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RESUMEN

En el presente estudio se describen cudles son los antigenos de Fasciola hepatica que estdn pre-
sentes en las heces de pacientes con fascioliasis crénica y de ratas infectadas experimentalmente
con metacercarias de F. hepatica. Mediante el empleo de la técnica de inmunoelectrotransferen-
cia (Western blot) con un suero hiperinmune obtenido frente a antigenos de excrecién/secre-
cion de adultos de F. hepatica, se pudo demostrar que en las heces de los pacientes se encuen-
tran antigenos de posible interés para el diagndstico con masas moleculares de 14, 19, 20, 23,
25, 32, 46, 51 y 62 kilodaltons (kDa). Ademds, se comprobé que algunos de estos péptidos (los
de 14, 20, 23 y 51 kDa) son reconocidos también por la mayoria de los sueros de pacientes cro-
nicos. Después de purificar por cromatografia de afinidad los antigenos presentes en heces de
ratas con 6 a 12 semanas de infeccion, empleando para ello el anticuerpo monoclonal ES78 aco-
plado a Sepharosa 4B-CNBr, se identificaron seis polipéptidos de 11, 14, 26, 32, 47 y 51 kDa;
otros tres polipéptidos, de 17, 24 y 66 kDa, solo se pudieron identificar en heces de ratas con
10 a 12 semanas de infeccion. Nuestros resultados sugieren que estos polipéptidos pueden ser
antigenos comunes a ambos estadios parasitarios y constituir importantes marcadores de la
fascioliasis aguda y cronica, en particular los de 14, 24, 26 y 51 kDa, puesto que reaccionaron
con el inmunosuero, los sueros humanos y el anticuerpo monoclonal ES78.

La fascioliasis es una enfermedad
parasitaria producida por trematodos
del género Fasciola. La especie mas
comun, Fasciola hepatica, es un parasito
digenético y hermafrodita que se loca-
liza en los conductos biliares de mami-
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feros herbivoros y del hombre. Su dis-
tribucién es cosmopolita y se encuentra
fundamentalmente en regiones dedica-
das a la cria de ganado ovino y bovino
donde, ademds, existen moluscos de
diversos géneros y especies que le sir-
ven de hospederos intermediarios. En
Cuba la fascioliasis es considerada una
de las enfermedades zoonéticas de
mayor importancia médico-veterinaria
debido a las cuantiosas pérdidas que
ocasiona a la industria pecuaria y ali-
mentaria (1), a la presencia cada vez
mas frecuente de brotes epidémicos (2)
y al niimero creciente de casos espora-
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dicos que anualmente se detectan en
nuestras instituciones hospitalarias.
Hasta el momento, el diagndstico de
la fascioliasis se ha basado en la iden-
tificaciéon de los huevos del parésito
en las heces o en el liquido duodenal
del individuo parasitado. Sin embargo,
este diagnoéstico carece de sensibilidad
en la fase prepatente de la infeccién,
debido a que el parasito se encuentra
en forma inmadura. En etapas poste-
riores, cuando el pardsito ha llegado a
la madurez sexual e inicia la oviposi-
cién, el diagnostico también se ve difi-
cultado por la intermitencia en la ex-
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creciéon de huevos, que hace necesaria
la realizacién de examenes parasitold-
gicos seriados. Recientemente, nuestro
laboratorio desarrollé un ensayo inmu-
noenzimatico de tipo ELISA con doble
anticuerpo (ELISA sandwich) basado
en la deteccién de antigenos de F. hepa-
tica en heces de pacientes infectados
(3) que utiliza el anticuerpo monoclo-
nal (AcMo) ES78 para la captura espe-
cifica de los antigenos (4). Este proce-
dimiento ha demostrado ser altamente
sensible y especifico y permite la de-
teccién de la infeccién activa por F. he-
patica tanto en la fase prepatente como
en la fase patente de la infeccién (3, 5).

