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1. 1. INTRODUCCION

En Galicia, el progresivo abandono de las tierras de cultivo marginales ha hecho
gue, en la actualidad, el estrato agrario en gran parte de esta Comunidad Auténoma esté
compuesto por un mosaico de parcelas de cultivo y extensiones medias o pequefias de
monte, que constituyen el medio ideal para su utilizacion por los équidos, especialmente los
de raza autoctona o caballos de monte, del ganado vacuno en extensivo y de los corzos que

es la principal especie de ungulado silvestre.

La explotacion de las especies animales antes citadas es una importante fuente de
ingresos para los habitantes del medio rural gallego, al tiempo que permite alcanzar el
principal objetivo de la politica disefiada por la Unién Europea para el desarrollo rural, es
decir, diversificar el sistema productivo econémico a través de la creacion de actividades
complementarias al sistema tradicional agro-ganadero. Este aspecto adquiere una singular
importancia en Galicia debido a dos factores relevantes, la menor competitividad de la
actividad agro-ganadera y el progresivo abandono del trabajo de campo, especialmente en

las zonas de montafa.

Fasciola hepatica tiene una distribucién cosmopolita, aunque es mas frecuente en
areas humedas, donde la vegetacion y las temperaturas moderadas permiten la
supervivencia de Galba truncatula que es el principal hospedor intermediario (H.l.) de este
trematodo (Rondelaud et al., 2001; Phiri et al., 2005).

En Espafia, segin Rojo y Ferre (1999), la fasciolosis estd ampliamente difundida en
diferentes regiones, siendo mas frecuente en el Norte de Espafia (Manga et al., 1991; Diez
et al., 1994; Ferre et al.,, 1995; Luzdn et al.,, 1997) y, especialmente en Galicia, donde
concurren las condiciones climaticas y edéaficas idoneas para el desarrollo del ciclo externo
de este trematodo hepatico (Morrondo et al., 1994). No obstante, la infeccién por F. hepatica
no afecta por igual a todas las especies animales, siendo los rumiantes y en especial el
ganado ovino los mas sensibles, ocasionando importantes pérdidas econdmicas, tanto
directas (muerte de los animales, especialmente en la fasciolosis aguda) como indirectas
(decomiso de higados, disminuciéon de las producciones, gastos en tratamientos de los

animales afectados, etc).

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio hemos constatado que la
prevalencia de infeccion por F. hepatica tanto en ganado vacuno (Morrondo et al., 1994;
Sanchez-Andrade et al., 1995, 2000, 2002; Paz Silva et al., 2007) como en ovino (Diez et
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al., 1994; Pedreira et al., 2001; Paz Silva et al., 1997, 2003a) es muy elevada. No obstante,
se desconoce en gran medida la importancia que en zonas endémicas puedan tener los
rumiantes silvestres (Diez-Bafios et al., 2009a; Vazquez et al., 2009a, b; Arias et al., 2010) y
otros animales monograstricos como los équidos (Apt et al. 1993; Haridy et al. 2002; Morsy
et al. 2005).

Debido a que los estudios que constituyen esta Tesis Doctoral ya se han publicado
en revistas indexadas y para cumplir con la Normativa que regula la presentacion de estas
Tesis, este apartado se ha dividido en 2 sub-apartados: Antecedentes del Tema y Unidad

Tematica.
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1.1. Antecedentes del tema
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1.1.1. DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES POR Fasciola hepatica

El diagnostico de la fasiolosis, conlleva el diagnéstico clinico-epidemioldgico, el
examen post-mortem y la utilizacion de técnicas de laboratorio especificas (biopatolégicas y

parasitolégicas).

Entre las principales técnicas parasitolégicas, estan las directas que ponen de
manifiesto la presencia del parasito en el hospedador mediante necropsia, coprologia y
deteccidbn de antigenos circulantes y las indirectas que detectan las reacciones
inmunitarias que se producen en el hospedador como consecuencia del contacto con el
trematodo (ELISA, EITB).

a. TECNICAS DIRECTAS

Los métodos mas utilizados para el diagnéstico directo de las infecciones por F.
hepatica han sido la necropsia y los exdmenes coproldgicos, aunque en los dltimos afios se
han puesto a punto técnicas que detectan antigenos, mediante ELISA, en heces y suero de

los animales infectados.
i. Necropsia
Segun Rojo y Ferre (1999) las espinas cuticulares y las ventosas de F. hepatica,

provocan una intensa irritaciéon de las células epiteliales del hospedador, modificando su

estructura y provocando una intensa reaccion inflamatoria; la llegada de las fasciolas al

higado produce necrosis y hemorragias.
En la fasciolosis cronica, se observa
fibrosis hepatica resultado de la
reorganizacion de los trayectos
migratorios originados por las fasciolas,
y colangitis hiperplasica, por la
presencia de los ejemplares adultos en
los conductos biliares y vesicula. La

fibrosis hepatica se puede observar en

todo el higado, aunque es mas

F. hepatica en necropsia

frecuente en el I6bulo ventral por ser

preferentemente éste el lugar de entrada de las fasciolas. La colangitis hiperpasica se
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produce como consecuencia del traumatismo que originan los adultos en la mucosa de los

conductos biliares.

Behm y Sangster (1999) sefialaron que a medida que las formas juveniles
maduraban e iban aumentando de tamafio, también lo hacia la respuesta inflamatoria; las
infecciones con pequefias dosis de metacercarias adquiridas de forma repetida trickle
infection son las mas frecuentes, y en este tipo de infecciones, tanto las formas juveniles

como las adultas producen lesiones.

El nimero de ejemplares de F.

Higado de cordero infectado por F. hepatica

hepatica  recuperados tras la
necropsia de corderos infectados con
metacercarias, varia en los diferentes
estudios. Ramajo et al. (2001) en
corderos infectados  con 100
metacercarias, recuperaron entre
514£14°7 y 29413'7 a la 92 y 142 s.p.i.,

respectivamente. Morrondo (2000), en

corderos infectados con una soéla

dosis de 200 metacercarias de F. hepatica, obtuvo cifras medias de 29+6°2. Sin embargo,
Lomba (2005), en corderos infectados con la misma dosis (200 metacercarias) que en el

estudio anterior, obtuvo cifras medias superiores (54+16 adultos del trematodo).

En el ganado ovino, segin Chauvin et al. (1995), la primoinfeccién con F. hepatica
no estimula fenédmenos de resistencia frente a la reinfeccién y la proporcién de adultos en
ovejas primo Yy reinfectadas es similar, aunque estos autores sefialaron que las fasciolas
durante la reinfeccion migran mas rapidamente hacia los conductos biliares que en la
primoinfeccién. En este sentido, Martinez-Fernandez et al. (2004) cuando infectaron y
reinfectaron a los corderos con un total de 200 metacercarias, en la reinfeccién obtuvieron
un numero similar de ejemplares adultos (74°7+16°2) que en la primoinfeccion. Asimismo,
Pérez et al. (2002) en ovejas primoinfectadas (con 175 metacercarias de F. hepatica) y
reinfectadas con la misma dosis, obtuvieron cifras medias superiores de fasciolas adultas en
el grupo reinfectado (8871+27°8) que en el primoinfectado (55°29+25°4). Posteriormente,
Lépez-Abéan et al. (2007), en corderos infectados con 100 metacercarias de F. hepatica y

reinfectadas a las 19 s.p.i. con la misma dosis, recuperaron cifras medias de 24’3 fasciolas.
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Pérez et al. (2002, 2005) estudiaron, en corderos, el efecto que la primoinfeccién y la
reinfeccion tenia sobre las lesiones hepdéticas, comprobando que la distribucion de los
infiltrados inflamatorios era similar en los animales primo o reinfectados, aunque los dafios
hepaticos (cirrosis, fibrosis portal, hiperplasia de los conductos biliares) eran mas intensos
en los reinfectados. Ademas, Pérez et al. (2002, 2005) en corderos infectados y
posteriormente tratados con triclabendazol y después reinfectados, comprobaron que
aunque el tratamiento provocaba la eliminacién de las fasciolas y la cicatrizacién de la
mayoria de las lesiones hepéticas, cuando los animales se volvian a reinfectar se
observaban mayor nimero de células inflamatorias que en los animales primoinfectados y

reinfectados.

En cabras infectadas y reinfectadas experimentalmente con F. hepatica, Martinez-
Moreno et al. (1999) observaron que la respuesta inmunitaria no era protectora frente a la
reinfeccion; puesto que, en el higado de los primoinfectadas se visualizaron trayectos
blanquecinos causados por la migracion del trematodo en la superficie y en el parénquima
hepatico, mientras que en las reinfectadas, las lesiones eran mas marcadas, apreciandose
destruccion de la arquitectura normal del tejido hepatico que comprometia el funcionamiento
del higado. La media de fasciolas recuperadas fue de 41°8 en las cabras primoinfectadas
con 200 metacercarias, y de 83 en los animales primoinfectados con el mismo nimero de

metacercarias y reinfectados después con otras 50 mc.

ii. Analisis coproldgicos

Es uno de los procedimientos mas utilizado para el diagnéstico de las infecciones
por F. hepatica, puesto que la coprologia es una técnica muy especifica que permite
identificar a los animales infectados; sin embargo, presenta el inconveniente de que los
huevos no se observan en las heces hasta 10-12 semanas después de la infeccion, es decir
cuando las fasciolas han alcanzado la madurez sexual y ya han producido lesiones
hepéaticas en los animales (Rodriguez-Pérez y Hillyer, 1995; Rojo y Ferre, 1999; Cordero y
Rojo, 1999; Rojo-Vazquez et al., 2003).

Debido a las variaciones considerables en la eliminacién diaria de huevos de F.
hepatica en el ganado ovino (Duwell y Reisenleiter, 1984), se recomienda la recogida de

muestras a partir del mediodia, y siempre a la misma hora.
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Se han descrito numerosos métodos
coprolégicos, desde simples extensiones hasta
laboriosas técnicas cuantitativas, en las que los
huevos se concentran por flotacion o
sedimentacion (Rojo y Ferre, 1999). Los
métodos de sedimentacion son los de eleccion
por su sencillez y simplicidad (Rojo-Vézquez et
al., 2003) y se basan en que los huevos de los

L

Método de sedimentacién

trematodos tienen mayor densidad que los

detritus de las heces. No obstante, la

interpretacion de los resultados obtenidos por sedimentacion no es sencilla, pues no suelen
guardar relacién directa con la intensidad de la infeccién, ademas, el nimero de huevos
eliminados es mayor en animales jovenes que en adultos. El porcentaje de animales
positivos aumenta cuanto mayor es la media de huevos por gramo de heces. En este
sentido, Duwell y Reisenleiter (1984) sefialaron que los recuentos fecales no permiten un
célculo muy fiable de la intensidad de la infeccién; en cambio, Happic y Boray (1969)
calcularon que, en procesos cronicos, a cada F. hepatica adulta le corresponderian 20
h.p.g. aproximadamente. Asimismo, Duwell y Reisenleiter (1984), tras infectar ovejas
merinas con 50, 100 y 250 metacercarias de Fasciola, concluyeron que el ritmo de
eliminacion de huevos en las heces no era uniforme, y que dependia del momento del dia;
observando que el nimero de huevos por gramo de heces oscil6 entre 10 (en casos de
infeccién leve) y 3500 en infecciones intensas, en tanto que se situaron en torno a 180-620

h.p.g. en las infecciones de intensidad intermedia.

Respecto al tiempo que transcurre desde la infeccion de los animales hasta que
eliminan huevos, Kelly y Campbell (1979) en ovejas con infectadas con 400 metacercarias
de F. hepatica, observaron que el periodo de prepatencia era de 12 s.p.i. La eliminacion
media de huevos oscilé entre 2 (122 s.p.i.) y 112 h.p.g. (162 s.p.i.). Tras reinfectar estos
animales, no observaron signos de reduccién de la intensidad de la parasitacion, y a las 14
semanas post-reinfeccion se encontraron las cifras mas elevadas (421 h.p.g.).
Posteriormente, Zimmerman et al. (1982) infectaron 2 grupos de ovejas con 100 y 500
metacercarias de F. hepatica, respectivamente, observando los primeros huevos a las 10
S.p.i. y obtuvieron cifras medias de 73+9 h.p.g. en el grupo infectado con 100 metacercarias,

y de 182 £ 65 en el que recibié 500 mc.

En diversos estudios realizados en nuestro laboratorio (Morrondo et al., 2000, 2005;
Morrondo y Diez, 2001; Arias et al., 2004; Lomba, 2005; Lopez-Aban, et al., 2007) sobre
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infecciones experimentales de ovinos, se comprobd que las primeras eliminaciones de
huevos de F. hepatica se observaban entre la 92 y la 112 s.p.i., obteniendo cifras medias
entre 34°3+23'1 y 135"7£79°9. Asimismo, en los animales reinfectados los valores medios
de eliminacion (39'5+21'9 y 273'5+137°5) fueron ligeramente superiores a los de los

primoinfectados.

A pesar de los inconvenientes atribuidos a la coprologia, como el hecho de que las
infecciones leves pueden pasar desapercibidas debido a que se eliminan pocos huevos en
las heces (Sanchez-Andrade et al., 2000; Rojo-Vazquez et al., 2003), lo que conduce a que
estos animales actien como portadores asintomaticos, pocos métodos de diagnostico
pueden competir con su rapidez, sencillez y bajo coste (Cordero, 1989).

iii. ELISA-doble

En muchas infecciones parasitarias se liberan al torrente sanguineo o al lumen
intestinal, sustancias antigénicas que son Uutiles para diagnosticar las infecciones
mediante la deteccidon de antigenos circulantes en diferentes fluidos corporales (sangre,

leche y secreciones nasales) e incluso en heces.

Para la deteccién de antigenos circulantes en
suero o0 en heces (coproantigenos) se ha empleado
la técnica ELISA, utilizado anticuerpos policlonales
(IgG) obtenidos de conejos inmunizados con antigeno
del parasito y, posteriormente, se ha puesto a punto
con anticuerpos monoclonales. Estas técnicas directas

de diagndstico, se utilizan para detectar infecciones

activas por F. hepatica, tanto en animales como en el
ELISA-doble hombre (Espino et al., 1997; Mansour et al., 1998;
Hegab y Hassan, 2003).

En ovejas infectadas experimentalmente con metacercarias de F. hepatica, mediante
ELISA-doble e IgG policlonal anti-F. hepatica, Rodriguez-Pérez y Hillyer (1995) detectaron
antigenos circulantes del trematodo entre las 2 y 6 s.p.i. y obtuvieron las cifras mas

elevadas a las 8 s.p.i.
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Guobadia y Fagbemi (1997) inmunizaron conejos con 2 polipéptidos de 69 y 17 kDa
del antigeno de excrecién/secrecién de F. gigantica, y emplearon las IgG frente a estas
proteinas para el diagndstico de fasciolosis ovina. Estos autores observaron que la

deteccion del péptido de 17 kDa era mas especifica y sensible que la de 69 kDa.

Duménigo et al. (2000) utilizaron un ELISA y anticuerpo monoclonal (ES78) para la
deteccidn de antigenos en suero y heces de 10 ovejas infectadas experimentalmente con F.
hepatica. Todos los animales infectados presentaron anticuerpos en la 12 s.p.i. La
antigenemia soélo se detect6 tras 3 s.p.i. en 4 animales; a las 4 s.p.i. en 5 animales y
solamente en 1 tras 5 s.p.i. Por otro lado, la deteccion de coproantigenos (Fag) s6lo fue
posible en 5 ovejas a la 42 s.p.i.,, en 4 ala 52 s.p.i. y en 1 a la 62 s.p.i. Posteriormente
compararon esta técnica con el ELISA para la deteccion de anticuerpos, utilizando antigeno
FhES, demostrando que existia una correlacién significativa entre los Fag, los huevos
eliminados y el nimero de trematodos adultos; ademas, indicaron con este método era

posible el diagnostico de fasciolosis activa en ovejas en todos los estadios de la infeccion.

En nuestro laboratorio hemos realizado diversos estudios (Paz-Silva et al., 1999;
Morrondo et al., 2000, 2005; Sanchez-Andrade et al., 2001; Arias et al., 2004; Lomba, 2005)
sobre la utilidad del ELISA-doble para detectar infecciones experimentales de ovinos,
comprobando que esta técnica es muy Util para el diagndstico de infecciones activas, y para

valorar la eficacia de tratamientos antihelminticos.

Esta técnica se ha empleado para detectar infecciones activas por F. hepatica en
otras especies animales (vacas y ratas). En terneros infectados experimentalmente con F.
gigantica, Viyanant et al. (1997) detectaron antigenos circulantes entre la 12 y la 322 s.p.i.;
asimismo, en animales infectados naturalmente, obtuvieron una sensibilidad del 86 6%.
Leclipteux et al. (1998) infectaron experimentalmente terneros y detectaron antigenos
circulantes a los 6 dias p.i., concluyendo que este método era mas precoz que la deteccion
de los anticuerpos y que era muy Util para el diagndstico temprano de la fasciolosis en el
periodo prepatente; no obstante, sefialaron que la intensidad de la infeccién sélo se podia

establecer mediante la determinacion de la actividad de las enzimas hepaticas.

Duménigo et al. (1996) desarrollaron un ELISA basado en anticuerpos monoclonales
(mAb sandwich ELISA) para detectar coproantigenos de F. hepatica en heces de ganado
vacuno, comprobando que en las heces de todos los animales se hallaban coproantigenos,
concluyendo que el mAb-ELISA es un método rapido, simple y util en el diagnéstico de la

infeccion activa por F. hepatica en bovinos. Asimismo, Mezo et al. (2004) utilizaron un
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ELISA con un anticuerpo monoclonal (mAbMMS3), obtenido por inmunizacion de ratones con
la fraccibn de F. hepatica de 7 a 40 kDa purificada y O-geglicosilada (ESASs). La
especificidad y sensibilidad del MM3 captura ELISA se prob6é con muestras de heces de
ovejas y vacas infectadas. El test detecté un 100% de las ovejas con 1 trematodo, el 100%
de las vacas con 2 trematodos y 2 de las 7 vacas con 1 parasito. La concentracién de
coproantigeno se correlaciond positivamente con la carga parasitaria, y negativamente con
el tiempo transcurrido entre la infeccion y la primera vez que se detectd el coproantigeno.
En todos los animales se detectaron antes coproantigenos por MM3 ELISA de captura que
por coprologia. En ovejas experimentalmente infectadas y no tratadas, los coproantigenos
se mantuvieron detectables hasta la 48 s.p.i., mientras que en ovejas tratadas, ya no se
detectaron desde la semana 1 a 3 después del tratamiento.

En estudios realizados utilizando ratas infectadas de forma experimental con
metacercarias de F. hepatica, Langley y Hillyer (1989) emplearon ELISA con IgG policlonal
anti-F. hepatica obtenida en conejos y compararon los resultados obtenidos por ELISA-d y
el ELISA-i, concluyendo que los antigenos de F. hepatica se detectaban antes que los
anticuerpos. Espino et al. (1997) pusieron a punto un ELISA empleando un anticuerpo
monoclonal, y observaron antigenos circulantes entre la 12 y la 32 s.p.i., coincidiendo con la

migracion de las fasciolas por el parénquima hepatico.

Paz-Silva et al. (2002) reinfectaron dos grupos de ratas en periodos diferentes; a las
4 semanas p.i., es decir, en la fase aguda de la primoinfeccién y otro a las 11 s.p.i., esto es
en la fase crénica de la primoinfeccion, comprobando que en las ratas reinfectadas en fase
aguda, los coproantigenos se detectaban antes que en las reinfectadas en fase cronica,
concluyendo que el periodo en el que se reinfectan los animales modifica la cinética de

coproantigenos.

b. TECNICAS INDIRECTAS

Hasta hace algunos afos, las pruebas indirectas para detectar infecciones por F.
hepatica se basaban fundamentalmente en la determinacion de la actividad de algunas
enzimas séricas (Barnouin et al., 1981; Diez et al., 1994; Mezo et al., 1994; Ferre et al.,
1997) como glutamato deshidrogenasa (GLDH) o y-glutamil-transferasa (y-GT). En la
actualidad, se basa fundamentalmente en la deteccion de anticuerpos mediante la

utilizacién de la técnica inmunoenzimética ELISA y, en menor proporcion, debido a su
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mayor complejidad de realizacion, en la técnica de inmuno-electro-transferencia (EITB) o

western-blotting.

i. ELISA con antigenos nativos

Entre las técnicas inmunoldgicas se incluyen la hemaglutinacién indirecta, la
inmunoprecipitacion (inmunodifusion doble, contrainmunoelectroforesis e
inmunoelectroforesis) y la inmunofluorescencia indirecta. Todas ellas se han visto
superadas por el enzimoinmunoensayo o ELISA, que presenta numerosas ventajas, entre
las que cabe destacar su alta sensibilidad, buena especificidad y facil reproductibilidad
(Wescott et al., 1984; Welch et al., 1987; Pfister, 1990; Marin et al., 1993; Ibarra et al.,
1998). El ELISA también detecta la mayoria de las infecciones parasitarias precozmente
(O’Farrell et al., 1981; Oldham, 1982; Wickoff Il y Bradley, 1986); ademas, tiene una gran
fiabilidad, que llega a alcanzar el 100% cuando el porcentaje de parasitacion del rebafio es
superior al 40% (Wescott et al., 1984). Otras ventajas del ELISA derivan de su posible
automatizacién, y del ahorro de reactivos y personal (Heyden Van Der, 1983; Turilli et al.,
1984; Trudgett et al., 1988).

Es fundamental estandarizar las
condiciones de realizacion del ELISA; en
este sentido, Marin (1992) expresé la
importancia de establecer correctamente
el valor limite de la densidad o6ptica a
partir de la cual se consideren positivas
las muestras, es decir, el denominado

punto de corte, que puede variar seguin

las condiciones de aplicacion de la

Placa de ELISA

técnica (modelo de placas utilizado,

naturaleza y dilucion del conjugado, estado de los tampones, temperatura del laboratorio,
etc).

En el ELISA se pueden emplear dos tipos de antigenos, los sométicos y los de
excrecidn/secrecion (ES). Los resultados varian segun los diferentes autores; asi, Hillyer y
Allain, 1979; Hillyer, 1980; Pfister et al., 1984; Sinclair y Wassal, 1988; y Marin, 1992,
obtuvieron mejores resultados cuando utilizaron antigenos metabdlicos, que son menos

complejos que los somaticos; mientras que otros (Lehner y Sewell, 1980; Arriaga de Morilla
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et al., 1983, 1989; Sexton et al., 1994 y Morrondo et al., 1997), lograron resultados similares

con ambos tipos de antigenos.

En ganado ovino infectado experimentalmente, Zimmerman et al. (1982) mediante
ELISA y antigeno somético de F. hepatica, comprobaron que, aunque los anticuerpos se
detectaban a partir de la 22 s.p.i., los niveles positivos no se alcanzaban hasta las 62-82 s.p.i.
Ademds, estos autores, no hallaron relacion entre la intensidad de parasitacion y las
absorbancias obtenidas con el ELISA. En ovejas infectadas de forma experimental, Ferre
(1994) observé que los niveles de IgG aumentaban a partir de las 2 s.p.i., alcanzando el

maximo a las 8 s.p.i.

Mezo et al. (2003) fraccionaron antigeno nativo de ES de F. hepatica (FhES) por
FPLC de gel-filtracion. Tras el analisis de los antigenos contenidos en las fracciones
obtenidas (del | al IV) enfrentados con sueros de 4 grupos de ovinos (con infeccién natural,
sin fasciolosis pero con otras parasitaciones por nematodos intestinales, corderos
infectados experimentalmente con 10-40 metacercarias de F. hepatica y corderos no
infectados), observaron que las fracciones de Il y IV mostraron una buena discriminacion
entre animales infectados y no infectados, con un 100% de sensibilidad y un 100% de
especificidad. Con western-blot se determind que el peso molecular de la fraccion IV era de
7-40 kDa y resultaba especifico para el serodiagnostico, puesto que detectaba animales
infectados (incluso los infectados con 10 metacercarias) desde las 3-5 s.p.i. y hasta el final
del estudio (14 s.p.i.).

Ruiz et al. (2003) analizaron la utilidad de dos cistein-proteinasas de 28 y 34 kDa
(P28 y P34) obtenidas de adultos de F. hepatica, para el serodiagnéstico de fasciolosis
caprina con ELISA-indirecto. Con las dos proteinasas se detectaron las IgG de forma rapida
en todas las cabras infectadas (2-6 s.p.i.).

Con una cistein-proteinasa de 28 kDa, Dixit et al. (2002) desarrollaron un dipstick-
ELISA para el diagnostico de fasciolosis en ovinos con infecciébn experimental con F.
gigantica y comprobaron que todas las ovejas eran positivas al utilizar ELISA y/o dipstick-
ELISA a partir de la 42 s.p.i.

Ibarra et al. (1998) realizaron un estudio para comparar la sensibilidad, especificidad
y utilidad del DIG-ELISA, DOT-ELISA, y ELISA-i en la determinacion de la seroprevalencia
de fasciolosis en ganado vacuno. Utilizaron sueros de vacas de un area endémica de

fasciolosis y otros sueros de vacas de una zona libre del parasito. Al comparar los
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resultados con la sedimentacion se aprecié que las tres técnicas detectaban un alto
porcentaje de animales positivos, y que la especificidad y sensibilidad de las mismas
superaban el 80%. Ademas observaron que Unicamente un suero presentaba reacciones
cruzadas con Paramphistomum spp. mediante DOT-ELISA. Concluyeron que estos test son

sensibles, especificos y recomendables para el serodiagnéstico de la fasciolosis.

No obstante, diversos autores (Hillyer et al., 1985; Boulard et al., 1985: Boulard,
1988; Miller, 1990; Marin, 1992; Sanchez-Andrade et al., 1995, 2000; Paz et al., 1998a),
consideran que la interpretacion de los datos del ELISA deben efectuarse con prudencia,
debido a que en las primeras fases de la infeccion (antes de la 62 s.p.i.) pueden detectarse
algunos falsos negativos y que también pueden resultar falsos negativos los animales muy

jovenes con el sistema inmunitario poco desarrollado.

