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RESUMEN 
Con objeto de identificar los antigenos de excreci6n/secreci6n (EfS) de Fasciola hepatica. reconocidos por los sueros de OVInOS 

tratados con adyuvante completo de Freund (ACF), durante el curso de una infecci6n experimental. se emplearon 30 ovinos en 6 
grupos de 5 animales, que se infeetaron en el dia 0 con 250 metacercarias de F hepatica. Los animales de los grupos 1 al 5, se 
inocularon intraperijonealmente (IP) con ACF los dias 14 y 7 antes, y los dias 0,7 Y 14 despues de la infestaci6n con las metacercarias. 
EI grupo 6 fue testigo. Semanalmente. en ·14 ocasiones, se les tom6 muestra de suero que se titul6 por medio de la prueba de 
hemaglutinaci6n pasiva (HP) y se expuso a papel de nitrocelulosa. previamente transferido con antigenos de E/S. para analizar las 
proteinas reconocidas especificamente p~r IgM e IgG. Ambas tecnicas se Hevaron a cabo con antigeno de EfS del trematodo. EI 
inicio de la respuesta de anticuerpos p~r HP se obselVo a la semana 2 posinfecci6n (PI), alcanzando titulos maximos en las semanas 
3 y 5 PI. Para la semana 12 PI, los titulos descendieron sin lIegar a los niveles iniciales. En la inmunoeleetrotransferencia. 11 bandas 
antigenicas con pesos mcleculares aparentes (PMA) superiores a29 kOa, predominando las de 36, 45 y57 kOa. fueron reconocidas 
por las IgM de los sueros de los animales. y solo 9 por las IgG, obselVandose principalmente las de PMA 135, 125,44.28,26.5 Y 25 kOa. 
A partir de la semana 2 PI. se apreciaron las de 25 a28 kOa ydesde la semana 6 PI, las de menos de 25 kOa. Los sueros de los 12ovinos 
seleccionados reconocieron la banda de 44 KOa. Los patrones de reconocimiento que muestran los sueros de ovinos tralados con 
AC F e infectados con F hepatica fueron semejantes a los del grupo testigo. 

PALABRAS CLAVE: Fasciola hepatica, Antigenos. Inmunoelectro\ransferencia. Ovinos, Hemaglulinaci6n Pasiva. Adyuvante 
completo de Freund. 
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INTRODUCCION 
La identificacion y aislamiento de antigenos (3), mencionan que una proteina de 17 kDa 
de Fasciola hepatica es importante para la es adecuada para el diagnostico, ya que es 
mejor comprensi6n de los mecanismos especificamente detectada por los sueros de 
inmunes y la caracterizacion de antigenos bovinos y ovinos infectados, no presentando 
especificos disponibles, para el diagn6stico reacci6n cruzada contra otros parasitos 
y la protecci6n contra la fasciolasis. Se ha relacionados y desapareciendo la reactividad 
encontrado que, cuando se fraccionan los hacia este antigeno despues de la 
productos de secreci6n/excreci6n' (E/S) de qUimioterapia exitosa. 
F hepatica, las fracciones de alto peso Por otra parte, el efecto inmunoestimulante 
molecular reaccionan con suero de ovino: rata del adyuvante completo de Freund (ACF) 
y conejo infectados con el trematodo y que sobre infecciones bacterianas y parasitarias 
los de bajo peso molecular, solo reaccionan ha side ampliamente estudiado. A este 
con el suero de conejo y ovino (1). Asimismo, respecto Bomford (4), al revisar el efecto ACF 
Rivera y col. (2), men cion an que el suero de sobre las enfermedades parasitarias, 
ovino infectado detecta predominantemente encontro que en varias de estas infecciones 
polipeptidos de 150-169 kDa y que hayun efecto potenciadordel sistema inmune 
polipeptidos de 25 a 30 kDa, constituyen contra el agente parasitario. Asimismo, se 
candidatos excelentes para el diagn6stico de ha observado que la aplicacion intraperitoneal 
fasciolasis aguda. Por otra parte Hillyer y Soler del ACF en ovinos, confiere resistencia parcial 