Un estudio reciente de caracteriza-
cién del epitopo antigénico reconocido
por el anticuerpo monoclonal ES78 rea-
lizado en nuestro laboratorio, demos-
tr6 que este anticuerpo reconoce una
estructura proteica en la que intervie-
nen uno o mas enlaces disulfuro que
mantienen la conformacién tridimen-
sional. Esta estructura proteica se
encuentra unida a un “ndcleo” disaca-
rido formado por galactosa-f(1-3)-N-
acetilgalactosamina, unido a su vez a
los aminoacidos serina o treonina por
un enlace covalente en el que inter-
viene una molécula de oxigeno (6).
Este determinante antigénico esta pre-
sente en un grupo de antigenos de
excrecion/secrecion (ES) de adultos de
F. hepatica con masas moleculares rela-
tivas (Mr) de 6,5, 10, 11, 17 y 23-27 ki-
lodaltons (kDa) (6, 7), y es muy proba-
ble que estos polipéptidos, o al menos
algunos de ellos, estén presentes en
las heces de individuos con infeccién
activa y que se encuentren indistinta-
mente en las fases prepatente y pa-
tente de la infeccién. En el presente
trabajo nos propusimos: 1) identificar
por inmunoelectrotransferencia (West-
ern blot) cudles son los antigenos de ES
de F. hepatica que estdn presentes en
las heces de pacientes con infeccién
crénica, empleando para ello un suero
hiperinmune frente a antigenos de ES
y sueros de pacientes, y 2) determinar
qué antigenos son reconocidos por el
AcMo ES78 durante las fases prepa-
tente y patente de la infeccién y esti-
mar cudles de estos antigenos podrian
ser comunes a los estadios inmaduros
y maduros del parasito.
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MATERIALES Y METODOS
Antigenos de F. hepatica

Los antigenos ES de F. hepatica se ob-
tuvieron mediante la técnica de mante-
nimiento in vitro, estandarizada previa-
mente hasta lograr la supervivencia de
100% de los parésitos (8). El procedi-
miento fue el siguiente: se extrajeron
adultos de F. hepatica de los conductos
biliares de reses infectadas y sacrifi-
cadas en mataderos locales; una vez ex-
traidos, los pardsitos se lavaron repeti-
damente con solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) 0,05 M (pH 7,2), con el
proposito de eliminar todos los restos
de sangre y bilis, y se incubaron indivi-
dualmente en frascos de cultivo con 5
ml de medio RPMI-1640 (Sigma Chemi-
cal Co., St. Louis, Missouri, Estados
Unidos de América) suplementado con
L-glutamina (pH 7,2); después de 24
horas de incubacién se recogieron los
medios de cada frasco, se mezclaron
e inmediatamente se les afiadié una
mezcla de inhibidores de proteasas
compuesta por iodoacetamida, 4cido
etilendiaminotetracético (EDTA, Sigma
Chemical Co.) y fenilmetilsulfonilfluo-
ruro (PMSF, Sigma Chemical Co.) a una
concentracion final de 2 mM, 5 mM y 8
mM, respectivamente; posteriormente,
se centrifugé a 3000 g a 4 °C durante 10
minutos y se recogioé el sobrenadante
que contenia los productos de ES de los
parésitos, se concentré por ultrafiltra-
cién empleando una membrana YM-10
(masa molecular > 10 000; Amicon, Lex-
ington, Massachusetts, Estados Unidos
de América) y, finalmente, se dializé
con una columna de Sephadex G-25
(PD-10; Amersham-Pharmacia, Upp-
sala, Suecia). Los antigenos asi obteni-
dos se conservaron a —20 °C en alicuo-
tas de 1 ml hasta su uso.

Anticuerpo monoclonal

El AcMo utilizado en este trabajo
(ES78, subclase IgG,)) (4), dirigido
frente a antigenos ES de adultos de F.
hepatica, fue donado por el laboratorio
de hibridomas del Departamento de
Parasitologia del Instituto de Medicina

Tropical “Pedro Kouri” en forma de li-

quido ascitico, por lo que, para su uso,
se purificé por cromatografia de afini-
dad con una columna de proteina A-
Sepharosa en un equipo de alta resolu-
cién (FPLC, Amersham-Pharmacia) y
se concentro por ultrafiltracién con una
membrana YM-100 (Amicon) hasta al-
canzar una concentraciéon de 2 mg/mL,
que fue determinada por el método
del &cido bicinconinico (9); posterior-
mente se dializ6 frente a un tampén de
bicarbonato de sodio 0,1 M (pH 8,5)
mediante columnas de Sephadex G-25
(PD-10, Amersham-Pharmacia).