Ademas, aunque el ELISA presenta gran sensibilidad y especificidad, la persistencia
de una elevada tasa de anticuerpos durante largos periodos de tiempo, incluso cuando los
animales han sido capaces de eliminar de forma natural la infeccién o tras la administracion
de un tratamiento eficaz, supone un inconveniente importante como han sefialado diversos
autores (Boulard et al., 1985; Mezo et al., 1995; Sanchez-Andrade et al., 2001).

Como afirmamos antes, algunos de los inconvenientes del ELISA-indirecto se han
superado con la utilizacion del ELISA-doble, comprobando que esta técnica es muy util en el
diagnéstico de infecciones activas, y para valorar la eficacia de tratamientos antihelminticos
(Fagbemi et al., 1995; Espino et al., 1997; Paz et al., 1999; Duménigo y Mezo, 1999).
Asimismo, Lomba (2005) comprob6 que algunas fracciones (18 y 23’5 kDa) obtenidas por

electroelucién del antigeno FhES eran Utiles para valorar los tratamientos antihelminticos.

ii. Inmunoelectrotransferencia

Esta técnica se basa en la separacion de los diferentes componentes antigénicos
mediante electroforesis, y en su posterior evaluacién como sustancias antigénicas utilizando

una membrana de nitrocelulosa.

La utilidad de la EITB en el inmunodiagnéstico de las infecciones por F. hepatica se
ha comprobado empleando animales de laboratorio (ratas y conejos) y de renta (ovejas y

vacas).
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En ratas infectadas experimentalmente, Poitou et al. (1992) utilizando antigeno de
ES, comprobaron que en los sueros de los animales, a la 22 s.p.i., se reconocian péptidos
de peso molecular bajo (20-30 kDa) y a partir de la 32 s.p.i., los de mayor peso molecular
(43-67 y 94 kDa). Ademas, estos autores y Keegan y Trudgett (1992), apreciaron que se
efectuaba un reconocimiento secuencial de proteinas de alto a bajo peso molecular, de

modo que en las sucesivas s.p.i. ya se obtuvo reaccién positiva con péptidos de 22-30 kDa.

Diez et al. (1997) estudiaron los
W principales componentes del antigeno
T FhES, empleando sueros de ratas

e «3 infectadas experimentalmente,

'W afirmando que en este antigeno se
,‘.;’m' detectaban 31 fracciones, con pesos
e moleculares de 11 a 136 kDa y que
‘\r]w ': ‘i',r?ﬁn;fr-' AT predominaban las fracciones de 11-13,
| [_'__ |- | 1416, 23-33, 5557, 65-71 y 86-136
L kDa. Ademas, Paz (1997) y Sanchez-
Andrade et al. (1997) estudiaron la

Inmunoelectrotransferencia respuesta inmunitaria en un lote de

ratas primoinfectadas y en otros 2 grupos reinfectados a las 4 y 11 s.p.i., respectivamente,
sefalando que a partir de la 12 s.p.i. se detectaban IgG y que durante las 5 primeras s.p.i.
con el antigeno de ES se reconocian fracciones de alto peso molecular (190 kDa) y que, a
partir de la 72 s.p.i., ademas de estas fracciones proteicas, se detetaban un mayor nimero
bandas, con pesos moleculares de menos de 35 kDa y de 37, 43, 52, 75-80, 126, 155y 170
kDa. A partir de la semana 112 p.i. no se observd un aumento en el reconocimiento de
bandas, excepto en el grupo de ratas reinfectadas, en el que se vieron bandas de 98 y 118
kDa.

Respecto a la utilidad de esta técnica en en inmunodiagnéstico de las infecciones
por F. hepatica en ganado vacuno, Santiago y Hillyer (1988), reconocieron en el antigeno
somatico del trematodo un grupo de proteinas de 30-38 kDa y otros péptidos de 20-25 kDa
a las 4 semanas post-infeccion.

Itagaki et al. (1995) analizaron el antigeno somatico de F. hepatica con sueros de
terneras infectadas de forma natural y experimental, comprobando que desde la 62 a la 102
s.p.i. las bandas evidenciadas con mayor intensidad eran las de 52-62 kDa, y que con
menor intensidad también habia polipéptidos de 12, 17 y 64 kDa. Mezo et al. (1997) en

productos FhES, identificaron por EITB, 6 grupos de polipéptidos inmunorreactivos con
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pesos moleculares de 9-10 kDa, 25-27 kDa, 30-37 kDa, 40-45 kDa y 51-59 kDa,
comprobando que en los sueros de terneras infectadas y reinfectadas experimentalmente
con F. hepatica, los de 25-27 kDa fueron los Unicospolipeptidos reconocidos por todos los

sueros en las diferentes fases de infeccion y reinfeccién de los animales.

En ovejas infectadas experimentalmente, Ruiz-Navarrete et al. (1993) comprobaron
gue todos los sueros de ovejas infectadas reaccionaban frente a la fraccion proteica de 20-
23 kDa del antigeno somatico, y frente a la de 23-27 kDa del antigeno de ES; detectando
anticuerpos frente a estos componentes antigénicos a partir de la 22 s.p.i.

Ferre (1994), en ovejas infectadas experimentalmente, comprobd que a partir de la
62 s.p.i. las bandas que se apreciaban con mayor intensidad eran las de peso molecular de
14-30 kDa y que, entre la 82 y la 162 s.p.i., se detectaron péptidos de 19 y 25 kDa.
Asimismo, Chauvin et al. (1995) sefialaron el reconocimiento secuencial de proteinas de
alto a bajo peso molecular, sugiriendo la liberacion de productos de excrecién/secrecion por
parte de las fasciolas juveniles durante su migracién por el parénquima hepatico; ademas,
en animales reinfectados a las 6 semanas de la primoinfeccion, obtuvieron una marcada
respuesta frente a péptidos de 12-30 kDa, en tanto que se redujo la intensidad del
reconocimiento de proteinas de peso molecular alto, que habian sido observadas de forma

precoz en la primoinfeccion.

iii.  ELISA con proteinas recombinantes.

Desde finales de la década de los 90, se han realizado diversos estudios sobre el
empleo de algunas proteinas recombinantes como antigenos para el diagnéstico de las
infecciones por F. hepatica mediante ELISA. Heussler y Dobbelaere (1994) obtuvieron una
proteina recombinante de F. hepatica con secuencia N-terminal similar a la catepsina B
identificada en extracto somatico de formas juveniles recién desenquistadas.

Posteriormente, Tkalcevic et al. (1995) y Creaney et al. (1996) localizaron catepsina
B en el intestino de fasciolas juveniles y Wilson et al. (1998) demostraron que la principal
actividad proteasa en los productos de ES de estas formas juveniles estaba desarrollada

por la catepsina B.

Dowd et al. (1997), identificaron dos formas diferentes de catepsina L-like proteasa

recombinantes, catepsina L1 y catepsina L2, que tenian especificidad de substrato.



34 Introduccion

Roche et al. (1997) obtuvieron la catepsina L1 recombinante, Gtil para el diagnéstico
de infecciones por F. hepatica en ovinos, pero la produccion de suficiente cantidad de esta
proteina era un proceso largo, complejo y costoso. Para superar este problema, O Neill et
al. (1998, 1999) pusieron a punto un ELISA con catepsina L1 purificada a partir de FhES,
comprobando que con esta proteina recombinante se diferenciaban mejor los sueros

positivos de los negativos que con el antigeno de ES.

Wilson et al. (1998) observaron que la catepsina B (FhCatB) se libera de forma
precoz (5% s.p.i.), sugiriendo que esta proteasa esta relacionada con el desenquistamiento
y/o migracion de las formas juveniles por los tejidos del hospedador.

Carnevale et al. (2001) comprobaron que la gastrodermis de las fases juveniles y de
los adultos de F. hepatica secretan una cistein-proteasa denominada Catepsina L1, que
presenta una proregion (rproCL1l); emplearon sueros de ovejas infectadas
experimentalmente con F. hepatica para determinar el valor antigénico de esta procatepsina
L1 recombinante (rproCL1) mediante ELISA-indirecto y detectaron valores positivos de IgG
a partir de la 32 s.p.i., concluyendo que la procatepsina L1 recombinante (rproCL1) es util

para el diagnéstico de la fasciolosis aguda en las ovejas.

Cornelissen et al. (2001) desarrollaron un ELISA con catepsina L-like recombinante,
comprobando que la sensibilidad de esta técnica era del 99°1 y del 100% para ovejas y
terneros, respectivamente. Ademas, comprobaron que, en animales infectados de forma
experimental, se detectaban anticuerpos especificos entre las semanas 5% y 72 p.i,
concluyendo que este ELISA era mas rapido para detectar la infeccion que el recuento de
huevos en heces.

En ovejas infectadas con metacercarias de F. hepatica, Law et al. (2003) analizaron
la respuesta inmunitaria mediante ELISA y la proteina recombinante Captesina B;
comprobando que era una proteasa secretada por las formas juveniles de F. hepatica, de
gran utilidad para el diagndstico de la infeccién durante la fase aguda, puesto que se

detectaban anticuerpos entre la 22 y 52 semana p.i.

Silva et al. (2004) infectaron experimentalmente con metacercarias de F. hepatica
diferentes H.D. (conejos, ratas, ovejas y vacas) con objeto de valorar una proteina
recombinante, denominada rFh8 que es la forma recombinante de un antigeno de ES de
adultos del trematodo, concluyendo que esta proteina era producida por F. hepatica en un

estadio muy temprano de la infeccion en conejos, ovejas y vacas, por lo que es de utilidad
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para el diagndstico temprano en estos hospedadores; por el contrario, los sueros de ratas

sélo reaccionaban frente a esta proteina durante un corto periodo de la infeccién.

Arias (2003) y Paz-Silva et al. (2005) a partir de una biblioteca de ADNc obtuvieron 3
clones de F. hepatica que codifican para la expresion de proteinas de 16, 12°3 y 2°9 kDa,
comprobando que en ratas infectadas con este trematodo, la proteina expresada por el clon
de 2°9 kDa permitia detectar anticuerpos a la 22 s.p.i. tanto por ELISA-i como por western-
blot. Posteriormente, evaluaron esta proteina en sueros de ovejas infectadas
experimentalmente con F. hepatica y observaron (Arias et al., 2006) que en la 12 s.p.i. ya se
detectaban IgG, concluyendo que esta proteina, probablemente perteneciente al tegumento

parasitario, resultaba muy util en el diagnéstico de infecciones recientes.
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1.1.2. PREVALENCIA DE INFECCION POR F. hepatica EN DIFERENTES ESPECIES
ANIMALES.

El desarrollo del ciclo de F. hepatica depende de varios factores (temperatura,
humedad, presencia de H.l. adecuados, etc) y en consecuencia, la prevalencia de infeccion
de los H.D. varia sensiblemente de unas zonas a otras y, como sefialamos anteriormente,

de unas especies animales a otras.

En este apartado y, debido a que son las especies en las que nos hemos centrado,
revisaremos la prevalencia de infeccion de algunos rumiantes domésticos (vacas) y
silvestres (corzo) y de los équidos. Asi como los principales factores extrinsecos e
intrinsecos que influyen sobre la prevalencia de infeccion por F. hepatica en estas especies

animales.

a. EN GANADO VACUNO

Las técnicas directas mas utilizadas han sido la necropsia y la coprologia, y méas

recientemente, el ELIS A-doble.

Debido al alto valor

econdmico de estos animales, los
datos de necropsia se reducen a
trabajos puntuales que se han
realizado en matadero. (Abunna et
al., 2009; Bernardo et al., 2011; Borjl
et al., 2012).

En ganado vacuno sacrificado
Bovino pastando en extensivo en el N.O. de Espafia y N.E. de

Portugal, Arias et al. (2011) hallaron que el 28% de los animales albergaban adultos de F.

hepatica.

Los analisis coprolégicos son de gran utilidad debido a su alta especificidad,
sencillez de realizacibn y bajo coste econdémico. No obstante, como sefialamos

anteriormente se ha demostrado que la carga parasitaria no esta relacionada directamente



Introduccion 37

con el numero de huevos que eliminan los animales. Lafay y Mage (1976) observaron que
sélo en el 50% de las vacas que tenian lesiones hepaticas compatibles con fasciolosis, se
identificaron huevos del trematodo. Asimismo, en terneros infectados experimentalmente
con metacercarias de F. hepatica, Hall et al. (1982) comprobaron que el numero de huevos
eliminados en las heces no estaba relacionado con el numero de adultos que recuperaban
en la necropsia. Ademas, Dwinger et al. (1982) observaron que soélo el 14% de vacas
sacrificadas que tenian fasciolas en el higado, eliminaban huevos del trematodo en las
heces.

Aunque la especificidad de las técnicas coprolégicas son elevadas, no obstante,
diversos autores (Duwell y Reisenleiter, 1990; Mage, 1990; Chauvin, 1994), han sefialado
gue es necesario realizar varios andlisis antes de pronunciarse si un animal estd o no
infectado por F. hepatica y que como minimo deberian realizarse 2 6 3 coprologias,
realizadas con intervalos de algunos dias e incluso semanas; ademas, se ha comprobado
gue, cuando los analisis coproldgicos se realizan una sola vez, puede haber hasta un 65%

de falsos negativos.

El porcentaje de animales que eliminan
huevos de F. hepatica varia mucho de unos
paises a otros, como consecuencia de los

diferentes factores extrinsecos e intrinsecos que

influyen sobre el ciclo biolégico de este trematodo

y por ello se considera que es suficiente referirse
Huevo de F. hepatica

a las prevalencias de infeccion de nuestro pais.

En Espafia son numerosos los autores que han aportado datos respecto a la
prevalencia e intensidad de infeccion por F. hepatica en ganado vacuno. Segun Cordero y
Rojo (1983), hasta el 20% del censo de ganado vacuno de Castilla-Ledn estaba infectado
por este trematodo, aunque en algunas zonas el porcentaje de animales afectados
superaba el 90%. En vacas en pastoreo en la provincia de Ledn, Gonzéalez-Lanza et al.
(1989) y Ferre et al. (1994) obtuvieron porcentajes de infeccion del 30 y del 11%,
respectivamente. En Asturias, Cornejo et al. (1986) analizaron 266 muestras fecales de
ganado vacuno tomadas al azar de 44 explotaciones, obteniendo porcentajes de
parasitacion que oscilaban entre el 0 y el 33%; asimismo, Rojo Vazquez (1986) comprobo
que entre el 3'7 y el 35'6% de los bovinos asturianos estaban infectados por F. hepatica. En

Huesca, Sanchez-Acedo (1983) sefialé que el 5% de los bovinos eliminaban huevos de F.
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hepatica y en areas concretas de Andalucia y Extremadura, Martinez y Hernandez (1983)

citaron prevalencias de hasta el 50%.

Diversos estudios realizados en Galicia, demuestran la importancia de la fasciolosis
bovina, siendo el porcentaje individual de animales y las cifras medias de eliminacion muy
variables. Diez-Bafios et al. (1989), en la provincia de Lugo, pusieron de manifiesto que el
78'1% de los efectivos de una granja en la que no se adoptaban las medidas control
adecuadas, eran positivos y eliminaban cifras medias de 146,6 h.p.g.; por el contrario, en
granjas que adoptaban periddicamente medidas profilacticas, la prevalencia (64'4%) y sobre
todo la intensidad (X= 30 h.p.g.) descendié6 mucho. En otro estudio realizado por estos
autores (Diez-Bafios et al., 1989), en varias localidades de la provincia de A Corufia,
comprobaron que en el 28'8% de las explotaciones habia animales infectados y que las
cifras medias de eliminaciéon eran de 13’1 h.p.g. Diez-Bafios et al. (1991) y Diez et al. (1994)
en vacas mantenidas en régimen semiextensivo, en la provincia de Lugo, sefialaron que el
27'1% de los animales eliminaban huevos de F. hepatica y que la intensidad de infeccion
era moderada. En un estudio mas reciente, Diaz (2002) indicé que el 25"3% de las vacas
Rubia Gallega eliminaban huevos y que las cifras medias de eliminacion eran de 24°4 +
26’5 h.p.g.

En relacion con el porcentaje de explotaciones en las que habia algun animal que
eliminara huevos de Fasciola, Nogareda et al. (1987), Diez-Bafios et al. (1989) y Sanchez-
Andrade et al. (1995) sefialaron prevalencias del 44, 29-78 y 70% en granjas de vacuno de
leche de las provincias de Pontevedra, A Corufia y Lugo, respectivamente; posteriormente,
Morrondo et al. (2003) y Diaz et al. (2005) sefialaron porcentajes de infeccidn superiores en
explotaciones de Rubia Gallega de la provincia de Lugo (64 y 62 %, respectivamente).

Son escasos los estudios de serprevalencia realizados mediante ELISA-doble son
escasos, probablemente debido a su laboriosidad y a la dificultad de obtencién de los
diferentes tipos de anticuerpos (mono o policlonales). En nuestro laboratorio, se han
realizado diferentes estudios sobre seroprevalencia de infeccién por F. hepatica en ganado
vacuno explotados en distintas localidades de Galicia; asimismo, se han comparado los

resultados obtenidos mediante esta técnica y los hallados por ELISA- indirecto.

Paz-Silva et al. (1998b), utilizando IgG policlonal anti-F. hepatica, hallaron que en el
37% de los sueros de vacas explotadas en la provincia de Lugo, tenian antigenos
circulantes del trematodo. Posteriormente, Sanchez-Andrade et al. (2000) en vacas de

aptitud lactea, compararon los resultados hallados por ELISA-indirecto y ELISA-doble,
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comprobando que el 85°1% de las muestras examinadas se consideraban positivas al
utilizar el ELISA-indirecto, siendo este porcentaje sensiblemente inferior con el ELISA-doble
(37"3%). Ademas, estos autores determinaron que solo el 38°3% de las muestras fueron
positivas con ambas técnicas, lo que indica que la de deteccion conjunta de antigenos
circulantes y de anticuerpos, es lo mas apropiado para realizar estudios epidemiolégicos

amplios.

Entre las técnicas indirectas, destacan los estudios de seroprevalencia realizados

mediante ELISA-indirecto; inicialmente se hicieron con antigenos nativos y posteriormente,

empleando diferentes proteinas recombinantes.

Al utilizar ELISA con antigenos nativos, Marin et al. (1993), mediante ELISA y
FhES, indicaron que el 60% del ganado vacuno de Asturias presentaban titulos positivos de
anticuerpos frente a F. hepatica.

Luzén Pefia (1995), utilizando como antigeno la fraccion especifica f,, estudiaron la
prevalencia de parasitacién por F. hepatica en diferentes zonas de Espafia, comprobando
gue el 82% del ganado vacuno mantenidos, en régimen semiextensivo, en Galicia, Lebn y

Lérida, tenian titulos de anticuerpos positivos.

En nuestro laboratorio, desde la década de los 90, se han realizado diferentes
estudios sobre la seroprevalencia de infeccién por F. hepatica en ganado vacuno explotado
en semiextensivo en diferentes distintas localidades de Galicia. Sanchez-Andrade et al.
(1995) observaron que el 88'8% de los sueros de vacas, explotadas en la provincia de Lugo,
tenian titulos de anticuerpos positivos, aunque sefalaron que el 21'9% de los animales
presentaban cifras de absorbancia compatibles con un escaso estimulo antigénico;
asimismo, comprobaron que la seroprevalencia variaba con la zona de procedencia de las
muestras, siendo superior en la zona de montafa y en el sur de Lugo y menor en el centro.
Moledo (1996), mediante un ELISA-indirecto y antigeno de ES, comprob6 que en el 64" 7%
de los sueros de ganado vacuno procedentes de las cuatro provincias gallegas, se

detectaban anticuerpos frente a F. hepatica.

Al utilizar ELISA-indirecto con proteinas recombinantes, Kozak-Cieszczyk (2006)
en Polonia, mediante esta técnica y utilizando una cisteinproteinasa recombinante,

obtuvieron prevalencias del 34°8%.
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En ovejas infectadas de forma natural, al pastar en zonas en las que habia gran
cantidad de metacercarias de F. hepatica, Cornelissen et al. (2001) comprobaron mediante
ELISA-indirecto y una catepsina L recombinante, que a la 5% semana, el 33% de los
animales tenian anticuerpos y que los seropositivos aumentaban gradualmente hasta la
semana 17 (79% de corderos con anticuerpos); ademas comprobd que este método de
diagnostico era mas precoz que la coprologia, puesto que las ovejas no eliminaron huevos
hasta la 92 semana después de su introduccién en los pastos y que en la semana 17, el

53% de los animales eliminaban huevos.

b. EN CORZOS

Los diferentes niveles de susceptibilidad de las especies animales frente a F. hepatica
explican la presentacion de diferentes patrones de la infeccion. En algunos estudios se ha
indicado que la evolucién de las infecciones causadas por trematodos resulta diferente en
los animales silvestres y domésticos. En la fasciolosis cronica, un pequefio nimero de
metacercarias son ingeridas durante un largo periodo de tiempo por animales con una
resistencia retardada frente al trematodo. No habra pérdida de peso, anemia y diarrea
crénica. Esta es la tipica situacion de los cérvidos, el ganado vacuno, y el muflén (Kassali,
1999). Segun Pybus (2001), F. hepatica puede parasitar, ocasionalmente, a ungulados

silvestres (ciervo, gamo y corzo).

El corzo europeo es muy susceptible a la

infeccibn por fasciolas (F. hepatica y F.
magna) y unas pocas son capaces de causar
enfermedad grave (Dunn, 1988). En
infecciones experimentales, Barth y Schaich
(1973) comprobaron que F. hepatica era mas

patégena en corzo que en ciervo, por lo que

concluyeron que, en condiciones naturales, la

Corzo europeo ‘ B supervivencia de los corzos se veria

comprometida. En los Paises Bajos, existen

datos sobre el incremento de la mortalidad en corzos infectados (Pybus, 2001).

Dentro de las estrategias de gestion cinegética del corzo, es necesario saber qué
parasitosis afectan a diferentes poblaciones y su epidemiologia, a fin de aplicar acciones

preventivas dirigidas a obtener un buen estado sanitario y la mejor explotacion.
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En corzos abatidos en Bielorusia, Shimalov y Shimalov (2000) no observaron huevos
de F. hepatica, pero en un estudio posterior, Shimalov y Shimalov (2003) hallaron una
media de 4 ejemplares adultos en el 6,3% de los higados. En Checoslovaquia, en la region
de Opava, Tomanek (1967) sefial6 una prevalencia del 11°7%. En Polonia, la prevalencia
de infeccion fue del 19% (Drozdz y Bezubik (1993); Drozdz, 1996). En corzos abatidos en
Alemania, Graubmann et al. (1978) sefialaron que en el 43,5% de los higados habia adultos
de F. hepatica aunque no observaron las tipicas calcificaciones en ninguno. Posteriormente,
Dlwel (1988) en un estudio realizado durante 9 afios no encontré parasitados ninguno de
los 197 animales estudiados. Sharhuu y Sharkhuu (2004) informaron sobre la ausencia del
trematodo hepatico en corzos y otras siete especies de rumiantes silvestres en seis
regiones geograficas de Mongolia. En la regién de Strakonice, Vetyska (1980) no
observaron corzos infectados, a pesar de que la prevalencia de infeccién por F. hepatica era

elevada en el ganado vacuno de esa zona.

En Espafia, F. hepatica se ha encontrado en el higado de corzo, gamo, muflén
europeo, cabra pirenaica y rebeco (Lavin et al., 1995). En corzos abatidos en diferentes
localidades de la provincia de Salamanca, Ramajo et al. (2007) no observaron ningun
animal infectado por este trematodo. Asimismo, en corzos de 3 reservas regionales de caza
del Norte de la provincia de Ledn, Diez-Bafios et al. (2009b) observaron que Unicamente 1
animal (0,25%) eliminaba huevos de F. hepatica, aunque las cifras medias se pueden
considerar como elevadas (139 hpg). En un estudio mas amplio sobre los endoparasitos de
los rumiantes en la vertiente leonesa de la Cordillera Cantabrica, Diez-Bafios et al. (2009a)

no detectaron huevos de Fasciola en las heces de los corzos.

En diversos estudios realizados, por nuestro grupo de investigacion (Morrondo et al.,
2008; 2010a, b), en corzos abatidos en diferentes localidades de Galicia, no observaron
huevos de Fasciola. Al tener en cuenta estas observaciones, la posibilidad de que los
ungulados silvestres puedan estar infectados por F. hepatica nos llevd a considerar la
utilidad de un ELISA para tratar de demostrar el contacto entre los corzos y las formas de
resistencia de las fasciolas (metacercarias). En la Comunidad Autonoma Gallega, Arias et
al. (2009), mediante ELISA, detectaron una seroprevalencia del 25%, concluyendo que
aunque los corzos hubieran ingerido un pequefio nUmero de metacercarias, posteriormente

los adultos de F. hepatica no habrian llegado a establecerse en los conductos biliares.

En cuanto al desarrollo de los trematodos adultos en el corzo, todos los trematodos
son adultos a los 100 dias después de la infeccion, mientras en el ciervo un tercio de las

fasciolas contindan inmaduras en el parénquima hepético en este momento (Radostits et al.,
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2000). Samuel et al. (2001) sefialaron que los cérvidos probablemente tienen una
resistencia innata a la infeccibn por F. hepatica y que, por ello, su importancia como
reservorios de este trematodo para los rumiantes domeésticos es escasa. Las bajas
prevalencias de infeccién por F. hepatica en el corzo pueden ser debidas a barreras
ecoldgicas que limitan la exposicién y / 0 a la resistencia inherente a la infeccion. Por lo
tanto, es poco probable que las infecciones en los cérvidos silvestres constituyan un riesgo
para el ganado (Pybus, 2001). Pese a quien pese, y pareciendo una paradoja, Boray (1969)
afirma que "... la supervivencia de F. hepatica, y los brotes de fasciolosis puede deberse
principalmente a la presencia de explotaciones de las especies bovina y ovina, junto con la
intervencion humana". Longhurst (1953) apuntaba que a menos que los corzos sean
obligados a pastar, la practica del ramoneo y sus habitos de bebida pueden impedir en gran
medida la exposicion a metacercarias de F. hepatica.