contra Haemonchus confortus (5) y F 
a Recibido para su publicaci6n el29 de febrero de 1996. 
b CENIO-Microbiologia, INIFAP-SAGAR. Km 15.5. Carretera hepatica (6,7). EI ACF tambien aumenta 
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de este adyuvante, estimula la activaci6n de 
los macr6fagos (8). 
En el presente trabajo, se ensayaron sueros 
de ovinos infectados experimentalmente con 
Fasciola hepatica, para tratar de caracterizar 
la respuesta humoral hacia los productos de 
E/S de F. hepatica adulta, a traves del curso 
de una infecci6n experimental, en ani males 
tratados con ACF, e identificar la variaci6n de 
los perfiles antigenicos de los productos de 
E/S, reconocidos por el mismo hospedero y 
entre hospederos durante la infecci6n. 

MATERIALES V METODOS 
Se emplearon 30 ovinos, de ambos sex~s, 
de raza pelibuey, de 7 a 8 meses de edad, 
libres de F. hepatica, los cuales se 
mantuvieron bajo condiciones de 
semiconfinamiento. Todos los ovinos se 
desparasitaron con Clorhidrato de Levamisol, 
cada 21 dias previos al inicio del experimento. 
EI lote se dividi6 en seis grupos de cinco 
animales cada uno, cada grupo se identific6 
con numeros progresivos y los tratamientos 
se asignaron al azar. Los ovinos de los grupas 
1, 2, 3, 4 Y 5 se inocularon por via 
intraperitoneal (IP), con 1 ml de ACF 
emulsificado en un volumen igual de soluci6n 
salina amortiguadora de fosfatos (SSAF) por 
animal, de la siguiente manera: los grupos 1 
y 2 se inocularon 14 y 7 dias antes de la 
infecci6n con F. hepatica respectivamente; el 
grupo 3 recibi6 el tratamiento el dia de la 
infecci6n y los grupos 4 y 5 10 recibieron 7 y 
14 dias posinfecci6n (PI) respectivamente. 
Por ultimo, el grupo 6 (testigo), s610 recibi6 2 
ml de SSAF par la misma via. Todos los ovinos 
recibieron en el dia 0, 250 metacercarias de 
F. hepatica, obtenidas bajo condiciones de 
laboratorio (9). Semanalmente, en 14 
ocasiones (1 semana antes de la infecci6n 
hasta 12 semanas PI), se tomaron muestras 
de sangre de cada uno de los animales para 
obtener el suero y este se almacen6 a -20 C 
hasta su uso. A las 12 semanas PI, los ovinos 
fueron sacrificados, extrayendo el higado para 
colectar fasciolas del parenquima, conductos 