Obtencion de suero hiperinmune

Se inmunizaron conejos con antige-
nos ES de F. hepatica mediante inyec-
ciones subcutdneas de 500 pg de los
antigenos emulsionados en adyuvante
completo de Freund en la primera do-
sis, y en adyuvante incompleto en las
tres restantes, que se administraron a
intervalos de 15 dias. Se obtuvo sangre
de los animales antes del inicio del
protocolo de inmunizacién y al final
del mismo. Mediante ELISA indirecto
con antigenos de ES a la dilucién de
1:400, se comprobé que los sueros de
los conejos obtenidos antes de la inmu-
nizacién no reaccionaban con los anti-
genos de ES (densidad 6ptica media:
DO, 4ia = 0,05 + 0,04), mientras que
al finalizar el protocolo de inmuniza-
cién los valores fueron muy elevados
(DO, edia = 1,98 + 0,08). Al evaluar el
inmunosuero a diluciones desde 1:400
a 1:102 000 se obtuvo un titulo de anti-
cuerpos de 1:51000, considerandose
como titulo de anticuerpos aquella di-
lucién cuyo valor de DO duplicé el
valor del suero negativo.

Obtencién y procesamiento de
sueros y muestras fecales humanas

Se estudiaron 10 pacientes con fas-
cioliasis cuyo diagnodstico fue confir-
mado mediante el hallazgo de huevos
en heces y que no habian recibido trata-
miento fasciolicida durante los tres
meses que antecedieron al estudio. Es-
tos pacientes presentaban elevados ni-
veles de anticuerpos frente a antigenos
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de ES de F. hepatica (titulos > 1:25000)
medidos por la técnica de ELISA segin
el procedimiento descrito en trabajos
previos (10) y elevados niveles de co-
proantigenos (DO > 1,0) medidos por la
técnica de ELISA sandwich con el AcMo
ES78 (3). De cada paciente, se obtuvo
una muestra de 5 mL de sangre y abun-
dante materia fecal, que se emulsioné
en solucién salina al 0,9% y se dejo re-
posar durante 4 horas a temperatura
ambiente, alternando el reposo con agi-
tacién vigorosa cada 30 minutos. Poste-
riormente, cada emulsién se mantuvo
en reposo toda la noche a 4 °C y a con-
tinuacién se centrifugé a 250 ¢ durante
15 minutos para eliminar el material
insoluble y se volvi6é a centrifugar a
10000 g durante 1 hora a 4 °C para acla-
rar el sobrenadante de cada emulsién.
El sobrenadante obtenido se someti6 a
una doble precipitacién al 50% con so-
lucién saturada de sulfato de amonio y
posteriormente se centrifugd a 500 g
durante 20 minutos a 4 °C. El precipi-
tado obtenido se disolvié y dializé de
forma exhaustiva frente a PBS con una
columna de Sephadex G-25, se pasé por
un filtro de 0,45 pm y se concentré por
ultrafiltracion con membrana YM-10
(masa molecular > 10 000) hasta un vo-
lumen equivalente al de la emulsion
inicial de cada paciente. A cada sobre-
nadante fecal se le afiadié una mezcla
de inhibidores de proteasas compuesta
por iodoacetamida, EDTA y PMSF a
una concentracién final de 2, 5y 8 mM,
respectivamente, y finalmente se con-
servd a —20 °C en alicuotas de 1 mL
hasta su estudio por inmunoelectro-
transferencia.

Electroforesis en gel
de poliacrilamida-dodecilsulfato
sédico (SDS-PAGE)

La separacion de los sobrenadantes
en sus diferentes componentes se rea-
liz6 mediante electroforesis en condi-
ciones reductoras, con gel de poliacri-
lamida, siguiendo el método descrito
por Laemmli (11). Se emplearon geles
de separacién al 12% de acrilamida
(concentracién total del monémero,
acrilamida: T = 30%; concentracion del
agente entrecruzador, bisacrilamida:

C = 2,6%). El antigeno ES y los 10 so-
brenadantes fecales se diluyeron a ra-
z6n de 2:1 en el tampén de muestras y
se desnaturalizaron a 100 °C durante
3 minutos, aplicando un volumen ma-
ximo de 20 pL de cada muestra. La se-
paracion electroforética se realiz6 a un
voltaje constante de 200 V.