Se debe tener en cuenta que la presencia de animales domésticos en los territorios de
los corzos resulta decisiva en la prevalencia de infeccion por F. hepatica en estos ungulados
silvestres. En este sentido, Taber y Dassmann (1958) observé que en el Condado de Lake,
California, F. hepatica se encuentra con frecuencia en los ciervos que comparten pastos con
ovejas (10% de los ciervos recogidos estaban infectados), pero en zonas donde no hay
ganado pastando, la infeccién era rara en estos animales. Esta observacion sugiere que el
ciervo de cola blanca es incapaz de mantener la infeccién de F. hepatica, y por lo tanto no
sirve como reservorio natural importante para el ganado y las ovejas. En base a los
resultados experimentales, el ciervo es mas a la infeccién por F. hepatica que el ganado
ovino (Kirstner, 1975), y posee menor resistencia temprana a F. hepatica que las ovejas
(Boray, 1969).

c. EN EQUIDOS

Los estudios sobre infecciones por F. hepatica en équidos son escasos. Este
trematodo ha sido detectado en caballos de América del Sur, Africa y Europa (Alves et al.,
1988; Gorman et al., 1997). El pequefio nimero de investigaciones realizadas en paises
como Espafia podria deberse a que por tradicion la carne de caballo no se suele consumir.

Fascioloa se encuentra ocasionalmente en el higado de los equinos y se detecta
durante el examen post-mortem (Mehlhorn, 2008). Uno de los principales problemas en el
estudio de la prevalencia de fasciolosis en equinos es la dificultad del diagndstico, puesto
gue la mayoria de los trematodos no llegan a alcanzar el estadio adulto, y el examen fecal

de huevos no es fiable (Grelck et al., 1977; Nelis et al., 2010). Por esta razdn los caballos se
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consideran parcialmente resistentes a la infeccion por Fasciola (Soykan y Oge, 2012), como
se comprobd en infecciones experimentales (Alves et al., 1988).

En andlisis copromicroscopicos realizados en équidos que pastaban en areas
endémicas de fasciolosis en Chile (Apt et al. 1993) la prevalencia de infeccién fue del
13,5%. En Turquia, la prevalencia resulté del 3'6% (Uslu et al., 2007), 4'82% (Umur et al.,
2009), 5'8% (Karaca et al., 2005), y 85% (Acici et al., 2013). En Egipto también se
demostré una prevalencia de infeccion fue muy baja (0%-1"5%) (Haridy et al., 2002; Morsy
et al., 2005).

Se han realizado pocos estudios sobre los
signos clinicos y la patologia causada por este
trematodo en el higado de los caballos (Owen,
1977; Getachew et al.,, 2010; Nelis, et al, 2010;
Paz-Silva, 2012; Suarez et al., 2012). La
dificultad de interpretacion de estos signos

supone que con frecuencia la infeccion no se

Caballos conviviendo con bovinos llegue a diagnosticar resultando imprescindibles

la aplicacion de algunos procedimientos
serolégicos (Haridy et al., 2007; Awad et al., 2009). Por este motivo se han desarrollado
estudios moleculares para avanzar en su diagnéstico (Amor et al., 2011, Bohérquez et al.,
2013).

Una posible alternativa es la deteccidon de anticuerpos frente a F. hepatica en suero
mediante pruebas inmunoenzimaticas (Gorman et al., 1997; Nelis et al., 2010; Acici et al.,
2013). En caballos infectados experimentalmente con metacercarias de F. hepatica, Soulé
et al. (1989) detectaron anticuerpos a partir entre la 32-62 s.p.i. y se alcanzaban los valores
mas elevados desde la 103-172 s.p.i. El retraso en el desarrollo de las fasciolas adultas
podria suponer un incremento en el tiempo de contacto entre el sistema inmunitario y los
trematodos y sus antigenos, generandose asi una fuerte respuesta inmunitaria humoral
(Phiri et al., 2006).

La seroprevalencia de fasciolosis detectada mediante ELISA y antigeno de
excrecidn/secrecion de F. hepatica en caballos de Turquia fue del 18% (Acici et al., 2013).
Ademas los caballos positivos por coprologia resultaron seropositivos mediante ELISA y
western blot. Empleando sueros positivos y con antigenos de excrecion/secrecion y
somatico de F. hepatica se revelaron tres bandas proteicas con pesos moleculares de 13,

30-40, y 40-65 kDa. Ninguno de los sueros de animales seronegativos fueron positivos
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mediante inmunoelectrotranferencia. En contraste, el 19°3% de los animales seropositivos
no presentaban signos clinicos de la infeccién. Gorman et al. (1997) detectaron tres bandas
de 14-17, 22-30 y 40-42 kDa Utiles para el diagnostico de fasciolosis. Siendo, los
polipéptidos de 22-30 kDa los mas adecuados para el uso en el inmunodiagndstico de la
fasciolosis equina.
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1.1.3. FACTORES DE RIESGO QUE INFLUYEN SOBRE LA PREVALENCIA DE
INFECCION POR F. hepatica.

Sobre la distribucién y prevalencia de este trematodo influyen factores extrinsicos

(condiciones climéticas y orogréficas, tipo de manejo o explotacion de los animales, etc.) y

factores intrinsicos o derivados del hospedador (especie de H.D., edad, raza, etc.).

a. Extrinsecos.

En las infecciones por Fasciola hepatica tienen una gran importancia las
condiciones ambientales, fundamentalmente la temperatura y sobre todo la humedad y/o
las precipitaciones, que permiten la supervivencia de los huevos en el exterior y propicien la

presencia de H.I.

En ganado vacuno, diversos autores (Diez-Bafios et al., 1989; Rojo y Ferre, 1999;
Abrous et al., 1999; Szmidt-Adjidé et al., 2000; Silvestre et al., 2000; Paz-Silva et al., 2003

a; Otranto y Traversa, 2003; Arias et al., 2011) han sefalado que las infecciones por

Fasciola son enzodticas en areas donde haya elevadas precipitaciones anuales y terrenos
mal drenados, que constituyen el habitat idéneo para Galba (= Lymnaea) truncatula que, en
Europa, son los principales H.l. Ademas, se ha comprobado que que en la prevalencia de
infecciébn por F. hepatica mas que de las condiciones climaticas registradas ese afio,
influyen las que haya habido el afio anterior (Diez-Bafios et al., 1989; Rojo et al., 1989;
Gonzalez-Lanza et al., 1989; Manga et al., 1991; Sanchez-Andrade et al., 1995; Szmidt-
Adjidé et al., 2000; Diaz et al., 2007a; Arias et al., 2011).

Con temperaturas superiores a 10°C y suficiente humedad, Morrondo et al. (1994)
comprobaron que habia ejemplares de L. truncatula activos durante practicamente todo el
afo en la provincia de La Corufia; ademas estos autores y, al igual que habia observado
Gonzalez-Lanza et al. (1989) en la provincia de Ledn, en los pastos hay, durante todo el
afo, un importante nimero de metacercarias por lo que los H.D. pueden infectarse durante

todo el afio.

También influyen las condiciones orogréaficas, como el tipo de suelo, la pendiente,
etc. (Rojo y Ferre, 1999). En este sentido, Otranto y Traversa (2003) han sefalado que, en

los ultimos 50 afios, el hombre ha realizado cambios en el medio, mediante la construccién
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de presas, diversos sistemas de irrigacion, etc., de modo que ha transformado lugares
secos en humedos, lo que ha contribuido notablemente a la expansion geografica de la

fasciolosis.

En Galicia, Diez-Bafios et al. (1989) comprobaron que el porcentaje de animales
infectados por F. hepatica era inferior en areas de mayor altitud, debido a las elevadas
pendientes existentes y a la presencia de cursos fluviales escasos; ademas, sefialaron que
la prevalencia de infeccion por este trematodo se relaciona con la temperatura y las
precipitaciones registradas el afio anterior y que, en otofilo e invierno, habia mayor

porcentaje de animales que eliminaban huevos de este trematodo.

Morrondo et al. (1997) al analizar mediante ELISA-indirecto, la seroprevalencia de
infeccion en diversas localidades gallegas, obtuvieron la mas elevadas en la Montafia (92%)
y las mas bajas en el Centro (74%) y la Costa (63%); concluyendo que la temperatura y la
seroprevalencia de infeccibn estan inversamente relacionadas, mientras que estan
relacionadas positivamente con la humedad y la altitud de la zona, probablemente debido a
gue en las zonas humedas y con temperaturas moderadas, la densidad del hospedador
intermediario L. truncatula es mayor, y por tanto, es de esperar que también lo sea el
namero de metacercarias que se encuentran enquistadas en la hierba a disposicion de los
hospedadores definitivos. Asimismo, mediante ELISA-directo e indirecto, Sanchez-Andrade
et al. (1995, 2001 a, 2002), obtuvieron mayores seroprevalencias en zonas en las que se
registraban menores temperaturas y mayores precipitaciones como en la Montafia (42°6;
95'3%) y mas reducidas (30°5; 61°7%) en la Costa en la que hay menor altitud y

temperaturas mas elevadas.

Arias et al. (2004) en vacas Rubia Gallega en pastoreo en la provincia de Lugo,
mediante coprologia y ELISA-indirecto, empleando una proteina de 2°9 kDa, observaron
gue el porcentaje mas elevado (27°7%) correspondia a animales que pastaban en zonas
entre 500 y 700 m y con precipitaciones inferiores a 1200 mm?®. Asimismo, Morrondo et al.
(2005) sefalaron que la prevalencia de infeccién por F. hepatica en ganado vacuno en
pastoreo en diferentes localidades de Galicia, era mayor en las zonas en las que la altitud
era media y las precipitaciones y la temperatura eran moderadas. Posteriormente, Arias et
al. (2011) en un estudio realizado en ganado vacuno sacrificado en el NE de Portugal y NO
de Espafia, concluyeron que no existia relacion entre las condiciones climéticas (lluvia y

temperatura) y la prevalencia e intensidad de infeccion por F. hepatica.
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b. Intrinsecos.

En relacion con la edad de los animales, en las infecciones por F. hepatica, en el
parénquima hepdatico y en los conductos biliares se produce tejido fibrético (Cheema y
Hooshmand-Rad, 1985) de forma que puede llegar a encapsular a las fasciolas e impedir su
migracion hacia la vesicula. Ademas, las reinfecciones se caracterizan porque existe mayor
infiltracion de las &reas portales y por el reemplazo de grandes areas de parénquima; estos
cambios pueden actuar como una barrera, impidiendo que la infeccion progrese, al tiempo
gue les confiere una resistencia adquirida a los animales, de modo que, se establecen
menor numero de fasciolas a los conductos biliares y, por lo tanto, los animales adultos
eliminan menor niumero de huevos. Por el contrario, para otros autores (Gonzalez-Lanza et
al., 1989; Waruiru et al., 2000; Sanchez-Andrade et al., 2002) la prevalencia de infeccién por
F. hepatica, es superior en los animales de mayor edad, debido a que han tenido mas
posibilidades de ingerir metacercarias que los mas jévenes que todavia no hayan tenido la

oportunidad de infectarse al no haber salido al pasto.

En ganado vacuno, la mayoria de los autores (Boray et al., 1985; Soulsby, 1987;

Rojo et al. 1989; Quiroz, 1986; Rojo y Ferre, 1999) han sefialado que tras una exposicion
inicial a F. hepatica los animales desarrollan una respuesta inmunitaria protectora que
reduce el nUmero de trematodos o bien inhiben su desarrollo, reduciéndose la eliminacion
de huevos (Hillyer et al., 1996). Ademas, en los bovinos, segin Rojo y Ferre (1999) como
consecuencia de la primoinfeccion se desarrolla una extensa fibrosis hepatica que aumenta

la resistencia a sucesivas reinfecciones.

En la provincia de Leon, Gonzalez-Lanza et al. (1989), observaron que la
prevalencia de infeccion por F. hepatica se incrementaba con la edad de los animales, pero

se mantenia estable a partir de los 3-4 afios de edad (30-38%).

En Galicia, Morrondo et al. (1994) comprobaron que la prevalencia de infeccion era
superior en las novillas (88%) que en las vacas adultas (70%). En trabajos posteriores
mediante ELISA-indirecto, diversos autores (Morrondo et al., 1997; Sanchez-Andrade et al.,
1995, 2002; Arias et al., 2010), detectaron que la seroprevalencia de infeccion era superior

en los animales de mayor edad que en los méas jovenes.

En un estudio realizado en ganado vacuno sacrificado en el NE de Portugal y NO de
Espafia, Arias et al. (2011), hallaron en los animales de mas de 10 afios mayor prevalencia

(39%) de parasitacion por F. hepatica que en los menores de 3 afios (12%).
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En corzos, mediante ELISA-indirecto, Arias et al. (2009, 2013) hallaron mayor

seroprevalencia de infeccion en los de mayor edad (32%) que en los mas joévenes.

En équidos, Getachew et al. (2010) hallaron una correlacion positiva y significativa
entre el prevalencia de F. hepatica y la edad de los animales, lo que concuerda con lo
observado por Sanchez-Andrade et al. (2000, 2002) en ganado vacuno, quienes sugirieron
gue la exposicién a este trematodo se incrementa con la edad de los animales debido al

efecto acumulativo de ingestion de metacercarias a lo largo de su vida.

En el examen post-mortem de ponis jévenes la prevalencia de F. hepatica oscilaba
entre rango 02%-41% (Grelck et al., 1977). Acici et al. (2013) detectaron diferencias
estadisticamente significativas segun la edad de los animales, siendo la seroprevalencia
mas elevada en los individuos de mas de 3 afios de edad.

Respecto a la raza o aptitud de los animales, en ganado vacuno, Sanchez-Andrade

et al. (2000, 2001), comprobaron que en los bovinos procedentes de cruces el porcentaje de
seropositivo era superior al hallado en los de razas mas seleccionadas (Frisona, Parda
Alpina, Rubia Gallega) y que eran los comprendidos entre 3 y 5 afios los que presentaban
mayor seroprevalencia; concluyendo que mas que la raza lo que realmente influia sobre la

seroprevalencia era el tipo de manejo de las vacas.



Introduccion

49

1.2. Unidad tematica
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La fasciolosis es una trematodosis parasitaria ampliamente difundida en diferentes
regiones espafiolas, afectando en especial al ganado vacuno que se explota en el Norte del
pais, y en menor proporcién al ovino. Debido a que en estas zonas concurren condiciones
climaticas y edaficas idoneas para el desarrollo del ciclo externo de Fasciola hepatica, como

sucede en Galicia, los valores de prevalencia en los rumiantes son elevados.

A pesar de que, desde hace mucho tiempo, se vienen sugieriendo diferentes
medidas para el control de la fasciolosis en la Comunidad Autbnoma Gallega su prevalencia
en los rumiantes no ha disminuido, suponiendo una gran parte del coste econdémico
dedicado a la lucha frente a las enfermedades parasitarias, puesto que ésta se basa casi

exclusivamente en la administracion de antihelminticos.

La infeccion por F. hepatica no afecta por igual a todas las especies animales, en el
ganado vacuno la parasitacion cursa de forma subclinica, y se asocia a pérdidas indirectas
causadas por decomisos de higados, disminucion de la produccién, reduccién de indices de
conversion, costes derivados del tratamiento de los animales afectados, infecciones

concomitantes, etc.

Con objeto de disponer de informacién actualizada de la distribucién e importancia
de esta trematodosis hepética en el ganado vacuno y en otras especies animales (corzos y
équidos) que pudiesen actuar como reservorios de la infeccién, en esta Tesis Doctoral nos

planteamos una serie de estudios con objeto de dilucidar estas cuestiones.

En un PRIMER ESTUDIO, realizado entre febrero de 2007 y marzo de 2009, se

efectuaron diversas visitas a un matadero de Lugo, en el que se sacrificaban reses

procedentes de Galicia, Norte de Portugal, Le6n y Asturias. Para no entorpecer el quehacer
diario del matadero, se estableci6 que semanalmente y durante 24 semanas, se
seleccionarian los 8 primeros bovinos sacrificados, procediéndose a continuacién al examen
de su tracto digestivo (higado, vesicula biliar, eséfago y estbmagos —rumen y reticulo-) en
busca de trematodos parasitos de los géneros Fasciola, Paramphistomum y Dicrocoelium.
Se examinaron un total de 776 animales y ademds de establecer la prevalencia de infeccion
por los diferentes trematodos hallados, esta se relacion6 con la raza, sexo, edad y
procedencia de los animales, asi como, con las las condiciones climéaticas durante el

periodo de estudio.
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Aunque el diagnéstico post-mortem resulta de sumo interés para conocer la
importancia de las infecciones parasitarias, este es caro y laborioso y ademas los efectos
patégenos ya se han producido. Por ello es de gran interés disponer de otras técnicas de
diagnéstico que no conlleven el sacrificio de los animales y que, ademas, nos permita un
diagnéstico precoz de la infeccién para poder establecer las medidas de control oportunas.
En esta linea, las técnicas serolégicas entre las que se incluyen las inmunoenzimaticas
proporcionan una herramienta muy util para determinar la exposicion a agentes etioldgicos,

mediante la demostracion de anticuerpos especificos frente a antigenos parasitarios.

En el SEGUNDO ENSAYO, y con objeto de establecer la seroprevalencia de

infeccion de F. hepatica se tomaron muestras de sangre de un total de 1.034 vacas que se
analizaron mediante 2 técnicas inmunoenziméticas. Con ELISA-indirecto y una proteina
recombinante de 2,9 kDa (FhrAPS) se evidencid la respuesta humoral IgG (Paz-Silva et al.,
2007). Asimismo, mediante ELISA-directo y un anticuerpo policlonal IgG anti—F. hepatica se

detectd la presencia de antigenos circulantes (Sanchez-Andrade et al., 2000).

Ademas para determinar la importancia que, en el mantenimiento de las infecciones
por F. hepatica, pueden tener los diferentes tipos de razas de ganado vacuno y, en especial,
el tipo de manejo de estos animales, de las 1.034 muestras, 330 eran de ganado vacuno
mostrenco que se caracteriza por pastar libremente en el monte y no estar sometido a
ningun tipo de control sanitario, 346 sueros eran de vacas Rubia Gallega que se explotan
en régimen semiextensivo y que se tratan con albendazol 2 veces al afio y las otras 358
muestras pertenecian a vacas Frisonas mantenidas en intensivo pero que en su

alimentacion se incluia hierba fresca y ensilado.

Una vez que se dispuso de datos actuales sobre la prevalencia de infeccion de F.
hepatica en ganado vacuno, nos propusimos estudiar la posible intervencion de los
rumiantes silvestres y de los équidos como reservorios de este trematodo hepatico. Se
consideran que son reservorios los hospedadores que mantienen el ciclo de los parasitos, y
aunque no siempre resultan imprescindibles para el mantenimiento de las infecciones, a
menudo son muy importantes en su distribucion puesto que en ocasiones no reciben la
atencion y los cuidados necesarios para el control de las parasitosis, bien porque se trate de
animales de dificil manejo o porque se no se conoce totalmente su comportamiento ante las

infecciones.
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Por eso, en el TERCER ESTUDIO, nos planteamos contribuir al mejor conocimiento

de la intervencion del corzo (Capreolus capreolus) como posible reservorio de la infeccion
de F. hepatica para el ganado vacuno. Este trematodo se ha citado en un amplio nimero de
especies, entre las que se incluyen algunos rumiantes silvestres como el gamo (Dama
dama), el ciervo (Cervus elaphus), la cabra ibérica (Capra pyrenaica), el muflon (Ovis aries)
y el rebeco (Rupicapra pyrenaica); sin embargo, existe poca informacion relativa a las
infecciones por F. hepatica en el corzo.

Ademas, hay que tener en cuenta que, en Galicia, el corzo es la especie de rumiante
silvestre mas abundante y, en estudios previos, nuestro grupo de investigacién habia
comprobado que estos ungulados y los rumiantes domésticos comparten algunas especies
de protozoos, de helmintos y de ectoparésitos, debido a que es frecuente que compartan
pastos con el ganado que se explota en extensivo. Asimismo, es necesario destacar que
los animales silvestres ademas de actuar como reservorios de diferentes patdgenos
también son utiles como centinelas de las infecciones que afectan a los animales

domeésticos.

En este tercer estudio, como métodos directos para observar la posible infeccion por
F. hepatica, se examinaron los higados y las heces de 301 corzos. Ademas y con objeto de
detectar si estos ungulados habian ingerido metacercarias de este trematodo, se analizaron
las correspondientes muestras de suero mediante 2 técnicas ELISA, en una se utilizé
antigenos de excrecidn-secrecion y en la otra se empled la proteina recombinante de 2,9
kDa (FhrAPS). Ademas, en 15 zonas de Galicia de donde procedian los corzos, se tomaron
muestras de heces y de sangre de 676 vacas que pastaban en extensivo en las que se
detectaron la presencia de anticuerpos con ELISA y proteina FhrAPS y la de huevos

mediante analisis coproldgicos.
La prevalencia de infeccién hallada tanto en los corzos como en las vacas se

relaciond con el sexo, la edad de los animales y con la zona de procedencia de las

muestras.

En el CUARTO ESTUDIO nos planteamos conocer el papel que pueden tener los

équidos como reservorios de F. hepatica.

En Galicia, desde hace algunos afios, se ha incrementando notablemente el nimero

de caballos debido a que, en la actualidad, aprovechan pastos que antes se utilizaban para
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el ganado vacuno. Ademas, con la actual crisis econdmica, se ha incrementado el traslado
de caballos desde zonas con escasos recursos naturales (Sur de Espafia) a otras (Norte)
donde los pastos son mas abundantes y con ello se reduce el coste de alimentacion de
estos animales, por lo que al aprovechar prados donde antes se mantenian vacas, existe un

evidente riesgo de igestién de metacercarias de F. hepatica.

El ciclo endogeno de F. hepatica se completa en los équidos, aunque el nimero de
trematodos que se desarrolla en estos animales es escaso y no esta clara su intervencion
como reservorio que facilite la infeccion de los rumiantes domésticos. Con objeto de
contribuir a su mejor conocimiento, se recogieron muestras de heces y de sangre de 536
caballos. Para comprobar si los animales eliminaban huevos de Fasciola se emple6 la
técnica copromicroscépica de sedimentacion y para detectar el grado de exposicién de los
caballos frente a este trematodo, se utiliz6 un ELISA-indirecto y proteina recombinante
FhrAPS. Ademas, en el analisis de los resultados se tuvieron en cuenta la edad, raza, sexo,

tipo de alojamiento/manejo y aptitud de los caballos estudiados.
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Teniendo en cuenta los antecedentes antes expuestos, en esta Tesis Doctoral nos

propusimos conseguir los siguientes OBJETIVOS:

1°.- Determinar, tras el examen post-mortem, qué especies de trematodos son mas

prevalentes en ganado vacuno procedente del Norte de la Peninsula Ibérica.

2°.- Analizar la posible influencia que, sobre la prevalencia de infeccion de los
trematodos hallados en las reses, puedan tener algunos factores intrinsecos (edad, raza) y
extrinsecos (tipo de manejo de las reses, condiciones edafo-climéaticas de la zona de
procedencia).

3°.- Establecer la seroprevalencia de F. hepatica, mediante 2 técnicas
inmunoenziméaticas que evidencien la presencia de antigenos y de anticuerpos frente a este

trematodo, en ganado vacuno en pastoreo en el Noroeste de Espania.

4°- Conocer la validez de estas técnicas de diagndstico para el analisis de la
posible influencia de algunos factores intrinsecos y extrinsecos sobre la seroprevalencia de

infeccién por F. hepatica.

5°- Poner a punto la técnica inmunoenzimatica ELISA-indirecto utilizando una
proteina de 29 kDa (FhrAPS) para detectar la respuesta humoral frente a F. hepatica en

Corzos.

6°.- Establecer, mediante técnicas directas e indirectas, si los corzos intervienen
como reservorios de la infeccién de F. hepatica para el ganado vacuno en zonas endémicas

de fasciolosis en las que, ocasionalmente, compartan pastos.

7°.- Determinar mediante técnicas directas (analisis coprolégicos) e indirectas
(ELISA-indirecto y proteina FhrAPS) la prevalencia de infeccion por F. hepatica en équidos

gue pastan en zonas de elevada prevalencia de fasciolosis en rumiantes domésticos,

8°.- Analizar la posible influencia de algunos factores intrinsecos (edad, raza, aptitud)
y extrinsecos (nimero de caballos en las explotaciones, tipo de manejo de los mismos)

sobre la prevalencia de infeccién de F. hepatica en équidos.
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Papers

Prevalence of mixed trematode infections in an
abattoir receiving cattle from northern Portugal

and north-west Spain

M. Arias, C. Lomba, V. Dacal, L. Vazquez, ). Pedreira, I. Francisco, P. Pifieiro,
(. Cazapal-Monteiro, J. L. Sudrez, P. Diez-Bafos, P. Morrondo,

R. Sanchez-Andrade, A. Paz-Silva

Between February 2007 and January 2009, a total of 776 slaughtered animals were
examined for the presence of Trematoda in the liver, gall bladder, oesophagus and stomach
(rumen and reticulum). Data collected were analysed by the age and breed of the animals.
The percentage of cattle from which Trematoda were found was 38 per cent (95 per cent
confidence interval [Cl] 35 to 41 per cent); 28 per cent (95 per cent Cl 25 to 31 per cent) had
Fasciola hepatica, 12 per cent (95 per cent Cl 10 to 14 per cent) Calicophoron daubneyi and 6
per cent (95 per cent Cl 4 to 8 per cent) Dicrocoelium species. A significantly high prevalence
of fasciolosis and dicrocoeliosis was observed in cattle over 10 years of age. Autochthonous
Rubia Gallega cattle had the highest prevalence of fasciolosis and crossbred cattle had the
highest prevalence of dicrocoeliosis (P<0.05). Twenty per cent (95 per cent Cl 15 to 25 per
cent) of the cattle positive for Fasciola also had Calicophoron species; 10 per cent (95 per cent
C1 6 to 14 per cent) also had small liver flukes (Dicrocoelium species).

