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Abstract

Fascioliasis is caused by the genetically and phenotypically very close Fasciola
hepatica and F. gigantica. The latter, always considered secondary in human
infection, appears nowadays increasingly involved in human endemic areas
of Africa and Asia. Unfortunately, little is known about the pathogenicity of
this liver fluke species, mainly due to difficulties assessing the moment of a
patient's infection in the anamnesis and in the differential diagnosis with F.
hepatica. This is the first experimental study comparing F. hepatica and F.
gigantica in a long-term study of up to 24 weeks with genotypically and
phenotypically standardised fluke strains in the same animal model host, the
Guirra sheep breed susceptible to both species. Serum biochemical
parameters of liver damage (aspartate aminotransferase AST, alanine
aminotransferase ALT, y-glutamyl transferase GGT, total bilirubin, alkaline
phosphatase AP), serum electrolytes (calcium, chloride, phosphore), protein
metabolism (creatinine, blood urea nitrogen), plasma proteins (albumin,
total proteins), carbohydrate metabolism (glucose, amylase), hepatic lipid
metabolism (total cholesterol, triglycerides) and inflammation (C-reactive
protein), were analysed on a biweekly basis as morbidity indicators. Serum
anti-Fasciola 1gG, coproantigen and egg shedding were simultaneously

followed up. DNA sequencing of rDNA ITS-2 and ITS-1 and mtDNA cox1 and



nadl, as well as the morphometric study by CIAS, showed the two fasciolid
strains used to fit respective standard species characteristics. Results
demonstrated that F. gigantica is more pathogenic than F. hepatica, mostly
due to its bigger size. Fasciola gigantica shows a delayed development of 1-
2 weeks regarding both biliary phase and beginning of egg laying, with the
respective consequences on the biochemical marker profile modifications in
both the acute and chronic periods. A review on the physiopathogenicity by
F. gigantica compared to that by F. hepatica is made. A biochemical marker
baseline for human infection by F. gigantica is proposed to help physicians

and health officers in F. gigantica human endemic areas.

Key words: Fasciola hepatica, Fasciola gigantica, physiopathogenicity,
biochemical parameters, morbidity indicators, IgG, coproantigen, egg
shedding, sheep experimental infection, acute and chronic phases, human

disease extrapolation, F. gigantica marker baseline.
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biochemical parameter value; (-): non-significant decrease of the biochemical
PArAMELET VAlUEB....eiiiiiiiiieeiee ettt ettt sae e saneeaees 98

X1V



CAPITULO 1

INTRODUCCION
INTRODUCTION



1. INTRODUCCION

La Fascioliasis es una enfermedad parasitaria causada por dos
especies de Trematodos, Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) y Fasciola
gigantica (Cobbold, 1855) (Trematoda: Fasciolidae). Clasicamente esta
enfermedad estaba asociada al ganado (Hillyer & Apt, 1997), sin embargo, a
partir de los afios 90 comenzd a valorarse su importancia a nivel humano
(Mas-Coma et al., 2003). Actualmente, las trematodiasis ocupan un puesto
importante dentro del conjunto mundial de enfermedades infecciosas. Los
cambios climaticos (Mas-Coma et al., 2009a) y globales, entre los que se
incluyen las variaciones antropogénicas del medio ambiente (Afshan et al.,
2014), los viajes (Ashrafi et al., 2014) y laimportacidén/exportacion de ganado
(Mas-Coma et al., 2009b), han provocado con el tiempo, variaciones en la
prevalencia, intensidad y distribucion geogréfica de este tipo de
enfermedades (Mas-Coma et al., 2008, 2009b; Boissier et al., 2015). Entre
ellas, la Fascioliasis merece una consideracién particular, debido a su amplia
distribucidon en el ganado y a una estimacién de hasta 17 millones de
personas infectadas en distintos paises de Europa, Africa, Asia, el Caribe,
América y Oceania (Mas-Coma et al.,, 2009b), lugares donde existe la
tradicidon de comer vegetales crudos contaminados con el parasito (Ashrafi
et al., 2006a). La creciente importancia de la Fascioliasis, surge por la gran
morbilidad de los sujetos infectados en estas dareas endémicas,
principalmente en los nifos, los cuales suelen encontrarse en la fase crénica
de la enfermedad (Valero et al., 2003, 2006, 2008, 2012a). Por otro lado, la
dificultad en su diagndstico, la complejidad clinica de los sintomas vy

sindromes, y todo un conjunto de resultados recientes sobre la
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1. INTRODUCCION

patogenicidad y respuesta inmune de la Fascioliasis (Valero et al., 2008,
2016), estdn en la base de la decision de considerarla como una
trematodiasis de prioridad transmitida por alimentos, dentro de la agenda

de la Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO, 2013).

1.1. INTERES DEL ESTUDIO

Hasta hace muy poco, F. hepatica se consideraba como Unico agente
causal de la Fascioliasis humana, describiéndose Unicamente F. gigantica en
casos aislados (Stemmermann, 1953; Janssens et al., 1968). Sin embargo, el
creciente numero de casos de Fascioliasis humana en zonas endémicas de
Africa y Asia, como por ejemplo, Egipto (Curtale et al., 2007), Iran (Ashrafi et
al., 2015), Pakistan (Afshan et al., 2014), Vietham (Hung & Dung, 2011) y
China (Chen et al., 2013), donde F. gigantica esta presente, conlleva la
necesidad de considerar la capacidad potencial de esta especie para infectar
también a seres humanos. El conocimiento actual sobre las caracteristicas de
infeccidn por F. gigantica es muy escaso (a diferencia de lo que sucede con
F. hepatica), y la enfermedad genera muchos interrogantes sobre diversos
aspectos de su transmisién, epidemiologia, diagndstico y patogenicidad. En
cuanto a la transmisién y la epidemiologia, ya se estdn realizando esfuerzos
exhaustivos (Afshan et al., 2014; Ashrafi & Mas-Coma, 2014; Ashrafi et al.,
2015), sin embargo, los conocimientos acerca del diagnéstico y la

patogenicidad auln estan a la espera de ser mejorados.

Por lo que respecta al diagndstico de la Fascioliasis, sabemos que las

técnicas seroldgicas son muy Utiles en la fase aguda de la enfermedad, sin



embargo, presentan problemas relacionados con su especificidad vy
sensibilidad (Mas-Coma et al., 2014a), ademas, permiten la deteccién tanto
de una infeccién reciente como pasada, por lo que no informan de una
infeccidn presente y actual. Para poder diagnosticar una Fascioliasis reciente,
se pueden emplear técnicas de deteccién de huevos en heces, técnicas de
busqueda de antigeno sérico (valida de 7-21 dias post infeccién) (Langley &
Hillyer, 1989), y técnicas de bulsqueda de antigenos ES fecales
(coproantigenos), detectables tras 5-6 semanas post infeccion mediante el
uso de anticuerpos policlonales o monoclonales (Abdel-Rahman et al., 1998;

Dumeénigo et al., 2000; Almazan et al., 2001).

En cuanto al diagndstico diferencial entre los pacientes infectados
por F. hepatica y F. gigantica, muchos son los problemas generados por la
cercania genotipica y fenotipica de ambas especies. Estudios enzimaticos
sugieren que F. hepatica y F. gigantica se separaron hace aproximadamente
19 millones de afios (Irving et al., 2003). Los espaciadores ITS-1 e ITS-2 del
DNA ribosomal (DNAr) de estos Trematodos, considerados como los mejores
marcadores para la diferenciacidn de invertebrados a nivel de especie, nos
informan de la variabilidad interespecifica existente entre estos fascidlidos
(Remigio & Blair, 1997; Mas-Coma & Bargues, 2009). Concretamente, 5
posiciones diferentes para el ITS-1y 5 posiciones para el ITS-2, nos informan
de dicha variabilidad (Mas-Coma et al., 2009b). Ademas de estas pequefias
diferencias genotipicas, existen variaciones alométricas y morfométricas en
los adultos de estos fascidlidos, como son por ejemplo, la distancia entre la
ventosa ventral y el extremo posterior del cuerpo (VS-P), la circularidad
corporal (BR) y la relacion entre la longitud corporal y la anchura corporal

(BL/BW). Asi también hay variaciones interespecificas en diferentes medidas
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morfométricas de los huevos de estos fascidlidos, como son, la longitud del
huevo (EL), el perimetro del huevo (EP) y el area del huevo (EA) (Periago et
al., 2006). Cabe decir, que las caracteristicas morfométricas difieren segin
la especie de hospedador definitivo en el cual se encuentre el parasito

(Valero et al., 2005; Ashrafi et al., 2015).

Para el diagndstico diferencial entre F. hepaticay F. gigantica existen
en la actualidad métodos y técnicas que permiten la recuperacién de los
Trematodos adultos y sus huevos (obtenidos en muestras fecales y/o
contenido duodenal o bilis) (Mas-Coma et al., 1999). Sin embargo, hay que
tener en cuenta el problema que surge en areas de solapamiento de Africay
Asia, donde especimenes hibridos pueden aparecer, presentando formas
intermedias tanto en el estadio adulto como en los huevos (Mas-Coma et al.,

2001, 2009b, 2014c, d; Valero et al., 2009a).

En cuanto a la patogenicidad, el escaso numero de pacientes
infectados por F. gigantica y los problemas en el diagnéstico diferencial,
hacen que los conocimientos sobre esta especie de fasciélido sean escasos.
Es por ello necesario seguir investigando para arrojar mas luz sobre los

mecanismos de infeccion de estas dos especies de Trematodos.



1.2. OBJETIVOS

En la presente investigacion se lleva a cabo por primera vez un
estudio comparativo a largo plazo del poder patdgeno de F. hepatica y F.

gigantica.

El objetivo del estudio es contribuir al conocimiento de la
fisiopatogenicidad de F. gigantica durante todo el transcurso de la
Fascioliasis. Los analisis se centran en pardmetros bioquimicos seleccionados
los cuales aportan informacién sobre el dafo hepatico, la capacidad de
sintesis de proteinas, el metabolismo de sustancias exdgenas (como son

carbohidratos y grasas), la funcién renal y la inflamacion.

Con ello se pretende alcanzar una mejor comprensién de la
morbilidad comparada de estas dos especies de Trematodos, asi como
ampliar la informacidn disponible acerca del diagndstico especifico de ambos

fascidlidos.
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2. ANTECEDENES BIBLIOGRAFICOS

2.1. AGENTES ETIOLOGICOS IMPLICADOS

Los Trematodos Digénidos empleados en el estudio son, Fasciola

hepatica (Linnaeus, 1758) y Fasciola gigantica (Cobbold, 1855).

2.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

Segun los trabajos de Yamaguti et al. (1958), Pantelouris (1965),
Schell (1970), Borchet (1981), Boray (1982), Boch & Supperer (1982), Euzeby
(1984) y Urquhart et al. (1987), la clasificacién taxondmica de los trematodos

en estudio queda de la siguiente manera:

Phylum Platyhelminthe
Clase Trematoda
Subclase Digenea
Orden Echinostomatida
Suborden Prosomata (Odhner, 1905)
Familia Fasciolidae (Railliet, 1985)
Género Fasciola (Linnaeus, 1758)
Especie F. hepatica (Linnaeus, 1758)

Especie F. gigantica (Cobbold, 1855)
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2.2.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Los estados adultos de F. hepatica y F.gigantica se caracterizan por
presentar diferentes medidas corporales, las cuales suelen rondar los 30 mm
y 75 mm de longitud respectivamente (Piedrafita et al., 2004). El adulto de F.
hepatica, presenta un cuerpo folidceo aplanado dorsoventralmente, con una
anchura comprendida entre 6 y 13 mm, y una longitud de entre 20 y 30 mm.
Por otro lado, F. gigantica presenta un tamafo de 24 a 75 mm de largo y de
5 a 13 mm de ancho. Por lo tanto, F. gigantica es mas alargada y estrecha,
con paredes laterales (las cuales tienden a ser paralelas), y con un cono apical
mas pequefio, cuyos hombros resultan menos marcados e incluso

inexistentes (Mas-Coma & Bargues, 1997; Cordero del Campillo et al., 1999).

Ambas especies comparten muchos rasgos morfoldgicos. El
tegumento es blando y carnoso, revestido por una cuticula gruesa, la cual se
encuentra provista de salientes espinas triangulares dirigidas hacia atrds, que
ayudan al parasito a mantener la ubicacién dentro de los canales biliares. El
tegumento también interviene en el intercambio de nutrientes y ayuda a
erosionar los epitelios durante la migracion (Quiroz, 2005; Carrada-Bravo &

Martinez, 2005).

Poseen dos ventosas, las cuales sirven para fijarse al cuerpo del
hospedador (Carrada-Bravo & Martinez, 2005). En la porcidn apical se
encuentra la ventosa oral, y a la altura de lo que podriamos denominar
hombros, se situa la ventosa ventral. La ventosa oral, da lugar a una faringe
musculosa y un esofago con dos bifurcaciones principales de ciegos
intestinales, ramificados en un complejo de ramas laterales secundarias y

terciarias (Borchet, 1981; Boray, 1982; Ibarra et al., 2011). En F. gigantica, los
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ciegos estan mas ramificados que en F. hepatica (Periago et al., 2006). El
sistema excretor se abre en la regidn posterior del cuerpo, y esta formado
por solenocitos o células en flama, los cuales se encuentran conectados a
tubulos, que liberan los productos de deshecho del parasito a través de un
poro o vesicula excretora (Fairweather et al, 1999; Carrada-Bravo &

Martinez, 2005).

El adulto de Fasciola sp. es hermafrodita (Martinez et al.,, 2012), y
posee tanto testiculos como ovario. En su habitat natural puede haber
copulacién entre dos individuos (cuando existen mas de dos), o puede darse
autocopulacidn. El poro genital se abre anteriormente a la ventosa ventral
(Urquhart & Armour, 2001; Haro, 2016). El ovario ramificado esta localizado
en el lado derecho, y a partir de este se origina un oviducto estrecho. Tras el
ootipo se forma un atero tubuloso y ondulado. Las glandulas vitelégenas,
formadas por células arracimadas en forma de foliculos y situadas en los
margenes laterales del cuerpo, actian produciendo sustancias de reserva.
Presentan dos testiculos ramificados, uno anteriory otro posterior, los cuales
ocupan una gran porcidn del cuerpo del parasito (Borchet, 1981; Boray,
1982; Beaver et al., 1986; Carrada-Bravo & Martinez, 2005). A partir de ellos,
se originan dos conductos eferentes, que se dirigen hacia la parte anterior,
uniéndose para formar el conducto deferente en la base de la bolsa del cirro,
situada a nivel de la ventosa ventral. La primera parte de este conducto es
ancha y forma la vesicula seminal. Posteriormente sufre un estrechamiento,
rodedndose de glandulas prostaticas. Finalmente aparece el drgano

copulador o cirro (Olsen, 1977; Cordero del Campillo et al., 1999).

Los huevos de Fasciola sp. son operculados, ovoides, amarillos y no

embrionados en el momento de la puesta. Los huevos de F. hepatica suelen
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medir entre 130-150 um de largo y 60-90 um de ancho (Martinez et al,,
2012), mientras que los de F. gigantica suelen ser mayores en longitud y
anchura. Las dimensiones estan relacionadas con la especie de hospedador
definitivo que alberga el pardsito (Valero et al., 2001, 2002, 20093;
Prepelitchi & Wisnivesky-Colli, 2013).

La cubierta de los huevos del parasito deriva principalmente de los
granulos contenidos en las células vitelinas, que albergan dos componentes
necesarios para la cubierta de esclerotina: polifenoles y proteinas (lrwin &

Threadgold, 1972; Ramalingam, 1973a, b; Wharton, 1983).

2.2.2. CICLO BIOLOGICO

El ciclo de F. hepatica fue descrito por primera vez por Thomas
(Inglaterra) y Leuckart (Alemania) en 1883. Se trata de un ciclo biolégico
diheteroxeno, el cual alterna entre una fase asexuada en un hospedador
intermediario (respecto al cual presenta una alta especificidad de tipo
estenoxeno), y una fase sexuada en un hospedador definitivo (respecto al
cual no es tan especifico) (Fig.1). El hospedador intermediario es un
invertebrado (Molusco Gasterdpodo) y el hospedador definitivo es un
mamifero (Boray, 1981, 1982; Chen & Mott, 1990; Olaechea, 2004; Mas-
Coma et al., 2014b).

