueros de congjos infectados
experimentalmanta y sueros de conejos no infectados. Se utilizaron los extractos antigénicos da las diferentes
tases de desarrollo para monitorear la cinética de fos anticuerpos durante el desarrollo de la infeccién. Los puntos
representan las medias de los titulos de anticuerpos encontrados a diferentes intervalos de liempo.
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Fig. 3. Identificacién de los niveles de corte de diluciny absorbancia para sueros de conejos positivos y negativos
a Fasciola hepatica, confrontados conltra los 5 diferentes extractos. Las lingas cruzadas sefialan una absorbancia
de 0.1 y una dilucion de 1:500 como cifras minimas significativas en fa discriminacion entre sueros positivos y
negativos. La flecha sefiala el punio en el cual los extractos correspondientes a las fases adulta y juvenil, producen
falsas reacciones positivas al confrontarse con los sueros negativos. El extracto utilizado se representa en la
grafica con fas dos primeras letras de cada fase y los simbolos que preceden a las siglas indican la confrontacien
con sueros positivos {+) o negativos (-).
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Fig. 4. Determinacién de los niveles de anticuerpos circulantes anti Fasciola hepatica por ELISA, utilizando los
cinco extractos antigénicos de las diferentes fases de desarrollo de Fasciola hepatica. A. Seis sueros positivos de
ovinos son representados por 10s circulos negros y cualro negativos por los blancos. B. diez y siete sueros de
bovinos infectados son representados por 108 circulos negros y diez susros de bovinos libres de la infeccidn por
los blancos.

N
2
=3

1/dil. suero X 100
8

100

174il. suerp 8 100

Fig. 5. Comparacidn de los cinco extractos antigénicos de Fasciola hepatica, en la deteccién de anticusrpos
circulantes anti Fasciola hepatica en conejos, ovinos y bovinos. A: Sueros de conejos confrontados con los
diferentes extractos Las barras representan la media def titulo de anticuerpes de los congjos infectados al dia 21
posinfeccion. B:Sueros de Bovinos, las barras representan las medias de los titulos de anticuerpos representados
enlafigura 4B. C: Sueros de Ovinos, las barras representanas medias sueros representados en lafigura 4A. Los
nimeros en todos los casos representan 1. Fase adulia 2. Fase juvenil 3. Metacercaria 4. Redia 5. Hueve. El
nimero seis corresponde a un testigo de sueros negativos confrontados con extracto de Fase adulta.
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anti, F. hepatica (Fig. 4). Los promedios de
titulos de anticuerpos obtenidos con sueros
de conejo, ovinoy bovino 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 titulcs 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
inmunolégicos que utilizan suero de animales
infectados y anticuerpos monoclonaies,
indican que los cambios estan relacionados
con péptidos de naturaieza antigénica (11).
Lainmunoelectrotransferencia confirmaque
se incrementa la complejidad antigénica
conforme el pardsito avanza hacia su
madurez sexual, de hecho se hace evidente
que existe unincremento subito de antigenos
detectados que coinciden con la fase de
metacercaria, este incremento se mantiene
durante el resto del desarrollo del parasito;
sinembargo, ciertos antigenos se mantienen
constantes durante todas las fases de
desarrollo; se observd la constancia de un
grupo de antigenos comprendidos entre los
21y 29 kDa. {Fig 1-1A-E) que se mantienen
como distintivos en esta especie de parasito.
Esta observacién es similar a la informada
por otros autores en el sentido de que F.
hepatica pueda tener antigenos comunes a
todos los estadios del ciclo de vida (1). Este
grupo antigénico fué identificado por los
sueros de ovinos infectados por F hepatlica,
encontrando que existen antigenos
inmunodominantes en diferentes fases de
desarrollo delparasito con un peso molecular
de 29-31 kDa {18). En trabajos previos se
identificaron antigenos de peso molecular
de 29 y 24 kDa en ventosa ventral y
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tegumento respectivamente, de la fase
juvenil de F hepatica (13), que podrian estar
relacionados con los antigenos del mismo
pesoc molecularidentificados 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 recién desenquistadas; en F.
hepatica inmadura se han encontrado
antigenos de 110,94 y 70 kDa, y en las
formas maduras de 200, 150 y 25 kDa, asi
como proteinas de diversos pesos
moleculares, lo 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 congjos, con
periodos muy breves de infeccién, de hecho
los titulos se hicieron significativos a partir
de los siete dias post-infeccién. Existe una
cierta tendencia a detectar anticuerpos
tempranos al utiizar extractos provenientes
de las fases juveniles o aquelios originados
por metacercarias y redias, por esto se
decidio utilizar los sueros obtenidos a los 21
dias posinfeccién de los conejos, para
detectarlos antigenos tempranos, yaque es
en este periodo cuando las diferencias en
los titulos de anticuerpos se hacen mas
marcadas como se observa en la figura 2;
esto coincide con los datos informados
previamente (1). Existen algunos antigenos
que sélo se expresan en una fase temprana
de desarrollo; pero el patrén de antigenos
inmunoelectrotranferidos no permitid 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 estadisticamente significativas
{p>0.05), al compararse las medias de los
titulos de anticuerpos a los 21 dias
posinfeccion confrontados con los extractos
antigénicos provenientes de las fases juvenil,



metacercariay adulta (Fig. 5-A). Los mismos
datos demuestran quelas redias ylos huevos
comparten antigenos con estadios
posteriores, corroborando informes previos
(12). El efecto de deteccién de anticuerpos
tempranos atribuibles a los extractos de
fases juveniles y metacercarias, también fué
observado en ovinos y bovinos (Fig. 5-By
C). Todos los extractos antigenicos muestran
valor potencial para ser utilizados enensayos
inmunodiagnésticos, pese a la variabilidad
de los valores de absorbancia de la fraccion
antigénica proveniente de huevos, los
restantes extractos son capaces de
diferenciar con gran sensibilidad los sueros
de los bovinos y ovinos infectados, de los
sueros testigos. Las diferencias detectadas
en los ensayos inmunoenzimaticos pueden
ser atribuidos a los antigenos identificados
en las diferentes fases de desarrollo, existe
la probabilidad que los antigenos
comprendidos en el intervalo de los 21 alos
29 kDa tenga un papel preponderanteenlos
eventos inmunoldgicos desencadenados
durante la infeccién de F. hepatica.

En estudios previos el ELISA ha sido utilizado
para el diagnéstico de la infeccion de F.
hepatica en bovinos y ovinos
experimentalmente infectados (14), aunque
los resultados muestran que el ensayo tiene
una aplicacién practica, el presente estudio
hace notar que es necesario examinarlo
nuevamente para determinar sus
limitaciones en condiciones naturales de la
infeccién. Es probable que el uso de los
antigenos con un intervalo de 21 a 29 kDa
sean firmes candidatos a ser utilizados en el
ELISA que permitan detectar anticuerpos
especificos, no importando si se encuentra
alinicio de lainfeccién,en la fase aguda o en
la fase cronica; esta ventaja ayudaria en
pruebas de monitoreo epidemiolégico a
reducir el niumero de falsas reacciones
positivas y negativas.
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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 kiloDaltons
(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 88 kDa. in addition, three antigens of MW 21, 42 and
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 . hepaticaand serafrom
naturally infected cattle. There was a statistically significant
difference P<0.05, in the antibody titers of infected rabbits
with Fasciola hepaticawhentested 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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