biliares y vesicula biliar. 
Las muestras de suero se analizaron por 
medio de los ensayos de hemaglutinaei6n 
pasiva (HP), de acuerdo a 10 descrito por 
Bautista (10) para determinar los titulos de 
anticuerpos contra F. hepatica, y por 
inmunoelectrotransferencia (lET), segun 10 
descrito por Towbin y col. (11), para 
determinar el reconocimiento de fracciones 
antigenicas. La electroforesis se desarroll6 
en geles discontinu~s de poliacrilamida-SOS, 
de acuerdo a Laemli (12) en geles 
preparativos de 12.5% (12) , usando 
marcadores pretenidos de peso molecular 
(SIGMA, St. Louis Missouri) con valores de 
14.3 (Iisozima) a 200 kOa (miosina). La 
transferencia de protei nas de los geles al papel 
de nitrocelulosa de 0.45 mm (Millipore, 
Mexico O.F.), se realiz6 a voltaje constante 
(50 V) por 1 hora en soluci6n amortiguadora 
de 0.025 M Tris/0.192 M Glicina 120% 
metanol, pH 8.3. La nitrocelulosa se incub6 
durante toda la noche a 4 C, en una soluci6n 
amortiguadora de Tris-HCI pH 7.4/2% leche 
descremada (TBS-Ieche) para bloquear los 
sitios reactivos libres. Va bloqueada, la 
nitrocelulosa se corto en tiras de 5 mm de 
ancho y se incubaron por una hora con el 
suero diluido 1 : 1 00 en TBS-Ieche. Oespues 
de tres lavados con TBS/O.05% Tween 20, 
las tiras de nitrocelulosa se incubaron por una 
hora con los conjugado anti IgG (SIGMA) 0 
anti IgM (CAPPEL) ovino, unido a peroxidasa 
de rabano, diluidos respectivamente1:500 y 
1 :1000 en TBS-Ieche, respectivamente. Las 
tiras se lavaron como se describi6 
anteriormente y se expusieron a una soluci6n 
del substrato (100mg 4-cloro-naftol; 33 ml 
metanol absoluto; 165 ml salina 
tamponada[20 mM Tris-HCI, 0.2M NaCI] y 
66ml de H 0 aI30%), durante 10 minutos 0 
hasta que2 1a2 reacci6n se hiciera aparente. 
Para detener la reacci6n, las tiras se lavaron 
con agua destilada. 
Todos los sueros se sometieron a la prueba 
de HP, mientras que con lET s610 se 
trabajaron las muestras de 12 animales. Para 
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esta prueba se seleccionaron muestras de 
sueros de dos animales de cada grupo, las 
cuales correspondieran a los ovinos con 
mayor y menor numero de parasitos por grupo, 
pretendiendo con esto, abarcar una amplia 
gama de la respuesta inmune de cada grupo 
en particular. Para determinar el perfil de 
reconocimiento de antigenos por IgG, se 
examinaron los sueros desde el dia de la 
infeccion hasta la semana 12 PI, ademas, 
se realizaron mezclas de sueros de los cinco 
ani males del mismo grupo y se trabajaron 
las semanas 2, 4, 6, 8 Y 10 PI. Para 
determinar los perfiles antigelnicos 
reconocidos por IgM, se emplearon los sueros 
de los mismos 12 animales y de las mezclas 
de los sueros de los 5 ovinos de cada grupo, 
solo se trabajaron las correspondientes a las 
semanas 0, 2, 4, 6 Y8 PI. 
En ambas tecnicas se empleo una mezcla 
de productos de E/S de F. hepatica adulta, 
preparada de acuerdo a Ruiz (13). EI antigeno 
se concentro 5: 1 por vacio, usando ultrafiltros 
de inmersion CX (Millipore Mexico D. F.), con 
poro de corte de 10 kDa para poder ser usado 
en lET. La concentracion de proteina se 
determino p~r el metodo de Bradford (14). 
Para determinar la especificidad de las 
reacciones sericas de las muestras 
obtenidas, se realizaron pruebas cruzadas 
con antigeno somatico de Haemonchus 
contortus, Moniezia spp. y antigeno de fluido 
vesicular de la fase larvaria de Taenia solium. 

Para estas pruebas, se emplearon los sueros 
de las semanas 0, 4 Y 8 PI, de dos animales 
que reconocieron el mayor numero de bandas 
cuando se sometieron al antigeno de F. 
hepatica. De estos dos sueros, se hizo una 
mezcla Ja cual se adsorbio con los tres 
antigenos heterologos; una fraccion de la 
mezcla de los sueros se adsorbio por 
separado con el antigeno de F. hepatica. 
EI analisis estadistico de los valores de 
fasciolas recuperadas en el higado, se 
analizaron mediante un diseiio de bloques al 
azar 6 X 2, con 5 repeticiones, usando el 
paquete «General Lineal Model» del SAS, y 
las diferencias entre las medias se sometieron 
ala prueba de Tukey(15). 