El ciclo biolégico de ambas especies es similar y dura de 14 a 23
semanas (Lapage, 1968; Boray, 1969; Mas-Coma et al., 2014a). Como
hospedadores definitivos, ademds del humano, pueden actuar muchas y

diferentes especies, siendo muy frecuente la parasitacion en el ganado
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ovino, vacuno y caprino. Los vectores de F. hepatica y F. gigantica son
caracoles pertenecientes a la familia Lymnaeidae (Ibarra et al., 2011). Cada
especie de lymnaeido muestra una marcada y diferente especificidad. Hay
especies de Lymnaeidae que no actian como hospedadores de fasciélidos,
otras especies que sélo pueden transmitir F. hepatica, otras que sélo son
capaces de transmitir F. gigantica y otras pocas que pueden actuar como
hospedadores intermediarios de ambas especies de fasciélidos. F. hepatica
es transmitida principalmente por especies del grupo Galba/Fossaria
(Bargues et al., 2007, 2011), siendo el vector principal Galba truncatula,
Unico en Europa, pero también presente en Africa, Asia y Sudamérica. F.
gigantica es transmitida por especies del género Radix, como R. natalensis
en Africay R. auricularisy R. viridis en Asia. En Europa, sin embargo, el género
Radix no cobra importancia epidemiolégica, ya que solo esta presente F.

hepatica (Bargues et al., 2001).

Los fascidlidos adultos emiten huevos sin embrionar, los cuales son
liberados por las heces del hospedador definitivo al medio exterior (Quiroz,
2005). La viabilidad de los huevos puede mantenerse en el interior de las
heces desde semanas hasta meses, lo cual depende del porcentaje de
humedad de éstas (Rowcliffe & Ollerenshaw, 1960). Una vez en el exterior,
el parasito sigue un ciclo de vida acudtico, ya que los huevos necesitan agua
para madurar. Si las condiciones son favorables, en particular la temperatura
y la humedad (Roberts, 1950; Pantelouris, 1965; Taylor, 1965; Boray, 1982;
Rojo-Vazquez, 1991; Ibarra et al, 2011) los huevos se embrionan vy
transcurridos unos dias, eclosiona un embrién ciliado o miracidio, el cual
resulta ser de mayor tamafio en F. gigantica (Phale et al., 2015). Este proceso

ocurre en un lapso de unos 15 dias, a temperaturas de alrededor de 22°C
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(Haro, 2016). Parece ser que el estimulo final que desencadena el mecanismo
de eclosién del miracidio es la luz (Roberts, 1950; Rowan, 1956; Al-Habbib,
1974), produciendo una alteracion de la permeabilidad de la membrana
(Wilson, 1968), lo cual provoca un aumento de la presién osmética interna
que impulsa la apertura del opérculo y la salida del miracidio. Se ha podido
comprobar que el miracidio de F. gigantica en el interior del huevo se
desarrolla a mayor velocidad que en el caso de F. hepatica, produciéndose

una salida de este mas temprana (Phale et al., 2015).

El miracidio nada de forma activa gracias a sus cilios (Carrada-Bravo
& Martinez, 2005). La penetracion en el caracol ocurre tan pronto como lo
encuentre, ya que el miracidio tiene Unicamente energia para 24 horas, y tras
este periodo muere (tanto en el caso de F. hepatica, como en el de F.
gigantica) (Olsen, 1974; Quiroz, 2005; Phale et al., 2015). El contacto y la
unién del miracidio al tegumento del caracol, parece estar inducido por la
presencia de mucus, penetrando preferentemente a nivel de manto, pie y
tentaculos (Smith & Halton, 1983; Ibarra et al., 2011). Tras la penetracion,
pierde los cilios convirtiéndose en un esporocisto eliptico y sacular (Dawes,

19604, b).

El esporocisto posee un extremo redondeado y otro cdnico.
Transcurridos alrededor de 14 dias tras la penetraciéon, el esporocisto da
lugar a una sucesién de generaciones de redias (Haro, 2016). Se producen
hasta cuatro generaciones de redias, siendo las tres primeras bipotenciales:
redidgenas y cercaridgena (con capacidad de producir redias y cercarias) y la
cuarta unipotencial cercariégena. Tras 5 a 7 semanas post-infeccidn, se
producen multiples cercarias (Hope Cawdery et al., 1978), las cuales son

emitidas al agua por el caracol mediante un fendmeno pasivo. Se ha
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estimado que por cada miracidio salen alrededor de 250 cercarias (Haro,

2004).

La cercaria es de tipo gymnocéfalo, con cuerpo globoso y cola larga
y fina. Las cercarias nadan en el agua por muy poco tiempo (una hora
aproximadamente), hasta ponerse en contacto con un substrato inerte
donde se fijan, pierden la cola y se enquistan, transformandose en
metacercarias (Dixon, 1964, 1965, 1968; Haro, 2016). Las metacercarias
enquistadas son muy resistentes puesto que poseen una doble pared
protectora (lbarra et al, 2011) y presentan un amplio margen de
supervivencia en ambientes humedos, siendo destruidas por el exceso de
calor o sequedad (Quiroz, 2005). Asi, por ejemplo, pueden permanecer
viables en heno seco hasta 5 meses (Haseeb et al, 2002), en épocas
invernales pueden aguantar infectivas hasta 5 o 6 meses (Rowcliffe &
Ollerenshaw, 1960), e incluso con escasa humedad y muy bajas temperaturas
pueden ser viables durante 3 meses (Enigk & hildebrandt, 1964). Algunas
metacercarias no se fijan al sustrato y flotan en la superficie del agua, son las
denominadas “metacercarias flotantes” (Vareille-Morel et al., 1993;

Dreyfuss & Rondelaud, 1994; Mas-Coma et al., 2000).

El hospedador definitivo se infesta al ingerir la metacercaria, pero
una gran proporcion de metacercarias mueren en el tracto gastrointestinal y
relativamente pocas de ellas llegan a desarrollarse. Aproximadamente una
hora después de la ingestion, las metacercarias se desenquistan en el
intestino delgado (Martinez et al., 2012). Los vermes atraviesan la pared
intestinal y por la cavidad abdominal alcanzan el higado tras
aproximadamente seis dias. Alli, los juveniles migran alimentandose del

parénquima hepatico hasta finalmente llegar a la luz de los conductos
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biliares, donde alcanzan su madurez sexual y por tanto la capacidad de emitir

huevos (Dawes & Hugues, 1964, 1970; Smith & Halton, 1983).

En un mismo hospedador, F. hepatica alcanzara los conductos
biliares y habra madurado transcurridas 7-10 semanas post-infeccion. No
sucedera lo mismo con F. gigantica, la cual comenzard su oviposicién en un

lapso de 12-16 semanas post-infeccion (Dawes & Hugues, 1964, Boray 1969)

En el ser humano, F. hepatica necesita un periodo de 3 a 4 meses
para que los adultos maduren sexualmente (Facey & Marsden, 1960),
transcurrido este tiempo puede llegar a vivir hasta incluso 13 afios en su

interior (Mas-Coma et al., 2014a).
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2.3. FUENTES DE INFECCION DE LA FASCIOLIASIS

La infectividad de las metacercarias también depende del tiempo de
vida de estas. Cuanto mas longevas sean, menor sera la infectividad, siendo
la longevidad mdaxima de unas 48 semanas. Cabe decir, que la viabilidad y la
infectividad de las metacercarias no sufre variaciones en las diferentes
especies de reservorios, y que la transmisién de la enfermedad siempre se va
a ver mas favorecida en zonas con un panorama climatico y medioambiental

mas favorable (Valero & Mas-Coma, 2000; Nyindo & Lukambagire, 2015).

La ingesta de metacercarias en humanos puede ocurrir de diferentes

maneras. Las fuentes de infeccidn se citan a continuacién (Mas-Coma, 2004):

ingesta de plantas silvestres de agua dulce: importante en zonas
endémicas de animales;

e ingesta de plantas de cultivo de agua dulce: principalmente berros;
e ingesta de agua contaminada;

e ingesta de platos y sopas hechas con agua contaminada;

e lavado de utensilios de cocina u otros objetos con agua contaminada;
e ingesta de higado crudo infectado con metacercarias migratorias:

estas pueden poseer la capacidad de reiniciar la migracion.

Existe una clara relacidn entre la Fascioliasis y el habito de comer
verduras crudas. El hecho de adquirir la enfermedad por la ingesta de
vegetales diferentes al berro, sugiere la presencia de formas infectantes en
el agua empleada para el lavado de dichos alimentos (Zumaquero-Rios et al.,

2013, Krauth et al., 2015).
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Las tradiciones culturales cobran un papel importante en
determinadas zonas endémicas. Estudios experimentales en provincias como
Gilan (Iran), muestran el papel que los alimentos vegetales pueden

desempenar en la infeccidn humana por Fascioliasis (Ashrafi et al., 2006a).

Ademads de las vias de infeccidn ya citadas, existen otros factores que
contribuyen al aumento de la transmision humana de la Fascioliasis, como
son por ejemplo, la alta densidad de poblaciones de animales que viven
proximas a zonas domésticas, y el uso de agua no tratada para uso doméstico
y/o uso de aguas residuales destinadas a la agricultura (Carrique-Mas &

Bryant, 2013).

Cabe decir, que estudios epidemioldgicos de zonas endémicas
combinados con una correcta educacion sanitaria, cobran gran importancia
en lugares donde todas estas practicas se producen diariamente generando

importantes focos de Fascioliasis a nivel mundial (Fentie et al., 2013).

2.4. FASES Y PATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

La Fascioliasis comprende varios periodos clinicos, los cuales se citan
a continuacidn. Periodo de incubacién, que incluye una duracidon de unos
pocos dias, algo menos de tres meses o incluso 6 meses. Este periodo puede
variar segun el nimero de metacercarias ingeridas y la respuesta del
hospedador (desde la ingesta de las metacercarias hasta la aparicion de los
primeros sintomas) (Chen & Mott, 1990; Bourée & Thiebault, 1993; Espino
et al.,1998); periodo de fase aguda o invasiva, que incluye de 2 a 4 meses

(migracién del trematodo hacia los conductos biliares) (Mas-Coma &
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Bargues, 1997; Alonso et al., 2013 ); periodo de fase latente, que incluye una
duracion de meses a afios (maduracion de los parasitos y comienzo de la
oviposicién) (Hardman et al., 1970; Chen & Mott, 1990; Gil-Benito et al.,
1991; Apt et al., 1995; Arjona et al., 1995); y periodo de fase biliar o crénica,
que puede desarrollarse después de meses a afios de infeccion (los parasitos
provocan obstruccién de los canales biliares principales) (Chen & Mott, 1990;
Mas-Coma & Bargues, 1997; Mas-Coma et al., 1999, 2000; Alonso et al.,
2013). De estos cuatro periodos, la fase aguda o invasiva y la fase biliar o
crdnica son las mas importantes, y en las que se detecta a la mayoria de los

pacientes (Mas-Coma et al., 2001, 2005, 2008, 2014b).

Algunos de los sintomas caracteristicos de la fase aguda de la
enfermedad son: fiebre, dolor abdominal, pérdida de apetito, nduseas, tos
y/o dolor toracico. También la urticaria es un hecho distintivo en la fase
temprana de la invasion del Trematodo y puede estar acompafnada de
ataques de asma bronquial (Chen & Mott, 1990; Arjona et al., 1995; Haro,
2016). Entre los signos clinicos de la Fascioliasis es comun encontrar:
hepatomegalia, esplenomegalia, ascitis, anemia e ictericia, entre otros (Chen

& Mott, 1990; Mas-Coma et al., 1999, 2014c; Valero et al., 2008, 2017).

La fase crénica puede durar desde meses hasta afios, y la mayoria de
los sujetos infectados suelen encontrarse en esta fase sin presentar ningun
sintoma especifico (Mas-Coma et al, 2001, 2005, 2008). A menudo se
descubre la enfermedad por la presencia de una eosinofilia inexplicada y
prominente (Gil-Benito et al., 1991; Gil-Benito, 1994). Estas personas pueden

presentar molestias gastrointestinales, y pueden darse una o mas recaidas
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de los sintomas agudos tipicos de la enfermedad (Facey & Marsden, 1960;

Mangos & Menzies, 1973; Mas-Coma & Bargues, 1997).

La patogénesis va a depender de la cantidad de vermes que habiten
en el hospedador. En humanos existe muy poca informacién disponible sobre
casos de mortalidad a causa de Fascioliasis, ya que esto ocurre con muy poca
frecuencia (Chen & Mott, 1990; Mas-Coma & Bargues 1997; Prepelitchi &
Wisnivesky-Colli, 2013). La penetracion de las metacercarias por la pared del
duodeno o del yeyuno puede causar hemorragias focales e inflamacidn,
aunque las lesiones pueden no ser clinicamente evidentes. La migracién del
pardsito a través del parénquima hepatico durante 4-6 semanas induce los
principales cambios patoldgicos. Los parasitos digieren el tejido hepatico
causando destruccién del parénquima, lesiones hemorragicas y reacciones
inmunolégicas e inflamatorias. En ocasiones, los fasciélidos mueren, dejando
cavidades llenas de escombros necréticos, las cuales posteriormente seran
cubiertas por tejido cicatricial (Smithers, 1982; Mas-Coma et al., 1999, 2000,
2014b).

Un pequefo porcentaje de parasitos alcanza los conductos biliares,
lugar en el cual podran vivir durante afios. La inflamacién, la cual resulta en
fibrosis, es algo comun (Chen y Mott, 1990; Mas-Coma et al., 2000, 2014c).
La hiperplasia ductal de los conductos biliares, puede ser el factor inicia de la
fibrogénesis (Mas-Coma et al., 2014b). Cabe decir, que la hiperplasia es
causada principalmente por un producto de excrecidn-secrecidon del
pardasito, la prolina (Isseroff et al., 1972, 1977; Campbell et al., 1981; Modavi
& Isseroff, 1984; Kucharz, 2011). Ademas, los fascidlidos causan colangitis y
colecistitis (Lopez et al., 2006), las cuales dan lugar a una importante

obstruccion del colédoco (Khorsandi, 1977; Valero et al., 2003).
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Las secuelas patogénicas mds importantes, dado que la enfermedad
afecta principalmente al higado, son las lesiones hepdticas, la fibrosis, y la
inflamacidn crénica de los conductos biliares. Es también habitual la
presencia de litiasis, (Wong et al., 1985; Chen & Mott, 1990; Arjona et al.,
1995; Carrada-Bravo & Martinez, 2005), la cual puede incluso estar asociada
con la carga parasitaria y con el tiempo de parasitacién (Valero et al., 2003).
Es importante mencionar que en humanos la hepatolitiasis es un importante
factor de riesgo en el desarrollo de colangiocarcinoma (Chapman, 1999;
Cohen et al., 2001; Kim et al.,, 2003). Sin embargo, a diferencia de la
clonorquiasis o la opistochiasis, no se conocen casos de asociacién con el
carcinoma biliar en la Fascioliasis (Mas-Coma & Bargues, 1997; Mas-Coma et

al., 2014b).