INFECTION of ruminants by the liver trematode parasite Fasciola
hepatica is distributed worldwide, especially in areas under oceanic
climate conditions (Arias and others 2009), where the presence of
elevated humidity, frequent rainfall and mild temperatures provides
a suitable environment for the development of its intermediate host,
Galba truncatula (Rondelaud and others 2001, Phiri and others 2005).
As Calicophoron daubneyi (Digenea: Paramphistomidae) (Dinnik 1962,
Eduardo 1983) and F hepatica use the same lymnaeid (G truncatula) in
their life cycle, the presence of mixed infections by liver and ruminant
flukes has been reported both in the lymnaids and in the cattle (Abrous
and others 1999, Dreyfuss and others 2008).

Dicrocoelium species is a trematode parasite affecting a broad range
of mammals, generally ruminants. It is found where dry and calcare-
ous or alkaline soils provide a favourable biotope for their intermedi-
ate hosts, several species of land molluscs and various ants (Manga-
Gonzalez and others 2001, Otranto and Traversa 2003). Although
the climatic conditions are quite different for the presence of fascio-
losis and paramphistomosis or dicrocoeliosis, all of these parasites
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have been found in ruminants in north-west Spain (Diaz and others
2007b).

Mage and others (2002) reported that the prevalence of param-
phistomosis, identified using coproscopic techniques, appeared to
be increasing in cattle from central France, but no variation in the
prevalence of natural infection of F hepatica in snails was reported.
Recent investigations carried out in north-west Spain using immuno-
enzymatic assays showed that the seroprevalence of fasciolosis had
not decreased in the past 10 years, even though specific chemotherapy
was given to most of the cattle (Arias and others 2010). There can be
problems assessing the presence of trematodes as the prevalence of
trematode infections can be underestimated when coprological meth-
ods are applied, and the use of immunoenzymatic tests does not allow
the detection of current infections (Arias and others 2010).

The aim of this study was to estimate the prevalence of trema-
todes in cattle from northern Portugal and north-west Spain. Meat
inspection records in an abattoir located in Lugo (north-west Spain)
from February 2007 to January 2009 were used. Data were analysed
by the age and the breed of the animals.

Materials and methods

Study area

The area of study (Fig 1) comprises a total surface area of
77,036.57 km? and it is located at latitudes 40° to 60°N under an
oceanic climate characterised by regular precipitation and a narrow
interval of temperatures throughout the year (Kottek and others 2006,
Diaz and others 2007a). The approximate number of cattle is 1.7
million heads, distributed in the regions of Le6n (113,134), Asturias
(398,401), Galicia (980,368) and Minho-Douro (220,918).

The altitude varies from sea level (coastal zone) to 1285 m in the
Oriental mountains. The slope is variable and there is an extensive
plateau area. Lowland pastures are intensively used and fertilised,
whereas in the highlands (highest altitude and mean slope) agricul-
ture is seldom developed due to the difficulty in using vehicles and
machinery (Diaz and others 2007b).
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100 km

FIG 1: Area of study in northern Portugal and north-west Spain
(77,036.57 km?). A1 Le6n, A2 Asturias, A3 Lugo, A4 A Coruna,

A5 Pontevedra, A6 Ourense, A7 Minho-Douro. A3, A4, A5 and A6
make up the region of Galacia

Sampling

From February 2007 to January 2009, a survey was conducted at an
abattoir located in Lugo (north-west Spain), where approximately
1300 cattle (young and adult) coming from northern Portugal and
north-west Spain are slaughtered every week. There are several abat-
toirs in the study area, interspersed over more than 200 km, but this
abattoir was chosen because all the others in the area slaughtered
mainly calves and a very low number of adult cattle (fewer than 30
per week).

So as not to disturb the regular work of the abattoir, it was decid-
ed to sample the first eight cattle slaughtered one day a week during
24 months. A total of 776 animals were examined. Data regarding
age, breed, sex and origin of the animals were also provided.

During the period of study, animals belonging to the auto-
chthonous Rubia Gallega breed, crossbreeds, Friesians and Swiss
brown breed were slaughtered. Four age groups were established,
group 1 (less than three years), group 2 (three to six years), group 3
(seven to 10 years) and group 4 (>10 years) (Sanchez-Andrade and
others 2002).

Parasitological examination

The digestive tract (liver, gall bladder, oesophagus and stomach [rumen
and reticulum]) of each animal was checked for the presence of trema-
tode flukes. First, a gross visual inspection of all the organs was carried
out, and then each one was dissected carefully. Livers were inspected
by cutting the lobes twice and making a deep cut with a number of
small subcuts. Gall bladders were opened using a scalpel and their con-
tents collected and filtered using a 300 um mesh to retain the parasites.
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Finally, a longitudinal incision was made to the oesophagus, rumen
and reticulum to examine the presence of trematode specimens.

All the flukes were collected and stored in PBS (pH 7.4) before
being transported to the laboratory, where the quantification and
identification were done with reference to their morphological
characteristics.

Variations on climatic parameters

With the purpose of investigating the possible relationship between
the climatic conditions and the prevalence of the parasite infections,
data corresponding to mean and minimum temperatures and rainfall
were obtained monthly from 24 automated meteorological stations.

Statistical analysis

The percentages of prevalence were expressed as the value and the
95 per cent confidence interval (CI), and analysed using the non-
parametric Kruskal-Wallis test. Differences were considered as signifi-
cant when P<0.05.

By considering that there were no statistical differences in the
climatic data or in the parasite prevalence that were observed month-
ly over the two years, the monthly variations were represented as
an annual pattern of the region of study. This way, each prevalence
value represents the mean of the two months examined (correspond-
ing to the periods 2007 to 2008 and 2008 to 2009). The monthly
variations of the prevalence of the trematodes were analysed by
means of the chi-squared test, by considering each month as a sepa-
rate category.

The parasitic burden was stated by the median as the correspond-
ing measure of central tendency, and the interquartile range (the differ-
ence between the values of the upper and lower quartiles) as a measure
of statistical dispersion. These data were analysed by means of the
Kruskal-Wallis test. The possible relationship between the breed, age
and the prevalence of Trematoda was established by calculating the odds
ratio (OR) (Thrusfield 2005).

The possible correlation among the different parameters was
assessed by the estimation of the Spearman’s p value, which is a
measure of the linear relationship between two variables (Corder and
Foreman 2009).

Finally, all the data were classified by using the chi-squared auto-
matic interaction detector (CHAID) test, a procedure that creates a tree-
based model based upon adjusted significance testing (Bonferroni test-
ing) (Magidson 1994). It classifies cases into groups or predicts values of
adependent (target) variable based on values of independent (predictor)
variables. CHAID is often used as an exploratory technique and is an
alternative to multiple linear regression and logistic regression, espe-
cially when the data set is not well suited to regression analysis.

All tests were done using SPSS for Windows (15.0).

Results

Trematode specimens of F hepatica, C daubneyi and Dicrocoelium species
were found in the liver, gall bladder, oesophagus and stomach (rumen
and reticulum) of the slaughtered cattle.

F hepatica

The percentage of cattle with F hepatica flukes was 28 per cent (95
per cent CI 25 to 31 per cent) (Table 1), ranging from 25 per cent
(95 per cent CI 0 to 40 per cent) in the Friesian cattle to 44 per cent (95
per cent CI 34 to 55 per cent) in the Rubia Gallega cattle. Significant
differences were obtained using the Kruskal-Wallis test (3°=16.454,
P=0.001), and the OR was 2.3 (1.9 to 2.9) for the autochthonous
Rubia Gallega cows and 0.54 (0.21 to 0.8) for the Friesians.

The median burden of F hepatica flukes was significantly higher in
Friesians and Swiss brown cattle (Table 1).

The prevalence of fasciolosis increased with the age of the animals
(Table 2). The highest percentage was achieved in the cattle of group 4
(>10 years) (OR=1.92; 1.5 to 2.5) and the lowest in the group 1
(OR=0.33; 0.15 to 0.5). The median was highest in the seven- to
10-year-old cattle and lowest in the three- to six-year-old animals
(P<0.05).

Considering all the factors together (Fig 2a), the prevalence of fas-
ciolosis was first sorted into three groups based on the age of the cattle,
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TABLE 1: Breed-associated prevalence and burden of Trematoda among cattle from

northern Portugal and north-west Spain (n=776)

Fasciola hepatica Calicophoron daubneyi
Positive 4
cattle Burden fioiie e Burden
Breed N(%) Me IQR N (%) Me IQR

Significant differences according to the
age were observed, with the highest value
for median fluke in the youngest animals
(group 1).

When taking into account both the
breed and the age (Fig 2b), two groups were

Dicrocoelium species
Positive

cattle Burden
N(%) Me IQR

Friesian (n=574)
Rubia Gallega (n=90)

14125 12 2
004 9 17

64(10) 200 848
13(14) 600 1800

Swiss brown (n=20) 6(30) 12 18 2(10) 95 10
Crossbred (n=92) 30(33) 9 16 16 (17) 300 1600
Total 217(28) 15 17 95 (12) 32 1150
e 16.454 17.236 3.408 3.902
P 0.001 0.001 0.333 0.272

seen, with the highest prevalence in the
Rubia Gallega, Swiss brown and crossbred
cattle and the lowest in the Friesians. This
group was clustered according to age into
younger than three years and older than
three years.

A positive significant correlation

27(5) 25 30
8(9) 83 348
2(10) 250 301

13(14) 20 65

50(6) 82 67

13212 14039
0.004 0.003

1QR Interquartile range, Me Median

TABLE 2: Age-associated prevalence and burden of Trematoda among cattle from northern

Portugal and north-west Spain (n=776)

between the minimal temperature and both
the prevalence of dicrocoeliosis (Spearman’s
correlation coefficient (CC)=0.132,
P=0.001) and the numbers of Dicrocoeliae
(CC=0.127, P=0.001) was seen.

Fasciola hepatica Calicophoron daubneyi Dicrocoelium species The highest prevalences were recorded
POSS:VE o POSti::VG e POS:::VG s between June and October (Fig 3), and sta-
Cattle urden cattle urden Cattie urden foti : 22—
Age (years) N() Me IR N@O)  Me IR N(%) Me IR ;S:‘(‘)Cglzg‘)ffe'em“ were seen (’=21.210,
Group 1: <3 (n=83) 10(12) 10 26 4(5) 100 424 8(10) 58 57
Goup2:3t06(n=248)  59(24) 8 13 31(12) 200 454 17() 3 59 Mixed infections
Group3:7to10 (n=295)  89(30) 13 14 43(15) 400 1950 93) 15 19

Group 4: >10 (n=150) 59(39) 11 28 17(11) 200 301

Total 217(28) 15 17 95(12) 32 1150
7 22980 23398 1.787 5.999
P 0.001 0.001 0.148 0112

Twenty-eight per cent (95 per cent CI 25 to
31 per cent) of the cattle were infected with
trematodes; infection by all three parasites
was detected in 1 per cent (95 per cent CI

16(11) 31 245
50(6) 82 67
11531 11673
0009  0.009

IQR Interquartile range, Me Median

with the highest values seen in the three- to 11-year-old cattle (group 2
and group 3), then accordingly to the breed, with the lowest preva-
lence in the Friesians.

The prevalence of fasciolosis was above 23 per cent (95 per cent
CI 20 to 26 per cent) throughout the study (Fig 3), rising from March
(23 per cent; 95 per cent CI 20 to 26 per cent) to June (36 per cent; 95
per cent CI 33 to 39 per cent) and between August (23 per cent; 95 per
cent CI 20 to 26 per cent) and December (35 per cent; 95 per cent CI
32 to 38 per cent). Significant differences concerning climatic param-
eters were not recorded. No correlations among the climatic records
(rainfall and temperature) and either the prevalence of fasciolosis or
the numbers of Fasciolae were obtained.

C daubneyi

Twelve per cent (95 per cent CI 10 to 14 per cent) of the animals had
Calicophoron flukes in the stomach (rumen and reticulum). No signifi-
cant differences were observed in the prevalence of paramphistomosis
or in the fluke median regarding the breed of the animals (P>0.05).

The analysis of the percentages of infection by C daubneyi showed
there were no age-related differences (Table 2), and the same was
obtained by checking the fluke values (P>0.05).

Fig 3 shows that the prevalence of paramphistomosis peaked in
October (19 per cent; 95 per cent CI 16 to 22 per cent), but statistical
differences according to the climatic parameters were not observed.
No correlation between the climatic data (rainfall and temperature)
and the prevalence of paramphistomosis or the numbers of C daubrneyi
was seen.

Dicrocoelium species

The percentage of cattle with Dicrocoelium flukes was 6 per cent (95
per cent CI4 to 8 per cent). Crossbreeds showed a significantly higher
prevalence of dicrocoeliosis than the other breeds (OR=2.9; 95 per
cent CI 2.4 to 3.6 per cent) and Friesians a significantly lower preva-
lence (OR=0.4; 95 per cent CI1 0.2 to 0.7 per cent). A significantly
higher median of flukes in the Swiss brown cattle was observed.

The oldest (> 10 years) cattle had the highest percentage of positiv-
ity to Dicrocoelium (OR=2.1; 95 per cent CI 1.5 to 2.8 per cent), and
the lowest was observed in group 3 (seven to 10 years) (OR=0.3; 95
per cent CI0.15 to 0.6 per cent) (Table 2).

0 to 2 per cent) of cattle and infection, by
two was detected in 21 per cent (95 per
cent CI 18 to 24 per cent) of cattle. Twenty
per cent (95 per cent CI 15 to 25 per cent)
of the cattle positive for Fasciola had also Calicophoron species and 10
per cent (95 per cent CI 6 to 14 per cent) of the animals had both
Fasciola and Dicrocoelium species. By means of the Spearman’s test, a
weak association between the numbers of F hepatica and C daubneyi,
and also between F hepatica and Dicrocoelium was observed (CC=0.148;
P=0.001 and CC=0.076; P=0.035, respectively).

The most frequent mixed infection in Friesian (16 per cent; 95 per
cent CI 11 to 21 per cent) and Rubia Gallega (12 per cent; 95 per cent
CI 3 to 21 per cent) cattle was caused by F hepatica and C daubneyi,
and in crossbreeds, the most frequent mixed infection was F hepatica
and Dicrocoelium species (18 per cent; 95 per cent CI 7 to 29 per cent).
A similar percentage (12 per cent; 95 per cent CI 0 to 34 per cent) of
Swiss brown animals with F hepatica and C daubneyi or F hepatica and
Dicrocoelium species was recorded.

When considering age, the most prevalent mixed infection was
F hepatica and C daubneyi flukes in the animals aged seven to 10 years (19
per cent; 95 per cent CI 12 to 26 per cent) and F hepatica and Dicrocoelium
species in cattle under three years (18 per cent; 95 per cent CI 0 to 36
per cent).

Discussion

The most prevalent trematode infections in cattle in Europe
are frequently caused by flukes belonging to the genera Fasciola,
Paramphistomum and Dicrocoelium. Although many studies regard-
ing ruminant infection by Fasciola have been conducted, only a few
concerning the infection by Paramphistomum or Dicrocoelium have been
developed (Szmidt-Adjidé and others 2000, Manga-Gonzélez and
Gonzalez-Lanza 2005, Phiri and others 2006, 2007, Goater and
Colwell 2007).

In the present study, most of the slaughtered animals at other abat-
toirs were calves with only a few adult cattle being slaughtered. For this
reason the investigation was conducted in the main livestock abattoir in
the area as it received cattle of different ages. The prevalence of fasciolo-
sis was highest, followed by paramphistomosis and dicrocoeliosis. The
prevalence of fasciolosis and dicrocoeliosis was significantly associated
with the cattle breed, with the highest percentages of infection in the
autochthonous Rubia Gallega and in crossbreeds, respectively.

The prevalence of fasciolosis and dicrocoeliosis increased signifi-
cantly with the age of the animals, which disagrees with some previ-
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(a) Fasciolosis (b) Dicrocoeliosis
Node 0 Node 0
Category % n Category % n
= Negative 72.0 559 =Negative 93.6 726
W Positive  28.0 217 BPositive 6.4 50
Total 100.0 776 Total 100.0 776
I = [ B
Age Breed
Adjusted P value = 0.001 Adjusted P value = 0.006
Chi-squared = 20.198 Chi-squared = 11.068
df=2 df=1
| |
[ [ | I
1 4 2;3 SB, CB, RG Friesian
| | |
Node 1 Node 2 Node 3 Node 1 Node 2
Category % n| | Category % n| | Category % n Category % n| | Category % n
mNegative 88.0 73||mNegative 60.7 91| |mNegative 72.7 395 mNegative 88.6 179 | | mNegative 95.3 547
WPositive 12.0 10| [®Positive 39.3 59| | mPositive 27.3 148 W Positive 11.4 23| | mPositive 4.7 27
Total 10.7 83 Total 19.3 150 Total 70.0 543 Total 26.0 202 Total 74.0 574
[ = I =
Breed Group age
Adjusted P value = 0.003 Adjusted P value = 0.008
Chi-squared = 12.188 Chi-squared = 10.535
df =1 df =1
| |
[ ] [ |
SB, CB, RG Friesian 1;4;2 3
| |
Node 4 Node 5 Node 3 Node 4
Category % n| | Category % n Category % n| | Category % n
wNegative 57.5 50| [=Negative 75.7 345 " Negative 92.9 314 | | mNegative 98.7 233
W Positive 425 37| |®Positive  24.3 111 H Positive 7.1 24| | mPositive 1.3 3
Total 1.2 g7 Total 58.8 456 Total 436 338 Total 30.4 236

FIG 2: Classification of the prevalence of trematodes in slaughtered cattle from northern Portugal and north-west Spain using the chi-
squared automatic interaction detector test (n=776). (a) Fasciolosis, (b) dicrocoeliosis. It should be taken into account that each ‘total’
corresponds to the ‘total’ of the previous node. CB Crossbreed, RG Rubia Gallegas, SB Swiss brown

ous reports that indicate the development of resistance after the initial
exposure to trematode flukes (Sanchez-Andrade and others 2002, Diaz
and others 2006).

Infection of ruminants by both F hepatica and C daubneyi depends
on the presence of aquatic snails belonging to the family Lymnaeidae,
thus wet areas have a higher risk. In the present study, the absence of
variations in the prevalence of fasciolosis or paramphistomosis over
different climates suggests that the snails acting as intermediate hosts
can survive throughout the year. As a consequence, cercariae can be
released over the whole year, becoming metacercariae (the infective
stage) and can be ingested with the grass by the cattle. Infection of
cattle by Dicrocoelium requires the ingestion of parasitised ants, which
live in arid and dry areas. A temperature-dependent occurrence of
Dicrocoelium infections was recorded, with the highest prevalence
when the highest temperatures (late spring to early autumn) and low
levels of rainfall were recorded.

There is a lack of information on mixed trematode infections in
cattle from north-west Spain and northern Portugal. In the present
study, 14 per cent of the cattle had F hepatica and C daubneyi flukes,
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FIG 3: Annual pattern of the climatic data and of the prevalence of fasciolosis,
paramphistomosis and dicrocoeliosis in slaughtered cattle from northern Portugal and

north-west Spain (n=776)
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which implies that 20 per cent of ruminants positive for Fasciola also
have Calicophoron specimens. The percentage of cattle with Fasciola and
Dicrocoelium was 6 per cent, that is, 10 per cent of the animals positive
for F hepatica had also small liver flukes.

The management of the cattle in this area is strongly linked to
their breed; Friesians remain stabled or have limited access to culti-
vated pastures and Rubia Gallegas graze both cultivated and natural
meadows (Arias and others 2010). The fact that these pastures are
frequently watered during the driest months (summer) explains the
improved development and survival of lymnaeid snails in this area.
This would also explain the observation that the highest percentage
of mixed infection by Fasciola and Calicophoron exists among the auto-
chthonous cattle. Swiss brown and crossbred cattle are often main-
tained in mountainous areas on natural pastures, so the possibility
of infection by Dicrocoelium is enhanced, as stated by Ferre and others
(1994).

Livestock in the area of the present study are treated annually
with anthelmintics, but this is almost exclusively strategic deworming
against F hepatica (Paz-Silva and others 2007), probably due to the lack
of knowledge about suitable habitats for
Calicophoron and Dicrocoelium in this region.
Chemotherapy against F hepatica is frequent
in dairy cattle (Friesians), being applied dur-
ing the dry period. In the absence of meas-
ures to limit the presence of snails that act
as intermediate hosts, the administration
of anthelmintics gives only temporary
reductions in the number of cattle passing
eggs in their faeces. It is of note that a very
low percentage of Friesians had Dicrocoelium
specimens, because only grazing cattle are
usually infected by this trematode (Ferre
and others 1994).

Data from the present investigation
indicate that cattle from northern Portugal
and north-west Spain are exposed to
infection by F hepatica, C daubneyi and

B Fasciola hepatica
W Calicophoron daubneyi
B Dicrocoelium species
--- Rainfall
—e— Mean temperature
Minimum temperature



66

Prevalencia de fasciolosis en matadero

Downloaded from veterinaryrecord.bmj.com on May 6, 2011 - Published by group.bmj.com

Dicrocoelium species, which marks the need for control measures
against them. By considering that most of the chemotherapy is
focused against Fasciola specimens only, the total effect appears unsat-
isfactory. More efforts are required to control the habitat of the inter-
mediate hosts; for example, using fencing, drainage for Fasciola and
Calicophoron, and elimination of ant nests for Dicrocoelium.

Acknowledgement

This work was partially supported by the Projects
XUGA 07MRU034261PR (Xunta de Galicia, Spain) and
FAU2006-00006-00-00 (Instituto Nacional de Investigaciones
Agrarias, MEC, Spain).

References

ABROUS, M., RONDELAUD, D. & DREYFUSS, G. (1999) Paramphistomum daubneyi
and Fasciola hepatica: influence of temperature changes on the shedding of cercariae from
dually infected Lymnaca truncatula. Parasitology Research 85, 765-769

ARIAS, M., PINEIRO, P, HILLYER, G. V., SUAREZ J. L., FRANCISCO, 1.,
CORTINAS B L; DIEZ- BANOS E; MORRONDO B SANCHEZ- ANDRADE
R & PAZ- SILVA A. (2010) An approach of the Iaboratory to the field: assessment
of the influence of cattle management on the seroprevalence of fascioliasis by using
polyclonal- and recombinant-based ELISAs. Journal of Parasitology 96, 626-631

ARIAS, M. S., SUAREZ, J. L., HILLYER, G. V,, FRANCISCO, I, CALVO, E.,
SANCHEZ- ANDRADE R, DIAZ B, FRANC[SCO R; DIEZ- BANOS, P,
MORRONDO, P. & I’AZ-S]LVA, A. (2009) A recombina.nt-bascd ELISA evaluating
the efficacy of netobimin and albendazole in ruminants with naturally acquired fascio-
liasis. Veterinary Journal 182, 73-78

CORDER, G. W. & FOREMAN, D. 1. (2009) Non-parametric Statistics for Non-
Stausuaans A Step-by-Step Approach John Wiley & Sons

DIAZ, B, LOMBA, C., PEDREIRA, ]., ARIAS, M., SANCHEZ-ANDRADE, R.,
SUAREZ JL D]EZ BANOS B MORRONDO P & PAZ- SILVA, A. (2006) Ana.lysns
of the lgC anubody response against Paramph.lstomzdae Trematoda in naturally infected
cattle. Application to serological surveys. Veterinary Farasitology 140, 281-288

DIAZ, P, PAZ-SILVA, A., SANCHEZ-ANDRADE, R., SUAREZ, J L., PEDREIRA, J.,
ARIAS M., DIEZ- BANOS, P. & MORRONDO, P (2007b) Assesstent of climatic
and orographlc conditions on the infection by Callcop/wmn daubneyi and Dicrocoelium
dendriticum in grazing beef cattle (NW Spain). Veterinary Parasitology 149, 285-289

DIAZ, P, PEDREIRA, J., SANCHEZ-ANDRADE, R, SUAREZ, J. L., ARIAS, M. S,
FRANCISCO L, FERNANDEZ G., DIEZ- BANOS B, MORRONDO P &
PAZ-SILVA, A. (2007a) Risk periods of infection by Cahcophoron daubneyi (Digenea:
Paramphistomidae) in cattle from oceanic climate areas. Parasitology Research 101, 339-
342

DINNIK, J. A. (1962) Paramphistomurm daubneyi sp nov from cattle and its snail host in the
Kenya Highland. Parasitology 52, 143-151

DREYFUSS, G., VIGNOLES, P. & RONDELAUD, D. (2008) Paramphistomum daubneyi:
the number of sporocysts developing in experimentally and naturally infected Galba
truncatula. Parasitology Research 103, 345-349

EDUARDO, S. L. (1983) The taxonomy of the family Paramphistomidae Fischoeder, 1901
with special reference to the morphology of species occurring ruminants. I1I. Revision

of the genus Calicophoron Nasmark, 1937. Systematic Parasitology 5, 25-79

FERRE, I, ORTEGA-MORA, L. M. & ROJO-VAZQUEZ, E A (1994) Prevalence
of Dl(m(ae/mm dendriticum mfccuon in Le6n province (NW Spam) Preventive Veterinary
Medicine 21, 147-154

GOATER, C. P & COLWELL, D. D. (2007) Epidemiological characteristics of an invad-
ing parasite: Dicrocoelium dendriticum in sympatric wapiti and beef cattle in southern
Alberta, Canada. Journal of Parasitology 93, 491-494

KOTTEK, M., GRIESER, J., BECK, C., RUDOLE B. & RUBEL, E (2006) World map
of the Koppen-Geiger climate classification updated. Meteorologische Zeitschrift 15,
259263

MAGE, C., BOURGNE, H., TOULLIEU, J. M., RONDELAUD, D. & DREYFUSS, G.
(2002) Fasciola hepatica and Paramphistomum daubneyi: changes in prevalences of natural
infections in cattle and in Lymnaea truncatula from central France over the past 12 years.
Veterinary Research 33, 439-447

MAGIDSON, J. (1994) The CHAID approach to segmentation modeling: chi-squared
automatic interaction detection. In Advanced Methods of Marketing Research.
Ed R. P. Bagozzi, Blackwell. pp 118-159

MANGA- CONZALEZ M. Y. & GONZALEZ- LANZA, C. (2005) Field and experi-
mental studies on D/cracoehum dendriticum and dlcrocoellasls in northern Spain. Journal
of Helminthology 79, 291-302