RESULTADOS 
Recuperacion de fasciolas del higado. 
De las metacercarias administradas, a la 
necropsia, se localizaron un promedio de 
39±23.5 (desviacion estandar) fasciolas por 
higado, por ovino, para el grupo testigo, 
resultando esto en 15.5% de recuperacion 
del total administradas. EI grupo 2 presento 
el menor numero de fasciolas recuperadas 
con solo 5.2±6.2 fasciolas en promedio, 
correspondiendo a un porcentaje de 
recuperacion de 13.3% con respecto del grupo 
control. De los grupos 1, 3, 4 Y5 se colectaron 
en promedio 19.8±19.2, 14.8±21.9, 12±11 y 
15.8±13.7 fasciolas respectivamente. En el 
Cuadro 1, se presentan los resultados en 

CUADRO 1. PROMEDIO DE FASCIOLAS RECUPERADAS DE HIGADO POR GRUPO DE 
OVINOS INFECTADOS Y TRATADOS CON ADYUVANTE COMPLETO DE FREUND 

GRUPO DIA DE TRATAMIENTO· PROMEDIO ±D.E REDUCCION (%)** 
1 -14 19.8 ± 19.2 ab 49.2 . 

2 -7 5.2 ± 6.4 b 86.7 
3 o 14.8 ± 21.9 ab 62.0 
4 7 12.0± 11.0ab 69.2 
5 14 15.8 ± 13.7 ab 61.5 
6 39.0 ± 23.5 a 0.0 

* Con respecto al dia de la infecci6n realizada el dia 0 con 250 metacercarias de F. hepatica obtenida bajo 
condiciones de laboratorio. 

ab Diferentes literales en la misma columna indican diferencia significativa (p<.05). 
** % de reducci6n::: 100 - CZ parasitos del grupo x 1 00/X' parasitos del grupo testigo) 
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forma de porcentajes de reducci6n de 
establecimiento, con respecto de los testigos. 
notando que el grupo 2 fue el que mostr6 el 
mayor porcentaje de reducci6n de todos los 
grupos. siendo de 86.7%. 
EI analisis de varianza, aplicado al numero 
de fasciolas encontradas en higado, no fue 
estadisticamente significativo (p>.05), pero el 
valor critico de «F» (2.64) se encontr6 muy 
cercano al valor de «F» calculado (2.11); por 
tal motivo. los datos se sometieron a la prueba 
de diferencia entre medias de Tukey (15). 
obteniemdose diferencia significativa (p<.05) 
entre el grupo 2, tratado una semana antes 
de la infecci6n y el grupo testigo. 

Titulos de anticuerpos por medio de 
Hemaglutinaci6n Pasiva. 
La resultados de la serologia realizada por 
medio de la tecnica de HP, utilizando 
productos de E/S para determinar los titulos 
de anticuerpos anti-F hepatica, se 
transformaron a su logaritmo de base 2. En 
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la Figura 1, se observa que los animales 
comenzaron a reaccionar desde la semana 
2 PI Y con incrementos graduales en las 
semanas 3 y 4 PI en todos los grupos. Para 
la semana 12 PI los titulos descendieron sin 
Ilegar a los valores iniciales. Es importante 
hacer notar que, los mayores titulos de 
anticuerpos contra F. hepatica se observaron 
en los grupos 1, 4 Y 5 y los menores fueron 
para los grupos 2 y 3. 
Para el grupo 6 que no recibi6 tratamiento 
con ACF. el incremento de los titulos fue 
importante en las primeras semanas 
(semana 1 - 3), y present6 un decremento 
drastico a partir de la semana 6 y se mantuvo 
constante hasta la semana 12 PI. 