También debemos indicar que los Trematodos inmaduros pueden
desviarse durante la migracién, invadiendo otros érganos, y causando lo que
conocemos como Fascioliasis ectépica (Carrada-Bravo & Martinez, 2005). En
el ganado, es frecuente encontrar F. hepatica en los pulmones (Soulsby,
1965; Quiroz, 2005; Sissay et al., 2007). En el ser humano, las lesiones
ectopicas mas frecuentes ocurren en el tracto gastrointestinal (Acosta-
Ferreira et al., 1979; Makay et al., 2007). Otras localizaciones ectdpicas han
sido encontradas en: tejido subcutaneo (Ozkan & Geng, 1979; Vajrasthira &
Sunthornsiri, 1979; Park et al., 1984; Chang et al., 1991; Prociv et al., 1992;
Garcia et al., 2004; Xuan et al., 2005); corazdn, vasos sanguineos, pulmones
y cavidad pleural (Moretti et al., 1971; Couraud et al., 1975; Garcia-Rodriguez
et al., 1985; El-shazly et al., 1991; Cho et al., 1994); cerebro (Ruggieri et al.,
1967; Aguirre Errasti et al., 1981; Arias et al., 1986; Ying et al., 2007); orbita
ocular (Garcia-Rodriguez et al.,1985; Cho et al., 1994; Dalimi & Jabarvand,
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2005; Zhou et al., 2008); pared abdominal (Sato et al., 1975; Totev &
Georgiev, 1979); apéndice (Park et al., 1984); pancreas (Chitchang et al.,
1982; Zali et al., 2004); bazo (Wei, 1984; Zali et al., 2004); nédulos inguinales
(Arjona et al., 1995); nédulos cervicales (Prociv et al., 1992); musculo
esquelético (Park et al., 1984) y epididimo (Aguirre Errasti et al., 1981). Estos
Trematodos ectépicos nunca llegan a madurar. Los principales efectos
patoldgicos en este tipo de lesiones son debidos a los dafios titulares
causados por los recorridos migratorios. Los parasitos pueden calcificarse o

integrarse en el tejido en forma de granuloma (Facey & Marsden, 1960).

2.5. ALTERACIONES HEMATOLOGICAS EN LA FASCIOLIASIS

Como se ha comentado anteriormente, existe una marcada relacion
entre la Fascioliasis y la anemia, la eosinofilia y la leucocitosis. Sin embargo,
la Fascioliasis también da lugar a variaciones en la velocidad de
sedimentacion de los eritrocitos, y puede provocar resultados andmalos en
diferentes pruebas inmunolégicas (Chen y Mott, 1990; Mas-Coma et al.,
1999, 2000, 2014c). A continuacion, se describe cada una de estas

alteraciones durante la enfermedad.

La anemia es una de las afecciones mas caracteristicas de la
Fascioliasis, especialmente en infecciones severas. La hemoglobina varia
entre niveles de 7,0y 13,5 g/dl, aunque se han llegado a reportar valores tan
bajos como 2,8 y 4,0 g/dl (Mas-Coma et al., 2014b). La pérdida de sangre en
la bilis es probablemente uno de los factores mas contribuyentes a este tipo

de afeccion (Dawes, 1960a, b; Todd & Ross, 1966; Valero et al., 2006, 2008,

25



2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2017). Debemos tener en cuenta que los fasciélidos no solo dafian los tejidos
provocando hemorragias, sino que también son hematéfagos. Los fasciélidos
jovenes se nutren de sangre y tejido hepatico, y al alcanzar la madurez
también se alimentan de bilis y tejido epitelial proliferado (Quiroz, 2005). Se
estima que la cantidad de sangre que se pierde por cada verme/dia oscila
entre 0,2 y 0,5 ml (Dawes & Hughes, 1964; Jennings, 1976). Se ha podido
verificar por analisis multivariante en un modelo experimental F. hepatica/
rata Wistar, una clara asociacién entre la anemia causada por F. hepatica y
diferentes factores, tales como: la carga parasitaria, huevos por gramo de
heces, el drea de la superficie corporal del verme, la presencia de sangre en
las heces, los niveles de 1gG1 y eosindfilos y el % del peso esplénico (Valero

et al., 2008).

Las reacciones inflamatorias son comunes durante el transcurso de
la enfermedad. Linfocitos, macréfagos y especialmente eosinéfilos, aparecen
alterados debido al avance del pardsito a través de los tejidos del hospedador
(Zafra et al., 20133, b). En la Fascioliasis, la leucocitosis y la eosinofilia son
alteraciones caracteristicas (Rodriguez-Acosta, 2000). En la fase aguda, los
recuentos de leucocitos suelen oscilar entre 10.000/mm3-43.000/mm?. El
recuento de eosindfilos es casi siempre superior al 5% del total de leucocitos
y puede llegar al 83%. En un pais desarrollado, la eosinofilia y la ingestion de
berros o cualquier otra planta de agua dulce, resultan informacion util y
sugerente para guiar hacia un diagnéstico de Fascioliasis. Por desgracia, estos
dos aspectos no suelen ser Utiles en areas endémicas humanas de paises en
desarrollo, donde la eosinofilia puede ser causada por otras infecciones
helminticas y donde las tradiciones alimentarias locales pueden enmascarar

las fuentes de infeccién (Mas-Coma et al., 2014b).
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En cuanto a la velocidad de sedimentacion de los eritrocitos, esta
puede ser alta en la fase aguda alcanzando 165 mm en una hora. Los valores
son normales en la fase latente, y puede resultar normal o moderadamente
alta en la fase obstructiva (Mas-Coma et al., 2014c; Hosamirudsari &

Roudsari, 2015).

Con respecto a las Inmunoglobulinas, los niveles de IgG, IgM e IgE
suelen estar elevados (Valero et al., 2008). Sobre todo, es caracteristico en la
Fascioliasis un aumento de la IgE. Se ha demostrado que los niveles de IgE
especificos estdn correlacionados positivamente con la cantidad de huevos
por gramo de heces (hgh). Cabe decir, que los niveles de IgA suelen ser

normales, pero a veces pueden aparecer elevados (Mas-Coma et al., 2014b).

2.6. ALTERACIONES BIOQUIMICAS EN LA FASCIOLIASIS

Es comun encontrar en la Fascioliasis resultados anormales en las
pruebas de funcién hepatica, tanto en el periodo agudo como en el crénico

de la enfermedad.

En modelos experimentales, se ha visto que en la fase aguda se
produce un aumento de varias aminotransferasas, como son: la alanina
aminotransferasa (ALT), la aspartato aminotransferasa (AST), y la glutamato
deshidrogenasa (GLDH). En la fase crénica es mas comun encontrar elevada
la gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) (Robles-Pérez, 2015). La GLDH
disminuye conforme los Trematodos van alcanzando la madurez sexual. Esta
enzima nos informa también de la necrosis producida durante la migracidn

de los vermes jévenes por el parénquima hepatico (Leclipteux et al., 1998).
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La actividad de la alanina amino transferasa (ALT), la aspartato
aminotransferasa (AST), y la sorbitol deshidrogenasa (SDH) aumentan
durante la migraciéon de los fasciélidos por el parénquima, aunque son

enzimas menos hepatoespecificas que la GLDH (Sykes et al., 1980).

En humanos, se ha observado que los triglicéridos séricos y las
lipoproteinas de muy baja densidad aumentan con la infeccidon, mientras que
el colesterol sérico total, el colesterol de lipoproteinas de alta densidad y el
colesterol de lipoproteinas de baja densidad aparecen disminuidos
significativamente. Estos cambios se encuentran relacionados con el dafio
degenerativo que sufren los hepatocitos (Mas-Coma et al., 2014b). Como ya
hemos comentado anteriormente, en el periodo biliar la ictericia es una
caracteristica prominente (Yalav et al, 2012). Se han reportado niveles
séricos de bilirrubina de entre 2,0 y 8,6 mg/dl. Tras el cdlico biliar
generalmente se produce un aumento de dichos niveles séricos, ademas de

una orina oscura (Mas-Coma et al., 2014b).

La hipoalbuminemia también es comun en la fase parenquimatosa
de la enfermedad. En el ganado se ha podido comprobar que el dafio causado
por la migracion del pardsito provoca una disminucién en la concentracidn
plasmatica de albumina, lo cual es debido a una disminucién en su sintesis

(Anderson et al., 1977).

2.7. DIAGNOSTICO DE LA FASCIOLIASIS

Existen diferentes herramientas diagndsticas las cuales permiten
diferenciar a la Fascioliasis de otras enfermedades. Sin embargo, el

diagnéstico diferencial interespecifico es de gran importancia debido a las
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diferentes caracteristicas patoldgicas, de transmisidon y epidemiolégicas de
estas especies de fasciélidos (Mas-Coma et al., 2014b). Asi por ejemplo, las
técnicas inmunoldgicas (pruebas serolégicas y de coproantigeno) no
diferencian las infecciones por ambas especies, y las técnicas coprolégicas
suelen ser a menudo insuficientes (debido a la presencia de formas
intermedias, y a la emisidn de huevos intermitente e incluso inexistente
durante todo el transcurso de la infecciéon) (Mas-Coma et al., 2014d).
Actualmente, la diferenciaciéon especifica de la Fascioliasis puede ser
realizada por estudios fenotipicos a nivel de adulto y/o huevo (Periago et al.,
2006; Ashrafi et al., 2006b, 2013, 2015; Valero et al., 2009a, 2012b), o

mediante estudios genotipicos (Mas-Coma et al., 2009b; Ai et al., 2011).

Clasicamente, la distincion entre las especies de Fasciola sp. se ha
hecho en base a su morfologia. Sin embargo, la diferenciacion especifica de
estos Trematodos hepaticos no puede ser conseguida Unicamente por
examen morfoldgico (Periago et al., 2006), siendo también necesario un
analisis genético detallado (ltagaki & Tsutsumi, 1998; Marcilla et al., 2002).
Ademads, como hemos comentado anteriormente, en las dreas geograficas
donde ambas especies se solapan, la hibridacion entre ambos genotipos
puede dar lugar a nuevas formas, cuyos tamanos corresponden a formas
intermedias de ambos fenotipos (Mas-Coma et al., 2001), lo cual agrava la

dificultad diagndstica.

A pesar del reciente desarrollo de muchas pruebas moleculares, la
secuenciacion de marcadores de DNA sigue siendo el Unico método
apropiado tanto para el haplotipado de las dos especies de fasciélidos
“puros”, como para la deteccién de hibridacién en formas intermedias. Para

este propdsito, las secuencias completas de los dos espaciadores de DNAr ITS
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-2 e ITS-1, junto con la secuencia completa de los genes completos de DNAmt
cox1y nadl, han demostrado ser hasta ahora los marcadores de eleccién (Ai
et al., 2011; Bargues et al., 2017). Las nomenclaturas de estos cuatro
marcadores ya han sido publicadas (Mas-Coma et al.,, 2009b). No obstante,
la existencia de sélo 5 posiciones diferentes para ITS-1 e ITS-2 entre ambos
Trematodos, hace frecuente la utilizacidon de criterios morfoldgicos para la

identificacion del agente etioldgico causal.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL
3.1.1. HOSPEDADORES INTERMEDIARIOS EXPERIMENTALES

En la presente investigacion, se han utilizado como hospedadores
intermediarios experimentales caracoles de la familia Lymnaeidae. Se
describe a los miembros de la familia Lymnaeidae (Gastropoda) como
caracoles de apertura dextrégira, no operculada, holostomados, con
peristoma amplio, con parte superior angulosa y parte ventral redondeada.
En el extremo inferior de la cabeza poseen una boca amplia y dilatada. Los
tentdculos son triangulares aplanados, y los ojos sésiles se encuentran
situados en la base interna de los mismos. El pie tiene un extremo posterior
redondeado (Castellanos & Landoni, 1981). La radula es amplia con hileras
transversales de dientes. La concha es ovalada, y la cérnea puede ser delgada
o ligeramente gruesa, la cual contienen espiras mds o menos atenuadas y
gue varian considerablemente en longitud, altura y nimero. El axis o eje de

la columela gira tipicamente haciendo una espiral (Dung et al., 2013)

Como hospedador intermediario experimental de F. hepatica se ha
empleado caracoles de la especie Galba truncatula (Miller, 1974). Los
gasterépodos proceden de la Albufera, Valencia, Espafia. Como hospedador
intermediario experimental de F. gigantica, se ha empleado caracoles de la
especie Radix natalensis caillaudi (Bourguignat, 1883). Estos gasterdpodos

proceden de Faraoun Prince, Alexandria, Egipto.
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3.1.2. HOSPEDADOR DEFINITIVO EXPERIMENTAL

Existe una amplia gama de especies capaces de actuar como
hospedadores definitivos para F. hepatica, las cuales pueden utilizarse como
modelos experimentales para estudiar la patogenicidad y la respuesta
inmunitarias de la Fascioliasis en el laboratorio, como son por ejemplo los
roedores (Gironés et al., 2007). Sin embargo, F. gigantica no desarrolla una
infeccion completa en este tipo de animales (Mango et al., 1972; Spithill et
al., 1999; Piedrafita et al., 2004). La raza de ovejas autdctonas Guirra
(ANGUIRRA, 2009), cuya susceptibilidad a ambas especies de fascidlidos ya
fue previamente evaluada (Valero et al., 2009b), ha sido utilizada para los

experimentos.

La raza Guirra también se denomina raza Roja Levantina. Estos
ovinos deben su nombre al color rojo de la piel y del pelo, asi como también
a su localizacién en el Levante espafiol. Su antecesor inmediato es la raza
ovina africana Beni Ahsen, de la Costa Atlantica de Marruecos, cuya llegada
a Espaiia se vio favorecida por las buenas relaciones comerciales que han
existido entre los dos puntos indicados: el Levante espafiol y la citada zona
africana. Esta especie de ovinos es considerada como raza de proteccién
oficial, segun el Catadlogo Oficial de Razas de Ganado en Espafia. Los
ejemplares presentan desarrollo corporal consecuente a la geografia y las
posibilidades nutritivas de esta, alcanzando un peso medio de 80-90 kg los

machos y de 50-60 kg las hembras (MAPAMA, 2017).
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3.1.3. DISENO EXPERIMENTAL

La Fascioliasis es una enfermedad sumamente patdgena en el
periodo crénico avanzado. Segun la Normativa Etica actual que regula la
experimentacién con modelos de animales mamiferos, es necesario
establecer para el experimento el nimero minimo de animales el cual
permita ofrecer resultados significativos. Para ello se ha utilizado el software
Ene 3.0 (Servei de d’Estadistica Aplicada, Universidad Auténoma de

Barcelona, Cerdanyola del Valles, Espafia, distribuido por GlaxoSmithKline).

Asi, se emplearon un total de 22 ovinos Guirra machos de entre 4 y
5 semanas. Los animales se dividieron en tres grupos: A) 12 ovinos, utilizados
como grupo control; B) 5 ovinos infestados con 200 metacercarias de F.
hepatica; C) 5 ovinos infestados con 200 metacercarias de F. gigantica
(Fig.1.). Los animales se criaron y mantuvieron en la granja experimental de
la Universidad Politécnica de Valencia. La comida y el agua fueron
proporcionadas ad libitum. El disefio experimental fue planificado para la

obtencidn de una p<0.05 y un power del 80%.

El experimento se realizd durante un periodo de 6 meses.
Previamente se obtuvo el correspondiente permiso del Comité de Etica de
Investigacion Animal de la Universidad Politécnica de Valencia (P2-13-07-09),

siguiendo las directrices de la directiva 2010/63/EU.
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3.2. METODOS Y TECNICAS

3.2.1. METODOS PARASITOLOGICOS

Los métodos parasitoldgicos, desde el filtrado de heces (para la
obtencion de los huevos de fascidlidos), hasta la obtencion de las
metacercarias, fueron desarrollados por el equipo dirigido por la Dra. M.
DOLORES BARGUES. Para una informacidon mas detallada de la metodologia

utilizada se puede ver el trabajo de Khoubanne (2002).

3.2.1.1. Técnica de infestacion monomiracidial al molusco

La parasitaciéon de los moluscos se realizd siguiendo el protocolo
descrito a continuacién. En primer lugar, se colocaron los gasterépodos en
placas Petri con 3-4 ml de agua natural. Con una pipeta de punta fina se
capturé un miracidio recién eclosionado y se colocé junto al molusco.
Durante 4 horas se monitored el proceso cada 15 minutos. Transcurrido este
periodo, se comprobd que el miracidio habia penetrado en el gasterépodo,
lo cual se pudo asumir por la ausencia del miracidio en la placa o por signos
de estrés del caracol, como inmovilidad o secrecidon de mucus (Rondelaud &

Barthe, 19783, b, 19874, b; Busson et al., 1982; Mas- Coma et al., 2001).