Inmunoelectrotransferencia

Una vez separados los antigenos y los
sobrenadantes fecales por SDS-PAGE,
se transfirieron a membranas de nitro-
celulosa con poros de 0,2 pm de diame-
tro. Las membranas se analizaron si-
guiendo el método de Tsang et al. (12),
que consiste en bloquear la nitrocelu-
losa con una solucién compuesta por
leche descremada al 2,5% disuelta en
PBST (PBS con 0,05% de Tween 20). A
continuacién las membranas se sumer-
gieron en una dilucién 1:100 de suero
hiperinmune en PBST durante 16 horas
a4 °C. Después de tres lavados de 5 mi-
nutos, la nitrocelulosa se incubd en so-
lucién de inmunoconjugado (anti-IgG
de conejo-peroxidasa, 1:1000) durante
dos horas a temperatura ambiente y a
continuacién se lavé tres veces. Final-
mente, se afiadié el sustrato (4 mg de
diaminobenzidina + 10 mL de citrato-
fosfato 0,1 M (pH 5,0) + 10 ul de H,0, al
30% peso/volumen), y cuando las ban-
das se hicieron visibles se detuvo la
reaccién eliminando la solucién de sus-
trato y sumergiendo la nitrocelulosa en
agua destilada. Como control negativo
se utiliz6 suero de conejo sin inmunizar.

Una vez que los 10 sobrenadantes
fecales se enfrentaron al suero hiper-
inmune, se repiti6 el estudio, pero sus-
tituyendo el suero hiperinmune por
sueros de pacientes diluidos a 1:100, y
empleando anti-IgG humana conju-
gada con peroxidasa (Sigma Chemical
Co.) diluida a 1:2 000 en PBST con 10 %
de suero de ternera. En este caso se uti-
liz6 como control negativo un suero de
persona sana.

Infeccion experimental

Por via oral, se infectaron 10 ratas
Wistar de 160 g de peso con 25 meta-
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cercarias de F. hepatica. Se recogieron
todas las excretas de estos animales a
las 2, 4, 6, 8, 10 y 12 semanas de la in-
feccién, se mezclaron y se procesaron
del mismo modo que las muestras fe-
cales humanas. Cada mezcla de sobre-
nadantes fue examinada por ELISA
sandwich con el AcMo ES78 para deter-
minar los niveles de coproantigenos
presentes en cada semana de infec-
cién. Ademads, cada muestra fecal se
estudié al microscopio por la técnica
de sedimentacién simple con el propé6-
sito de determinar el inicio de la fase
patente.

Purificacion de los antigenos
presentes en las muestras fecales
de las ratas infectadas

La purificacién de los antigenos pre-
sentes en las muestras fecales de las
ratas infectadas experimentalmente se
realiz6 mediante cromatografia de afi-
nidad. Se acoplaron 21 mg del AcMo
ES78 a 2 g de Sepharosa-4B activada
con CNBr (Amersham-Pharmacia) en
20 mL de tampén de acoplamiento
NaHCO, 0,1 M — NaCl 0,5 M (pH 8,5)
siguiendo las recomendaciones del fa-
bricante. El exceso de grupos activos
se bloqued por incubacién a 4 °C con
40 mL de glicina 0,1 M disuelta en tam-
pon de acoplamiento. El gel fue trans-
ferido a una columna de C10/10
(Amersham-Pharmacia) y lavado de
forma alterna con tampén de acopla-
miento y tampén de acetato 0,1 M (pH
4,0) con 0,5 M de NaCl. Los sobrena-
dantes fecales correspondientes a las
semanas 6 a 12 se aplicaron de forma
individual a la columna, y los antige-
nos que no quedaron retenidos se elu-
yeron con PBS a una velocidad de flujo
lineal de 8,9 mL/cm?/h. Los antigenos
retenidos se eluyeron a esa misma ve-
locidad de flujo empleando una solu-
cién de KC1 1 M (pH 3,0), y posterior-
mente se neutralizaron con la adicién
de varias gotas de Tris 2 M (pH 10).
Después de recoger cada una de las
fracciones aisladas en cada semana de
infeccién, se dializé frente a PBS y se
concentré por ultrafiltraciéon hasta un
volumen de 100 pL. Finalmente cada
fraccién se secé al vacio y se reconsti-
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CUADRO 1. Polipéptidos identificados en muestras fecales humanas mediante inmuno-
electrotransferencia (Western blot) con suero hiperinmune de conejo y sueros humanos
con relacion a los purificados en las heces de ratas infectadas experimentalmente mediante