MANGA-GONZALEZ, M. Y., GONZALEZ-LANZA, C., CABANAS, E. &
CAMPO, R. (2001) Conmbutlons to and review of dlcrocoehosns, with spccnal ref-
erence to the intermediate hosts of Dicrocoelium dendriticum. Parasitology 123 (Suppl),
S91-114

OTRANTO, D. & TRAVERSA, D. (2003) Dicrocoeliosis of ruminants: a little known
fluke disease. Trends in Parasitology 19, 12-15

PAZ-SILVA, A., HILLYER, G. V., ARIAS, M. S., SANCHEZ-ANDRADE, R.,
PEDREIRA ] SUAREZ, J. L., LOMBA (o DIAZ P, FRANCISCO, 1, DIEZ.
BANOS, P & MORRONDO P (20()7) A cross- sectlonal study of fascxolla.sls in auto-
chthonous cattle from N/ Spain by using a 2.9-kDa recombinant protein. [ntemational
Joumal of Applied Research In Veterinary Medicine 5, 52-56

PHIRI, A. M., CHOTA, A. & PHIR, I. K. (2007) Seasonal pattem of bovine amphis-
tomosis in traditionally reared cattle in the Kafue and Zambezi catchment areas of
Zambia. Tropical Animal Health and Production 39, 97-102

PHIRI, A. M., PHIRI, I. K. & MONRAD, J. (2006) Prevalence of amphistomiasis and its
association with Fasciola gigantica infections in Zambian cattle from communal grazing
areas. Journal of Helminthology 80, 65-68

PHIRI, A. M., PHIR], 1. K., SIKASUNCE, C. S. & MONRAD, J. (2005) Prevalence of
fasciolosis in Zambian cattle observed at selected abattoirs with emphasis on age, sex
and origin. Journal of Veterinary Medicine B, Infectious Diseases and Veterinary Public Health
52,414-416

RONDELAUD, D., VIGNOLES, P, ABROUS, M. & DREYFUSS, G. (2001) The defini-
tive and intermediate hosts of Fasciola hepatica in the natural watercress beds in central
France. Farasitology Research 87, 475-478

SANCHEZ-ANDRADE, R., PAZ SILVA, A., SUAREZ, J. L., PANADERO, R,
PEDREIRA, J., LOPEZ, C., DIEZ- BANOS P & MORRONDQ P (2002) Inﬂuence
of age and breed on natural bovine fasciolosis in an endemic area (Galicia, NW Spain).
Veterinary Research Communications 26, 361-370

SZMIDTADJIDE, V., ABROUS, M., ADJIDE, C. C., DREYFUSS, G., LECOMPTE, A.,
CABARET, J. & RONDELAUD, D. (2000) Prevalence of Paramphistomum daubneyi infec-
tion in cattle in central France. Veterinary Parasitology 87, 133-138

THRUSFIELD, M. (2005) Veterinary Epidemiology. 3rd edn. Blackwell Science

April 16, 2011 | Veterinary Record



Seroprevalencia de fasciolosis en mostrencas 67

An approach of the laboratory to the field:
assessment of the influence of cattle management
on the seroprevalence of fascioliasis by using

polyclonal — and recombinant — based ELISAs



68 Seroprevalencia de fasciolosis en mostrencas

The Journal of

PARASITOLOGY

AN APPROACH OF THE LABORATORY TO THE FIELD: ASSESSMENT OF THE INFLUENCE
OF CATTLE MANAGEMENT ON THE SEROPREVALENCE OF FASCIOLIASIS BY USING
POLYCLONAL- AND RECOMBINANT-BASED ELISAs

M. Arias, P. Pifeiro, G. V. Hillyer*, J. L. Sudrez, |. Francisco, F. J. Cortinas, P. Diez-Banos, P. Morrondo,
R. Sanchez-Andrade, and A. Paz-Silva

Animal Pathology Department, Epidemiology, Zoonoses and Parasitic Diseases, Veterinary College, University of Santiago de Compostela,
27002-Lugo, Spain. e-mail: adolfo.paz@usc.es

The Journal of the
American Society of
Parasitologists



Seroprevalencia de fasciolosis en mostrencas

69

J. Parasitol., 96(3), 2010, pp. 626-631
© American Society of Parasitologists 2010

AN APPROACH OF THE LABORATORY TO THE FIELD: ASSESSMENT OF THE INFLUENCE
OF CATTLE MANAGEMENT ON THE SEROPREVALENCE OF FASCIOLIASIS BY USING
POLYCLONAL- AND RECOMBINANT-BASED ELISAs

M. Arias, P. Pifeiro, G. V. Hillyer®, J. L. Suarez, |. Francisco, F. J. Cortifias, P. Diez-Baiios, P. Morrondo,

R. Sanchez-Andrade, and A. Paz-Silva

Animal Pathology Department, Epidemiology, Zoonoses and Parasitic Diseases, Veterinary College, University of Santiago de Compostela,

27002-Lugo, Spain. e-mail: adolfo.paz@usc.es

ABSTRACT:

A cross-sectional study was conducted to assess the seroprevalence of fascioliasis by immunoenzymatic probes in an

endemic area (northwestern Spain). Blood samples were collected from 1,034 cattle (crossbred, Rubia Gallega, and Friesian breeds), and
the diagnosis of fascioliasis was carried out by determining both the occurrence of antigenemia and the presence of specific IgG antibodies
against a Fasciola hepatica recombinant protein (FhrAPS). The 1gG seroprevalence was 65% (95% CI, 62-68) by the FhrAPS-ELISA,
and 32% (29-35) exhibited antigenemia; the lowest percentages occurred in the Friesians, and the highest percentages were found in the
crossbreds. These results confirm an elevated seroprevalence of fascioliasis that is unexpected considering that most of the cattle livestock
(Friesian and Rubia Gallega) receive fasciolicide treatment. The lack of adequate measures on the environment and erratic chemotherapy
seem to be responsible for the fact that control of fascioliasis has not improved in the last 10 yr in the area of study.

Fascioliasis is common in regions where the environment and
climatic conditions favor the survival of its intermediate host,
Galba truncatula (Rondelaud et al., 2001; Phiri et al., 2005). When
infected animals pass Fasciola hepatica eggs in feces, the hatched
miracidia infect the snails, and after a 5- to 7-wk period, the
cercariae emerge from snails and encyst as metacercariae on
aquatic vegetation. Infection of the animals occurs by the
ingestion of metacercariae (Marcos et al., 2007).

Worldwide losses in animal productivity due to fascioliasis have
been estimated as over USS$3 billion per annum (FAO, 1994;
Kaplan, 2001). Surveys of fascioliasis in cattle from developing
countries showed high prevalences (28-78%) by coprological
analysis and liver inspections (Anderson et al., 1999; Phiri et al.,
2005). Although grazing animals seem to be at higher risk for
developing fascioliasis by feeding in contaminated pastures, the
ingestion of fresh pasture or hay in the farms might also serve as
vehicle for the transmission of metacercariae to stabled cows
(Stromberg and Corwin, 1993).

The main alternative for the control of fascioliasis in cattle
consists of chemotherapy with antiparasitic drugs. Nevertheless,
some factors such as the cattle breed or the management of the
animals might influence the application of anthelmintics. Dairy
livestock can be dewormed during the dry period only, whereas
wild free-grazing cattle are seldom, if ever, treated. Although their
success has been proven, environmental actions focused on
hampering the external phase of the life cycle of F. hepatica are
rarely applied (Paz-Silva et al., 2007). In the last few decades, some
free-grazing animals (ruminants, horses) have been introduced in
forest areas for the control and reduction of weeds and bushes
without herbicides. The autochthonous breeds seem to be the best
suited for this strategy due to their natural adaptation ability.

Several recombinant proteins have been used in the serological
detection of F. hepatica infection in sheep and in cattle (O’Neill et
al., 1998; Cornelissen et al., 2001; Raina et al., 2006). Their
suitability for the detection of early humoral immune response
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against the trematode has also been demonstrated (Arias et al.,
2006), and hence it has potential usefulness as a marker for early
and active infection by F. hepatica (Arias et al., 2007). More
recently, the possibility for its use in assessing fasciolicide efficacy
has also been explored (Arias et al., 2009).

Herein, we report the results of a cross-sectional study designed
to test the possible effect of cattle management on the
seroprevalence of fascioliasis. Sera samples from different cattle
breeds were collected and evaluated by means of an ELISA test
with the 2.9 kDa F. hepatica recombinant protein (FhrAPS) to
evaluate the IgG humoral response. A polyclonal IgG-based
ELISA was also used to show the existence of active fascioliasis
by demonstrating the presence of antigenemia. Results were
analyzed with regard to the breed and the age of the cattle.

MATERIALS AND METHODS
Field study area

From December 2007 to April 2008, a serological survey was conducted
using cattle from northwestern Spain (42°20'-43°45'N, 6°49'-8°00'W).
This is an agricultural area with a cattle population about 900,000
animals, where the main breeds are Friesian (focused on milk production),
the autochthonous Rubia Gallega (production of calves with outdoor
grass fattening), and the crossbred (reduction of unwanted vegetation in
forests and production of calves).

The climate in this area is oceanic, which is typically found along the
west coasts at the middle latitudes (40°-60°N) of all the world continents
and in southeastern Australia (Kottek et al., 2006). The presence of mild
temperatures and frequent rainfall throughout the year favors the survival
of Galba truncatula, the snail that acts as the intermediate host for this
trematode (Ollerenshaw and Smith, 1969).

Bovine management

In the study area, 3 main types of management are applied, depending
on the local need and the bovine breed. Forests and natural pastures are
characterized by the presence of Calluma vulgaris, Erica arborea, Poa
pratensis, Dactylis glomerata, Plantago major, Phleum pratense, and
Chamomilla recutita. No land-management operations are used, and there
is no rotation of pastures. Free-grazing cattle produced by crossing
different breeds are maintained under extensive management throughout
the year; food supplementation, deworming, and some measure for the
control of parasites are never applied. Generally, the autochthonous
Rubia Gallega breed shares these grazing areas. The main contact with
these animals occurs when the autochthonous Official Veterinary Services
impose an obligatory program to survey for brucellosis, leucosis,
peripneumonia, and tuberculosis.
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TasLe I. Seroprevalence of cattle fascioliasis in NW Spain by breed and age (N = 1,034). Results are expressed as percentages and the 95% confidence

interval. AP: apparent prevalence; TP: true prevalence.

Antigenemia FhrAPS
Breed Age (yr) Total Pos (n) % AP (95% CI) % TP (95% CI)  Pos (n) % AP (95% CI) % TP (95% CI)
Crossbred 1 69 20 29 (20,41) 34 (21.46) 37 54 (42,65) 56 (40,72)
2 35 18 51 (36,67) 60 (41,79) 26 74 (58.86) 84 (65,100)
3 66 37 56 (44,67) 65 (51,79) 52 79 (67.87) 90 (77,100)
4 21 11 52 (32,72) 61 (36,86) 18 86 (65.95) 100 (79,100)
5 24 12 50 (31,69) 58 (35.81) 20 83 (64.93) 96 (76,100)
6 33 12 36 (22,53) 42 (23,61) 26 79 (62,89) 90 (71,100)
7 27 9 33 (19,52) 39 (18,59) 19 70 (52,84) 79 (56,100)
8 55 18 33 (22.46) 38 (24,52) 36 65 (52,77) 72 (55,89)
Total 330 137 42 (37.42) 48 (42,54) 234 71 (66,76) 80 (73.,86)
Friesian 1 61 13 21 (13,33) 25 (13.37) 29 48 (36,60) 48 (31,65)
2 40 13 32 (20.48) 38 (21.,55) 25 63 (47,76) 68 (48,89)
3 49 14 29 (18,42) 33 (19.48) 34 69 (55.80) 78 (60,95)
4 27 8 30 (16,48) 34 (14,54) 18 67 (48.81) 74 (50,98)
5 43 8 19 (10,33) 22 (8.45) 28 65 (50,78) 72 (53,91)
6 42 9 21 (12,36) 25 (10,39) 27 64 (49,77) 71 (51,90)
7 48 14 29 (18,43) 34 (19.49) 36 75 (61,85) 85 (69,100)
8 48 6 13 (6,25) 15 (4.25) 16 33 (22,47) 29 (11,47)
Total 358 85 24 (20,28) 28 (22,33) 213 60 (54,64) 64 (57,71)
Rubia Gallega 1 48 14 29 (17,45) 34 (17,50) 27 56 (41.71) 60 (39,82)
2 43 18 42 (26,59) 49 (29,69) 29 67 (49.85) 75 (53,98)
3 53 22 42 (28,57) 48 (31,65) 38 72 (57,83) 81 (63,99)
4 40 13 33 (17,52) 38 (15.,59) 29 73 (53,87) 82 (64,100)
5 38 12 32 (19.47) 37 (20,54) 25 66 (46,82) 73 (47,99)
6 43 11 26 (15,40) 30 (15.45) 29 67 (48.81) 75 (52,99)
7 43 12 28 (17,43) 32 (17.48) 22 51 (32,70) 53 (26,81)
8 38 8 21 (11,36) 24 (9.40) 23 61 (44,78) 66 (39.85)
Total 346 110 32 (27,37) 37 (31.43) 222 64 (58,70) 70 (61,78)
TOTAL 1,034 332 32 (29,35) 37 (34.41) 669 65 (62,68) 71 (67,75)

The Rubia Gallega cattle are animals kept under field conditions
outside and are only brought into the paddocks at night. As mentioned
already, the grazing herd feeds on natural pastures, although cultured
pastures composed of Trifolium pratense, Trifolium repens, Lolium
perenne, Lolium multiflorum, and Dactylis glomerata are also used.
Rotation of pastures is carried out every 2-4 yr. Control of parasites is
based on the administration of albendazole twice a year, in spring and
autumn (Paz-Silva et al., 2007).

Most of the Friesian cows are exploited under an intensive regime, and
fresh pasture or hay is often provided according to the season. Cultured
pastures are managed every year, and drainage is sometimes applied. Because
these are milking cattle, control of parasites is administered during the dry
period; drugs used include albendazole, triclabendazole, or eprinomectin.

Sampling

Blood samples from 1,034 female cattle were collected with the support
of 15 clinician veterinarians collaborating with the Veterinary Faculty,
University of Santiago de Compostela. The natural life span of a dairy
cow is approximately 20 to 25 yr, but milk cows are usually slaughtered at
the age of 7 to 9 yr. For this reason, cattle younger than 9 yr were used in
the current investigation.

A list with all the bovine farms in the area of Lugo (NW Spain) was
provided by a government quota department, for which farmers are
obliged to list all their cattle. For each cow, this directory includes age,
breed, aptitude, date of entry in the farm (purchase or birth), and an
identification number.

The animals were randomly chosen by using the SPSS statistical
package (SPSS, v. 15.0; IBM, Chicago, Illinois) to select the cows from the
list of all the animals. Friesian and Rubia Gallega cows were sampled
based on a plan designed by the clinicians. Crossbred cattle were sampled
to coincide with the survey for brucellosis, leucosis, peripneumonia, and
tuberculosis by the autochthonous Official Veterinary Services.

Based on a seroprevalence of 71% previously obtained for Rubia Gallega
cows (Paz-Silva et al., 2007), the required sample size for each breed was
estimated at 317 (Thrusfield et al., 2005). Table I shows the distribution of
the sera with respect to the age and the breed of the animals.

FhrAPS-ELISA protocol

The humoral IgG response against FhrAPS was evaluated on serum
samples using polystyrene plates (Paz-Silva et al., 2007). Thirty sera
samples were obtained from animals from a farm found by repeated
coprological examinations to be free of fascioliasis for more than 6 yr and
were used as negative controls. The cut-off point for a positive result was
taken as the mean optical density (OD) of all the negative sera plus 3
standard deviations (Sanchez-Andrade et al., 2002). The mean OD for the
negative sera was 0.261, with a standard deviation of 0.045. Thus, samples
were considered as positive when O.D. values were >0.396.

To obtain the values of sensitivity and specificity, fecal and serum
samples were obtained from 95 naturally infected cattle. The feces were
examined using the coprological sedimentation technique, and sera
samples were examined using an ELISA and recombinant protein. The
levels of sensitivity and specificity of the ELISA + FhAPS were 86% and
88%, respectively.

Antigen capture ELISA protocol

Detection of circulating antigens of F. hepatica was done by a direct
ELISA using a polyclonal I1gG anti—F. hepatica (Sanchez-Andrade et al.,
2000). The sera employed as negative controls were the same as those used
to detect specific antibody against the FhrAPS by means of the indirect
ELISA. Positive values were taken as those for which the OD was more
than the mean OD of all the negative sera plus 3 standard deviations. The
mean OD value for the negative sera was 0.103, with a standard deviation
of 0.067. Thus, positive values were equal to 0.304, or higher.
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Statistical analysis

The percentages of seroprevalence are expressed as the value and the
95% confidence interval, and these were analyzed by using the ¥~ test.
Differences were considered as significant when P < 0.05. The
interpretation of serological surveys of disease is difficult because most
diagnostic (or screening) tests have imperfect sensitivity and specificity.
Thus, there is a distinction between true prevalence (the proportion of a
population that is actually infected) and apparent prevalence (the
proportion of the population that tests positive for the disease: Greiner
and Gardner, 2000). Here, both the apparent and true prevalence values
are provided. Nevertheless, to make possible a comparison with data from
other studies, only the apparent seroprevalence is discussed in the text.
Given point estimates for sensitivity (se), specificity (sp), and apparent
prevalence (AP), the true prevalence was calculated using the following
expression (Rogan and Gladen, 1978):

True prevalence (TP)=(AP+sp—1)/(se+sp—1).

The possible relationships among the breed, age, and seroprev-
alence were estimated by calculating the odss ratio (OR) values
(Thrusfield, 2005). Finally, all the data were classified using the
CHAID (Chi-square Automatic Interaction Detector) test. All
tests were done using SPSS for Windows (15.0).

RESULTS
Antigenemia

The percentage of cows with antigenemia was 33% (CI 95%,
31-35). The lowest percentages of positive cattle were significantly
observed in the Friesians, and the highest occurred in the
crossbreds ()(2 = 24904, P = 0.001) (Table I). The analysis of
odds ratio (OR) revealed a value of 1.85 (1.4-2.44) for the
crossbreds, 0.97 (0.74-1.29) for the Rubia Gallega, and 0.54
(0.40-0.72) for the Friesians.

The youngest cows (<1 yr) and the oldest (>6 yr) exhibited the
lowest percentages of circulating antigens in the sera, while the
highest was found in those aged 2-4 yr (Table I). Significant
differences in the prevalence of antigenemia according to age were
indicated (x> = 24.094, P = 0.001).

When considering the breed and the age together, the lowest
percentages of cows with antigenemia were observed in the
youngest animals (<1 yr) and in those older than 6 yr for all the
breeds studied (Table I), whereas cattle age 2-5 yr exhibited the
greatest seroprevalence of antigenemia. By using the CHAID test
(Fig. 1), the seroprevalence of antigenemia was initially classified
into 3 groups (nodes) according to the breed of the animals, but
the analysis concerning the age of the cows showed significant
differences for the crossbreds only (3> = 16.216, P = 0.023).

FhrAPS ELISA

Using the cut-off absorbance value defined previously, 65%
(62-68) of the sera samples were positive for the FhrAPS ELISA
(Table I). Friesians exhibited the lowest seroprevalence of
antibodies against the recombinant protein, and crossbreds had
the highest (x> = 9.857, P = 0.007). The estimation of the OR
showed a value of 1.51 (1.14-2.00) for the presence of IgG in the
crossbreds, 0.96 (0.74-1.26) for the Rubia Gallega, and 0.71
(0.54-0.92) for the Friesians.

Elevated levels of FhrAPS seroprevalence were observed in the
sera from all the age groups in each breed. Table I shows the low
seroprevalence of IgG antibodies in the animals younger than 1 yr

(> = 29.259, P = 0.001). On considering the breed and the age
together, the highest percentages of positive cattle were obtained
in the animals aged 2-6 yr (Table I), and the lowest percentages
occurred both in the youngest (1 yr) and in the oldest (8 yr) cows.
Age-related differences for the crossbreds (3> = 17.992, P =
0.012) and Friesians ()(2 = 25.719, P = 0.001) were recorded.
Figure 2 shows the results of an analysis of these data using the
CHAID test. Two groups were initially established in relation to
the age of the animals, i.e., group 1 formed by 1- and 8-yr-old
cattle, and group 2 by cows aged 2 to 7 yr old. In the first group, 2
clusters were observed according the breed of the animals, one
composed of crossbreds and Rubia Gallega cows, and the other
by the Friesians. As shown in Figure 2, group 2 (2- to 7-yr-old
cows) was classified into another 2 groups, i.e., crossbreds and
Friesian + Rubia Gallega cattle (x> = 8.602, P = 0.010).

Antigenemia and FhrAPS ELISA

Upon considering the results from both immunoenzymatic
probes simultaneously, 30% (25-35) were negative, 38% (33-43)
were positive to the presence of IgG antibodies, 5% (0-10) were
positive to antigenemia, and 27% (22-32) were positive both to
IgG and circulating antigens.

DISCUSSION

A cross-sectional study was conducted to assess the seroprev-
alence of cattle fascioliasis by the application of 2 immunoenzy-
matic probes in an endemic area (northwestern Spain). Thirty-
three percent of the sera analyzed had antigenemia, and the
highest values were found in the crossbred cattle. During their
migration through the live parenchyma, juvenile flukes release
antigens that can be detected by polyclonal or monoclonal
ELISAsS, so the detection of antigenemia has been related to active
infection by F. hepatica (Espino et al., 1997; Sanchez-Andrade et
al., 2001). The values obtained in the current investigation are
greater than those observed in the same region by Sanchez-
Andrade et al. (2000), who observed active fascioliasis in 27%
crossbred, 25% Rubia Gallega, and 17% Friesian cattle; this
implies that the presence of cattle with active infection by F
hepatica has increased 30% during the last 10 yr in this region. By
analyzing these results according to the age of the cattle, the
highest seroprevalence was observed in those aged 2-5 yr for all
the breeds studied. The age-dependent development of juvenile
flukes observed in crossbreds, opposite to that recorded for the
Friesian and Rubia Gallega cows, seems to suggest that
chemotherapy administered to these latter breeds reduces the
presence of migrating flukes.

The presence of IgG antibodies against the trematode F.
hepatica was assayed by using a 2.9-kDa recombinant protein.
Sixty-five percent of the cattle were positive according to the
FhrAPS ELISA, and the highest percentages were observed in the
crossbreds. In previous research conducted in the same area,
Sanchez-Andrade et al. (2000) reported an IgG seroprevalence of
82% in Friesian, 83% in Rubia Gallega, and 92% in crossbred
cattle. The results in the present study demonstrate a notable
reduction (around 20%) in the percentage of bovine developing
IgG antibodies against F. hepatica, especially in the Rubia
Gallega and Friesian animals, probably since these cattle are
focused on the production of calves and milk, respectively, and,
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Antigenemia
Node 0
Category % n
] Neg 67.9 | 702
W ros 321 332
Total | 100.0 | 1034
Breed
Adj. P value=0.000,
Chi square= 24.904, df=2
Crossbred Friesian Rubia Gallega
Node 1 Node 2 Node 3
Category % n Category % n Category % n
D Neg 58.5 193 D Neg 76.3 273 D Neg 68.2 236
Pos 415 | 137 M ros 23.7 85 W ros 318 | 110
Total 31.9 330 Total 34.6 358 Total 33.5 346
Age
Adj. P value=0.012,
Chi square= 15.296, df=1
1,6;7;8 2:3:4:5
Node 4 Node 5
Category % n Category % n
O Neg 67.9 125 [ Neg 46.6 68
H ros 32.1 59 H ros 53.4 78
Total 17.8 184 Total 14.1 146
FiGure 1. Classification of the seroprevalence of antigenemia in cattle naturally exposed to F. hepatica by using the CHAID test (N = 1,034).
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FhrAPS
Node 0
Category % n
[ Neg 353 365
M ros 647 | 669
Total | 100.0 | 1034
Age

Adj. P value=0.000,
Chi square= 29.259, df=1

1,8
Node 1
Category % n
[[] Neg 47.3 151
Il Pos 52.7 168
Total 30.9 319
Breed

Adj. P value=0.010,
Chi square= 8.602, df=1

I |

Crossbred; Rubia Gallega Friesian
Node 3 Node 4
Category % n Category % n
[ Neg 41.4 87 ] Neg 58.7 64
Pos 58.6 123 Pos 413 45
Total 20.3 210 Total 10.5 109
FIGURE 2.

consequently, they receive appropriate food and care, including
anthelmintics.

Elevated levels of FhrAPS seroprevalence were observed in the
sera from all the age groups in each breed. Results from the
CHALID test showed the lowest values of IgG seropositivity in 1-yr-
old Friesian calves, which could indicate that management inhibits
the frequent ingestion of F. hepatica metacercariae, and, thus, an
IgG-antibody response was elicited in a lower percentage of
animals. The observation of lowest values of IgG seroprevalence in
Friesian and Rubia Gallega cattle age 2 to 7 yr old may be
attributable to the administration of chemotherapy, since both the
crossbred and Rubia Gallega cows are maintained outside.

The occurrence of antigenemia reflects the migration of flukes
through the liver parenchyma (Duménigo et al., 2000), while
positive IgG values against FhrAPS are detected during early
infection by F. hepatica (Arias et al., 2006). When these values are
considered jointly, we concluded that 70% of the cows are suffering
a prepatent infection by F. hepatica. It is worth noting that the main

2:3:4:5:8:7
Node 2
Category % n
[] Neg 29.9 214
Il Pos 70.1 501
Total 69.1 715
Breed

Adj. P value=0.008,
Chi square= 9.020, df=1

Crossbred Friesian; Rubia Gallega
| I
Node 5 Node 6
Category % n Category % n
[ Neg 21.8 a5 [ Neg 33.2 169
Pos 78.2 161 M Fos 668 | 340
Total | 19.9 206 Total | 49.2 509

Classification of the antibody seroprevalence in cattle naturally exposed to F. hepatica by using the CHAID test (N = 1,034).

lesions in fascioliasis occur during the prepatent period of the
infection (Bossaert et al., 2000; Raadsma et al., 2007).