3.2.1.2. Mantenimiento de moluscos en el laboratorio

Los moluscos se mantuvieron (antes y después de ser parasitados),

en unos recipientes transparentes de plastico, cerrados herméticamente y
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con adecuada oxigenacioén, la cual fue provista por una bomba eléctrica de
aire para acuarios. En el fondo de los recipientes se dispuso una fina capa de
sedimento de grava calcareo (Rondelaud & Barthe, 1978a, b; Bouix-Busson
et al., 1985a, b, c; Audousset et at., 1989), cubierta por agua mineral y que
ocupaba mas o menos dos tercios del volumen total del recipiente. Los
recipientes de cultivo se mantuvieron en cdmaras climaticas (Heraeus
Votsch® modelo HPS 500 y HPS 1500) a una temperatura de 20°C, una
humedad relativa del 90%, un fotoperiodo de 12 horas oscuridad/12 horas
luz, y una intensidad luminica de 3500 lux. Como base de alimentacién se
anadieron cada semana varias hojas de lechuga al recipiente, y se cambié el
agua del mismo (Busson et al., 1982; Bouix-Busson et al., 1985a, b). El
sedimento calcareo se renovd cada 2 o 3 meses a medida que este iba

ensuciandose.

3.2.1.3. Obtencidn experimental de metacercarias infestantes

Para comprobar la parasitacidon de los moluscos (transcurridos unos
30 dias), éstos se aislaron en placas Petri con pequefios trozos de lechuga y
se verificd la emisidn circadiana. También se analizaron los recipientes de
cultivo en busca de metacercarias enquistadas en las paredes de plastico o
en la lechuga. Diariamente y a una hora establecida, se realizé el control de
cada caracol bajo la lupa binocular y se llevé a cabo un recuento de las
metacercarias emitidas durante 24 horas (Oviedo, 1992). A su vez, también
se realizd el recuento de las metacercarias enquistadas en la lechuga, las
adheridas a las paredes del recipiente y las que se encontraban flotando en

el agua natural (Audousset et al., 1989; Bargues et al., 1996).
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Las metacercarias se separaron del sustrato de fijacién con cuidado
gracias a la ayuda de un pincel, o bien recortando la zona de la lechuga donde
se encontraban enquistadas. Una vez realizado el recuento, se cambié el

agua de la placa y se colocd lechuga nueva.

Las metacercarias obtenidas se almacenaron en viales de 10 ml con
agua natural, se taparon herméticamente y se aislaron a 4°C. En cada vial se
especificé el tipo de metacercaria (enquistadas, fijas o flotantes), el origen

de estas, la fecha de emisién y la cantidad recolectada.

3.2.1.4. Parasitacion experimental del hospedador definitivo

Bajo la lupa binocular se llevd a cabo la seleccion de metacercarias
viables siguiendo los criterios de Boray (1969). Con la ayuda de un pincel y

un punzén se fueron depositando las metacercarias sobre un papel de fumar.

Tanto en la infestacion con F. hepatica como en la infestacion con F.
gigantica, a cada una de las ovejas de experimentacion utilizadas se le
administré una dosis de 200 metacercarias. Estas metacercarias se
depositaron en el papel previamente humedecido el cual se introdujo en una
capsula de gelatina (esta cdpsula fue empleada para favorecer la correcta
deglucidn). La capsula se introdujo en la garganta del ovino, a continuacion,
se le virtid agua mediante una botella de plastico con dispensador para
estimular el reflejo de deglucién. La boca del animal se mantuvo cerrada
mediante presién, de esta manera evitamos que la capsula sea escupida.
Posteriormente, se observd que ésta no era regurgitada durante 10-15

minutos.
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3.2.2. ESTUDIOS EFECTUADOS SOBRE EL HOSPEDADOR DEFINITIVO

3.2.2.1. Muestras sanguineas

Cada dos semanas, desde el inicio de la infeccién y hasta la semana
24 después de la infeccion (p.i.), se extrajo sangre de los ovinos mediante
puncién en la vena yugular. Esta puncion se realizd sin anestésicos, para ello
fue necesario inmovilizar al animal. Mientras una persona inmovilizé el
cuerpo de la oveja manteniendo la cabeza de esta girada y firme, otra
persona procedid a recortar el pelo de la zona yugular mediante el uso de

tijeras.

Tras limpiar la zona con alcohol quirldrgico y ejerciendo una ligera
presién en la zona del trayecto de la vena, se llevd a cabo la puncién sobre la
vena. La sangre se recogioé en tubos BD VACUTAINER® K2-EDTA. Las muestras
de sangre, se centrifugaron a 760 g a 4°C durante 10 minutos (centrifuga
BIOFUGE) en el laboratorio de Parasitologia de la Facultat de Farmacia de la
Universitat de Valéncia. Las muestras de suero obtenidas se almacenaron a -
80°C hasta su analisis, el cual se efectud en el Hospital Militar Vazquez

Bernabéu.

3.2.2.2. Muestras fecales

Periddicamente, se recogieron heces de los ovinos. Se tomd la
primera muestra en el momento de la infeccidn y se terminé el muestreo 24
semanas después de la infeccion (p.i.). Al comienzo del experimento se

obtuvieron muestras fecales cada semana, y a partir de la semana 12, cada 2
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semanas (12-24 semanas p.i.). Se recogieron muestras fecales frescas
directamente de cada animal, y se almacenaron en bolsas de plastico con
autocierre tipo zip previamente etiquetadas. La deteccién de huevos
emitidos por heces se realiz6 analizando 3-4 ldminas de Kato-Katz (Helm-
Testl, AK test, AK Industria e Comércio Ltda, Belo Horizonte, Brasil) por
muestra/semana hasta que se detecto el primer huevo (Valero et al., 2002,

2012a).

Es necesario tener en cuenta que las heces pueden secarse, por lo
gue antes del examen en el laboratorio estas fueron colocadas en placas Petri

y tapadas para evitar la desecacidn (Valero et al., 2002, 2011).

3.2.2.3. Técnicas ELISA utilizadas

Con las muestras fecales y el suero obtenido, también llevamos a
cabo un analisis de la presencia de antigenos del parasito en heces y de la
produccién de anticuerpos en suero. Para ello se emplearon dos técnicas
ELISA diferentes: MM3-SERO ELISA y MM3-COPRO ELISA (Mezo et al., 2004,
2007; Valero et al., 2009b). Ambas técnicas ELISA estan basadas en la
utilizacion del anticuerpo monoclonal MM3. El anticuerpo monoclonal fue
proporcionado por el Prof. Dr. FLORENCIO MARTINEZ UBEIRA, de la
Universidad De Santiago de Compostela (Espafia). La descripcion de su
obtencidn fue detallada previamente por Mezo et al. (2004). Ambas pruebas

se realizaron periédicamente cada 15 dias.
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3.2.2.3.1. MM3-SERO ELISA

Para detectar la presencia de anticuerpos en los ovinos se utilizé la
técnica previamente descrita por Mezo et al. (2007) para su uso en
infecciones por F. hepatica, y Valero et al. (2009) para su uso en infecciones
por F. hepatica y F. gigantica. Los pasos de la técnica se describen a

continuacion.

En primer lugar, se recubrieron placas de microtitulacion de
poliestireno de tiras 1 x 8 F (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Alemania) durante 2 horas a 37°C con el anticuerpo monoclonal MM3 (100
ul/pocillo de una solucidn que contenia 5 pg/ml de MM3 en solucidn tampdn
salina fosfato, PBS). Los pocillos sin revestir se bloquearon con caseinato
sodico al 1,5% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente,
posteriormente se lavo la placa 6 veces con PBS. Utilizamos 4 pocillos por
muestra, 2 de test y dos como control, por lo que se afiadieron a las filas
impares (filas test) 100 ul de antigeno de Escrecidn-Secrecion (AESs) de
Fasciola (0,15 pg de proteina total en PBS al 0,2% Tween-20y BSA al 1%), y a
las filas pares (filas control), se le afiadieron 100 pl de PBS-T. Posteriormente,
se incubd la placa durante 1 hora a 37°C. Después de lavar 6 veces con PBS-
T, se afiadieron 100 pl/ pocillo de cada muestra de suero diluida (dilucidn
1:200 en PBS-T). Cada suero se afiadié por cuadruplicado (2 pocillos de filas
impares mas 2 pocillos de filas pares). Las placas se incubaron durante 2
horas a 37°C, y se lavaron como anteriormente se ha comentado.
Posteriormente, se incubd la placa a 37°C durante 1 hora con 100 pl/pocillo
de anticuerpo monoclonal (Abm) IgG anti-oveja conjugado con peroxidasa

(Sigma Aldrich, Madrid, Espafia, 1: 30.000). Después de lavar nuevamente, se
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revelé la unién de Abm afiadiendo 100 pl/pocillo de una solucién que
contenia el substrato OPD (tampdén H202 y o-fenilendiamina, Sigma-

Aldrich®).

Después de la incubaciéon con el sustrato durante 30 minutos a
temperatura ambiente y oscuridad, se midid la densidad éptica (DO) a 492
nm. El valor de la DO se calculé como DO1-D0O2, donde DO1 fue la media de
los pocillos de filas impares (tapizados con MM3 y antigeno ES de Fasciola),
y DO2 fue la media de los pocillos de filas pares (tapizados con MM3 sin
antigeno). El valor de DO para cada muestra se calculé restando la DO de los
pocillos pares a la DO de los pocillos impares. El valor de corte usado fue de

0,064.

3.2.2.3.2. MM3-COPRO ELISA

Para la deteccidon de antigenos de Fasciola en heces, se utilizé la
técnica previamente descrita por Mezo et al. (2004) para su uso en
infecciones por F. hepatica, y Valero et al. (2009) para su uso en infecciones
por F. hepatica y F. gigantica. Los pasos de la técnica se describen a

continuacion.

En primer lugar, se incubaron placas de microtitulacién de
poliestireno de tiras 1 x 8 F (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Alemania) durante toda la noche con 100 pl/pocillo de una solucidn que
contenia 10 pg/ml de un anticuerpo de conejo policlonal IgG anti-Fasciola en
PBS (pocillos de filas impares), o con 100 ul/pocillo de una soluciéon que

contenia 10 pg/ml de anticuerpos policlonales IgG procedentes de conejos
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no inmunizados (pocillos de filas pares). Al igual como en el MM3-ELISA, las
filas impares actuaron como test y las impares actuaron como control
experimental. Los pocillos sin revestir se bloquearon con caseinato sédico al
1,5% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Cada sobrenadante
fecal (100 pl) se afiadié por cuadruplicado (2 pocillos de filas impares y 2
pocillos de filas pares), y se incubé durante toda la noche a 4°C. Después de
lavar 6 veces con PBS al 0,2% Tween-20 (PBS-T), se afiadié a cada pocillo 100
pl de una solucién que contenia 0,3 pg de anticuerpos biotinados con MM3
en PBS-T mas 1% albumina bovina de suero (PBS-T-BSA) y se incubé durante
1 h a 37°C. Después de lavar, tal y como hemos comentado anteriormente,
la unién con el anticuerpo MM3 se detectd mediante incubacién, primero
con neutravidina-PO (neutravidina conjugada con peroxidasa (Thermo Fisher
Scientific®; dilucién 1:2000 en PBS-T-BSA)) durante 1 h a 37°C, y después con

el substrato OPD (tampdn H202 y o-fenilendiamina, Sigma-Aldrich®).

Después de una incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente
y oscuridad, la reaccidn se paré mediante la adicién de H,SO4 3N. Finalmente,
la DO se mididé a 492 nm. El valor de la DO se calculé como DO1-D0O2, donde
DO1 es la media de los pocillos de filas impares (recubiertas con anticuerpos
policlonales anti-Fasciola), y DO2 es la media de los pocillos de filas pares
(recubiertos con anticuerpos policlonales inespecificos). El valor de DO para
cada muestra se calculd restando la DO de los pocillos pares a la DO de los

pocillos impares. El valor de corte usado fue 0,082.
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3.2.2.4. Estudios bioquimicos

Lo sueros, como ya se ha comentado anteriormente, se analizaron
en el Hospital Militar Vazquez Bernabéu mediante un Autoanalizador
Multicanal Automatico de Bioquimica (BM/Hitachi 917-rack). La base del
analisis se realiza por técnicas colorimétricas, tras incubaciones a 37°C a

distintos tiempos (segun el pardmetro a medir).

Los marcadores bioquimicos analizados se clasifican a continuacién

segun su caracter:

Dafio hepatico

e Aspartato aminotransferasa (AST o transaminasa glutdmica
oxalacética, GOT)(IU/L);

e Alanina aminotransferasa (ALT o glutamato-piruvato transaminasa,
GPT) (1U/L);

e Gamma glutamil transferasa (GGT o g-glutamil transpeptidasa)
(IU/L);

e Bilirrubina total (T-Bil) (mg/dl);

e Fosfatasa alcalina (AP) (1U/L);

Dafio renal

e Creatinina (Cre) (mg/dl);
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Electrolitos séricos

e Calcio (Ca) (mg/dl);
e Cloruro (Cl) (mmol/L);

e Fésforo (P) (mg/dl);

Metabolismo proteico

e Urea (Ure) (mg/dl);

Proteinas plasmaticas

e Albumina (Alb) (g/dl);

e Proteina total (T-Pro) (g/dl);

Metabolismo de los carbohidratos

e Glucosa (Glu) (mg/dl);
e Amilasa (Amy) (1U/L);

Metabolismo hepatico de lipidos

e Colesterol total (T-Cho) (mg/dl);

o Triglicéridos (Trigly) (mg/dl);

Inflamacién
e Proteina C reactiva (CRP) (mg/L).
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3.2.2.5. Obtencion de Trematodos adultos

Todas las ovejas fueron eutanizadas transcurridos 6 meses. Durante
3 dias se llevd a cabo el proceso mediante una inyeccidén intravenosa con

Pentobarbital a una concentracion del 18% (200 mg/ml) a una dosis de 200

mg/kg.
Para el proceso se requirié del siguiente material:

e Quirurgico: bisturi, pinzas de diseccion (de dientes de ratén y
hemostatica), y tijeras (punta roma-roma). Todos ellos fueron
previamente esterilizados durante 30 minutos en autoclave
(TUTTNAUER AUTOCLAVE ST 1035, MODELO 2340M). La cantidad de
este material varid segin el nimero de animales a sacrificar cada dia.
Fue necesario un minimo de un instrumento por ovino.

e Quimico: tubos BD VACUTAINER® K2-EDTA.

e Optico: lupa binocular.

e Otros: algoddn, alcohol, suero fisiolégico, tubos Falcon® de 50 ml,
cordel, pipetas mecanicas, bandejas de plastico, regla, bolsas de

basura, cuchillo grande, jeringuillas y etiquetas.

El proceso de toma de muestras se detalla a continuacién:

Los ovinos deben estar en ayuno previo de unas 12 horas para

minimizar el contenido de alimento residual en el tracto digestivo.

1. Extraccion de sangre en tubos BD VACUTAINER® K2-EDTA y tubos BD
VACUTAINER® sin aditivos.

2. Inyeccion de Pentobarbital (200 mg/kg).
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3. Toma/puncién del liquido biliar: se extrajo una muestra de liquido
biliar el cual fue depositado en tubos Falcon® de 15 ml para su
posterior estudio.

4. Ligadura doble del conducto hepatico, conducto cistico y colédoco.
Esto asegurd que los vermes quedaran retenidos.

5. Necropsia parasitaria: se realizd una evisceracion abdominal y
tordcica. Los drganos fueron depositados sobre bandejas de plastico
para su posterior inspeccion.

6. Inspeccién de la vesicula biliar, conductos hepaticos y parénquima
hepatico. Los vermes recogidos se introdujeron en tubos Falcon® de
50 ml los cuales contenian suero fisiolégico. Transcurridas unas
horas fueron transferidos a tubos Falcon® de 50 ml con alcohol 70°.

7. Inspeccién general de todos los drganos. Debido a la posible
migracion hacia focos ectdpicos fue necesario llevar a cabo un buen
analisis visceral.

8. Fijacion de odrganos en formalina 10% para posibles estudios

posteriores.

