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RESUMEN

Se estandarizé y controld la produccién de antigenos
de secresidn/excresidn de Fasciola hepdtica controlando
el transporte y las condiciones de incubacién parasitaria
y mediante la inhibicién de proteasas durante la técnica
de produccién.

Se hallé que el PMSF (fluormo de fenil-metil-sulfonil)
resultdé ser un inhibidor de proteasas. Los patrones
de electroforesis de los antigenos obtenidos se reprodu-
jeron,

La inmunoelectrotransferencia contra sueros de bovinos
mostraron 3 &reas de antigenos de posible valor diagnés-
tico (mAs alto que 97.4 KD, entre 66 y 31 KD e inferiores
a 21.4KD),

El diagnodstico de la fascioliasis, necesario para estudios sanitarios y epidemio-
légicos, presenta aGn hoy problemas de difficil resolucién. Los métodos coprold-
gicos son de alta especificidad pero de muy baja sensibilidad, comprobandose
la existencia del par&sito en bajo nuimero de infecciones. Por otro lado, los
métodos seroldgicos, si bien pueden ser de una mayor sensibilidad, presentan
ademés problemas de especificidad debido a reacciones cruzadas con otras parasito-
sis.

Los objetivos generales de este trabajo son: 1) Produccién de antigenos de
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excrecién/secrecién (E/S) de F. hepatica; 2) Caracterizacién e identificacién
de Ags. de valor diagnéstico; 3) Purificacién y produccién a escala de laboratorio
de los Ags. de valor diagnéstico y 4) Evaluacién de la capacidad diagndstica
mediante técnicas inmunoquimicas en animales infectados experimental y naturalmen-
te. En esta comunicacidn preliminar se expone los resultados obtenidos de
los objetivos 1) y 2).

Los métodos empleados para la caracterizacién de los Ags. de E/S fueron: electro-
foresis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), inmunoelectrotransferencia (western
blct).

RESULTADCS:

1) Cbtencidén de Ags. de E/S.

Se logrd estandarizar la produccién de Ag. de E/S, obteniéndose lotes de patrén
electroforético idéntico (n = 6). Esta reproducibilidad se logrd estudiando
dos variables: condiciones de transporte e incubacién de las fasciolas e inhibido-
res de proteasas en los Ags. de E/S.

- Condiciones de transporte e incubacién: los parésitos fueron transportados
desde el frigorifico al laboratorio ya sea en bilis bovina o en tampén de fosfato
salino (?BS). Aquellas transportadas en bilis bovina mostraron mayor vitalidad
en el laboratorio comparadas con las transportadas en PBS. La pérdida de vitalidad
de las fasciolas transportadas en PBS puede conllevar a una degradacidn proteica
(accibtn de proteasas) que probablemente contribuya a la falta de reproducibilidad
de los antigenos obtenidos. Durante la seleccién e incubacidén de las fasciolas
parz la produccién de antigenos, fue de suma importancia el mantenimiento de
las mismas a 37 C para la conservacién de una adecuada vitalidad de las mismas.

- Uso de inhibidores de proteasas: dado que el procedimiento completoc de produc-
ciétn de antigenos de E/S de F. hepdtica se realiza a 37 ©C, los problemas de
degradacién proteica debidos a enzimas propias del parésito adquiren relevancia.

Los antigenos producidos en ausencia de inhibidores de proteasas presentaron
un ntmero alto de fracciones proteicas de bajo peso molecular indicativo de
degradacidén proteolitica. El estudio realizado para seleccionar el inhibidor
mas adecuado, comprobd que el PMSF (phenyl methyl sulfonyl fluoride) es comparable,
en cuanto a la capacidad de inhibicién, al leupeptin y al E-64 (recomendamos
en la literatura para proteasas de F. hepatica). Por consiguiente, se optd

por el PMSF en la produccién de Ag. de E/S por razones de disponihilidad- y.costo
Finalmente, la utilizacién de inhibidores de proteasas durante la produccién

de antigenos permitié obtener un patrdn electroforético reproducible de los
mismos.

2) Caracterizacidén de antigenos de valor diagnédstico.

Los productos proteicos de E/S fueron caracterizados luego de ser separados
en g2l de poliacrilamida segin su peso molecular y transferidos electroforética-
mente a nitrato de celulosa. La deteccidén de fracciones antigénicas especificas
se recalizé con antisueros provenientes de sueros bovinos positivos, comprobados
por ccprologia; como control negativo se utilizé. un suero bovino de ternero
lechal de &rea libre de fasciola. Esta técnica demostrdé la presencia de bandas
de veazccién especificas antigeno/anticuerpo entre los rangos de pesos moleculares
siguientecs a) por encima de 97 KD, b) entre 66 y 31 KD y c) por debajo de
21 KD. Asimismo se encontrd en el patrédn inmunoelectroforético, una banda inespe-
cifica cercana a 30 KD, la que debe ser tenida en cuenta en los futuros procesos
de purificaciébn.
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SUMMARY . .
Thq production of F. hepatica excretion/secretion antigens
has been standardized by controlling transport and
pearasite incubation conditions znd by inhibiting proteases
during the production procedure, '

PMSF (phenyl methyl sulfonyl fluoride) has been found
to be a suitable proteases inhibitor; the antigen's
electrophoretic patterns ' obtained were reproducible.

The westernblot against éqvj.ne sera showed 3 areas
of eantigens of possible diagnostic value (higher than
97.4 KD; botwesn 66 &nd 31 KD and lowxrthan 21.4 KD),
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