The information obtained by using the 2 immunoenzymatic
probes reveals an elevated seroprevalence of fascioliasis that was
unexpected for livestock (Friesian and Rubia Gallega) that received
anthelminthic treatment. However, the administration of some
drugs, such as triclabendazole, only during the dry period does not
show any advantage over no treatment (Mezo et al., 2008). This is
probably because the interval between chemotherapy application
exceeds the prepatent period of F. hepatica (Parr and Gray, 2000).
This may explain the similar seroprevalences found in the cattle
grazing during semi-extensive or extensive management, i.e., Rubia
Gallega (treated) and crossbred (untreated).

Data from the present investigation seem to indicate first that
the management of Friesians is not adequate, and it provides the
possibility of infection by F. hepatica through feeding (hay or
ensilage contaminated, or fresh pasture; Stromberg and Corwin,
1993). Second, suitable action on the environment (fencing,
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drainage) is needed to reduce the habitat of the intermediate host,
and thus the risk for infecting cattle. Kemper and Henze (2009)
reported a reduction of the prevalence of fascioliasis from 80% in
1969 to 0.005% in 1992 in northern Germany by the combination
of chemotherapy and pasture draining on large scale. Finally, the
number of existing snails Galba truncatula on the pasture is
critical for the transmission of F. hepatica, as well as the presence
of excreted eggs (Ross, 1977). The percentage of cattle passing F.
hepatica eggs by feces is about 35% (data not shown).

The combined use of a polyclonal ELISA for the detection of
antigenemia and the FhrAPS ELISA to observe IgG antibodies
offers a very useful strategy to assess the influence of cattle
management on the seroprevalence of fascioliasis. In considering
these results, we conclude that the management of dairy cattle
(with predominance of stabling) prevents the infection by F.
hepatica in 1-yr-old calves only, as opposed to that recorded for
the same aged calves maintained outside (crossbred and Rubia
Gallega). The lack of adequate reduction in intermediate host
habitat (fencing, drainage) and the erratic administration of
chemotherapy without respecting suitable periods necessary to
prevent the life cycle of F. hepatica from being completed show
that control of fascioliasis is not improving.
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The aim of this work is to know the prevalence of Fasciola hepatica in 301 roe deer and in 676 beef cattle
kept in an endemic area. Detection of antibodies was determined in roe deer using a homemade ELISA
with excretory/secretory antigens (FhES) and a recombinant protein (FhrAPS). None of the deer passed
eggs by faeces and none flukes in their livers were found. The seroprevalence of F. hepatica was 29% using
FhES, with significantly higher values in the oldest ones (36%). Twenty-eight percent of the samples were
positive to FhrAPS. Twenty-three percent of the cows eliminated eggs of F. hepatica and the seropreva-
lence was 67% using FhrAPS. No relationship between the seropositivity values of deer and cattle was
demonstrated. The role of wild ruminants as reservoirs of F. hepatica is discussed. We encourage the
use of ELISA to know the possibility of exposure to trematodes in wild ruminants.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

European roe deer (Capreolus capreolus) is a cynegetic species
very frequently hunted in Central Europe and Spain. In the third
north Spain, roe deer distribute of homogeneous form in Pirineos,
Pais Vasco and Cantabric range until Los Ancares mountain range
in Lugo, and Le6n mountains, where they have colonized most of
Galicia. There is a plentiful supply in Galicia (NW Spain) because
of woodland conservation. Roe deer are susceptible to various par-
asite infections that influence the population survival, as occurs in
other wild and domestic populations (Pybus, 2001; Lopez et al.,
2003; Panadero et al., 2001, 2010; Sharhuu and Sharkhuu, 2004;
Diaz et al.,, 2010; Morrondo et al., 2010; Pato et al., 2013). Only
few studies describe the parasites of animals in the wild state,
and delay in pulmonary capacity, hair loss, a lowered fecundity
and loss of weight, poor formation of the trophy parts, a low resis-
tance to infectious diseases and deficient feeding have been related
to several parasitic diseases as the helminthosis (Zaffaroni et al.,
1997; Segonds-Pichon et al., 2000; Panayotova-Pencheva, 2006;
Dacal et al.,, 2010; Pato et al., 2013). Besides a substantial risk to
the conservation of global biodiversity (Daszak and Cunningham,
2000), the possibility of wildlife diseases can threaten domestic
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animals becomes a growing concern worldwide, thus their surveil-
lance must be considered as important as in livestock. It is neces-
sary to underline the fact that wild animals might develop two
different roles, as reservoirs of different pathogens or as sentinels
for domestic animal diseases.

Fasciola hepatica is the common liver fluke of a wide range spe-
cies of animals and has a global geographical distribution (Rojo-
Vazquez et al., 2012). In the Iberian Peninsula, according to Alasaad
et al. (2008), this trematode has been found in the livers of domes-
tic (cattle, sheep, goat, donkey, horse and pig) and wild hosts,
including fallow deer (Dama dama), red deer (Cervus elaphus), roe
deer (C. capreolus), Iberian ibex (Capra pyrenaica), European mou-
flon (Ovis aries), chamois (Rupicapra pyrenaica), European rabbit
(Oryctolagus cuniculus), hare (Lepus granatensis) and wild boar
(Sus scrofa). However, there is scarce information on the presence
of F. hepatica in roe deer in endemic zones as occurs in our area
of study. Previous studies (Sanchez-Andrade et al., 2002; Paz-Silva
et al., 2007; Arias et al., 2011) carried out in the area of study dem-
onstrated that in beef cattle the infections by F. hepatica is high.
Consequently, cross infection from livestock to roe deer can occurs
in common grazing pastures (Panadero et al.,, 2010; Vazquez et al,,
2011; Pato et al.,, 2013).

Recently, F. hepatica excretory/secretory antigens (FhES) have
been used for assessing the exposure of wild ruminants to the liver
fluke, based on the demonstration of serum specific antibodies (Ar-
ias et al,, 2012). Nevertheless further information is necessary to
elucidate the importance of F. hepatica in this host. Here, we

Please cite this article in press as: /

: M5, et al. Relationship between exposure to Fasciola hepatica in roe deer (Capreolus capreolus) and cattle exten-
sively reared in an endemic area. Res. Vet. Sci. (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.rvsc.2013.07.027




Seroprevalencia de fasciolosis en corzos

77

2 M.S. Arias et al /Research in Veterinary Science xxx (2013 ) xxx—xxx

present a comparative analysis of the usefulness of two ELISA for
the detection of IgG antibodies on serum samples, using excre-
tory/secretory antigens and a recombinant F. hepatica surface anti-
gen (FhrAPS). The objective of the present study was to analyse by
direct and indirect methods the risk of infection by the liver trem-
atoda F. hepatica in roe deer (C. capreolus) sharing pastures with
extensively reared livestock from an endemic area (Galicia, NW
Spain).

2. Materials and methods
2.1. Animals

A total of 301 roe deer killed during two consecutive hunting
seasons (April-October 2008-2009) in different counties of the
NW of Spain were examined. Table 1 shows the age and sex of
the animals. According to their age of deer were divided into 2
groups, young (<3 yr) and adults (>3 yr). Animals were eviscerated
after killing and the different organs were individually bagged up.
Individual faecal samples were collected directly from the rectum
of each animal. Moreover, one blood sample from the heart of each
roe deer was collected in situ, with a syringe. Faeces were obtained
directly from the rectum in each 676 female cattle, and blood was
individually collected by tail vein punction. By considering the age,
cattle were divided into 2 groups: G1 (<6yr) and G2 (>6yr)
(Table 1).

2.2. Area of study

The current investigation was conducted in northwestern Spain
(42°20'-43°45'N, 6°49'-8°99'W). This is a 29,574 km? agricultural
area with a cattle population about 900,000 animals. The climate
is characterized by a warm temperature, mild and dry summers
and rainy winters with moderate temperatures (Diaz et al., 2007).
However, the existence of climatic differences allow a division into
three zones, previously described by Vazquez et al. (2011): a Coast-
al area (0-200 m, mean annual precipitation and temperature of
1300-1500 mm and 14 °C, respectively and 13-25% of mean slope);
a Central area (200-650 m, 900-1300 mm, 11.5°C and <13% of
slope); and a mountainous area (650-2100 m, (>1500 mm, 10 °C
and >25% of slope). This is a hilly area with slightly smooth places
in valleys, mountain range (blunt and low) and depressions with
lots of small rivers, where the marked slope makes practically
impossible land culture. It comprises woodland, scrubland and
fields shared by wild animals and extensively reared livestock ( cat-
tle, sheep, goats and horses). Woodlands are composed of oak
(Quercus robur), birch (Betula pendula), chestnut tree (Castanea sati-
va), cork oak (Quercus suber), holly tree (llex aquifolium), fir (Abies
alba), yew tree (Taxus baccata) and alder (Alnus glutinosa). In the last
decades several timber species (Eucalyptus globulus and Pinus pinas-
ter) are being introduced. The shrublands mainly comprise gorse

Table 1
Seroprevalence of F. hepatica in roe deer (N=301) and cattle (N= 676) from NW Spain
by age and sex. Results are expressed as percentages and the 95% confidence interval.

Age (yr)

Cattle Nr FhES positive (%)
% Statistics %

10(1-19) »%=8251 25(12-38) x*=0.194
32(27-38) P=0.004 28(23-33) P=0.660

FhrAPS positive (%)

Statistics

Young roe deer 40
Adult roe deer 261

G1 464 - - 66 (62-70) x*=1.125
G2 212 - - 70 (64-76) P=0.289
Sex Roe deer Nr

Female 40 23 (10-35) x?=1.012 30(16-44) »*=0.100
Male 261 30(25-36) P=0314 28(22-33) P=0441

(Ulex europaeus), heath (Erica spp.) and retama (Retama sphaerocar-
pa). The progressive abandonment of agricultural lands in the
northwest of Spain has caused the appearance of alternating graz-
ing and forest areas, representing an ideal environment for roe deer,
and the great diversity of plant resources in this area has led to a
considerable increase in the census of that ungulate in the last three
decades (Centenera, 2005).

In this area, the principal breeds of cattle that are exploited in
extensive (Sanchez-Andrade et al., 2002; Diaz et al., 2007) are
the autochthonous Rubia Gallega (production of calves with out-
door grass fattening), and the crossbred (reduction of unwanted
vegetation in forests and production of calves). As represented in
Table 3, deer and cattle were sampled in 15 counties comprising
a total extension of 12219.28 km?. In these areas it is common that
cattle and roe deer share pastures, in especially, when the roe deer
come out of the woods to feed grazing areas during twilight.

2.3. Parasitological examination

The liver of each roe deer were checked for the presence of
flukes. A gross visual inspection of the entire organ was first per-
formed, and then it was carefully dissected. Livers were then in-
spected by cutting the lobes twice and making a deep cut with
10-15 small sub-cuts. Faecal samples of roe deer and cattle were
processed by the sedimentation technique, and the egg counts pre-
sented as number of eggs per gram of faeces (epg).

2.4. Serological procedures

Serum samples were obtained by centrifugation and stored at
—20°C in 2 ml microtubes until analyzed. The presence of 1gG anti-
bodies against F. hepatica in roe deer was assessed by using a
homemade ELISA. Two antigens were used for coating the titter
plates, excretory/secretory antigens from adult flukes (FhES) and
the 2.9-kDa recombinant surface protein (FhrAPS). These products
were obtained according to Sanchez-Andrade et al. (2000) and Ar-
ias et al. (2007). In previous studies 92% sensitivity and 94.4% spec-
ificity for FhES-ELISA, and 86% and 88%, respectively for the
FhrAPS-ELISA have been reported (Sanchez-Andrade et al., 2002;
Arias et al., 2010). Detection of IgG antibodies against the FhES in
roe deer was done according to Arias et al. (2012). Briefly, plate
wells were coated with 1 pug mi~' FhES, serum samples diluted
(1/100) in PBS containing 0.05% Tween and 1% skimmed milk,
and then anti-Deer IgG peroxidase-labelled (Sigma-Aldrich, MO,
USA) (1/1000) was added. The optical densities (OD) were read
by using a plate spectrophotometer (Titertek, Himmenlina, Fin-
land) at 492 nm. Detection of IgG antibodies against the recombi-
nant protein were performed in U-bottom microtiter plates
(Costar‘”, Barcelona, Spain) coated with 2 pg ml~' FhrAPS, sera at
1/100 and anti-Deer IgG peroxidase-labelled at 1/1000. The im-
mune humoral response against FhrAPS in cattle was done accord-
ing to Paz-Silva et al. (2007).

Pooled sera from five uninfected and five infected wild animals
in each case were used as negative and positive controls, respec-
tively. Positive control sera were obtained from roe deer shoot in
mountains from Leén (NW Spain) which did albeit F. hepatica

Table 2

Comparison of results obtained by two immunoenzymatic probes in roe deer.
FhES FhrAPS Nr ¥ 3
+ + 43 14 (10-18)
* - 45 15(11-19)
= + 41 14 (10-17)
_ - 172 57 (52-63)

Total 301 100
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Table 3
Sample distribution according the counties in NW Spain.
Area County Extension (km?) Roe deer Cattle
Shot % FhES % FhrAPS Nr % FhrAPS
Coastal 1 538.6 12 42 (14-70) 25 (1-50) - -
2 676.84 9 56 (23-88) 44 (12-77) - =
3 1395.51 44 20(9-32) 27 (14-40) 67 48 (36-60)
4 755.57 5 20 (0-55) 0 56 39 (26-52)
5 391.72 13 8 (0-22) 8 (0-22) - -
Total 375824 83 25 (16-35) 24 (15-33) 123 44 (35-53)
Central 6 46225 7 29 (0-62) 57 (20-94) - -
7 940.48 13 46 (19-73) 23 (0-46) 63 76 (66-87)
8 13628 36 42 (26-58) 31 (16-46) 73 63 (52-74)
9 836.24 18 11 (0-26) 22 (3-41) 75 71 (60-81)
10 1823.03 51 24 (12-35) 29 (17-42) 68 66 (55-77)
11 417.87 7 57 (20-94) 43 (6-80) = =
Total 5842.67 132 31 (23-39) 30 (22-38) 279 69 (4-10)
Mountainous 12 1048.64 38 32 (17-46) 37 (22-52) 72 85 (76-93)
13 679.53 24 38 (18-57) 13 (0-26) 80 84 (76-92)
14 311.77 15 33 (9-57) 40 (15-65) 52 69 (57-82)
15 57843 9 0 11 (0-32) 70 66 (55-77)
Total 2618.37 86 31 (22-41) 28 (18-37) 274 77 (72-84)
Total 1221928 301 29 (24-34) 28 (23-33) 676 67 (64-71)

flukes at necropsy. Negative control sera were obtained from ani-
mals younger than 2 yr which did not have flukes at necropsy.
The cut-off point for a positive result was taken as the mean optical
density (OD) of negative sera plus 3 SD (Sanchez-Andrade et al.,
2000), and a value of 0.2475 for the FhES-ELISA and 0.2765 for
the FhrAPS were thus estimated.

Positive control sera were obtained from 15 naturally infected
cattle. The faeces were examined using the coprological sedimen-
tation technique. Fifteen sera samples were obtained from cattle
from a farm found by repeated coprological examinations to be
free of fasciolosis for more than 8 yr and were used as negative
controls. The mean OD for the negative sera was 0.261 for the Fhr-
APS, with a standard deviation of 0.045. Thus, samples were con-
sidered as positive when OD values were 0.396.

2.5. Statistics

Statistical analysis has been performed by means of the SPSS,
version 18.0 (SPPS Inc., 2009). Prevalence values were expressed
as the percentages and the 95% Confidence Interval (95% ClI)
(Thrusfield, 2005). The differences in the prevalence were analyzed
by the Chi square test. Statistical significance was established
when P<0.05. The possible correlation between the IgG values
against the different antigens was assessed by using the Pearson’s
test, whereas the non-parametric Spearman’s rank correlation test
was used for analysing the correlation between the prevalence val-
ues. For establishing the agreement in the diagnostics according to
the two immunoenzymatic probes, the kappa (k) statistics was
calculated.

3. Results

None of the deer livers examined had F. hepatica flukes and nor
lesions at necropsy, and trematode-eggs in their faeces were not
observed. On the contrary, 23.5% of the cows eliminated eggs of
F. hepatica, with a mean number of elimination between 6 and
15 epg.

Regarding seroprevalence in roe deer, the overall 29% (95% Cl
24-34) of 1gG antibodies against the FhES was obtained, which
increased significantly with the age (Table 1). By opposite, no
sex-related differences were recorded. When facing the deer sera
against the FhrAPS, a total of 28% (23-33) of the samples were

positive (Table 1). No age- or sex-differences were observed,
though the highest values among the oldest and female deer were
achieved.

A significant correlation between the IgG values against the
FhES and the FhrAPS was recorded (r=0.148, P=0.010). Table 2
shows the comparison among data obtained by using the two Fas-
ciola antigens. Fifty-seven percent (52-63) of deer were negative to
both immunoenzymatic probes, whereas the percentage of double
positive cases was 14% (10-18). A fair agreement between the re-
sults provided by the two antigenic products by means of the kap-
pa statistical was observed (x = 0.300, P= 0.001).

Considering the deer origin (Table 3), all the counties except 1
had seropositive deer to FhES ranging from 8% (0-22) to 57%
(20-94) (P> 0.05). Similar results were provided by the FhrAPS-
ELISA (P > 0.05). In both cases, no differences in the seroprevalenc-
es were observed depending on climatic areas from deer origin.

When facing the cattle sera against the FhrAPS, a total of 67%
(64-71) of the samples were positive (Table 1). No age-differences
were observed, though the slightly highest values among the old-
est were achieved.

According to cattle origin (Table 3), seropositive animals to the
FhrAPS-ELISA were recorded in all the counties, and the seroprev-
alence oscillated between 48% (36-60) and 85% (76-93) (P > 0.05).
The seroprevalence was higher in the mountain than the other
areas, although, no significant differences were observed.

Although in cattle, seroprevalence found with FhrAPS clearly
exceeded that observed in the deer, no agreement was recorded
between the prevalence or IgG values of F. hepatica in wild and
domestic ruminants.

4, Discussion

Infection by the liver fluke F. hepatica is common in humid and
temperate areas where the presence of herbage enhances the
development of the external phase of its life-cycle (Morrondo-Pe-
layo et al., 1994; Sanchez-Andrade et al., 2001, 2002). While fascio-
losis in domestic ruminants has been widely detected by different
procedures (coprological, serological, image analysis), few infor-
mation in wild ruminants is available, especially in areas classified
as endemic.

With the purpose to gain information regarding the occurrence
of F. hepatica in roe deer from an endemic area in Spain, samples
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(blood, faecal and liver) were collected from shot animals during
the hunting seasons. No F. hepatica-eggs were observed in the
stools, pointing the absence of mature flukes in the biliary ducts
as Shimalov and Shimalov (2000) observed in Belarus. The absence
of F. hepatica flukes in roe deer has been reported in regions of
Czechoslovakia (Vetyska, 1980), in Germany (Diiwel, 1988) and
in Mongolia (Sharhuu and Sharkhuu, 2004). On the contrary, in
other countries, different authors observed prevalences between
6.3% in Belarus (Shimalov and Shimalov, 2003) and 19% (Drozdz,
1966; Drozdz and Bezubik, 1993) in Poland.

In western Spain (Salamanca), Ramajo-Martin et al. (2007) nei-
ther did not find F. hepatica in roe deer, which is currently expand-
ing over the boundaries of the game reserve, from the mount
slopes to the adjacent extensive farms devoted to the livestock
breeding. Also, a very low prevalence (2%) of roe deer with flukes
in their livers has been pointed in a border region (Leén, NW Spain)
close to the area of study (Diez-Bafios et al., 2009).

There has been stated that some animal species (horses, red
deer) seem to present certain resistance to the flukes develop in
the liver parenchyma, and thus the presence of F. hepatica-eggs
in the faeces becomes significantly delayed (Soulé et al. 1989; Gor-
man et al. 1997; Radostits et al., 2000). Nevertheless, no flukes
were recovered from the liver (parenchyma or biliar ducts) in the
current investigation. Application of immunoenzymatic probes
for the detection of exposure to trematode parasites in wild rumi-
nants has been recently recommended (Arias et al.,, 2012). In the
present investigation, two antigens for testing the presence of
IgG antibodies in deer sera were utilized. Despite of very similar
seroprevalences were obtained by using either the F. hepatica
excretory/secretory antigens (29%) or the FhrAPS recombinant pro-
tein (28%), only a fair agreement among the results provided by
both immunoassays was achieved. Differences in the composition
of the antigens appear to explain partially the disagreement. The
crude extracts of F. hepatica are composed by numerous peptides,
and cross-reaction with other helminth antigens has been demon-
strated (Romasanta et al., 2003; Paz-Silva et al., 2010). The FhrAPS
is a recombinant protein from the tegument of the flukes (Paz-Silva
et al., 2005). Although hopeful results for the detection of early and
current infection in experimentally infected sheep have been pre-
viously reported (Arias et al., 2006, 2007), application of the Fhr-
APS-ELISA to the diagnostics of fasciolosis among cattle naturally
infected provided only promising results (Paz-Silva et al., 2007; Ar-
ias et al., 2009).

The demonstration of an age-cumulative effect in the seroprev-
alence of F. hepatica in extensive regimes is in agreement with that
reported for several breed of cattle and husbandry systems in the
area of study and the same occurs with the absence of sex-differ-
ences (Sanchez-Andrade et al., 2002). According our results, in a
previous study Sanchez-Andrade et al. (2001) detected the highest
percentage of positive animals by ELISA in cattle grazing in the
mountains (95.3%) and the lowest prevalence in sea areas (61.7%)
of NW Spain.

On the basis of wild ruminants can feed on grasslands where
domestic herbivores (cattle mainly) remain frequently grazing;
suspicion of the possibility of Fasciola could be transmitted from
domestic to wild animals sounds reasonable, especially in endemic
areas. For trying to elucidate this feature, in the current investiga-
tion, roe deer seroprevalences were compared to those observed in
cattle from the same region and maintained under extensive re-
gimes. Positive cattle were detected in all the sampled counties,
and the seropositivity values ranged from 45% to 85%, confirming
the endemicity of the area of study. Furthermore, a significantly
higher seroprevalence of Fasciola in cattle than in roe deer was
achieved, and no relationship between the values in both animal
species could be demonstrated. These results agree with previously

reported in some areas of Czechoslovakia, where high F. hepatica
infection levels in cattle have been reported (Vetyska, 1980).

Nutrition of cervids (as roe deer) consists of bushes and low
trees leaves, grass, berries and young shoots (Acevedo et al.,
2005). They forage primarily in forest and open grasslands (espe-
cially enriched in legumes) with herbaceous plants, an ecosystem
known as mosaic structure because of the combination of small
grassland lots with bushes and big wooded areas. Their preference
for feeding on areas close to watercourses looks indicate a possible
risk of fasciolosis, due to lymnaeid snails (Galba truncatula) acting
as intermediate hosts for F. hepatica might find a suitable habitat
for their survival in these localizations (Arias et al., 2012). On the
basis of trematode eggs or flukes were not observed, together with
alow seroprevalence of IgG antibodies among the roe deer, a minor
risk of infection in the wild ruminants should be suspected.

Forests and natural pastures are also pastured by cattle main-
tained under extensive management, and current infection in
67% of these animals has been demonstrated. This possibly implies
that domestic and wild ruminants are sharing grasslands low con-
taminated by F. hepatica metacercariae, lessening the risk of expo-
sure to the liver trematode among roe deer, and clarifying in
consequence their seroprevalence values. In a recent study con-
ducted among horses in NW Spain, the presence of IgG antibodies
against the FhrAPS in 65% animals was principally attributed to
horses are feeding on pastures previously grazed by cattle (Arias
et al,, 2012).

Data collected in the current research look to support that wild
species cannot maintain populations of liver fluke in the absence of
suitable domestic hosts, as formerly reported (Boray, 1969; Pybus,
2001).

In conclusion, the low level of exposure to F. hepatica in roe deer
belonging to an endemic area shown in the present investigation,
in comparison to that occurring in extensively reared cattle, led
us to consider that roe deer are not involved as a reservoir of the
liver trematode, and their role in transmission of F. hepatica to
domestic livestock should be minimized. In this endemic area of
fasciolosis is required to pursue studies in other wild animals (wild
boar, red deer, rabbit) that can act as end hosts participating in the
maintenance of infection.
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Abstract The utility of an enzyme-linked immunosorbent
assay to determine the sensitization against the trematode
Fasciola hepatica in horses from an endemic area (NW
Spain) was assessed. Blood samples were collected from
536 horses and tested against a 2.9-kDa recombinant
surface protein (FhrAPS) to estimate the presence of IgG
antibodies. Data were analysed regarding several intrinsic
(age, gender and breed) and extrinsic factors (aptitude and
housing). The farm size (number of horses/farm) was also
considered. Sixty percent (95% CI 56, 64) of the horses
were positive to the FhrAPS-ELISA, with a significantly
higher seroprevalence in the mares (67%). Foals reached
the lowest percentage of sensitization against the trematode
(12%), and a significant positive correlation between the
seroprevalence of fasciolosis and the age of the horses was
established. When considering all the factors together, the
seroprevalence of fasciolosis was initially classified into
two groups (nodes) regarding the age of the horses. The
node composed of the horses older than 1 year was then
divided into two other clusters according to their gender.
The mares were finally classified and grouped into two
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nodes regarding their breed. We concluded that the
FhrAPS-ELISA is very useful for the demonstration of
specific equine IgG antibodies against F. hepatica. An
elevated risk of exposition to this trematode in horses
maintained in endemic areas was proven. The possible role
of horses as reservoirs for F. hepatica infections is
discussed.

Introduction

Fasciolosis (Fasciola hepatica) is a liver parasitic infection
affecting mainly both domestic and wild ruminants, but
monogastrics (horses, pigs) and even humans can be
infected (Knubben-Schweizer et al. 2010). This is a
cosmopolitan parasitosis more frequent in wet areas, where
vegetation and mild temperatures enhance the development
and survival of the intermediate host, an amphibious snail
belonging to the Lymnaea genus.