3.2.2.5.1. Estudio del higado y canales biliares

Dado que en Fasciola sp. el microhabitat de parasitacién especifico
del adulto es el higado, se realizé un minucioso estudio de este drgano en
oveja Guirra. El higado se extrajo cortando el canal biliar principal a la altura
de su unién con el intestino y se pesd. Asi mismo, se tomaron las medidas
morfomeétricas del canal biliar y se fotografiaron las lesiones macroscopicas

si las habia. El parénquima hepatico se examiné pudiéndose encontrar en él
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individuos jovenes del fascidlido que adn no han completado su migracién
hasta el canal biliar principal (fase de invasidn). Los canales biliares suelen
aumentar mucho su didmetro en la fase de estado, siendo facil detectar si
existen Trematodos adultos en ellos. Al abrir el canal biliar con unas tijeras,
los Digénidos adultos todavia vivos, se recolectaron vy fijaron.
Posteriormente, se realizd un enjuagado con agua tanto de la cavidad
abdominal como de los distintos érganos para tener la seguridad de la total

recogida de los parasitos (Pérez-Crespo, 2013).

3.2.3. ESTUDIOS EFECTUADOS SOBRE EL PARASITO

3.2.3.1. Técnicas de secuenciacion de DNA

Para el procedimiento de extraccién de DNA, se utilizé un pequefio
fragmento de los fascidlidos recolectados y fijados en etanol 70%. Para la
caracterizacidon molecular se llevé a cabo la secuenciacién de DNA de los
marcadores espaciadores ITS-2 e ITS-1 del DNA ribosomal nuclear (DNAr), y
de los genes cox1 y nadl del DNA mitocondrial (DNAmt). El procedimiento
de extraccién fue desarrollado por el equipo dirigido por la Dra. M. DOLORES

BARGUES. A continuacién, se describe el protocolo realizado.

En primer lugar, se cortd una pequeia fraccién del verme. Para ello,
se coloco el fascidlido bajo la lupa y se extrajo un pequeio fragmento de su
region anterior, el cual se suspendié en 400 pul de tampodn de lisis (Tris-HCI 10
mM, pH 8, EDTA 100 mM, NaCl 100 mM, SDS de dodecil sulfato sddico al 1%)
gue contenia 500 pg/ml de proteinasa K (Promega, Madison, WI, EE.UU.),

colocdndose durante 2 horas a 55°C con agitacion cada 15 min. El ADN total
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se aisld segun la extraccion con fenol-cloroformo y el método de
precipitacion con etanol. Cada granulo se secd y se resuspendio en 30 pl de

tampdn TE estéril (pH 8,0). Esta suspension se almacend a -20°C hasta su uso.

En cada muestra, cada uno de los marcadores de DNA se amplificd
por PCR, y cada producto de PCR se secuencio para obtener el haplotipo. Los
espaciadores completos ITS-2 e ITS-1 se amplificaron utilizando cebadores
previamente descritos (Mas-Coma et al., 2001). Para los genes cox1 y nadl
se utilizaron cebadores directos e inversos disefiados para regiones
flanqueantes de estos genes (Mas-Coma et al., 2009b). La amplificacion de
cada uno de los marcadores se llevd a cabo en Mastercycler pro PCR System

(Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

Los productos de PCR se purificaron usando PCR Ultra Clean (MoBio,
Solana Beach, CA, EE.UU.) y se resuspendieron en 50 pl de tampdén TE 10 mM
(pH 7,6). La concentracion final de DNA se determind en un
espectofotometro BioPhotometer (Eppendorf, Hamburgo, Alemania)

midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm.

La secuenciacion de cada marcador molecular se realizé para ambas
cadenas génicas por el método de terminacion de la cadena didesoxi. Para
ello se utilizd el kit de quimica de terminador de colorante Taq y los
analizadores de DNA Applied Bio-systems 3130 y 3700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EE.UU.) utilizando los cebadores de PCR.

Las secuencias se alinearon utilizando CLUSTALW2 (Larkin et al.,
2007) en MEGA 6.0.6 (Tamura et al., 2013), usando valores predeterminados.

Las homologias se realizaron utilizando el programa BLASTN del sitio web de
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informacidén del Centro Nacional de Biotecnologia

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

3.2.3.2. Técnicas helmintoldgicas

Las técnicas helmintoldgicas se utilizan para preparar a los Digénidos

para su posterior estudio morfométrico y morfoanatdmico.

3.2.3.2.1. Técnicas microscopicas generales

Estas técnicas incluyen los pasos realizados desde la recogida de los
vermes hasta su estudio en el microscopio, es decir, la fijacién de los
Trematodos, su conservacion, coloracidn, diferenciacidon, deshidrataciény el

montaje final.

3.2.3.2.1.1. Fijacién

Para que la visualizacion de la anatomia interna del Digénido sea
Optima, el verme debe ser fijado in vivo y sometido a una ligera presion.
Segun el tamafio del verme el proceso de fijacién sufre pequeias variaciones

las cuales se detallan a continuacion.

En el caso de ejemplares pequefios, se coloca el Trematodo vivo con
un pincel sobre un portaobjetos en una gota de agua. Se afiade una gota de

liqguido de Bouin en la cara inferior de un cubreobjetos y se coloca sobre el
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Trematodo, debemos cuidar que no se encuentre ladeado, en este caso se
enderezard con ayuda de una aguja enmangada. El verme debe permanecer
entre porta y cubreobjetos unos 20 minutos. Luego se levanta y se traslada
el Trematodo con un pincel a una placa Petri con fijador de Bouin, en el que
permanecera unos 30 minutos. En el caso de ejemplares grandes, los
Trematodos son fijados con Bouin entre dos placas Petri. Se introduce liquido
de Bouin en una de las placas y con un pincel se coloca el verme vivo sobre
dicha placa. Se deja caer la otra placa Petri sobre el Trematodo por su cara
inferior procurando que quede lo mas plano posible, pero sin ejercer
demasiada presién. El Trematodo debe quedar unos 30 minutos entre las dos
placas. Posteriormente, con uno o dos pinceles, se pasan a otra placa Petri

con liquido de Bouin unos 40 minutos (Peixoto, 2016).

En ambos casos, transcurrido el tiempo establecido, los fascidlidos se
introducen en viales con alcohol de 70°, este se renueva cada dia hasta que
el verme pierde la coloraciéon amarilla dada por el fijador. En nuestro caso
oscila entre 30 a 90 dias dependiendo del tamafio del Trematodo. El liquido
de Bouin se considera uno de los mejores fijadores topograficos. Su

composicion por cada 100 ml es la siguiente:

e solucién acuosa de acido picrico 75 ml;
e formol (solucidn comercial al 40%) 25 ml;

e 4cido acético 5 ml.

Se prepara de la siguiente manera: en un matraz, se pone un litro de
agua y se calienta hasta que esté templada. Se coloca el matraz sobre un

agitadory se le afiade poco a poco acido picrico hasta conseguir una solucién
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saturada del mismo, es decir, hasta que el acido picrico no se disuelva en el
agua. Conseguido esto, se deja reposar 24 horas (solucion madre). Para
utilizar el fijador se afiade a pequefas fracciones de la mezcla la cantidad
correspondiente de 4cido acético (por cada 100 partes de solucidn
corresponden 5 partes de acético) (Panova, 2002; Pérez-Crespo, 2013). El
liguido de Bouin fija de forma homogénea y penetra rapidamente. La
retraccidon en el momento de la fijacién es mas débil que con otras buenas

mezclas fijadoras (Bargues, 1986).

3.2.3.2.1.2. Conservacion

La conservacion se realiza en viales con alcohol de 70°, en los cuales
los Digénidos pueden permanecer hasta el momento de su tincién (Garcia-

Bodeldn, 2009).

3.2.3.2.1.3. Coloracion

Las tinciones utilizadas dan lugar a preparaciones permanentes, las
cuales son imprescindibles en el estudio llevado a cabo. El colorante utilizado

es el Carmin Boracico de Grenacher, cuya formula es la siguiente:

e solucién acuosa de boérax al 4% (8 gramos de bdrax en 200 cc de
agua destilada);

e carmin (casa Merck).
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A continuacidn, se detalla el protocolo de preparacién del carmin
Bordcico de Grenacher. En un matraz redondo se pone la solucién acuosa
anterior y se le afladen 5 gramos de carmin. Se calienta un recipiente de
reflujo en el cual tenemos un matraz esférico y un refrigerador por el que
entra y sale agua. Se deja hervir suavemente durante 30 minutos y se le
afiaden 200 cc de alcohol de 70°. Se deja reposar 24 horas y se filtra. Los
digénidos obtenidos deben permanecer en el colorante un tiempo
determinado que depende de su grosor y su capacidad de tomar el colorante.
Los adultos de Fasciola sp. deben tefiirse de forma suficiente pero no
excesiva para facilitar su posterior diferenciacién. Si los ejemplares se tifien
en exceso deben estar posteriormente mads tiempo en el liquido
diferenciador, lo cual puede alterar los tejidos del verme. En lineas generales
diremos que los adultos de F. hepatica de mayor grosor y los adultos de F.
gigantica se han tefiido durante 24 horas en la mezcla de carmin Boracico de
Grenacher. La tincién 6ptima se controla periddicamente bajo la lupa

binocular (Pérez-Crespo, 2013; Peixoto, 2016).

3.2.3.2.1.4. Diferenciacion

Una vez que el Trematodo ha sido tedido efectuamos Ila
diferenciacién en alcohol clorhidrico. Con un pincel bien seco extraemos los
vermes del colorante y los colocamos (de uno en uno) en una placa Petri, a
continuacién, vamos afiadiendo gota a gota acido clorhidrico comercial
(35%). El Trematodo va alcanzando una tonalidad rosada a la luz superior de

la lupa, debemos observar con la luz inferior todas las estructuras del
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pardsito por transparencia. La duracién de esta operacion depende del

tamanfio y grosor del verme (Panova, 2002).

3.2.3.2.1.5. Deshidratacion

Tras la diferenciacién, colocamos placas Petri con distintos alcoholes.
Con ayuda de un pincel, vamos pasando sucesivamente los parasitos de una
placa a otra. En la primera placa, con etanol de 70°, el Digénido debe estar
30 minutos. Después lo llevamos a otra placa con alcohol de 96°, 30 minutos.
De esta pasa a alcohol de 100° durante 30 minutos mas, posteriormente
permanece otros 30 minutos en alcohol butilico y finalmente 15 minutos en

xilol, terminando con este paso la cadena de deshidratacion (Panova, 2002).

3.2.3.2.1.6. Montaje

El montaje se realiza con un portaobjetos, un cubreobjetos y balsamo
de Canadd (resina comercial que solidifica rdpidamente y proporciona
preparaciones de larga vida). Sin embargo, para poderla emplear es
necesaria una previa deshidratacién del material, ya que este no es soluble

en agua (Peixoto, 2016).

Para realizar el montaje se coloca sobre el portaobjetos una gota de
balsamo de Canadd y el parasito sobre ella en posicién ventral, es decir, con
la ventosa o acetdbulo ventral de cara al cubreobjetos. Con un pincel mojado

en xilol eliminamos las posibles burbujas que se hayan podido formar en el
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balsamo antes de colocar el cubreobjetos sobre él. Si una vez montado el
Trematodo no presenta suficiente balsamo, o si éste se retrae, se puede
afadir mas pincelando con xilol los bordes entre porta y cubre y afiadiendo
una gota de balsamo de Canada, la cual entra en la preparacién por
capilaridad. Por ultimo, se introducen las preparaciones en la estufa a 20°C
de temperatura de 4 a 24 horas hasta que estén secas. Si el balsamo se retrae
por el calor, se repite la operacién anteriormente descrita de pincelado con

xilol y balsamo por capilaridad (Pérez-Crespo, 2013).

3.2.3.3. Estudio morfométrico CIAS

Para la obtenciéon de imdgenes y para el cdlculo de las diferentes

medidas morfométricas se han utilizado los siguientes programas:

e Image-Pro® Plus, version 5.1 para Windows (Media Cybernetics Inc.,
Silver Spring, USA). Para las medidas de los adultos se crean macros
para el cdlculo de las dimensiones de imagenes digitalizadas
mediante cdmara digital Nikon Coolpix 5400. Para las medidas de
ventosas y faringes se utiliza un microscopio Nikon modelo SE
equipado con un revolver de 4 objetivos (4x, 10x, 40x, 100x y 2
oculares de 10x), conectado con videocamara de color 3CCD (Sony
DXC-930P).

e Microsoft Excel: programa comercializado para analisis y cédlculos de
datos. Los datos obtenidos a través de Image-Pro® Plus se exportan
a los archivos de dicho programa para poder operar después con

ellos.
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La estandarizacién de la metodologia para la realizacion de las
medidas es fundamental en cualquier estudio morfométrico (Valero & Mas-
Coma, 1985; Valero, 1986; Valero et al., 1987; Valero et al., 1996, 2005, 2006,
2011, 2012b; Periago et al., 2006, 2008). Los trabajos de Valero et al. (1996,
2005) y Periago et al. (2006, 2008) proponen la metodologia Computer Image
Analysis System (CIAS) para el estudio morfométrico de los adultos
fascidlidos. Se han realizado mediciones de adultos de fascidlidos en material

fijado y montado en preparaciones permanentes.

Los parametros morfométricas analizados en el adulto son los siguientes (ver

Fig.3.):
Caracteristicas biométricas lineares:

BL= longitud corporal; BW= anchura corporal; BWOv= anchura corporal a
nivel del ovario; BP= perimetro corporal; BR= circularidad corporal
(BR=BP2/4nBW); CL= longitud del cono; CW= anchura del cono; OSMax=
didmetro maximo de la ventosa oral; OSmin= didmetro minimo de la ventosa
oral; VSMax= didmetro maximo de la ventosa ventral; VSmin= didmetro
minimo de la ventosa ventral; A-VS= distancia desde el extremo anterior del
cuerpo hasta la ventosa ventral; OS-VS= distancia desde la ventosa oral hasta
la ventosa ventral; VS-Vit= distancia entre la ventosa ventral hasta el final de
las glandulas vitelégenas; Vit-P= distancia entre las glandulas viteldgenas
hasta la parte posterior corporal; VS-P= distancia entre la ventosa ventral y
la parte posterior corporal; PhL= longitud de la faringe; PhW: anchura de la
faringe; TL= longitud testicular; TW= anchura testicular; TP= perimetro

testicular; TR= circularidad testicular (TR=TP2/4nTW).
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Superficies:

BA= superficie corporal; OSA= superficie de la ventosa oral; VSA= superficie

de la ventosa ventral; PhA= superficie de la faringe; TA= superficie testicular.
Relaciones:

BL/BW= relacién entre la longitud corporal y la anchura corporal;
BWOV/CW-= relacién entre la anchura corporal a nivel de ovario y la anchura
del cono; BL/VS-P= relacidn entre la longitud corporal y la distancia entre la
ventosa ventral y el final corporal; OS/VS=relacidn entre el 4rea de la ventosa

oral y el area de la ventosa ventral.