cromatografia de afinidad con el AcMo ES78

Muestras fecales positivas (%)

Semanas de infeccién

Polipéptido en que fue aislado con ES78
(kDa) Inmunosuero de conejo Sueros humanos de la heces de ratas

62 40 80 66 kDa? semanas 10-12
51 80 80 Semanas 6-12

46 70 30 47 kDa? semanas 6-12
43 50 70 No

41 70 70 No

38 70 40 No

32 70 30 Semanas 6-12

30 60 60 No

27 60 90 26 kDa? semanas 6-12
25 100 20 No

23 80 70 24 kDa semanas 10-12
20 80 80 No

19 80 30 17 kDa? semanas 10-12
14 70 90 Semanas 6-12

11 80 40 Semanas 6-12

2 Polipéptido de masa molecular semejante al identificado por inmunoelectrotransferencia (Western blot).

tuyé en 20 pL del tampodn de aplica-
cién para ser estudiada por SDS-
PAGE. Al finalizar la electroforesis, el
gel se tifi6 con nitrato de plata (Silver
Stain Plus, Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, California, Estados Unidos
de América), procediéndose posterior-
mente al calculo de la masa molecular
de cada uno de los componentes iden-
tificados en cada semana de infeccion.

RESULTADOS

Resultados obtenidos

por inmunoelectrotransferencia

al enfrentar las muestras fecales
humanas contra el suero
hiperinmune y los sueros de pacientes

Cuando se estudiaron los 10 sobre-
nadantes fecales con el suero hiperin-
mune mediante inmunoelectrotransfe-
rencia, se observaron 15 componentes
polipeptidicos de 11 a 62 kDa, once de
los cuales (de 11, 14, 19, 20, 23, 25, 32,
38, 41, 46 y 51 kDa) se identificaron
en mas de 60% de los sobrenadantes
fecales.

Al enfrentar los sobrenadantes feca-
les a los sueros de los pacientes se
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identificaron los mismos 15 polipépti-
dos que con el inmunosuero, de los
cuales solo 8 (de 14, 20, 23, 27, 41, 43,
51 y 62 kDa) fueron reconocidos por
mas de 60% de los sueros humanos, y
de este grupo solo los de 14, 20, 23, 41
y 51 kDa cumplian la doble condicién
de ser reconocidos por el inmunosuero
en mas de 60% de los sobrenadantes
fecales y a la vez ser reconocidos por
mas de 60% de los sueros humanos
(cuadro 1y figura 1).

Resultados de la infeccion
experimental

Los primeros huevos de F. hepatica
aparecieron a las seis semanas de la in-
feccion en uno de los animales y a las
ocho semanas en otros dos; a partir de
las diez semanas todos los animales in-
fectados eliminaban huevos (figura 2).

Después de analizar los sobrenadan-
tes fecales de ratas con la prueba de
ELISA sandwich con AcMo ES78 se en-
contré reaccién positiva a partir de la
cuarta semana de infecciéon (DO, 4, =
0,64), que se incremento6 de forma pau-
latina hasta alcanzar el valor maximo a

las diez semanas (DO, ;. = 1,5).

Purificacion de coproantigenos
por cromatografia de afinidad

Cuando los antigenos eluidos de la
columna de afinidad en cada una de
las semanas posteriores a la infeccién
fueron estudiados por SDS-PAGE, se
observaron seis polipéptidos de 11, 14,
26, 32,47 y 51 kDa que se encontraban
presentes desde la sexta semana de in-
feccién. Otros tres componentes (17, 24
y 66 kDa) solo se identificaron a partir
de la décima semana de infeccién (cua-
dro 1). Los componentes purificados
en la cuarta semana no se pudieron
identificar debido a que presentaban
una concentracién de proteinas muy
baja.