Infection occurs when the final hosts ingest metacercar-
iae (the infective stages) with the grass (Arias et al. 2010).
After their arrival to the intestine, metacercariae excyst, and
newly excysted juvenile specimens of the trematode
migrate through the peritoneum to the liver and then
migrate through the parenchyma to the bile ducts, where
sexual maturity is attained. The presence of spines around
their cuticle provokes a severe syndrome characterised by
extensive parenchymal destruction with intensive haemor-
rhages. The consequences of liver injury compromises liver
function, causing direct losses consisting of a decrease of
the rate of weight gain, decrease of milk production or loss
of wool (Gajewska et al. 2005).

The trematoda develop to mature stages in the bile ducts
(and gall bladder), and eggs are passed in the faeces
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together with the bile, which allows the diagnostics of the
infection by the sedimentation copromicroscopical proce-
dure (Rodriguez-Pérez and Hillyer 1995).

The sedimentation technique allows the direct diagnosis
of fasciolosis by the visualization of eggs in faecal samples
but only provides useful results after the period of
prepatency occurred, when most of the pathological lesions
have been taken into account (Carnevale et al. 2001).
However, this method is not sensitive, and infections where
the parasite burden is low or when the host is harbouring
immature flukes in the liver parenchyma or the bile ducts
may go undetected. Moreover, fluke egg elimination until
14-15 weeks occurred after the experimental infection of
horses with F. hepatica metacercariae has been reported
(Soulé et al. 1989) and an intermittent egg output in these
animals also (Gorman et al. 1997).

On the basis that an early humoral immune response is
elicited in the final host during the infection by F. hepatica,
numerous tests have been applied to the immunodiagnosis
of fasciolosis, and enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), in particular, has shown adequate sensitivity and
specificity for this purpose (Phiri et al. 2006). Nevertheless,
the persistence of IgG antibodies for long periods, even
after the removal of flukes (Sanchez-Andrade et al. 2000,
2001; Paz-Silva et al. 2003), reduces the usefulness of this
probe, and the presence of antibodies may only indicate
exposure to the parasite (Espino et al. 1998).

In the last decades, loss of productivity has provoked the
abandonment of an elevated number of dairy bovine farms
in many regions of Europe. As a consequence, the
diminution in the rural inhabitants has been accompanied
by the abandonment of vast cultivated areas formerly
employed for the ruminants' feeding, which can imply an
elevated risk of fire because of the growth of unwanted
vegetation and shrubs.

A new situation has been outlined in response to these
changes, where cattle are being replaced by other livestock
species such as sheep, horses or donkeys. The feeding of
the animals and the control of vegetation are thus
simultaneously guaranteed, but they could also represent a
risk for exposition to F hepatica metacercariae in areas
where bovines were firstly exploited.

Previous investigations conducted in the same area of
study revealed a prevalence of fasciolosis ranging from
28% to 65% in ruminants by coprology and necropsy (Paz-
Silva et al. 2003; Arias et al. 2011). The values of
seroprevalence oscillated between 65% and 92% (Sanchez-
Andrade et al. 2000, 2002; Paz-Silva et al. 2007; Arias et al.
2009).

Although fasciolosis has been widely analysed in
ruminants, there is lack of information regarding other
animal species such as horses. In the current investigation,
the possibility of sensitization against F. hepatica in horses
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has been investigated by means of an ELISA and the
FhrAPS recombinant surface antigen (Paz-Silva et al.
2005). Results were analysed concerning some intrinsic
(age, gender, breed) and extrinsic factors (housing, apti-
tude). The number of horses per farm was also taken into
account.

Materials and methods
Field study area

The current study was conducted in Northwest Spain (42°
20-43°45" N, 6°49'-8°00" W). This is an agricultural
region where cattle are the main livestock. As stated
previously, the oceanic climate favours the survival of
Galba truncatula, the intermediate host for F hepatica
(Paz-Silva et al. 2010; Arias et al. 2010).

Horses

Between December 2009 and May 2010, faecal and blood
samples were obtained from 536 horses in NW Spain. By
considering the age, horses were divided into four groups:
Gl (<1 year), G2 (1-2.9), G3 (>3-8.9) and G4 (>9)
(Table 1). According to the breed, seven groups were
established: Anglo—Arab Breed (AAB), Spanish Sport
Horse (SSH), Spanish Pure Breed (SPB), Crossbred (CB),
English Pure Breed (EPB), Arabian Pure Breed (APB) and
the autochthonous Pura Raza Galega (PRG). Equines were
also classified according to their housing and aptitude
(Table 2). With regard to the housing, and by taking into
account that all the horses have access to pastures, two
groups were considered, one composed by equines main-
tained in boxes during the night or under unfavourable
weather conditions (indoors) and the other formed by
horses remaining outdoors throughout the year. Three
groups were considered in respect to the horses' aptitude,
farming (horses focused to the maintenance of small
pastures near to the owner's house), leisure (riding horses)
and silvopasturing (equids maintained under forests).

Farms

The total number of farms visited was 61, located at
different sites scattered within this area, and the distance
among the nearer farms was approximately 10-40 km.

The analysis of the farm infection was done regarding
the intrinsic and extrinsic factors related above. Three age
groups were established, farms with horses <3 years, those
with equids >3 years and combined (horses of both groups).
The presence of gender-mixed farms (mares + stallions)
was also considered.
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Table 1 Prevalence of sensitization to F hepatica in equine farms
from NW Spain regarding intrinsic factors (N=61)

Table 2 Prevalence of sensitization to F. hepatica in horses from NW
Spain regarding extrinsic factors (N=536)

Factor Categories N P (95% CI) Statistics Factor Categories N P (95% CI) Statistics
Age <1 5 100% (57,100)  y2=4.115 Age <1 59 12% (6, 22) 2=66.730
1-3 1-3 135 60% (52, 68)
3-9 49 84% (71,91) P=0.128 3-9 198 67% (60, 73)  P=0.001
>9 >9 144 70% (63, 78)
Mixed 7 57% (25, 84) Mixed
Gender Mares 20 75% (53, 89) X2:9~365 Gender Mares 372 67% (62, 71) x2=25.137
Stallions 12 58% (32, 81) Stallions 164  44% (36,52)  P=0.001
Mixed 29 97% (83,99) P=0.009 Mixed
Breed Anglo—Arab 13 92% (67.,99) ’=11.907  Breed Anglo—Arab 63 60% (48, 71)  x"=11.712
Spanish Sport 4 100% (51, 100) Spanish Sport 36 36% (48, 75)
Crossbred 5 80% (38, 96) Crossbred 136 55% (47, 63)
Arabian 15 60% (36, 80) P=0.104 Arabian 12 75% (47,91)  P=0.069
Spanish Pure 4 100% (51, 100) Spanish Pure 44 59% (44, 72)
Galician Pure 4 50% (15, 85) Galician Pure 212 57% (5], 64)
English Pure 15 93% (70, 99) English Pure 33 85% (69, 93)
Mixed 1 100% (21, 100) , ixed .
Wb Mixed 39 82% (67, 91) 2=0.001 Housing Mixed 250 65% (59, 70) X =4.706
- 2 8% (6L, 93) PR Outdoors 286 56% (50, 61)  P=0.030
’ ok z > 2
Agtilide  “Bieoding 5 80% (38. 96) \2=2.038 Aptitude Breec!mg 30 40% (25, 58) x=8.177
Farming 1 73%(43.90) RARE ol
Sport/Leisure 30 80% (63, 90) P=0.565 Sport/Leisure 250 65% (30, 64)  P=0.042

Silvopasturing 15 93% (70, 99)

Results are expressed as prevalence and 95% confidence interval (CI)

By considering that horses receive different management
procedure according to their number in the farm (=size), three
groups were considered: S1 (1-4 horses), S2 (5-15) and S3
(>15). Horses belonging to S1 usually graze small pastures
under a rotational scheme, near to the stables where they are
kept during the night. Appropriate care is provided.

Herds of S2 type frequently feed on large grasslands and
are seldom kept in boxes. Due to their elevated number,
horses in S3 farms are maintained on vast pastures
throughout the year, or even in forests.

Parasitological examinations

Individual faecal samples were collected directly from the
rectum of the horses and analysed by using coprological
methods. Five grams of each faecal sample was processed
(in duplicate) by sedimentation (Arias et al. 2009) with a
sensitivity of 30 eggs per gram of faeces. The counts of
trematode eggs were provided as counts of eggs per gram.

The laboratory technician conducting the microscopic
analysis was blinded to the study design of the selection
of the stool specimens. A farm was considered positive
when at least one of the horses passed F. hepatica eggs by
faeces.

Silvopasturing 207 57% (59, 70)

Results are expressed as prevalence and 95% CI

FhrAPS-ELISA

Serum samples were analysed using an ELISA and the FhrAPS
surface recombinant protein (Paz-Silva et al. 2005). After
checkerboard titration, the optimal concentration of antigen
was determined as 1 pg mL™'; sera were diluted at 1:100 in
10% PTL (PBS—0.3% Tween 20 and 10% skimmed milk)
and tested in duplicate. Horseradish peroxidase conjugated
with rabbit anti-horse IgG (Nordic Immunology Laboratories,
the Netherlands) was used at a 1:1,000 dilution. Substrate of
10 mg of ortho-phenylenediamine in 12 mL of citrate buffer
and 10 uL of 30% H,O, were then added to each well and the
plates incubated in the dark for 10 min at room temperature.
The reaction was stopped by adding 100 puL of 3 N sulphuric
acid to each well, and the absorbance was read using a
spectrophotometer (Titertek Multiskan) at 492 nm.

Sera from 44 foals (2 months of age) were used to
calculate assay cut-off points. Positive values were deter-
mined as the mean optical density of all negative sera plus
two standard deviations (Arias et al. 2007) and were
calculated as >0.503.

Sensitivity and specificity of the ELISA

The sensitivity and specificity of the FhrAPS-ELISA were
calculated by using sera from 12 donkeys passing F
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hepatica in the faeces and 44 foals (2 months of age)
negative to the sedimentation test. The feasibility of the
immunoenzymatic probe was also established by the
estimation of the predictive values and the likelihood ratios
(Thrusfield 2005).

Statistical analysis

All tests were done using SPSS for Windows (15.1; SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). The percentages of seroprevalence
were expressed as the value and the 95% confidence
interval, and analysed by using the y” test. Differences
were considered as significant when P<0.05. The interpre-
tation of some serological surveys of disease is difficult
because they have imperfect sensitivity and specificity. The
true prevalence was calculated by taking into account the
values of sensitivity (se), specificity (sp), and apparent
prevalence (AP) (Rogan and Gladen 1978):

True prevalence(TP) = (AP +sp —1)/(se +sp — 1)

Correlation among the different parameters was assessed
using Pearson's correlation test. The possible relationship
between the breed, age and seroprevalence was estimated
by calculating the odds ratio (OR) values and the
prevalence ratio when this was not possible (Thrusfield
2005). Finally, all the data were classified by using the chi-
square automatic interaction detector test. All tests were
done using SPSS for Windows (15.0).

A farm was considered positive if at least one of the horses
had positive IgG values by means of the FhrAPS-ELISA.

Results
Statistical analysis of the FhrAPS-ELISA

The sensitivity resulted 83%; and the specificity, 86%. The
estimation for the positive predictive value was 67% and
93% for the negative predictive value, 5.93 for the
likelihood positive ratio and 0.20 for the negative likeli-
hood ratio. The value for the statistical kappa resulted
£=0.622 (P=0.001).

Prevalence of IgG antibodies against the FhrAPS

(a) In farms

The percentage of farms with horses positive to the
ELISA was 82% (75, 89), and a reduction with the age of
the horses was recorded (Table 1), but these differences
were not significant.

Ninety-seven percent of the gender-mixed farms (mares +
stallions) resulted positive to the sensitization to F
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hepatica, and statistical differences were recorded. The
OR value was 12.7.

Farms containing autochthonous Galicia Pure Breed
horses recorded the lowest percentages of seropositivity,
but differences were not achieved (Table 1). An identical
percentage of farms following an indoors or outdoors
regime had horses sensitized to the liver trematode.

Finally, 69% of the farms (S1) with 1-4 horses were
considered positive to fasciolosis, 72% S2 herds (5-15
equids) and 100% S3 farms (>15 horses). These differ-
ences resulted significant, and an OR value of 1.3 for the
biggest herds was obtained.

When considering all the factors together, the seropre-
valence of fasciolosis was initially classified into two
groups (nodes) regarding the age of the horses, with the
lowest values in the foals <1 year (Fig. 1). The node
composed of the horses older than 1 year was then divided
into two other clusters according to the gender of the
equines. The mares were finally classified and grouped
into two nodes regarding their breed, with the highest
seroprevalences in the Arabian, Spanish Pure Breed, Pura
Raza Galega and English Pure Breed horses.

(b) In horses

An overall 60% (95% CI 56, 64) seroprevalence of
equine fasciolosis was obtained by using the FhrAPS-
ELISA. The percentage of positive cases ranged from 12%
in the foals to 70% in horses older than 9 years (Table 2).
Significant differences were proved in relation to the age,
and in the oldest horses (>9 years), the OR value was 1.8,
by 1.6 in those 3-9 years of age.

A significant positive correlation between the seropre-
valence of fasciolosis and the age of the horses was
established by means of Pearson's test (#=0.392, P=0.007).

Sixty-seven percent of the mares were positive to the
immunoenzymatic probe, by 44% stallions, and these
differences were significant. An OR value of 2.6 for the
mares was estimated.

The lowest percentage of horses with antibodies against
F. hepatica was obtained among the Crossbreds, whereas
the English Pure Breed equines achieved the highest values
(Table 2). Significant differences were not observed in the
seropositivity regarding the equine breed.

As reflected in Table 2, the horses maintained indoors
reached significantly higher seroprevalences than those
obtained in equines remaining outdoors always. The OR
value was 1.5 in the horses kept indoors.

The seroprevalences of fasciolosis were significantly
lower in breeding horses, whereas the leisure equines
achieved the highest values. The OR value for these horses
was 1.5.

No differences in the positive farms in relation to the
aptitude of the horses were observed, although the
silvopasturing farms reached the highest seroprevalence.
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Fig. 1 Simultaneous analysis of
the prevalence of sensitization to
E hepatica in horses from NW
Spain regarding intrinsic and
extrinsic factors (N=536). G/
(<1 year), G2 (1-2.9), G3
(>3-8.9) and G4 (>9). AAB
Anglo-Arab Breed, SSH
Spanish Sport Horse, SPB
Spanish Pure Breed, CB
Crossbred, £PB English Pure
Breed, APB Arabian Pure Breed,
PRG Pura Raza Galega

Sensitization

Node 0
Category % n
Negative 40.1 215

| Positve  59.9 321
Total 100.0 536
Age

Adj. Pvalue=0.000, Chi-square=63.

649, di=1

G-3; G4; G-2 Gl-l
Node 1 Node 2
Category % n Category % n
Negative 34.2 163 Negative 88.1 52
u Positive  65.8 314 u Positve 119 7
Total 89.0 477 Total 11.0 59
Gender
Adj. Pvalue=0.000, Chi-square=17.
309, di=1
Ferrluale MTe
Node 3 Node 4
Category % n Category % n
Negative 28.6 99 Negative 489 64
u Positive 714 247 m Positve  51.1 67
Total 64.6 346 Total 24413
Breed

Adj. P-value=0.017, Chi-square=13.

293, di=1

AAB; SSH; CB EPB; APB; SPB; PRG
Node 5 Node 6
Category % n Category % n
Negative 38.6 59 Negative 20.7 40
® Positve 614 9 B Positive  79.3 153
Total 285 153 Total 36.0 193
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The percentage of seropositive farms was classified into
two groups (nodes) according to the number of horses per
farm (Fig. 1).

Sedimentation technique

None of the sampled horses did pass F. hepatica eggs by
faeces, as demonstrated by the copromicroscopical sedi-
mentation procedure.

Discussion

A parasitological survey to evaluate the possibility of
infection by the trematode F. hepatica was conducted in
horses from an endemic region (NW Spain). The copromi-
croscopical sedimentation showed none of the equines were
shedding trematode eggs by the stools. There have been
reported very low prevalences of natural infection by the
analysis of faecal samples in some endemic areas of Chile
(Apt et al. 1993) and Egypt (Haridy et al. 2002; Morsy et
al. 2005). An overall 60% of horses sensitized against the
trematode was obtained, which is in agreement with
previous works carried out on sheep and cattle in the same
area (Paz-Silva et al. 2003; Arias et al. 2009). The foals
reached the lowest values of seropositivity. The finding of a
significantly positive correlation between the percentage of
sensitization against F. hepatica and the age of the horses
seems to support the hypothesis that the exposition to the
trematode increases with the age of the equines and
suggests thus a cumulative effect of infection throughout
their life, as reported by Getachew et al. (2010) in equids
and by Sanchez-Andrade et al. (2000, 2002) in cattle.
Alcaino et al. (1992) reported a lower percentage of
infection among horses older than 5 years.

Information on equine fasciolosis is sparse, which makes
the discussion of the results difficult. It has been shown that
mares attained a higher risk of exposure to . hepatica, which
could be partly explained by their longer maintenance in
pastures, especially after foaling. Elevated prevalences of
fasciolosis in cows have been justified in the basis of stress
during pregnancy and parturition (Spithill et al. 1999).

Horses for leisure exhibited the highest percentages of
IgG to the trematode, whereas the breeding equines
achieved the lowest values. The most frequent way of
infection occurs by feeding on metacercariae-contaminated
pastures, and thus, a higher risk of fasciolosis has been
associated to grazing animals (Lean et al. 2008; Khan et al.
2009). Nevertheless, other possibilities consisting of the
administration of hay or even silage to stabled livestock, or
by the water also, have been pointed as potentially hazardous
(Perrucci et al. 2007; Arias et al. 2010).
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In the last years, the economical crisis has provoked a
notable reduction in the inputs of many horse owners, and
as a consequence, the number of horses which have been
brought to areas with extensive pastures is increasing, even
those of elevated economical value. Although this practice
ensures their feeding, most of the grasslands in endemic
areas have been taken into advantage by ruminants
shedding F hepatica eggs in the faeces. It has been stated
that both the number of existing snails G. truncatula on the
pasture and the presence of excreted eggs are critical for the
transmission of F. hepatica (Ross 1977). Arias et al. (2010)
enunciated that in cattle maintained in the area of study, the
interval between chemotherapy applications exceeds the
prepatent period of F. hepatica, which might be responsible
for a high risk of exposition to the trematode by guaranteeing
the possibility of infection in the intermediate host.

According to the fact that ruminants are being replaced
by horses in broad pasture areas, this appears to give reason
for a moderate-elevated prevalence of IgG against the
trematode in the horses in the current investigation and to
the lack of differences regarding their breed also. This
situation can aggravate because moderately abandoned
meadows do not receive any type of land-management
operations; thus, the adequate environment of the snails
acting as intermediate hosts remains intact. The observation
in the current study of an increasing percentage of positive
herds together with the increment of the number of horses/
herd appears to corroborate these hypotheses, because herds
with more than five horses frequently graze on large
grasslands.

Finally, several investigations noted the absence of
information regarding fasciolosis in some animal species
such as horses, rabbits and pigs, which in some countries
may be important reservoir hosts of infection but are
usually disregarded when treatment strategies are imple-
mented (Apt et al. 1993; Gorman et al. 1997). The finding
of a 60% seroprevalence hints that an elevated number of
horses in the present research were exposed to F. hepatica
metacercariae, and specific IgG antibodies were synthe-
sized. Because trematode eggs were not observed, the
absence of Fasciola adult stages was concluded. In view of
these results, the role of horses as reservoirs of the
trematode should be minimized or revised at least.

Data collected in the current investigation demonstrated
the usefulness of an ELISA with the FhrAPS recombinant
protein to establish the risk of exposure to F hepatica in
horses by demonstrating specific IgG antibodies in their
sera. Our results showed that horses in an endemic area
exhibit a very high risk of ingestion of metacercariae when
grazing grasslands which have been formerly pastured by
ruminants. The absence of egg output seems to indicate that
fasciolae did not reach the adult stage, but the elevated
prevalence of sensitization emphasizes the need for sur-
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veillance of this trematodosis on horses receiving grass for
their feeding.
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Las trematodosis mas prevalentes en ganado vacuno en Europa estan provocadas
por trematodos de los géneros Fasciola, Paramphistomum y Dicrocoelium (Sanchez
Andrade et al., 2003; Diaz et al.,, 2007a; Szmidt-Adjidé et al., 2000; Manga-Gonzélez y
Gonzalez-Lanza, 2005, Goater y Colwell 2007; Rojo et al., 2012).

Con objeto de disponer de informacion actualizada de la distribucion e importancia
de estas trematodosis en ganado vacuno explotado en el Noroeste de la Peninsula Ibérica
(Norte de Portugal, Galicia, Asturias y Leo6n), en el PRIMER ESTUDIO, se recogieron,

semanalmente y durante 2 afios, 776 higados de vacas sacrificadas en un matadero de
Lugo. Se comprobd que el 38% de los animales albergaban trematodos, siendo F. hepatica
el mas prevalente (28%) y en menor porcentaje se hallé C. daubneyi (12%) y Dicrocoelium
spp. (6%).

El hecho de que F. hepatica fuera el trematodo mas prevalente, coincide con lo
observado en estudios previos realizados mediante técnicas coprolégicas o inmunolégicas
(Sanchez-Andrade et al., 1995; Morrondo et al., 2003; Arias et al., 2004) en ganado vacuno
explotado en Galicia (25-28%). El segundo trematodo en importancia fue C. daubneyi, lo
gue también concuerda con los sefialado por Morrondo et al. (2003) y Diaz et al. (2004)
quienes sefialaron que el 16-17% de las vacas eliminaban huevos de este trematodo
ruminal. El predominio de F. hepatica y C. daubneyi era previsible, si se tiene en cuenta que
en el Noroeste de Espafia se dan las condiciones climaticas necesarias para el desarrollo
del ciclo de ambos trematodos (Morrondo et al., 1994; Diaz et al., 2007a). Asimismo, la
menor prevalencia de Dicrocoelium, coincide con la escasa prevalencia de eliminacién de
huevos de este trematodo (6%) en vacas explotadas en régimen semiextensivo en Galicia
(Diaz et al., 2007a).

En el presente estudio se comprobé que, en el Noroeste de la Peninsula Ibérica, las
condiciones climaticas (precipitaciones y temperaturas) no estan correlacionadas con la
seroprevalencia de F. hepatica y de C. daubneyi. Como han sefialado diversos autores
(Dinnik 1962; Eduardo 1983; Abrous et al., 1999; Rondelaud et al., 2001; Phiri et al., 2005;
Dreyfuss et al., 2008) en el ciclo de estos trematodos intervienen como H.l. moluscos de la
Familia Lymnaeidae (Galba truncatula). En este sentido, en el Noroete de Espafia (Manga
et al., 1991; Morrondo et al., 1994) comprobaron que, en los pastos habia ejemplares de L.
truncatula activos durante todo el afio, por lo que los rumiantes podian infectarse
continuamente con metacercarias de F. hepatica. Por el contrario, la infeccién por
Dicrocoelium requiere que los H.D. ingieran hormigas parasitadas y éstas son mas

abundantes en areas secas y aridas. Se demostré6 que existia una que existia una
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correlacion positiva entre la prevalencia de infeccién por Dicrocoelium y las temperaturas
mas elevadas registradas a finales primavera y verano) y que esta prevalencia era menor
en las épocas (otofio-invierno) en las que se producen mayores precipitaciones, lo que
coincide con lo observado por Manga et al. (2001, 2005) en estudios realizados en la

provincia de Leon.

En las razas de vacas que permanecen mas tiempo en los pastos (Rubia Gallega,
Cruces y Pardo Alpina) se observé mayor prevalencia de infeccion por F. hepatica que en
las que se estabulan mayor tiempo (Frisona), lo que coincide con lo observado en estudios
previos realizados por Arias et al. (2010), quienes sefialaron que las vacas que pastan con
mayor frecuencia en prados cultivados o naturales, tienen mas oportunidades de ingerir
metacercarias que las que permanecen mas tiempo estabuladas. Asimismo, el escaso
porcentaje de vacas Frisonas que albergaban Dicrocoelium, coincide con lo observado por
Ferre et al. (1994).

Con la edad de los animales se incrementd la prevalencia de infeccién por F.
hepatica, lo que concuerda con lo observado en ganado vacuno explotado en el Noroeste
de Espafa por diversos autores (Gonzalez-Lanza et al., 1989; Morrondo et al., 1997;
Sanchez-Andrade et al., 1995; Arias et al., 2010). Por el contrario, otros autores (Morrondo
et al.,, 1994; Sanchez-Andrade et al., 2002; Diaz et al., 2007b) encontraron que la
prevalencia de eliminacion de huevos de este trematodo era inferior en los animales de
mayor edad y atribuian este hecho a que se hubiera desarrollado una cierta inmunidad
protectora frente a las reinfecciones. Sin embargo, en bovinos en pastoreo en el sureste de
los Apeninos italianos, Cringoli et al. (2002), no observaron diferencias significativas en la

prevalencia de eliminacién de huevos de F. hepatica al considerar la edad de los animales.

La mayor prevalencia de infeccion de F. hepatica, ademas de lo sefalado
anteriormente, puede deberse también a que, segun Paz-Silva et al. (2007) y Diaz et al.
(2007a), en el Noroeste de Espafia, no se tiene en cuenta que existen hébitats adecuados
para el desarrollo de los ciclos de Calicophoron y en menor medidad de Dicrocoelium;
ademas, el control de las trematodosis del ganado vacuno practicamente se basa en la
aplicacién de un tratamiento anual con antihelminticos eficaces frente a F. hepatica pero

gue no lo son contra C. daubneyi.

Una vez que se determind que, en vacas del Noroeste de la Peninsula Ibérica, el
trematodo mas frecuente y, ademas, mas patégeno era F. hepatica (Rojo et al., 2012), se

consider6 conveniente disponer de un método de diagndstico in vivo, como son las técnicas
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inmunoenzimaticas. Por ello, en el SEGUNDO TRABAJO se realiz6 un estudio transversal

para determinar, en ganado vacuno explotado en el Noroeste de Espania, la seroprevalencia

de infeccion por F. hepatica, mediante la aplicacién de 2 pruebas inmunoenzimaticas.