La medida de la circularidad se utiliza para cuantificar su forma. Esta
medida sirve para conocer como de circular es un objeto. Un objeto circular
tendrd una circularidad de 1.0, cuanto mas irregular es el objeto mas grande

son los valores (Periago et al., 2008).
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BL
VS-P
VS-Vit

Vit-P

Fig.3. Medidas estandarizadas aplicadas a especimenes adultos gravidos de

F. hepatica (A) y F. gigantica (B) (Periago et al., 2006).

59



3. MATERIAL Y METODOS

3.2.3.4. Analisis de componentes principales

El analisis de los componentes principales (ACP), permite explorar la
variacion individual y reconocer eventualmente los agrupamientos
particulares sobre un mapa factorial, que generalmente se trata de un “plot”
de los dos primeros componentes principales (Bookstein, 1989; Rohlf &
Marcus, 1993; Klingerberg, 1996; Dujardin et al., 2002; Dujardin & Le pont,
2004). Este analisis no toma en cuenta la pertenencia de cada individuo a
grupos distintos. Es un analisis ciego, por lo que puede detectar estos grupos
a partir de los valores individuales (Dujardin et al., 2002). En resumen, la
funcién del andlisis en componentes principales es doble. Por una parte,
permite reconocer una estructuracion en particular de los individuos,
correspondiente o no a su clasificacién inicial, pudiendo de este modo ser
utilizado como instrumento de clasificacién. Por otra parte, el analisis en
componentes principales presenta el interés adicional de proporcionar una
variable de tamafio, que corresponde generalmente con el primer
componente principal (CPl), variable que sera utilizada después para eliminar
el efecto tamafio de las poblaciones en comparacién (Dujardin et al., 2002).
Asi, el andlisis en componentes principales brinda una variable de tamafio
(CPI1), que es la combinacion lineal que representa la varianza maxima.
Ademas, geométricamente CPI se corresponde con la direccion del eje mas
largo a través de la nube de puntos. Las subsiguientes variables (CPII, CPIIl,
etc.), matematicamente independientes, alcanzan la varianza maxima,
siendo un eje ortogonal al resto de los componentes (Klingerberg, 1996).
Ademas este tipo de analisis permite separar la influencia del tamafio de la
influencia de la forma sobre la estructuracién observada. Para llevar a cabo

el andlisis se emplea el software BAC v.2 (Dujardin et al., 2002). Para realizar
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de manera éptima los dos objetivos del analisis en componentes principales,
los datos iniciales deben transformarse en logaritmos en base 10. Esta
transformacion presenta numerosas ventajas estadisticas (normalizacion de
las distribuciones, igualacion de las varianzas, etc.) y permite comparar las
diferencias relativas mas que las absolutas (Dujardin et al., 2002). Se han
utilizado las siguientes medidas de los adultos de Fasciola sp. para el estudio:
BL, BW, BP, OS max, OS min, VS max, VS min, A-VS, VS-Vit, Vit-P, PhL, PhW y
TL, donde al menos se ha tenido en cuenta una dimension de los caracteres
morfoldgicos mas importantes (Afshan et al., 2014; Ashrafi et al., 2015;

Ahasan et al., 2016).

3.2.3.5. Determinacion cuantitativa de huevos del pardsito en heces:

técnica Kato-Katz

Todas las infestaciones se han monitorizado con el seguimiento de la
emision de huevos del Trematodo por las heces de los ovinos con la técnica
Kato-Katz. La técnica Kato-Katz se emplea para la busqueda, hallazgo vy
recuento de huevos de helmintos en heces, ademas resulta muy util y
practica para llevar a cabo un rapido diagndstico de parasitosis producidas
por Digénidos, Cestodos y Nematodos. Ademas, es utilizada rutinariamente
no sélo para diagnosticar, sino también para cuantificar la carga parasitaria
en la Fascioliasis humana (Villegas et al., 2012; Valero et al., 2012a, b). Para
la realizacién de esta técnica se han seguido las recomendaciones de la OMS
(Ash et al., 1994) usando el kit helm-Test® (AK test, AK Industria e Comeércio

Ltda, Belo Horizonte, Brasil).
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Para realizar el examen se precisa de: una placa de plastico
cuadrangular con un orificio central que admite un volumen de heces de 41,7
mg (o sea 1/24 g); un tamiz de nailon con tamario de luz de entre 200 y 300
Mm; una espatula o cuchara de una casa comercial; un portaobjetos y un

papel de celofdan empapado en liquido colorante (Garcia-Bodelén, 2009).

El liuido colorante del papel de celofdn esta compuesto por:
solucién al 50% en agua destilada de solucidn glicerina/verde malaquita
(composicion de la solucidn de glicerina/verde malaquita: 100 ml de agua
destilada + 10 ml de glicerina + 1 ml de solucidn verde malaquita al 3%). En
esta solucidn se introduce el papel celofan en tiras de tamafo determinado
(2x2 cm), las cuales tras 24 horas podrdn ser utilizadas al estar bien

impregnadas de la misma (Pérez-Crespo, 2013).
Para la realizacion de la técnica procederemos como sigue (Orddiez, 2009):

1. Depositamos una muestra de heces en un trozo de papel satinado (el
papel no debe absorber la humedad de las heces, por ejemplo, la
hoja de una revista).

2. Colocamos la malla sobre las heces y presionamos suavemente. De
esta forma dejamos en el filtro las particulas grandes que interfieren
en una éptima visualizacidon microscdpica de los huevos de Fasciola
sp.

3. Con la ayuda de una espatula se toma el filtrado y se deposita en un
molde situado sobre un portaobjetos. El portaobjetos se etiqueta
previamente con los datos del hospedador definitivo utilizado y la

especie de Fasciola sp. con la que estamos trabajando.
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4. A continuacién, se enrasa la muestra con ayuda de la espatula hasta
saturar el orificio. Posteriormente retiramos la placa con delicadeza,
obteniendo un flan de 41,7 mg de heces.

5. Finalmente se coloca sobre la muestra un papel de celofan embebido
en liquido colorante de verde malaquita (3%). Con la ayuda de otro
portaobjetos se ejerce una presion uniforme sobre la muestra hasta

que esta queda expandida de manera homogénea.

Conviene esperar como minimo 30 minutos para realizar la primera
observacién al microscopio, aunque se recomienda una espera de unas 24
horas para optimizar la visualizacion de los huevos. Gracias a su alto
contenido en glicerina, es posible mantener estas preparaciones durante

varios meses sin deterioro (Garcia-Bodeldn, 2009).

Para la observacidon microscdpica de la preparacién, se realiza un
barrido completo del portaobjetos y se anota el nimero total de huevos de
Fasciola sp. que aparecen en la misma. Teniendo en cuenta que la cantidad
de heces analizadas es de 1/24 g y que el dato que nos interesa es el de
huevos por gramo de heces (hgh), debemos finalmente multiplicar el

resultado por 24 (Pérez-Crespo, 2013).

3.2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Las medias de los marcadores bioquimicos analizados (Alb, ALT, Amy,
AP, AST, Ca, T-Cho, Cl, Cre, CRP, GGT, Glu, P, T-Bil, T-Pro, Trigly, Ure), niveles
de IgG, carga parasitaria y el logaritmo neperiano de la superficie corporal

del Trematodo ((In(BA)), se compararon con el test no paramétrico de Mann—

63



3. MATERIAL Y METODOS

Whitney (U). Asimismo, se calcularon las correlaciones bivariantes
(correlacién de Pearson) entre los datos biométricos, niveles de 1gG, carga
parasitaria y In(BA). El programa utilizado fue el SPSS vs 22. Los resultados se

consideraron estadisticamente significativos cuando p < 0,05.
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4. PARASITOLOGICAL RESULTS

4.1. ANIMAL INFECTION

Experimental monitoring confirmed that all animals given
metacercariae developed infection. The results of the experimental infection
are shown in Table 1. As known, the disease is divided into two phases, i.e.
(i) first when flukes specifically target the liver causing pathology and
necrotic lesions, which result from the parasite’s migration through the liver
parenchyma, and (ii) the subsequent damage caused when flukes enter the
bile ducts. Therefore, it is necessary to ascertain the time point when adults
move from the liver parenchyma and enter the bile ducts. Antibodies,
coproantigens and fluke eggs were detected at different weeks p.i. in all
infected sheep. The time point when coproantigen detection begins reveals
the penetration into the bile ducts (ductular phase). This was concretely at 9
weeks p.i. when all the sheep infected with F. hepatica began to present
coproantigens in faeces (variability according to individual sheep between 6
and 9 weeks), and at 11 weeks p.i. when all the sheep infected with F.
gigantica began to do so similarly (7-11 weeks). Following these results, and
for comparative purposes, the time course of infection was divided in two
groups, the liver parenchymal phase including data between 2 and 8 weeks

p.i., and the biliary phase including data between 12 and 24 weeks p.i.

At 14 weeks p.i. all the sheep infected with F. hepatica started to
present eggs in faeces (variability according to individual sheep between 10

and 14 weeks), whereas those infected with F. gigantica did it so at 16 weeks
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p.i. (11-16 weeks). The percentage (%) of parasite recovery, defined as the
mean percentage of infecting metacercariae recovered as adult flukes, was
uniform within the average of 25.41% in both experimental groups B and C
(Table 1). The average, standard deviation (SD) and range of number of
flukes/sheep on the day of necropsy are shown in Table 1. No significant
differences were detected when comparing the fluke burden (U = 0.62, p >
0.05) and the % of parasite recovery (U = 1, p > 0.05), i.e. the results showed
that Guirra sheep have a similar resistance to F. hepatica and F. gigantica.
The parasite biomass obtained in the two infected groups is indicated in
Table 1, showing a larger value in F. gigantica flukes than in F. hepatica (U =
0.001, p<0.05). Summing up, experimental infection presented a comparable
burden in the F. hepatica and F. gigantica groups but a greater parasite

biomass in the F. gigantica infected group.
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4. PARASITOLOGICAL RESULTS

4.2. MOLECULAR CHARACTERIZATION AND MORPHOMETRIC
MEASUREMENTS

The characteristics of nucleotide length and composition of each
one of the complete sequences of the two rDNA spacers and two mtDNA

genes, as well as those of the two mtDNA proteins, are noted in Table 2.

Regarding nuclear rDNA, the F. hepatica strain presented a ITS-2
with no nucleotide difference when compared with the same spacer of
typical F. hepatica from many countries of different continents, such as
Spain, Bolivia, Egypt, Niger, Iran, Japan, Korea, Vietnam, and Australia, and
thus corresponds to haplotype code FhITS2-H1. Similarly did the ITS-1 when
compared with typical F. hepatica from Spain, France, Ireland, Bolivia, Peru,
Uruguay, Argentina, Chile, Venezuela, Ecuador, Mexico, Egypt, Iran, Japan,
Korea, Vietnam, and Australia, which corresponds to haplotype code FhITS1-
HA. The whole intergenic region including ITS-1, 5.8S and ITS-2 was 951 bp
long, with a 50.78% GC content in the combined haplotype CH1A.

The F. gigantica strain presented an ITS-2 with no nucleotide
difference when compared with typical F. gigantica from many countries of
different continents, such as Burkina Faso, Kenya, Iran and Tajikistan, and
thus corresponds to haplotype code FgITS2-H1. Also, similarly did the ITS-1
when compared to typical F. gigantica from Burkina Faso, Kenya, Zambia,
Iran, Vietnam, Indonesia, Thailand, Japan and Korea, which corresponds to
haplotype code FgITS1-HA. The whole intergenic region including ITS-1, 5.8S
and ITS-2 was 950 bp long, with a 50.30% GC content in the combined
haplotype CH1A.
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The comparison of the rDNA spacers of the two fasciolid strains
used in the present experimental study showed 5 nucleotide differences in
the ITS-2 and other 5 nucleotide substitutions in ITS-1, exactly those known

to differentiate both Fasciola species.

With regard to mtDNA, the F. hepatica strain presented a coxl
sequence and COX1 protein which fit within the variability of this gene of
typical F. hepatica from many countries of different continents. Similarly did
the nadl sequence and NAD1 protein when compared to their variability in

typical F. hepatica throughout.

The F. gigantica strain showed a cox1 sequence showing a genetic
distance of only 0.85-1.30% (13-20 nucleotide differences) when compared
to pure F. gigantica from Burkina Faso, Niger, Nigeria and Senegal, which at
the corresponding COX1 protein level is translated in genetic distance of
only 0.39-0.58% (2-3 amino acid differences). The nad1 sequence showed a
genetic distance of only 1.10-1.53% (10-14 nucleotide differences) when
compared to pure F. gigantica from Burkina Faso, Niger, Nigeria and
Senegal, which at the corresponding COX1 protein level is translated in a

genetic distance of only 1.00-2.00% (3-6 amino acid differences).

The comparison of the two mtDNA genes in these strains of F.
hepatica and F. gigantica furnished the following genetic differences: 8.22%
bp in the cox1 gene, 4.31% aa in the COX1 protein, 9.08% bp in the nadl
gene, and 7.33% aa in the NAD1 protein. This agrees with the difference
percentage range known to exist between both Fasciola species for the

aforementioned two mtDNA genes.
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4. PARASITOLOGICAL RESULTS

The morphometric values of F. hepatica and F. gigantica
experimental materials are shown in Table 3, and the results obtained after
the processes of coloration, differentiation, dehydration and mounted in
Canada balsam are shown in Fig.4. and Fig.5. The size of liver fluke adults was
studied by multivariate analyses. A scatter plot of the first two principal
components (PC) is shown in Fig.6. The first common principal component
(CP1) of the two strain populations can be interpreted as a measure of overall
size. The results show that F. hepatica specimens have a smaller global size

than F. gigantica specimens.
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Fig.4. F. hepatica specimen obtained from experimentally infected Guirra

sheep.

Fig.5. F. gigantica specimen obtained from experimentally infected

Guirra sheep.
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Fig.6. Factor map corresponding to F. hepatica and F. gigantica specimens from
experimentally infected Guirra sheep. Samples are projected onto the first (PCl,
59%) and second (PCll, 17%) principal components. Each group is represented by
its perimeter.
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5. BIOCHEMICAL RESULTS

5.1. BIOCHEMICAL PARAMETERS AND TIME

The time course (day 0 and afterwards at 2, 4, 6, 8,10, 12, 14, 16, 18,
20, 22 and 24 weeks p.i.) of the values of aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), gamma glutamyl transferase (GGT), alkaline
phosphatase (AP), calcium (Ca), chloride (Cl), phosphore (P), creatinine (Cre),
urea (Ure), albumin (Alb), total proteins (T-Pro), glucose (Glu), amylase
(Amy), total cholesterol (T-Cho), triglycerides (Trigly) and C-reactive protein
(CRP) is represented in Figures 7-14, including the liver parenchymal phase
(2-8 weeks p.i.) and the biliary phase (12-24 weeks p.i.) of the disease. For
each biweekly dataset, a comparative analysis was performed for each
biochemical parameter in the F. hepatica group vs the control group, the F.

gigantica group vs control and the F. hepatica group vs the F. gigantica

group.

About liver markers, the results showed that the F. hepatica and F.
gigantica challenged groups displayed significant higher values of the
following markers compared to the control group, the Fig.7. shows: A) AST
levels increased in the F. hepatica group vs control at 12 weeks p.i. only, but
in the F. gigantica group vs control this increase was at 12, 14 and 16 weeks
p.i. (p <0.05), B) ALT levels increased in the F. gigantica group vs the control
group at 18 weeks p.i. only. The Fig.8. shows: A) GGT levels increased at 10,
12 and 14 weeks p.i. in the F. hepatica group vs control, whereas at 10, 12,

14, 16 and 18 weeks p.i. in the F. gigantica group vs control (p < 0.05); B) AP
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levels increased at 4 weeks p.i. in the F. gigantica group vs control (p < 0.05).

No differences were detected in total bilirubin.
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Fig.7. Liver marker values (arithmetic meant SE) in F. hepatica infected
(n=5), F. gigantica infected (n=5) and uninfected control (n=12) Guirra
sheep. (A) aspartate aminotransferase (AST) (in international units per litre
IU/L); (B) alanine aminotransferase (ALT) (IU/L). Broken and solid vertical
lines refer to the moment from which all sheep presented coproantigens in
faeces in F. hepatica (9 weeks) and F. gigantica (11 weeks), respectively. p.i.:
post-infection.
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Fig.8. Liver marker values (arithmetic meant SE) in F. hepatica infected
(n=5), F. gigantica infected (n=5) and uninfected control (n=12) Guirra
sheep. (A) gamma glutamyl transferase (GGT) (IU/L); (B) alkaline
phosphatase (AP) (1U/L). Broken and solid vertical lines refer to the moment
from which all sheep presented coproantigens in faeces in F. hepatica (9
weeks) and F. gigantica (11 weeks), respectively. p.i.: post-infection.
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Concerning serum electrolytes (Fig.9.a.-9.b.), higher levels of Ca were
detected at 6 weeks p.i. in the F. hepatica group and from 6 to 8 weeks p.i.
in the F. gigantica group (p < 0.05), and higher levels of P at 4 weeks p.i. in
the F. gigantica group (p < 0.05), thereafter tending to decrease when
compared to the control group. Lower levels of Cl were detected at 4, 10, 12
and 16 weeks p.i. in the F. gigantica group (p < 0.05). A positive correlation

between Ca vs Cl levels (p < 0.05) was detected.