Inmunoelectrotransferencia 
AI amilisis de la respuesta de IgG hacia los 
antigenos de E/S, en el grupo testigo que 
s610 recibi6 la infecci6n sin el 
inmunoestimulante, y del cual se recuperaron 
el mayor numero de parasitos adultos a la 

... GRUPO 1 

..... GRUPO 2 

...... GRUPO 3 

-:*-GRUPO 4 

~GRUPO 5 

-trGRUPO 6 

8 9 10 11 12 
Semanas posinfeccion 

Figu ra 1. Promedio del titulo de anti cuerpos (log) determinados por hemaglutinadon pas iva en ovinos 
infectados con F hepatica y tratados con ACF a los -1'it (Grupo 1:.... ). -7 (Grupo 2; ..). 0 (Grupo 3; ~ ). 
+7 (Grupo 4; * ) y +14 (Grupo 5; ~ ) dias antes de la infeccion. EI grupo 6 ( -A- )sirvio como testigo. Se 
emplearon globulos rojos formalinizados sensibilizados con productos de secreci6n/excreci6n de F hepatica. 
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necropsia, en general se observo un mayor AI analisis de la respuesta de IgM, se 
reconocimiento en el numero de bandas, reconoci6 un maximo de 11 bandas, y en 
detectandose de manera relevante nueve contraste con 10 observado usando anti-lgG, 
bandas antigenicas con los siguientes pesos se observ6 un menor reconocimiento de 
moleculares aparentes (PMA) 135, 125, 44 bandas en los animales con mayor numero 
(compuesta por tres bandas), 28, 26.5, 25, de fasciolas a la necropsia, reconociendo solo 
17,12 Y 11 kDa. En contraste, en el grupo 2 5 bandas de 36,45,57, 125 Y 135 kDa. Los 
solo se detectaron tres bandas (28, 26.5 Y sueros de los dos ovinos seleccionados del 
25 kDa) yen algunas semanas se detecto la , grupo 1, fueron los que reconocieron el mayor 
de 44 kDa. En todos los grupos, las dos numero de band as (11 bandas) y los sueros 
bandas de alto peso moleculqr de 135 y 125 de los ovinos del grupo 6, s610 reconocieron 
kDa aparecen alrededor de la semanas 4 y 5 las cinco bandas citadas (Figura 4). Las 
posinfecci6n y permanecen visibles hasta la muestras sericas de 7 ovinos (7 de 12) 
semana 12. En todos los animales de los reconocen la mayoria de las bandas entre 
grupos 1, 3, 4 Y 5 se manifest6 la banda de las semanas 2 y 4 PI. Los sueros de los dos 
44 kDa entre la tercera y cuarta semana PI, ovinos del grupo 2, reconocen componentes 
el complejo de bandas de 28, 26.5 Y25 kDa antiglmicos desde la semana 2 PI. Las 
aparecen desde la semana 2 PI, sin embargo, bandas de 125 y 135 kDa, fueron reconocidas 
los sueros de cuatro animales la reconocen con particular alta intensidad por los sueros 
antes de la infeccion. Por ultimo, la banda de de los animales de los grupos 3, 4 Y 5 . 
aproximadamente 17 kDa se reconocio por AI probar los sueros en lET por grupo, se 
sueros de 5 ani males y' aparece alrededor de observ6 que la respuesta disminuye en 
la semana 6 0 7 PI (Figura 2). AI probar los intensidad, detectandose s610 aquellas 
sueros en lET por grupo, s610 permanecen bandas comprendidas entre 36 y 57 kDa; por 
visibles las bandas de 25, 26.5, 28 Y 44 kDa otra parte, la mezcla de sueros de los grupos 
(Figura 3). 1, 2, 3, 4, Y 5 reconoce sola mente estas 
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Figura 2. Reconocimiento de antigenos de ElS de F. hepatica p~r medio de inmunoelectrotransferencia con 
IgG p~r sueros de ovinos infectado 12 semanas con F. hepatica y tratados 0 no tratados con ACF. Cada serie 
de inmunotransferencias corresponde al perfil de reconocimiento de un ovino con mayor numero de fasciolas 