Mediante un ELISA con IgG policlonal frente a los antigenos de excrecion/secrecion
de fasciolas adultas (FhES) se demostré que el 33% de los sueros analizados tenian
antigenos, es decir, tenian una infeccion activa por F. hepatica puesto que, durante su
migracion a través del parénquima hepatico, las fasciolas juveniles liberan antigenos
detectables mediante inmunoensayos con anticuerpos policlonales o monoclonales (Espino
et al., 1997; Sanchez-Andrade et al., 2001; Ubeira FM et al., 2009). Ademas, se comprobd
gue la prevalencia de infeccién por este trematodo no habia disminuido a pesar de la
frecuente e indiscriminada utilizacion de fasciolicidas, puesto que Sanchez-Andrade et al.
(2000) habian hallado porcentajes de vacas con antigenemia (38 3%) similares a las de

este estudio.

Al relacionar la edad y la raza de los animales con la presencia de antigenos
circulantes de F. hepatica se observé que, como habiamos hallado en el examen post-
mortem, en todas las razas eran los mas jovenes y las Frisonas, en los que se hallaba
menor porcentaje de animales con antigenos. Ademas, al analizar en conjunto la edad y la
raza se comprobd que Unicamente existia una correlacion significativa en los cruces,
mientras que no la habia en las vacas de raza Frisona y Rubia Gallega, lo que parece
sugerir que debido a que en estas 2 Ultimas razas se aplica un mayor numero de
tratamientos fasciolicidas, se reduce la presencia de fasciolas emigrando a través del

parénquima hepatico.

La deteccion de anticuerpos IgG frente a F. hepatica se realiz6 mediante ELISA-
indirecto y una proteina de 2’9 kDa (FhrAPS). En el 65% del ganado vacuno se detectaron
anticuerpos frente a este trematodo, mientras que en un estudio previo, mediante ELISA-
indirecto y antigenos de excrecién/secrecion, SAnchez-Andrade et al. (2000) habian hallado
mayor seroprevalencia de infeccion (85°1%). Ademas, la menor seroprevalencia observada
en la actualidad fue mas acusada en las razas Rubia Gallega y Frisona, probablemente
debido a que al dedicarse a la produccién de terneros y leche, respectivamente, reciben

mas atenciones sanitarias que los cruces.

La demostracién de antigenemia refleja la migracion de trematodos a través del
parénquima hepatico (Duménigo et al., 2000), mientras que los valores positivos de 1gG

frente a la FhrAPS son mas prevalentes durante la migracion precoz de F. hepatica (Arias et
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al., 2006). Cuando estos valores se analizaron de forma conjunta, se concluy6 que el 70%
de los rumiantes estaba experimentando una infeccién prepatente por F. hepatica. Es
necesario destacar que las principales lesiones en la fasciolosis ocurren durante este

periodo (Bossaert et al., 2000; Raadsma et al., 2007).

Ademas, la aplicacién conjunta de las 2 técnicas inmunoenzimaticas resultan muy
tiles y complementarias para valorar la influencia de los diferentes factores intrinsecos y
extrinsecos sobre la prevalencia de infeccion por F. hepatica en ganado vacuno. De hecho,
sorprende el elevado porcentaje de seropositivos hallado en los animales de raza Frisona y
Rubia Gallega, pues como se sefialé anteriormente se controla su estado sanitario; no
obstante, segun Mezo et al. (2008), la administracion del triclabendazol anicamente durante
el periodo de secado no supone ninguna ventaja sobre la ausencia de tratamientos
fasciolicidas, probablemente porque segun Parr y Gray (2000) el intervalo entre la aplicacion
de estos tratamientos excede el periodo de prepatencia de F. hepatica. En consecuencia, es
necesario adoptar otras medidas de control que no se basen Unicamente en la
desparasitacion de los animales; de hecho, Kemper y Henze (2009) sefialaron que, en el
Norte de Alemania, se logré una considerable reduccién de la prevalencia de infeccion (80%
en 1969 al 0°005% en 1992) tras el adecuado tratamiento de los animales y un exhaustivo

drenado de los pastos.

En Galicia, en determinadas zonas, los corzos se alimentan en prados en los que
también lo hacen las vacas explotadas en extensivo. Por ello, en el TERCER ESTUDIO nos

propusimos conocer la posible intervencién de estos rumiantes silvestres como reservorios
de fasciolosis. Se recogieron los higados y muestras de heces y de sangre de 301 corzosy,
ademas, se tomaron muestras de heces y de sangre de 676 vacas explotadas en extensivo

en las mismas zonas de procedencia de los corzos.

En los corzos, no se observaron huevos de Fasciola en las heces, lo que indica la
ausencia de fasciolas adultas y tampoco se hallaron tras el examen de los higados;
ademas, en ninguno de los 301 corzos examinados se hallaron lesiones compatibles con
infecciones por este trematodo. La ausencia de huevos de F. hepatica coincide con lo
observado en estudios previos realizados en Galicia por Vazquez et al. (2009b), asi como
con lo hallado en corzos abatidos en la vertiente leonesa de la Cordillera Cantabrica y en la
provincia de Salamanca por Diez-Bafios et al. (2009a) y Ramajo et al. (2007),
respectivamente. Sin embargo, Diez-Bafios et al. (2009b) observaron que un pequefio
porcentaje (0"25%) de los animales, sacrificados en 3 reservas regionales de caza del Norte

de la provincia de Ledn, eliminaban huevos de este termatodo.



Discusion general 95

El 23% de las vacas eliminaron huevos de F. hepatica, siendo esta prevalencia
superior a la sefialada en otros paises europeos (Polonia, Bélgica, Republica Checa, Italia,
Francia) por diferentes autores (Michalski et al., 1990; Genicot et al., 1991; Pavlasek, 1995;
Cringoli et al., 2002; Mage, 1989 y Mage et al., 2002; Thamsborg et al., 2005) y resultd
similar a la hallada por Pritchard et al. (2005) en Inglaterra, lo que demuestra que Galicia es
una zona endémica de fasciolosis en ganado vacuno. Por el contrario, la prevalencia de
eliminacion de huevos de F. hepatica hallada en el presente estudio fue similar a la obtenida
por otros autores en otras areas de Noroeste de Espafia, puesto que Cordero y Rojo (1983)
sefialaron prevalencias del 20% en Castilla y Ledn, del 4-36% en Asturias (Rojo, 1986) y
del 30% en la provincia de Ledn (Gonzélez-Lanza et al., 1989). Asimismo, fue similar a la
observada en trabajos previos realizados en Galicia por diversos autores (Sanchez-Andrade
et al., 1995; Morrondo et al., 2003; Arias et al., 2004) quienes habian obtenido porcentajes
de infeccion del 27, 25 y 28%, respectivamente.

Para detectar posibles exposiciones de los rumiantes silvestres a las infecciones por
trematodos, Arias et al. (2012) demostraron la utilidad de las pruebas inmunoenzimaticas.
En el presente estudio, se obtuvo una seroprevalencia similar con los productos de
excrecién/secrecion de Fasciola (29%) o con la proteina recombinante FhrAPS (28%). Con
ambas técnicas se comprob6 que la seroprevalencia era superior en los corzos de mayor
edad, aunque estas diferencias solo fueron significativas cuando se utilizaron los productos
de excrecién/secrecion. La demostracion de un efecto acumulativo de la seroprevalencia de
fasciolosis con la edad coincide con lo observado en ganado vacuno en el area de estudio
(Sanchez-Andrade et al., 2002). Por el contrario, no se observaron diferencias respecto al
sexo de los corzos, lo que concuerda con lo observado en estudios previos realizados en

rumiantes domésticos (Sanchez-Andrade et al., 2002; Arias et al., 2010).

En ganado vacuno, el 67% de los animales eran seropositivos mediante ELISA y
proteina FhrAPS, siendo esta prevalencia similar a la hallada por nosotros en el primer
estudio (Arias et al., 2010). No se hallaron diferencias significativas al considerar la edad de
los animales, aunque la seroprevalencia fue superior en los mas viejos, hecho que ya
habiamos observado previamente en ganado vacuno explotado en diferentes localidades
gallegas (Morrondo et al., 1997; Sdnchez-Andrade et al., 1995, 2002; Arias et al., 2010).

La ausencia de correlacién entre la seroprevalencia de infeccién hallada en los
corzos y en las vacas concuerda con lo observado por Vetyska (1980), en zonas endémicas

de fasciolosis en rumiantes domeésticos en Checoslovaquia. Ademds, en los corzos, la
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ausencia de adultos y de huevos de F. hepatica y la baja seroprevalencia hallada en este
trabajo, indican que este ungulado silvestre no es un reservorio de infecciébn para los
rumiantes domeésticos. Ademas, estos resultados coinciden con lo sefialado por Boray
(1969) y Pybus (2001) ya que, segun estos autores, las especies silvestres no son capaces
de mantener infecciones por trematodos hepaticos en ausencia de hospedadores

domésticos adecuados.

Debido a que en los 3 estudios anteriores habiamos comprobado la elevada
prevalencia de infeccion por F. hepatica en ganado vacuno explotado en el Noroeste de
Espafia y que los corzos no actuaban como reservorios de esta infeccién, nos planteamos

un CUARTO ESTUDIO, con objeto de establecer la importancia de los équidos en el ciclo

de esta trematodosis, puesto que, en los ultimos afios, en Galicia, se ha incrementado
considerablemente el niumero de caballos al tiempo que ha disminuido el de vacas.
Ademas, hay que tener en cuenta que los équidos se alimentan en pastos en los que antes
lo hacian los rumiantes domésticos, por lo que es muy probable que ingieran metacercarias
de este trematodo aunque el ciclo endégeno se desarrolla en ellos con mayor dificultad
(Soulé et al., 1989).

Con objeto de conocer si estos animales eliminaban huevos y la respuesta IgG
frente a F. hepatica, se recogieron muestras de heces y sangre de 536 caballos

pertenecientes a 61 explotaciones.

Existe escasa informacion de fasciolosis equina, lo que dificulta la discusién de los
resultados, por lo que también se comparan nuestros resultados con los hallados por otros

autores en las infecciones por este trematodo en rumiantes domésticos.

Ninguno de los animales eliminaron huevos, lo que concuerda con las bajas
prevalencias de infeccién obtenidas en équidos explotados en algunas areas endémicas de
Chile (Apt et al., 1993) y Egipto (Haridy et al., 2002; Morsy et al., 2005). Por el contrario,
mediante ELISA y proteina recombinante FhrAPS, se comprob6 que el 60% de los caballos
estaban sensibilizado frente a F. hepatica, lo que coincide con la elevada seroprevalencia
observada en ganado ovino y vacuno explotado en el mismo area (Paz-Silva et al. 2003a, b;
Arias et al. 2009).

Se obtuvo una correlacion positiva entre el porcentaje de sensibilizacion frente a F.
hepatica y la edad de los caballos, lo que coincide con lo sefialado por Getachew et al.

(2010) en équidos y por Sanchez-Andrade et al. (2000, 2002) en rumiantes domeésticos,
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puesto que, segun estos autores, existe un efecto acumulativo en la infeccion y por eso se
observa mayor seroprevalencia en los animales de mas edad. Por el contrario, Alcaino et al.
(1992) obtuvieron menor porcentaje de infeccién en los caballos mayores de 5 afios que en

los de menor edad.

Se demostrd que las yeguas tuvieron mayor riesgo de exposicién a F. hepatica, que
podria explicarse en parte por su mayor permanencia en los pastos, especialmente después
del parto. En vacas, Spithill et al. (1998) justificaron la mayor prevalencia observada tras la
prefiez y el parto debido al estrés al que estan sometidos los animales durante el periparto.

Los caballos dedicados al recreo mostraron prevalencias mas elevadas de IgG frente
a F. hepatica mientras que las mas bajas se observaron en los de cria. En principio, esto
parece una contradiccion, puesto que la via mas frecuente de infeccion tiene lugar por
ingestion de forraje con metacercarias (Lean et al., 2008; Khan et al., 2009); sin embargo,
hay que tener en cuenta que los animales también se pueden infectar tras el consumo de
heno o ensilado en el que haya metacercarias viables e incluso si estas se encuentran en el

agua gue beben (Perrucci et al., 2007; Arias et al., 2010).

Respecto a la falta de influencia de la raza de los caballos sobre la seroprevalencia
de infeccion, esta puede deberse a que los animales aprovechan prados en los que antes
habia vacas que eliminaban un considerable nimero de huevos de F. hepatica y a que,
ademas, en estos pastos no realizan mingun tipo de laboreo, por lo que permanece intacto
el ambiente adecuado para los caracoles que actian como hospedadores intermediarios y
en consecuencia se asegura la existencia de metacercarias. Esta hipo6tesis parece
sustentarse por el hecho de haber observado un elevado porcentaje (82%) de explotaciones
positivas y porque, ademas, la seropositividad fue superior en las que habia mayor nimero
de caballos por explotacion y en consecuencia los animales aprovechan mayor superficie de

prados.

La elevada seroprevalencia observada en los équidos, confirma que existe poca
informacion sobre el papel que desempefian en el ciclo de F. hepatica esta y otras especies
animales como conejos y cerdos y que, en algunos paises o en determinadas areas,
podrian ser reservorios de la infeccién por este trematodo pero que, con frecuencia, no se
tienen en cuenta se implementan estrategias de tratamiento (Apt et al., 1993; Gorman et al.,
1997). Por ello, consideramos que es de gran interés este estudio que demuestra la utilidad
de un inmunoensayo con la proteina recombinante FhrAPS para establecer el riesgo de

exposicion a F. hepatica en caballos, ya que confirma que los équidos que pasten en areas
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endémicas de fasciolosis en los rumiantes domésticos, tienen un riesgo muy alto de
ingestion de metacercarias. Aunque la ausencia de eliminacién de huevos parece indicar
gue la mayoria de las fasciolas no llegan a alcanzar el estadio adulto, la elevada prevalencia
de sensibilizacion frente F. hepatica en los caballos hace necesario que se establezcan las
oportunas medidas de vigilancia y control de esta trematodosis en los équidos que se

exploten en zonas de alta prevalencia de infeccion en los rumiantes domésticos.
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De los resultados obtenidos en los diversos estudios que integran esta Tesis
Doctoral se llega a las siguientes CONCLUSIONES:

12.- En vacuno del Noroeste de Espafia y Norte de Portugal, el examen post-morten
pone en evidencia que Fasciola hepatica es el principal trematodo que afecta a estos
animales. Ademas, la raza y la edad de las vacas influyen sobre la prevalencia de infeccion
por F. hepatica, siendo esta superior en las reses que permanecen mayor tiempo en los
pastos y en las de mayor edad, lo que sugiere que existe una escasa inmunidad protectora

frente a esta trematodosis hepatica.

22- Las técnicas inmunoenzimaticas, ELISA-indirecto con wuna proteina
recombinante de 2'9 kDa y ELISA-directo con IgG policlonal frente a antigenos de
excrecion/secrecion de F. hepatica, son complementarias y de gran utilidad para la
deteccidén precoz de esta trematodosis. Mediante ambas técnicas se constato la falta de

inmunidad protectora frente a las reinfecciones por este trematodo.

32- En los corzos, la ausencia de ejemplares de F. hepatica y de lesiones
compatibles con esta trematodosis, confirma que no son reservorios de esta infecciéon para

el ganando vacuno que, ocasionalmente, comparta pastos con ellos.

42- La aplicacion de técnicas inmunoenzimaticas es U(til para comprobar la

exposicion de los corzos a metacercarias de F. hepatica.

52.- En los équidos, el ELISA-indirecto con la proteina de 2°9 kDa es de gran utilidad
para detectar animales seropositivos a F. hepatica. Ademas, permite establecer la influencia
gue los diversos factores intrinsecos y extrinsecos tienen sobre la prevalencia de esta
infeccidén. Se constaté que existe una correlacién positiva entre el nimero de caballos que
haya en la granja y la seroprevalencia. Asimismo, al considerar los animales
individualmente se comprob6 que, sobre la seroprevalencia de infeccién influia el tipo de

alojamiento, la aptitud, la raza y la edad de los animales.

62.- Los caballos que se alimentan en pastos previamente utilizados por rumiantes
domeésticos tienen un riesgo elevado de ingerir metacercarias de F. hepatica, por lo que es

importante poner especial atencion en estos animales.
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En Galicia, se dan las condiciones climéticas y edéficas que favorecen el ciclo
biolégico de Fasciola hepatica, trematodo que afecta a un elevado niumero de mamiferos,
siendo los rumiantes domésticos los principales hospedadores definitivos. Ademas de
aportar una informacién actualizada de la prevalencia de esta trematodosis hepatica en
ganado vacuno, también se analiza la posible intervencién de los corzos y de los équidos

como posibles reservorios de esta infeccion.

En el PRIMER TRABAJO y con el fin de conocer la prevalencia de infeccion por

trematodos (Fasciola hepatica, Calicophoron daubneyi y Dicrocoelium spp.) en ganado
vacuno procedente de diferentes zonas del Noroeste de la Peninsula Ibérica (Norte de
Portugal, Galicia, Asturias y Leo6n), se recogieron, semanalmente y durante 2 afios, 776
higados de vacas sacrificadas en un matadero de Lugo.

Se comprobé que el 38% (95%, IC: 35-41%) de los animales albergaban
trematodos, siendo F. hepatica el mas prevalente (28%; 95%, IC: 25-31%) y en menor
porcentaje se hallé C. daubneyi (12%; 95%, IC: 10-14%) y Dicrocoelium spp. (6%; 95%, IC:
4-8%). Ademas, se constato que la raza y la aptitud de los animales estaba relacionada con
la prevalencia de fasciolosis, hallandose mayor porcentaje de infecciéon en las vacas que
permanecen mas tiempo en los pastos (Rubia Gallega= 44%; Cruces= 33%; Pardo Alpina=
33%) que en las que se estabulan con mas frecuencia (Frisona= 25%), siendo estas
diferencias estadisticamente significativas (x’= 16°454; P= 0°001). Asimismo, se observo
gue la edad de los animales también influia sobre la prevalencia de infeccion, siendo éstas
diferencias significativas (x’= 22°980; P= 0°001) y superiores en los animales mayores de

10 afos (39%) que en los menores de 3 (12%).

Una vez demostrado que la fasciolosis es la trematodosis mas importante en el

ganado vacuno en el Norte de la Peninsula Ibérica, se planteé un SEGUNDO TRABAJO en

el que se realiz6 un estudio transversal para determinar la seroprevalencia de infeccion en
vacas de diferentes razas (Rubia Gallega, cruces y Frisonas). Se recogieron un total de
1.034 muestras de sangre que se analizaron mediante 2 pruebas inmunoenzimaticas. Para
detectar anticuerpos IgG frente a F. hepatica se utiliz6 un ELISA-indirecto y una proteina
recombinante de 2’9 kDa (FhrAPS) y para evidenciar antigenos circulantes se empled un
ELISA-directo con IgG policlonal frente a los antigenos de excrecion/secrecion de fasciolas
adultas (FhES).

En el 65% (95% IC: 62-68%) de los animales se detectaron anticuerpos frente a F.

hepatica, mientras que el 32% (95% IC: 29-35%) de las vacas tenian antigenos frente a
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este trematodo. Ademas, el empleo conjunto de las 2 técnicas resultaron Utiles para
constatar la influencia de la edad, de la raza o del tipo de manejo de las vacas sobre la
seroprevalencia de infeccion por F. hepatica; constatandose que el porcentaje mas bajo de
animales seropositivos correspondia a las Frisonas (61% con ELISA-indirecto y 24% con
ELISA-directo) y los mas elevados a los cruces (71% con ELISA-indirecto y 46% con ELISA-
directo) y a las Rubia Gallega (64% con ELISA-indirecto y 32% con ELISA-directo), siendo
estas diferencias significativas. Asimismo, se comprob6 que los animales mas jovenes (< 1
afo) presentaban las menores seroprevalencias de infeccion (52,4% con ELISA-indirecto y
26,4% ELISA-directo), siendo estas diferencias significativas con ambas técnicas. Ademas,
al considerar en conjunto la raza y la edad de las vacas, se comprobd que los porcentajes
de seropositividad mas bajos se observaron en todas las razas en los animales mas jovenes

y los mas elevados en los de 2 a 6 afios, siendo estas diferencias significativas.

En el TERCER TRABAJO y como en Galicia los corzos, en ocasiones, se alimentan

en prados en los que también lo hacen los rumiantes domésticos, nos propusimos conocer
la posible intervencién de estos rumiantes silvestres como reservorios de fasciolosis. Se
recogieron higados y muestras de heces y de sangre de 301 corzos; ademas, se tomaron
muestras de heces y de sangre de 676 vacas explotadas en extensivo en las mismas zonas
gue lo hacian los corzos. Para evidenciar la presencia de huevos se realiz6 la técnica de
sedimentacion. La detecciébn de anticuerpos en los corzos se realiz6 mediante ELISA-
indirecto y antigenos de ES de F. hepatica (FhES) y ademas, se puso a punto un ELISA-
indirecto utilizando una proteina recombinante (FhrAPS). En los sueros de las vacas, los

anticuerpos se detectaron por esta Ultima técnica.

En los corzos, no se observaron huevos de Fasciola en las heces, lo que indica la
ausencia de fasciolas adultas que se confirmo tras el examen macroscoépico de los higados,
en los que no se hallaron ejemplares de F. hepatica ni lesiones compatibles con su
presencia. Por el contrario, se obtuvo una seroprevalencia del 29% (95%, IC: 24-34%)
cuando se emplearon los productos de ES de Fasciola y del 28% (95%, IC: 23-33%) cuando
se utilizé la proteina recombinante (FhrAPS), existiendo una correlacion significativa (r=
07148, P= 0°010) entre los valores de IgG detectados mediante ambas técnicas

inmunoenzimaticas.

Al considerar la edad de corzos, mediante las 2 técnicas inmunoenzimaticas, se
observd mayor seroprevalencia de infeccion por F. hepatica en los animales de mayor edad

gue en los mas jovenes, siendo estas diferencias significativas cuando se utilizo la proteina
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recombinante. Por el contario, no se apreciaron diferencias al tener en cuenta la zona de

procedencia de los animales.

El 23% de las vacas eliminaron huevos de F. hepatica y, mediante ELISA vy la
proteina recombinante FhrAPS, se detectaron anticuerpos en el 67% (95%; IC: 64-71) de
los animales. No se hallaron diferencias significativas al considerar la edad de los animales,
aunque la seroprevalencia fue superior en los mas viejos. Asimismo, se observdé mayor
porcentaje de seropositividad en los animales que pastaban en la montafia que en los que
lo hacian en otras zonas, aunque estas diferencias no resultaron significativas. No existié
correlacion entre la seroprevalencia de infeccion hallada en las vacas y en los corzos;
ademds, la ausencia de adultos y de huevos de F. hepatica y la baja seroprevalencia
hallada en los corzos, indican que este ungulado silvestre no es un reservorio de infeccion

para los rumiantes domésticos.

En Galicia, en los ultimos afios, se esta incrementado considerablemente el nimero
de caballos y disminuyendo el de vacas, debido a que los équidos se alimentan en pastos
en los que antes lo hacian los rumiantes domésticos. Por ello, nos planteamos un CUARTO
TRABAJO con objeto de establecer la importancia de los équidos en el mantenimiento del
ciclo de F. hepatica. Se recogieron muestras de heces y de sangre de 536 caballos
pertenecientes a 61 explotaciones. Se realizaron andlisis coprolégicos mediante
sedimentacion y la respuesta IgG se estableci6 mediante ELISA-indirecto y proteina
recombinante FhrAPS. Ademas, se analiz6 si sobre la seroprevalencia de infeccion influian
diversos factores, tanto intrinsecos (edad, género y raza) como extrinsecos (aptitud y tipo

de alojamiento).

En el 82% (95%, IC: 75-89%) de las explotaciones habia caballos seropositivos a F.
hepatica. Al analizar los diversos factores epidemiologicos, se constatd que existian
diferencias (x2= 9°365; P= 0"009) respecto al sexo, siendo la seroprevalencia superior en
los rebafios mixtos (97%; IC: 83-99%) que en los sementales (58%; IC: 53-89%). Asimismo,
se comprobd que existia mayor riesgo de infeccion (OR= 1'3) en las granjas que
albergaban mas de 15 caballos (100% de seroprevalencia) que en las que el nimero de
animales era menor (69% en explotaciones con 1-4 animales y 72% en las de 5-15

caballos).

Al considerar la seroprevalencia individual, se detectaron anticuerpos frente a este
trematodo en el 60% (95%, IC: 56-64) de los caballos. Ademas, se estableci6 una

correlacion positiva (r= 0°392; P=0"007) entre la edad de los animales y el porcentaje de
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seropositivos, siendo este mas bajo en los menores de 1 afio (12%, IC: 6-22%) que en los
mayores de 9 (70%, IC: 63-78%), comprobandose que estas diferencias eran significativas
(x2= 66°730; P= 0°001). Asimismo, se hallé6 mayor seroprevalencia en los caballos que se
mantenian mas tiempo estabulados (65%; IC: 59-70%) que en los que permanecian mas
tiempo en los prados (56%, IC: 50-61%), siendo estas diferencias significativas (x2= 4706
P=07030). También se hall6 mayor porcentaje de seropositividad en los animales dedicados
al ocio (65%; IC: 50-64%) que en los de silvopastoreo (57%; IC: 59-70%), resultando estas
diferencias significativas (x2= 8"177; P=0"042). Por el contrario, no se obtuvieron diferencias
estadisticas al considerar la raza de los animales, pero se obtuvo mayor seroprevalencia en

los de Pura Raza Inglesa.

Aunque no se detectaron huevos en las heces de los caballos, los elevados
porcentajes de seropositividad hallados indican que existe un elevado riesgo de ingerir
metacercarias de F. hepatica en los équidos que pastan en zonas endémicas de fasciolosis
en rumiantes domésticos, por lo que es importante poner especial atencién en estos

animales.
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