Regarding protein metabolism, the F. hepatica and F. gigantica
challenged groups presented significantly lower levels of creatinine
compared to the control group (p < 0.05), i.e. creatinine levels decreased in
4 and 8 weeks p.i. in the F. hepatica group and in 4 weeks p.i. in the F.
gigantica group. Urea did not show any significant differences between

infected animals vs controls (Fig.10.).

Regarding plasma proteins, the F. hepatica and F. gigantica
challenged groups presented significantly higher levels of the following
markers compared to the control group. The Fig.11. shows: A) albumin levels
increased at 6 weeks p.i. and decreased from 20 until 24 weeks p.i. in both
infected groups; B) total protein levels increased at 6 and 12 weeks and
decreased at 20 weeks p.i. in F. hepatica, whereas increased at 6 and 14

weeks p.i. and decreased at 18 until 22 weeks p.i. in the F. gigantica group.
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Fig.9.a. Serum electrolyte and inflammation marker values (arithmetic
meant SE) in F. hepatica infected (n=5), F. gigantica infected (n=5) and
uninfected control (n=12) Guirra sheep. (A) calcium (Ca) (mg/dl); (B)
phosphore (P) (mg/dl). Broken and solid vertical lines refer to the
moment from which all sheep presented coproantigens in faeces in F.

hepatica (9 weeks) and F. gigantica (11 weeks), respectively. p.i.: post-
infection.
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Fig.9.b. Serum electrolyte marker values (arithmetic meant SE) in F.
hepatica infected (n=5), F. gigantica infected (n=5) and uninfected
control (n=12) Guirra sheep. (C) chloride (mg/dl). Broken and solid
vertical lines refer to the moment from which all sheep presented
coproantigens in faeces in F. hepatica (9 weeks) and F. gigantica (11
weeks), respectively. p.i.: post-infection.
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-o- control
-®- F. hepatica
-4~ [, gigantica

O-OI I I T I T I I T I I I 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
weeks p.i.
B Ure

-O- control
-#- F. hepatica
~a- F. gigantica

T T T T T T () T T T 1
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
weeks p.i.

o
N

Fig.10. Protein metabolism marker values (arithmetic meanz SE) in F. hepatica
infected (n=5), F. gigantica infected (n=5) and uninfected control (n=12) Guirra
sheep. (A) creatinine (Cre) (mg/dl); (B) urea (Ure) (mg/dl). Broken and solid
vertical lines refer to the moment from which all sheep presented coproantigens
in faeces in F. hepatica (9 weeks) and F. gigantica (11 weeks), respectively. p.i.:
post-infection.
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Fig.11. Protein metabolism marker values (arithmetic meant SE) in F.
hepatica infected (n=5), F. gigantica infected (n=5) and uninfected control
(n=12) Guirra sheep. (A) albumin (Alb) (g/dl); (B) total proteins (T-Pro) (g/dl).
Broken and solid vertical lines refer to the moment from which all sheep
presented coproantigens in faeces in F. hepatica (9 weeks) and F. gigantica
(11 weeks), respectively. p.i.: post-infection.
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Regarding the carbohydrate metabolism (Fig.12.), both the F.
hepatica and F. gigantica challenged groups did not show significant
differences in glucose levels but the F. hepatica group displayed lower levels
in amylase compared to the control at 24 weeks p.i. About the lipid
metabolism (Fig.13.), the F. gigantica challenged group presented higher
total cholesterol levels compared to the control group from 20 until 24 weeks
p.i. (p < 0.05). Triglycerides appeared significantly decreased at 12 weeks p.i.
in the F. gigantica infected group. A positive correlation between total
cholesterol vs tryglyceride levels and total cholesterol vs GPT levels (p < 0.05)

was found.

Finally, both the F. hepatica and F. gigantica challenged group
presented significantly higher levels of CRP compared to the control group at

6, 12 and 14 weeks p.i. (Fig.14.).

The relationships of the biochemical parameters, serum antibodies,
coproantigen and egg shedding vs time in the sheep experimentally infected

by the two fasciolid species are summarised in Table 4.

Considering the set of the biochemical parameters throughout the
liver parenchymal phase (2 to 8 weeks p.i.), the bivariant correlation between
the biochemical parameters of each sheep and time was carried out. A
significant positive correlation between GGT, total protein and IgG levels vs
time (2 to 8 weeks p.i) was detected. However, between ALT, AP, amylase
and P vs time (2 to 8 weeks p.i) it proved to be a significant negative
correlation. In the acute phase in the F. hepatica infected group, the average
of creatinine decreased significantly when compared to controls (p < 0.05),

whereas the average of Ca and P increased significantly when compared to
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the control (p < 0.05). In the acute phase in the F. gigantica infected group,
creatinine average decreased significantly when compared to the control
group (p < 0.05), whereas the average of GGT, AST, AP, albumin and CRP

increased significantly compared to the control group (p < 0.05).

Considering the set of the biochemical parameters corresponding to
the biliary phase (12 to 24 weeks p.i), the bivariant correlation between the
biochemical parameters of each sheep and time was also carried out. A
significant positive correlation between creatinine, total cholesterol,
triglycerides and Ca vs time was detected. However, between AST, GGT,
glucose and CRP vs time it proved to be a significant negative correlation. In
the biliary phase in the F. hepatica infected group, the average of GGT (U =
102.5; p < 0.05) and CRP (U = 192; p < 0.05) increased significantly when
compared to the control group, whereas the average of albumin (U = 145; p
< 0.005), AP (U = 126; p < 0.05), Ure (U = 154.5; p < 0.05), Cl (U = 85.5; p <
0.005) and P (U =133.5; p <0.05), decreased significantly. In the biliary phase
in the F. gigantica infected group, the average of AST (U = 114; p <0.05), GGT
(U =113.5; p < 0.05), total cholesterol (U =95; p < 0.05) and CRP (U =136; p
< 0.05) increased significantly when compared to controls, whereas the
average of albumin (U =94; p < 0.05), Cl (U =68; p<0.05)and P (U =284; p<
0.05) decreased significantly.
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-O- control
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Fig.12. Carbohydrate metabolism marker values (arithmetic meant SE) in F.
hepatica infected (n=5), F. gigantica infected (n=5) and uninfected control
(n=12) Guirra sheep. (A) glucose (Glu) (mg/dL); (B) amylase (Amy) (IU/L).
Broken and solid vertical lines refer to the moment from which all sheep
presented coproantigens in faeces in F. hepatica (9 weeks) and F. gigantica (11
weeks), respectively. p.i.: post-infection.
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Fig.13. Lipid metabolism marker values (arithmetic meanz SE) in F. hepatica
infected (n=5), F. gigantica infected (n=5) and uninfected control (n=12)
Guirra sheep. (A) total cholesterol (T-Cho) (mg/d); (B) triglycerides (Trigly)
(mg/dl). Broken and solid vertical lines refer to the moment from which all

sheep presented coproantigens in faeces in F. hepatica (9 weeks) and F.
gigantica (11 weeks), respectively. p.i.: post-infection.
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Fig.14. Inflamation marker values (arithmetic meant SE) in F. hepatica
infected (n=5), F. gigantica infected (n=5) and uninfected control (n=12)
Guirra sheep. (A) C-reactive protein (CRP) (mg/L). Broken and solid vertical
lines refer to the moment from which all sheep presented coproantigens in

faeces in F. hepatica (9 weeks) and F. gigantica (11 weeks), respectively. p.i.:
post-infection.
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5.2. BIOCHEMICAL PARAMETERS COMPARISON BETWEEN FASCIOLA
INFECTED GROUPS

Regarding only the complete parenchymal phase (2-8 weeks p.i.),
when comparing the F. hepatica infected group with the F. gigantica infected
one, only AST showed significantly higher values in F. gigantica than in F.
hepatica (p < 0.05). CRP did also show evident higher values in F. gigantica

than in F. hepatica, although close but not reaching significance.

Considering only the complete biliary phase (12 to 24 weeks p.i.),
when comparing the liver damage produced by the two liver fluke species,
ALT (U=212.5; p<0.05) and AP (U =135.5; p < 0.05) were significantly higher
in the F. gigantica group vs the F. hepatica group. Regarding inflammation,
CRP (U = 255; p < 0.05) was also significantly higher in the F. gigantica group
when compared to the F. hepatica group. About lipid biomarkers, total
cholesterol (U = 135.5; p < 0.05) was significantly higher in the F. gigantica
group vs the F. hepatica group too. And finally concerning protein
biomarkers, total protein and IgG levels were significantly lower in the F.

gigantica infected group when compared to the F. hepatica infected group.

5.3. BIOCHEMICAL PARAMETERS VS BURDEN AND PARASITE
BIOMASS

Considering both F. hepatica and F. gigantica groups together, for
the dataset corresponding to the liver parenchymal phase (2-8 weeks p.i.), a

significant positive correlation between GGT, AP, albumin, and IgG levels vs
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fluke burden was detected (p < 0,05), whereas when analysing creatinine vs
fluke burden it was a significant negative correlation (p < 0,05). Compared to
the parasitic biomass, a significant positive correlation appeared with GGT,
AP, Ca, albumin, and IgG levels (p < 0.05), but the correlation was significantly

negative with creatinine (p < 0.05).

Also, considering both F. hepatica and F. gigantica groups together,
for the dataset corresponding to the biliary phase (12 to 24 weeks p.i.),
biochemical levels were correlated with the burden and parasitic biomass
too. A significant positive correlation between GGT and IgG levels vs fluke
burden was detected (p < 0.005), and similarly between GGT, total

cholesterol and IgG levels vs parasite biomass (p < 0.05).

5.4. BIOCHEMICAL PARAMETERS AND IMMUNOLOGICAL RESPONSE

Considering both F. hepatica and F. gigantica groups together, for
the dataset corresponding to the liver parenchymal phase (2-8 weeks p.i.),
biochemical levels were correlated with the IgG levels. A significant positive
correlation between GGT and total protein vs I1gG levels was detected (p <
0.05). However, the correlation between AP and amylase vs IgG levels was
significantly negative (p < 0.05). For the dataset corresponding to the biliary
phase (12 to 24 weeks p.i), biochemical levels were also correlated with the
IgG levels. A significant positive correlation between GGT and CRP vs IgG
levels was detected (p < 0.05), whereas the correlation between Cl and

amylase vs 1gG levels appeared to be significantly negative (p < 0.05).
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Regarding the entire F. hepatica group (2-24 weeks p.i.), biochemical
levels were correlated with IgG levels too. A significant positive correlation
between ALT, GGT and AP vs IgG levels was detected (p < 0.05), but the
correlation appeared to be significantly negative between Cl, P, total proteins

and amylase vs IgG levels (p < 0.05).

About the entire F. gigantica group (2-24 weeks p.i.), when
correlating the biochemical levels with the 1gG levels, a significant positive
correlation between GGT vs IgG levels was detected (p < 0.05), whereas the
correlation between Cl and amylase vs I1gG levels proved to be significantly

negative (p < 0.05).
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CAPITULO 6

DISCUSION
DISCUSSION



6. DISCUSSION

6.1. INFECTION BY FASCIOLA SPECIES

The Fascioliasis infection in different hosts is determined, in part, by
biochemical differences between species of Fasciola but also host-
dependent factors play a pivotal role in disease progression or resolution. F.
hepatica and F. gigantica actively modulate the host immune response which
may lead to host-dependent parasite survival and may explain host
specificity (Keegan & Trudgett, 1992; Mulcahy et al., 1999; Meeusen &
Piedrafita, 2003; Piedrafita et al., 2004).

Studies with rats and sheep with F. hepatica and F. gigantica have
been carried out, and there is a strong suggestion that the two Fasciola
species differ dramatically in their ability to infect these animals. Broadly, F.
hepatica will establish a primary infection in rats and sheep, whereas rats
and sheep show resistance to F. gigantica (Spithill et al., 1999). If rats are first
primed with a sensitizing infection of F. gigantica, the challenge infection is
almost completely rejected (ltagaki et al., 1994), and the same has also been
observed in Indonesian Thin Tail (ITT) sheep (Spithill et al., 1999). These
findings suggest that F. gigantica is more susceptible to kill by host responses

than F. hepatica (Piedrafita et al., 2004).

Some sheep breeds are resistant to F. gigantica infection, while
others are not. For instance, as already commented, high resistance to F.

gigantica infection has been observed in Indonesian Thin Tail (ITT) sheep
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(Wiedosari & Copeman, 1990). ITT sheep express resistance to F. gigantica
within the prepatent period of a primary infection and acquire a higher level
of resistance after exposure (Roberts et al., 1997a, b). In addition, numerous
studies have shown that sheep do not acquire resistance to a secondary F.

hepatica infection (Raadsma et al., 2007).

6.2. BEHAVIOUR AND PATHOGENESIS

The pathogenesis of Fasciola species in different definitive host
species was already reviewed and concluded that there are broad
similarities, but there is considerable variation between these species too
(Sinclair, 1967). Furthermore, it has also been reported that F. gigantica is
more pathogenic and causes more production losses than F. hepatica, in the

cattle (Phiri et al., 2007).

The behaviour and pathogenesis of Fasciola species in the same host
mainly differs in the time taken to reach the bile ducts and subsequently
development in sheep takes 7-10 weeks post infection for F. hepatica versus
12-16 weeks for F. gigantica (Dawes & Hughes 1964; Boray 1969), and other
reason is the different size of both. Fasciola sp. infections can lead to chronic
or acute disease within human and ruminant hosts (cattle, buffalo, and
sheep), and chronic infections - the result of a small intake of parasites over
a long period of time - are the most common form of liver fluke infection in

sheep (Piedrafita et al., 2004).
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As mentioned at the beginning of this thesis, during the prepatent
period of the Fascioliasis infection (from the ingestion of metacercariae to
the first appearance of eggs in faeces), the immature larvae migrate through
the liver parenchyma after crossing the gut wall and a previous migration
through the abdominal cavity (Mas-Coma et al., 2014c), a period along which
the immature fluke develops mainly as a tissue feeder (Dawes & Hughes,
1970). With the growth of the parasite, its feeding activity progressively
increases and depending on the number of larvae ingested the hepatic cell
mass may be reduced so that a normal hepatic function cannot be
maintained. This will result in various metabolic disturbances. Liver function
tests and enzymes will reveal a reduced hepatic function. The nature of the
enzyme changes can be considered as markers of the different stages of F.

hepatica infection (Rowlands & Clampitt, 1979; Gajewska et al., 2005).

6.3. HEPATIC FUNCTION AND BIOCHEMICAL PARAMETRES

The following section describes some biochemical alterations

produced in the liver due to the presence of the flukes.

Experimental studies on the pathological process of Fascioliasis in
rats have shown that the early chronic period involves a series of
physiopathological alterations, including increased bile flow, choleresis, and
a hyperplastic response of the biliary epithelium (Foster, 1981; Lépez et al.,
1993; Valero et al.,, 2003). When choleresis is produced, stagnant bile
accumulates in and around the hepatocytes, causing disturbances in many

metabolic pathways (Ouviiia et al., 1995). When bile is stagnant in the liver,
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two enzymes, GGT and AP, increase. The GGT activity is associated with
hepato-biliary and pancreatic disorders (Braun et al., 1983). With emphasis
on the presence of damage in the biliary epithelium (Bulgin et al., 1984;
Galtier et al., 1986;) and cholestasis (Braun et al., 1983). Another enzyme,
the AST, provide information of the parenchymal phase (Kozat & Denizhan,
2010). Hypertransaminasemia or normal levels of AST and ALT in human
Fascioliasis have been described in both the parenchymal or biliary phases

(Chen & Mott, 1990; Mas-Coma et al., 1999; Jha et al., 2013).

Fascioliasis in calves can cause loss of appetite. Therefore, animals
decrease food intake which leads to a shortage of serum minerals (Carlson,
2002). Serum minerals are involved in various fundamental physiological
processes including the maintenance of a normal osmotic equilibrium, i.e.
the maintenance of a normal water balance. Calcium ions are necessary for
muscle contraction and transmission of nerve impulses, and increase in
sodium ions may be a result of dehydration due to diarrhoea (Coles, 1986).
Additionally, F. hepatica in sheep reduces animal’s food intake, which may
lead to a reduction in the efficient use of key energy resources. This means a

reduction in fertility, growth rate, and wool production (Blood et al., 1989).