en hfgado por grupo. 
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Figura 3. Reconocimiento de antigenos de ElS de F. hepatica por medio de inmunoelectrotransferencia con 
IgG en sueros de ovinos infectados experimental mente con F. hepatica durante 12 semanas y tratados con ACF 
a diferentes intervalos de la infecci6n (Los animales de los grupos 1, 2. 3. 4 Y 5 se inocularon intraperitonealmente 
con ACF a los -14. -7. 0, 7 Y 14 daas de la infecci6n respectivamente. el grupo 6 fue testigo), Los perfiles 
observados representan la mezcla de sueros de los animales de cada grupo con mayor y menor numero de 
fasciolas recuperadas a la necropsia. 
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Figura 4. Reconocimiento de antigenos de ElS de F. hepatica por medio de inmunoelectrotransferencia con 
IgM en el suero de un ovino del grupo 4 infectado durante 12 semanas con F. hepatica y tralado con ACF 7 dias 
posinfecci6n. 
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bandas entre las semanas 4 y 8 PI 
(Figura 5), mientras que, la mezcla de sueros 
del grupo 6, reconoce dos bandas (47 y 57 
kDa) en la semana 4 PI. 

Reacciones cruzadas por medio de lET 
AI exponer la mezcla de los sueros de los 
dos ovinos infectados con F. hepatica, contra 
antigenos de H. contortus, Moniezia spp y T 
so/ium, separados par electrotransferencia, 
las IgG de estos animales reconocen 19 
bandas antigenicas, s610 cuando los sueros 
se confrontaron can el antigeno de fase 
larvaria de T solium (Figura 6). No se 
encontro coincidencia entre el reconocimiento 
de band as entre los diferentes antigenos par 
los sueros de los ovinos infectados can F 
hepatica. 

DISCUSION 
En el presente trabajo se uso el adyuvante 
completo de Freund en ovinos infectados 
experimentalmente con F hepatica, para 
tratar de determinar el efecto 

inmunomodulador del adyuvante, sobre el 
numero de parasitos en higado y la respuesta 
inmune humoral de los hospederos. En el 
primer caso, se observo gran variacion dentro 
de los grupos en el numero de fasciolas 
recuperadas al sacrificio; de esta forma, la 
comparacion de los porcentajes de parasitos 
en higado, no represento una diferencia 
estadisticamente significativa (p>O.5), sin 
embargo, consideramos que cuenta can 
importancia biologica, ya que en el grupo 2 
se observo un 87% de reducci6n de parasitos, 
comparado can el grupo testigo. 
Los titulos observados par media de HP 
manifiestan un patron similar al informado par 
Najera (16), quien menciona que el 
incremento en la semana 2 PI, puede deberse 
al proceso de migracion de las fasciolas 
inmaduras en el paremquima hepatica y que 
el descenso entre las semanas 9 y 10, es 
una consecuencia del establecimiento de los 
parasitos en los ductos biliares, donde el 
estimulo antigemico se reduce 
marcadamente. 
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Figura 5. Reconocimiento de anligenos de E/S de F hepatica por medio de inmunoelectrotransferenci3 con 
IgG en sueros de ovinos infectados experimentalmente con F hepatica durante 12 semanas y tratados con ACF 
a diferentes intervalos de la infecci6n (Los animales de los grupos 1, 2. 3, 4 Y 5 se inocularon intraperitonealmente 
con ACF a los -14, -7, o. 7 y 14 dias de la infecci6n respectivamente. el grupo 6 fue testigo). 
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Figura 6. Respuesta de IgG de la mezcla de dos sueros de ovinos infectados con F hepatica, probados para 
especificldad con antigenos de parasito completo de Haemonchus confortus (H), macerado de Moniezia spp. 
(M), fluido vesicular de Cisticerco cellulosae (C) y antigenos de excresion/secresi6n de F hepatica (F), 
Linea 1 suero adsorbido con H, M Y C; linea 2. suero adsorbido con F, linea 3. suero negativo y linea 4 suero 
positivo. 