DISCUSION

La identificacién y aislamiento de
antigenos de parasitos es de funda-
mental importancia, pues con ello no
solo se logra una mejor comprension
de los mecanismos de la inmunidad,
sino que también se facilita la prepara-

FIGURA 1. Inmunoelectrotransferencia
(Western blot) de los sobrenadantes feca-
les contra sueros humanos.

Mr (kDa)
51 —>
41 —>

20-23 —>» _‘_
14 —> ﬁ. .y o?

Las flechas sefialan los componentes antigénicos mayorita-
rios reconocidos en mas de 60% de las heces estudiadas. 1,
2y 3: pacientes en los que se identificaron los polipéptidos
de 14, 20-23, 41 y 51 kDa. 4 y 5: pacientes en los que los
componentes de 14 y 20-23 kDa estaban ausentes.
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FIGURA 2. Dinamica de los coproantigenos
y de la excrecion de huevos en ratas con in-
feccion primaria por Fasciola hepatica

No. de animales

DO 492 nm positivos a huevos
29— Copro-Ags - 12
---- Suero negativo 10
—— Huevos

-8

-6

-4

______________________________ -2

T 0

8 10 12
Semanas de infeccién

cién de antigenos purificados, ttiles
para el diagnostico de las infecciones y
las enfermedades parasitarias (13).

De los antigenos de F. hepatica, los
llamados antigenos metabdlicos o de
excrecion/secrecién han resultado ser
los maés especificos para el diagndstico
seroldgico de la fascioliasis (10) y se
plantea, ademads, que son los primeros
antigenos del parasito en inducir la
respuesta inmune (14). Estudios pre-
vios han demostrado la identidad exis-
tente entre los antigenos obtenidos in
vitro y los excretados por el pardsito
in vivo (15). Teniendo en cuenta estos
antecedentes, en el presente estudio
utilizamos un suero hiperinmune es-
pecifico frente a antigenos de ES de F.
hepatica y sueros de pacientes con fas-
cioliasis crénica para identificar cua-
les son los antigenos del parésito pre-
sentes en las heces de pacientes con
fascioliasis.

Como se aprecia en nuestros resulta-
dos, el inmunosuero identific6 once
polipéptidos de 11 a 62 kDa en las
heces de més de 60% de los pacientes
con fascioliasis, y cinco de ellos reac-
cionaron también con la mayoria de
los sueros humanos. Aunque con algu-
nas diferencias, el perfil antigénico re-
conocido por el inmunosuero fue muy
semejante al obtenido con los sueros
humanos, lo que puede deberse a que
se trata de sueros policlonales que res-
ponden a antigenos del estadio adulto
del parasito. Sin embargo, los sueros
humanos contienen anticuerpos que

responden a una infeccién natural y
han sido inducidos por antigenos de
ES y por otros antigenos del parasito,
como por ejemplo antigenos del te-
gumento, por lo que es posible que
ciertos polipéptidos que no han sido
identificados por el inmunosuero ES
pudieran ser muy reactivos con los
sueros humanos y viceversa, lo que
explicaria las diferencias encontradas
en el patrén de reconocimiento antigé-
nico de ambos sueros.

Un hecho a destacar en este estudio
es que en la producciéon del inmuno-
suero no se incluyeron procedimientos
de adsorcion con 6rganos de mamife-
ros para eliminar posibles reacciones
cruzadas, en el supuesto caso en que
los repetidos lavados realizados a los
pardasitos para eliminar los restos de
sangre y bilis no fuesen suficientes para
garantizar la especificidad de los anti-
genos obtenidos del cultivo. No obs-
tante, la posibilidad de que la mayor
variedad de polipéptidos encontrados
con el uso del inmunosuero se debiera
a reacciones cruzadas de este tipo
queda descartada si se tiene en cuenta
que al sustituir el inmunosuero por
suero de conejo normal no se observo
ninguna reaccién positiva. Ademads, en
estudios anteriores en los que los anti-
genos de ES han sido utilizados en
pruebas de ELISA para detectar la pre-
sencia de anticuerpos en bovinos y hu-
manos infectados con F. hepatica, se han
podido diferenciar con claridad los sue-
ros positivos de los negativos e incluso
excluir significativamente las reaccio-
nes cruzadas con otros helmintos (16).

Teniendo en cuenta que el inmuno-
suero utilizado en este estudio fue
obtenido contra antigenos del parasito
en fase adulta y que los sueros pro-
cedian de pacientes con fascioliasis
confirmada, se podria concluir que los
polipéptidos de 14, 20, 23, 27, 41 y 51
kDa son excretados por el pardsito
adulto, de forma que funcionarian
como marcadores de la fase patente de
la infeccién.

El AcMo ES78 es muy especifico y
atil como anticuerpo de captura en
una prueba de ELISA sandwich para el
diagnostico de la fascioliasis humana y
animal (2, 3, 7), ya que permite detec-
tar la infeccién activa en diferentes
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fases de la enfermedad, sin reaccionar
de forma cruzada con muestras de
suero y heces de animales y pacientes
con otras infecciones parasitarias. Este
AcMo se obtuvo frente a antigenos de
ES de adultos de F. hepatica y los estu-
dios de caracterizacion realizados de-
mostraron que reconocfa un epitopo
que se encuentra en varios polipépti-
dos de 6,5,10, 11,17 y 23-27 kDa. En el
presente trabajo procedimos al aisla-
miento de los antigenos que aparecian
en muestras fecales de animales infec-
tados con F. hepatica mediante un pro-
cedimiento cromatogréfico semejante
al utilizado en el estudio de caracte-
rizacién al que hacemos referencia.
Como se muestra en nuestros resulta-
dos, se purificaron por cromatografia
de afinidad nueve polipéptidos de 11,
14,17, 24, 26, 32, 47, 51 y 66 kDa, algu-
nos de los cuales (11, 17, 24 y 26 kDa)
coinciden en tamafio con los aislados a
partir de los antigenos de ES.

Un resultado que hay que hacer
notar es que, aunque el AcMo ES78 es
especifico frente a los antigenos de F.
hepatica, reaccioné en los sobrenadan-
tes fecales frente a un mayor nimero
de polipéptidos que con antigenos de
ES. Una posible explicacién a tan va-
riada especificidad podria radicar en
las caracteristicas del epitopo antigé-
nico reconocido por este anticuerpo
monoclonal, que como ya se ha citado,
estd compuesto por residuos gluco-
sidicos y proteinicos que, al parecer,
constituyen un “ntcleo” polipeptidico
central, al cual se unen de manera es-
pecifica otros polipéptidos de menor
tamafio durante el proceso de glucosi-
lacién (6). Teniendo en cuenta esto, pa-
rece posible que el pardsito excrete in
vivo un mayor nimero de moléculas
de este tipo, lo que explicaria el ha-
llazgo en heces de un mayor nimero
de polipéptidos reconocidos por el
AcMo ES78 que el descubierto en estu-
dios anteriores. Hanna y Trudgett (17)
enunciaron una hipétesis semejante,
después de desarrollar seis anticuer-
pos monoclonales frente a antigenos
de granulos T1 del tegumento del
pardsito, cuya caracterizacién bioqui-
mica demostro la existencia de un com-
ponente proteinico de 50 kDa unido
por puente disulfuro a otros polipépti-
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dos de 25 a 40 kDa y a galactosa, for-
mando parte de varias cadenas de car-
bohidratos laterales.

De los polipéptidos aislados de las
heces, al menos los de 24, 26, 32 y 51
kDa estan muy cercanos o probable-
mente incluidos en el intervalo de
masa molecular de los reconocidos
por los anticuerpos monoclonales
arriba mencionados. Teniendo en
cuenta que el parasito adulto segrega
antigenos a través de granulos de tipo
T2 y que los componentes segregados
por ambos tipos de granulos son anti-
génicamente similares (18), es posible
que los polipéptidos identificados en
el presente estudio sean antigenos li-
berados a través de granulos T2 que
también podrian estar presentes en los
granulos T1 del parasito inmaduro.
Esta hipotesis se fundamenta también
en el hecho de que se identificasen seis
polipéptidos de 11 a 51 kDa que se en-
contraron de forma permanente en las
heces de ratas con 6 a 12 semanas de
infeccion.