En el presente estudio se caracteriz6 
parcialmente el reconocimiento de antigenos 
parasitarios a traVElS del curso de una infecci6n 
experimental con F. hepatica. La respuesta 
de IgG anti-F. hepatica, se inicia desde la 
semana 3 PI, con maxima actividad de 
reacci6n despues de la semana 9 PI. Las 
bandas detectadas mostraron un am plio 
rango de PM aparente, que vario entre alto 
(135-125 kOa), medio (44-25 kOa) y bajo 
(menores de 25 kOa). Estas bandas de 
reaccion concuerdan con las identificadas per 
Sexton y col. (17), quienes en su trabajo de 
caracterizaci6n de antigenos metab6licos y 
somaticos de F. hepatica, determinan que el 
mayor numero de bandas reconocidas se 
encuentran entre 29 y 43 kOa. EI estudio de 
los perfiles de reconocimiento de dichos 
sueros indica que, bandas menores de 25 
kOa se revelan desde las cuatro semanas 
PI, 10 cual concuerda con la presentaci6n 
cronica de la fasciolasis. AI respecto Ruiz 
(13), menciona que algunas de las bandas 
de peso molecular bajo, no son espedficas 
de F. hepatica, porque son reconocidas tanto 
por grupos infectados como no infectados, 
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efecto que se observ~ en el presente trabajo 
con algunos animales, y en otros hasta la 
semana 4 0 5 PI. Estos mismos antigenos 
no fueron detectadas por Solano y col. (18) 
quienes informaron de la deteccion de 
proteinas con peso molecular superior a 29 
kDa. La banda que se manifiesta con un PMA 
de 44 kOa fue reconocida por todos los 
ani males infectados con F. hepatica, y 
ninguno de los sueros la detecto antes de la 
infeccion; por 10 tanto, este antigeno podria 
ser de caracteristicas relevantes para el 
diagnostico de fasciolasis cronica en los 
ovinos. 
Solano y col. (18), en su caracterizpcion de 
anticuerpos monoclonales contra P. hepatica, 
mencionan la observacion de bandas de 
reacci6n en forma de complejos dobies, ellos 
muestran los siguientes complejos: 180/160, 
93/63, 53/50 Y 32/29. En el presente estudio 
tambien se observaron complejos 
semejantes, pero de diferente peso molecular. 
Estas diferencias podrian deberse a 
cualquiera de las siguientes opciones: un 
proceso proteolitico que degrade las mismas 
bandas, haciendolas aparecer como de menor 