Si analizamos de forma global los
componentes antigénicos identificados
en la mayoria de las heces por el inmu-
nosuero y por los sueros de humanos
en fase patente y los comparamos con
los aislados de las heces de animales en
fase prepatente, vemos que algunos de

1. Cuba, Ministerio de Salud Publica 1991/1995.
Cuadro Epidemiolégico Nacional, 1995. Ciu-
dad de La Habana: Ministerio de Salud Pu-
blica; 1995.

2. Espino AM, Diaz A, Pérez A, Finlay CM. Dy-
namics of antigenemia and coproantigens
during a human Fasciola hepatica outbreak. ]
Clin Microbiol 1998;36:2723-2727.

3. Espino AM, Finlay CM. Sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay for detection of
excretory secretory antigens in humans with
fascioliasis. ] Clin Microbiol 1994;32:190-193.

4. Espino AM, Marcet R, Finaly CM. Detection
of circulating excretory secretory antigens in
human fascioliasis by sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay. ] Clin Microbiol
1990;28:2637-2640.

5. Espino AM, Marcet R, Finlay CM. Fasciola he-
patica: detection of antigenemia and copro-
antigens in experimentally infected rats. Exp
Parasitol 1997;85:117-120.
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ellos (en especial los de 14, 23, 27 y 51
kDa) fueron los que se identificaron
con més frecuencia en las heces de pa-
cientes crénicos y en las de animales en
diferentes fases de la enfermedad. Te-
niendo en cuenta el ciclo intraorganico
del parésito dentro del huésped, donde
durante las primeras 6 semanas de in-
feccién el pardsito inmaduro se en-
cuentra migrando por el parénquima
hepaético y no llega a adulto hasta des-
pués de 10 semanas en los conductos
biliares (19), podriamos sugerir que
estos polipéptidos son caracteristicos
del parasito inmaduro y que ademads
se encuentran presentes en la forma
adulta, lo que los convierte sin duda
en importantes marcadores de las fases
prepatente y patente de la infeccion.

Se ha comprobado la existencia de
un polipéptido de ES de 17 kDa pre-
sente en sueros de bovinos y ovinos
con ocho semanas de infeccién y en
pacientes con infeccién crénica, por lo
que ha sido considerado un marcador
importante de la infeccién por F. hepa-
tica (20). En el presente estudio se aisl6
un polipéptido de 17 kDa a partir de
las heces de ratas con 10 a 12 semanas
de infeccién, aunque este polipéptido
no se observé cuando las muestras fe-
cales fueron enfrentadas a los sueros
de pacientes.
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ABSTRACT

Identification and isolation
of coproantigens of
Fasciola hepatica that are
potentially useful in the
diagnosis of fascioliasis

This study describes which antigens of Fasciola hepatica are present in the feces of pa-
tients with chronic fascioliasis and in the feces of rats infected experimentally with
F. hepatica metacercariae. Using a Western blot assay technique with hyperimmune
serum obtained from excretory-secretory antigens of adult F. hepatica, we found in the
patients’ feces antigens of possible diagnostic interest, with molecular weights of 14,
19, 20, 23, 25, 32, 46, 51, and 62 kilodaltons (kDa). In addition, we showed that the pep-
tides of 14, 20, 23, and 51 kDa are also recognized by the majority of the sera from
chronic patients. We used affinity chromatography to purify the antigens present in
the feces of rats that had been infected for 6 to 12 weeks, using ES78 monoclonal an-
tibody bound to CNBr-activated Sepharose 4B. Through that approach, we identified
six polypeptides, of 11, 14, 26, 32, 47, and 51 kDa; three more polypeptides, of 17, 24,
and 66 kDa, could only be identified in the feces of rats that had been infected for 10
to 12 weeks. Our results suggest that these polypeptides could be antigens common
to both parasitic stages. This is particularly true for the polypeptides of 14, 24, 26, and
51 kDa, because they reacted with the immune sera, the human sera, and the ES78
monoclonal antibody. These polypeptides could be important markers for acute and
chronic fascioliasis.
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