peso; proteinas independientes, recordando 
que los anti cuerpos monoclonales pueden 
diferenciar un mayor rango de antigenos 
diferentes de las observadas por los 
anti cuerpos policlonales en el suero de los 
ovinos; 0 deberse a diferencias de 
glicosilaci6n 0 representar dos moleculas con 
epitopos parecidos. Asimismo, la diferencia 
entre bandas, puede deberse a que estos 
autores usaron inmunoprecipitaci6n, que es 
un proceso diferente a lET, 0 posiblemente al 
tipo de antigeno empleado, pudiendo ser 
diferentes en cuanto al proceso de obtenci6n 
y conservaci6n 0 a la adici6n de inhibidores 
enzimaticos. Con respecto a la influencia de 
inhibidores, esta se descarta pues el antigeno 
que se emple6 no requiri6 de inhibidores, ya 
que a diferentes lapsos se corri6 
electroforeticamente el antigeno y se 
encontraron las mismas bandas proteicas, 
al ser teriidas con azul de Coomasie. 
Por otra parte, se observ6 que el menor 
reconocimiento de bandas antigenicas de F. 
hepatica por IgG fue para el grupo 2, que se 
trat6 con ACF una semana antes de la 
infecci6n, manifestandose s610 las de 26.5, 
28 Y 44 kOa. Posiblemente, en este grupo 
se estimul6 la inmunidad celular y no 10 
suficiente la inmunidad humoral, siendo esta 
ultima una respuesta no protectora, 
considerando que se ha encontrado que los 
niveles de anticuerpos no presentaron una 
correlaci6n con la protecci6n contra F. 
hepatica en ovinos (19). 
La respuesta de IgM determinada por lET se 
manifest6 de manera temprana, ya que solo 
se observ6 en las primeras semanas (semana 
2 a la 8), a diferencia de la respuesta de IgG, 
la cual se observ6 de manera mas consistente 
hasta la semana 12. Con respecto a la 
respuesta de IgM, se encontr6 readividad 
contra componentes antigenicos de PM 
aparente superior a 36 kOa. Solano y col. 
(18), al caracterizar anticuerpos monoclonales 
hacia antigenos de secreci6n y excreci6n de 
F. hepatica por lET, determinan que los 
isotipos IgM positiv~s, reaccionan contra 
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bandas antigenicas mayores a 29 kOa y no 
presentan reactividad contra componentes 
antigenicos de peso molecular inferior, 
consistente con este trabajo. 
EI reconocimiento de componentes del 
antigeno de fluido vesicular de la fase larvana 
de Taenia solium, puede deberse a reactividad 
del suero de los ovinos experimentales con 
otros parasitos, como es la fase larvaria de 
Taenia hydatigena. Es importante mencionar 
que al sacrificio de los ovinos del presente 
trabajo, no se detect6 ningun otro tipo de 
parasito, pero las reacciones pudieron deberse 
a que los anticuerpos residuales contra otros 
parasitos infectantes del borrego pueden 
persistir hasta por varias semanas (13 ); por 
otra parte, se ha demostrado que el suero de 
bovinos infectados con F. hepatica, 
reaccionan con antigenos de fluido vesicular 
del quiste de Taenia hydatigena (20) y 
Ostertagia ostertagi (21) en lET, Ycon la fase 
larvana de Taenia saginata (22) y Oyctiocaulus 
viviparus (1) en ELISA. 
Los resultados presentados, sugieren una 
respuesta inmune humoral importante hacia 
ciertos antigenos de F. hepatica; que esta 
respuesta es determinada parcial mente por 
la carga parasitaria y que la administraci6n 
del ACF si afect6 la carga parasitaria, pero 
no la respuesta humoral, de acuerdo a como 
se midi6 en el presente trabajo. Queda asi 
por determinar el efecto del ACF sobre la 
respuesta celular dirigida hacia las fasciolas. 

CHARACTERIZATION OF THE ANTIBODY 
RESPONSE OF Fasciola hepatica­
EXPERIMENTALLY INFECTED SHEEP 
TREATED WITH FREUND'S COMPLETE 
ADJUVANT TO F. hepatica EXCRETORYI 
SECRETORY ANTIGENS. 

SUMMARY. 
To assess the effect of Freund's complete adjuvant (FCA) 
treatment on the antibody response to excretory-secretory (8 
S) components ofF. hepatica-experimentally infected sheep, 30 
animals were allotted into 6 groups with 5 each, and infected with 
250 F. hepatica-metacercarie on day O. Groups 1 to 5 received 
FCA inlraperHoneallyon one occasion al-2, -1,0,12 and 3weeks 
postinfection respectively. Group6 served as control and received 



only saline solution. Serum samples were collected weekly for 14 9. 
weeks initiating 1 week before infection, and tested by passive 
hemagglutination (PH) and western blot (WB) using F. hepatica 
EIS products as source of antigen. The antibody response, as 10. 
tested by PH initiated at about 2 weeks post-infection (pi) and 
reached peak titers from 3 to 5 weeks pi. Titers decreased by 12 
weeks not decreasing to initial levels. Eleven bands with molecular 11 
weight above 29 kDa were recognized by the animals' IgM. 
Conversely only 9 bands were recognized by their IgG's, with the 
strongest reactions at 135. 125, 44. 28, 26.5 and 25 kDa. From 
week 2 pi both a25 and a 28 kDa bands were recognized. Ukewise, 12. 
at 6 weeks pi a 44 kDa band was recognized byall infected animals 
regardless of treatment. This 44 kDa band may be useful as 
immunodiagnostic agent. 13. 

KEYWORDS: Fasciola hepatica, Western blot, Passive 
haemagglutination, Freund's complete adjuvant, Sheep, 14. 
Antibody, IgM. IgG. ' 
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