The liver is considered to be the main storage site for glycogen in
vertebrate animals, and migrating flukes may potentially reduce the glycogen
reservoir, which then contributes to the destruction of hepatocytes as well
as severe liver pathology, which may potentially reduce liver glycogen
reservoirs (Simesen & Nansen, 1974; Phiri et al., 2007). In livestock, the
rationale is that the potential interruption or disruption of the carbohydrate

metabolism may at least in part be responsible for the serious impairment of

104



animal productivity and growth, a characteristic manifestation of fascioliasis
in ruminants. Furthermore, a reduction in available liver glycogen leads to a
reduction in serum glucose levels and a corresponding increased

mobilization of free fatty acids (Phiri et al., 2007).

The liver plays a vital role in the metabolism of lipids and plasma
lipoproteins. The lipid metabolism is of great complexity, having an
integrative as well as regulatory function in most anabolic and catabolic
processes of lipids in the organism. It produces bile, which is essential for
efficient intestinal fat absorption. Additionally, the liver is not only the major
producer of plasma lipoproteins, but also the major site of clearance for
these molecules (Canbay et al., 2007). The liver thus has a central metabolic
function in various aspects of the lipid and lipoprotein metabolism such as
uptake, oxidation, and metabolic conversion of free fatty acids, synthesis of
cholesterol and phospholipids, and formation and secretion of specific
lipoproteins (Bauchart et al., 1996). Also, the liver plays a dominant role in
the homeostasis of serum cholesterol levels. An increase in cholesterol levels
is associated with an obstructive lesion of the bile duct and defective fat

digestion due to liver damage (Coles, 1986).

6.4. SPECIFIC DIAGNOSIS

The extrapolation of the egg size in livestock has always been used
for human diagnosis, the borderlines allowing differentiation between the
two species were traditionally considered to be 150 pum in length and 90 um

width (lower values representing F. hepatica and higher values F. gigantica).
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However, it has been experimentally shown that the final host species
(cattle, sheep, pig and donkey) decisively influences the size of the F.
hepatica eggs even within the same endemic area (Valero et al., 2001).
Additionally, the existence of intermediate forms (specimens showing
morphological characteristics of the two species resulting from cross-
breeding) (Mas-Coma et al, 2009b) aggravate the problem. Such
intermediate forms and hybrids infect humans in areas where the two
fasciolids overlap, namely in Africa (Periago et al., 2008) and Asia (Ashrafi et

al., 2006b; Afshan et al., 2013).

According to Mas-Coma et al. (2009), regarding these areas, the
fasciolid species coexist in epidemiological situations with a local or zonal
overlap. Local overlap is common in places where climatic characteristics
throughout the year enable the coexistence of Galba and Radix species in the
same locality. This allows transmission and consequent infection of livestock
and humans living sedentarily in the locality by both F. hepatica and F.
gigantica in these areas. Zonal overlap is common in areas with different
altitudes, in this case, definitive hosts become co-infected by both fasciolids
when moving from low-lands to neighbouring highlands and vice versa
(animals because of interzonal transhumance, transportation and trade, and
humans when moving around for various reasons). In these areas of zonal
overlap, the intermediate forms between F. hepatica and F. gigantica
concerning both adult size and egg size are found, which may give rise to
situations in which the fasciolid species cannot or may be difficult to
establish. Moreover, although nuclear ribosomal DNA markers seem to
parallel fasciolid species characteristics, in specific cases adult and egg sizes

may not fit the molecular results (Mas-Coma et al., 2009b, 2014d).
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6.5. MORBIDITY MARKERS

As already commented, some sheep breeds are resistant to F.
gigantica infection. The Guirra breed shows a susceptibility to F. gigantica
similar to that F. hepatica (Spithill et al., 1999). This is the first time that a
physiopathogenicity long-term standardised study leads to a significant
comparative analysis of the serum biochemical parameters throughout both
the acute and chronic phases. And in terms of susceptibility, there are no
significant differences in the amount of fasciolids of both species collected.
Contrary to what happens in the experiments of Spithill (1999) or Zhang
(2005) which report a greater susceptibility to F. hepatica than to F.

gigantica.

6.5.1. LIVER DAMAGE

In the F. hepatica/sheep model, abnormal increases of AST have
been reported at 3—4 weeks p.i (Sykes et al., 1980; Kozat & Denizhan, 2010),
AST activity was found to return to normal values, or significantly elevated
even 14 weeks p.i. (Ferre et al., 1995). In large domestic animals, ALT is not
remarkably elevated in liver injury (Tennant, 1997). If the number of
metacercariae ingested is small (150 metacercariae of F. hepatica), ALT and

AST levels may show insignificant variations (Mekroud et al., 2007).

In F. hepatica infected sheep, GGT provides information on the
penetration of young flukes into the bile ducts (Mekroud et al., 2007). Our

results confirm that F. gigantica migration takes longer, which translates into
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adelayin the liver damage biomarker modifications. These results agree with
studies showing that a GGT increase provides sensitive indications of liver
injury. GGT is the best marker, while AST is less sensitive (Sykes et al., 1980;
Kozat & Denizhan, 2010; Anderson et al., 1977). In our study, GGT depended
on the disease phase, decreasing in the long-term. Other investigations with
F. hepatica infected sheep obtained similar data (Ferre et al., 1997),
suggesting either that adult flukes in bile ducts may not be as harmful as
younger flukes or that flukes were being eliminated from the ducts (Ferre et
al., 1995). GGT may remain elevated even at 18 weeks p.i. (Rojo-Vazquez et

al., 2012).

We found no bilirubinaemia. Bilirubinaemia has only been reported
occasionally in both the parenchymal and biliary stage (Ferre et al., 1995;
Behm et al, 1999). In cholestatic patients, serum bilirubin was slightly
elevated, although higher levels have been reported (Chen & Mott, 1990;
Mas-Coma et al., 1999). A biliary colic is usually followed by a higher level of

serum bilirubin as well as dark bilirubin-positive urine.

In our study, a positive correlation of GGT vs fluke burden and vs
parasitic biomass was found and the increased AP became an indicator of
cholestasis. In absence of hyperbilirubinaemia, it is indicative of an
infiltrative tumoral, cystic, or granulomatose liver lesion, focally affecting the
liver excretory function, or of primary biliary cirrhosis. Furthermore, AP

showed a negative correlation with time, revealing protein deficiency.

As already commented, hipertransaminasemia or normal AST and
ALT has been described in human Fascioliasis (Chen & Mott, 1990; Mas-Coma

et al., 1999). Similar to our results, AP has been described elevated in the
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parenchymal phase. In 37 patients infected with F. hepatica (Mas-Coma et
al., 2001) presented anicteric cholestasis (AP and GGT between two and
threefold the normal level) and 11 showed cytolysis (AST and ALT between
two- and fivefold the normal level) (Dauchy et al., 2007). In other patients,
AST and ALT were 2-3 times the upper limit, while GGT was 4-6 times
greater. Total bilirubin and direct bilirubin were 3—7 times and 10-15 times
above the upper limit, respectively (Gulsen et al, 2006). In cholestatic
patients, AST, ALT, GGT and AP were statistically higher than in non-

cholestatic patients (El-Shazly et al., 2008).

6.5.2. SERUM ELECTROLYTES

Our results showed hypercalcemia and hypophosphatemia in the
acute phase and hypocalcemia, hypochloremia and hypophosphatemia in

the chronic phase.

Previous studies described glomerulopathy in buffaloes, probably
mediated by immune-complex deposits (Marques et al., 2004). In cattle and
sheep, assays showed circulating immune complex values elevated at 6—8
weeks p.i., coinciding with increased Fasciola specific circulating antibodies
(Langley & Hillyer, 1989). Furthermore, a seric phosphorus decrease in F.
hepatica infected calves may be attributed to the decrease in appetite and
food intake. Similar to our results in the chronic phase, mean values of
sodium and calcium were significantly lower in infected deer (Vengust et al.,
2003). Calcium and phosphorus reduction is in agreement with previous

work (Enigk et al, 1972). In goats infected with 300 F. gigantica
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metacercariae, serum potassium, chlorine and bicarbonate did not show any
significant differences, but lower sodium and calcium levels were found

(Mbuh & Mbwaye, 2005).

6.5.3. PROTEIN METABOLISM

Our results showed a decrease of Ure and Cre in the chronic phase.
Although several studies observed no effect on Ure (Sykes et al., 1980;
Anderson et al., 1977) in F. hepatica-infected sheep a lower Ure has been
described (Matanovic et al., 2007). Decreased Cre has also been described
(Matanovic et al., 2007). Ure was found to be increased in F. gigantica-

infected goats over 15 weeks p.i. (Mbuh & Mbwaye, 2005).

6.5.4. PLASMA PROTEINS

In F. gigantica-infected humans, slight and high albuminuria have
been described during the migratory and terminal phases, respectively
(Stemmermann, 1953). In sheep and calves, hypoalbuminaemia occurs due
to reduced Alb synthesis (Anderson et al., 1977; Vengust et al., 2003). Our
results showed a progessive loss of Alb when flukes start blood feeding,
agreeing with previous data (Anderson et al., 1977; Behm & Sangster, 1990).
Nevertheless, lower Alb levels become significant from 20 weeks p.i. in both
Fasciola-infected groups. Hypoalbuminaemia is commonly found during

subacute and chronic fascioliasis in sheep (Sykes et al., 1980) and cattle
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(Anderson et al., 1977). In humans, serum globulin was frequently elevated

in the obstructive phase, while Alb decreased (Chen & Mott, 1990).

Our results showed lower T-Pro from 20-24 weeks p.i. In cattle,
increases of T-Pro and serum globulin were observed (Anderson et al., 1977
Eckert et al., 1977). In agreement with our results, and contrary to previous
research, a T-Pro decrease was detected in deer (Vengust et al., 2003),

probably related to chronicity.

6.5.5. CARBOHYDRATE METABOLISM

In livestock Fascioliasis, disruption of the carbohydrate metabolism

causes a serious impairment of animal productivity and growth.

In our study, both infected groups did not show differences in Glu.
Liver glycogen reduction leads to serum Glu reduction and increased free
fatty acid mobilization (Phiri et al., 2007). Decreased Glu has been reported
in sheep at 6-22 weeks p.i. (Phiri et al., 2007).

In our experiment, both infected groups displayed lower Amy at 20—
24 weeks p.i. In humans, Amy may be within normal limits, or elevated
caused by pancreatitis (Kaya et al., 2011). It has been suggested that eggs
cause obstruction at the papillae leading to pancreatitis, and hence
pancreatitis risk becomes proportional to worm load (Maroy et al., 1987). In
a human infection causing acute pancreatitis complicated by biliary sepsis,
AST, ALT, T-Bil, direct bilirubin, AP, serum Amy and lipase were increased

(Badalov et al., 2009).

111



6. DISCUSSION

6.5.6. HEPATIC METABOLISM OF LIPIDS

In our study, T-Cho was higher from 20 weeks p.i. onwards. The liver
plays a dominant role in the homeostasis of serum cholesterol. A cholesterol
increase is associated with an obstructive lesion of the bile duct and defective
fat digestion. Previous studies indicated time-course dependent increased or
decreased lipid and lipoprotein fractions in sheep. At day 0 pre-treatment
and 28 post-treatment, cholesterol, Trigly, and high, low and very low density
lipoprotein (HDL, LDL, VLDL) values were lower (Kozat & Denizhan, 2010). In
goats infected with 300 F. gigantica metacercariae, T-Cho and Trigly
increased throughout 15 weeks (Mbuh & Mbwaye, 2005). Nevertheless,
another study in sheep infected with 200 metacercariae reported no changes

in Ure, Cre and cholesterol over 14 weeks p.i. (Jemli et al., 1993).

In Egyptian patients, Trigly and VLDL increased, while T-Cho, HDL
cholesterol and LDL cholesterol decreased (Osman et al., 1995). In chronicity
studies, triglyceride levels were higher and T-Cho lower in cholestatic than

in non-cholestatic patients (EI-Shazly et al., 2008).

6.5.7. INFLAMMATION

In our experiment, higher time-course dependent CRP was detected
4-14 weeks p.i. The inflammatory reaction in duct walls results in increasing
fibrosis, particularly in cattle. The main difference between cattle and sheep
Fascioliasis is the pronounced formation of fibrotic tissue in the liver and bile-

duct walls in cattle.
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Likewise, in humans, flukes digest hepatic tissue and cause extensive
parenchymal destruction with haemorrhages and inflammation.
Inflammation, hyperplasia and hypertrophy of the bile duct epithelia may
induce periductal fibrosis (Chen & Mott, 1990; Mas-Coma et al., 1999).
Higher CRP has been described in the acute phase of human Fascioliasis

(Dauchy et al., 2006).
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7. CONCLUSIONS

The present research aims at making a comparative study of
Fasciola hepatica and Fasciola gigantica in Guirra sheep. As we have
discussed above, and from the experimental point of view, this is the first
time that a physiopathogenicity study comparing F. hepatica and F.
gigantica is made, standardised in the same host animal model, which has
allowed the acquisition of significant results. In other experiments, it have
seen that the Guirra sheep bred is susceptible to F. hepatica and F.
gigantica infection. Therefore, this suggests that the Guirra sheep is an
appropriate host animal model for comparative studies. Moreover, this is
the longest experimental study performed to date, specifically 24 weeks,
which allows a chronological long-term analysis of the oscillations of

biochemical parameters.
The conclusions obtained from our work are listed below.

1. With regard to Fasciola species, our experiment highlights several

relevant aspects.

- Using an experimental model of primo-infection and F. gigantica and F.
hepatica standard specimens, F. gigantica is more pathogenic than F.
hepatica, contrary to previous literature referring to the higher
pathogenicity of F. hepatica. According to our study, this is due, in part, to

the bigger size of F. gigantica.
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- The pathogenecity markers analyzed in Fascioliasis show dynamics
depending on the phases of the disease (acute and chronic) and the

Fasciola species, affecting the entire host systems analyzed along time.

- In the same model, F. gigantica shows a delayed development of 1-2
weeks, which, in turn, delays the beginning of egg laying and, therefore, the
beginning of the biliary or chronic phase of the disease. As observed in our
experiment, this entails biochemical marker profile modifications in both,

the acute and the chronic period.

- The results of this experiment help to shed more light on the
physiopathogenicity of F. gigantica allowing a first extrapolation to the

human host, both in the acute and chronic phases of the disease.

2. With the present study, it is possible to encourage physicians and
health officers in F. gigantica human endemic areas of Africa and Asia to
publish case reports of patients infected by F. gigantica following the
anamnesis, and with fluke adult or egg size measurements (obtained by any
invasive method). All these aspects are important to progressively increase
physiopathogenic details, to be able, at some point, to design a complete
biochemical marker scheme for F. gigantica infection in humans. This
scheme could help physicians to diagnose their patients, mainly in cases in
which no eggs appear, due to the very low burden, or low or inconstant
shedding. We must remember that the precocity of the diagnosis and
subsequent quick appropriate treatment is crucial in fascioliasis to avoid

future disease complications and sequelae.

3. Regarding diagnosis, there are overlap areas where intermediate

forms between F. hepatica and F. gigantica are found, giving rise to
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situations in which the fasciolid species cannot be established or only with
difficulties. The results of the present study indicate that, regarding the
higher physiopathogenicity, fluke size and total fluke biomass of F.
gigantica are the main parameters to be considered, instead of the very
similar genetic characteristics of the two fasciolid species. Hence, knowing
the size of eggs shed by patients or the size of adults found in patients by
surgery is important. And, it must be kept in mind that neither serological
nor coproantigen diagnostic techniques are able to differentiate between

the two fasciolid species.

Considering the results obtained in our studies, using an
experimental model including primo-infection and standard specimens of F.
hepatica and F. gigantica, the analysis of the comparison of analytical
markers in the case of more complex experimental models reflecting

different scenarios in human endemic areas remains a field to be studied.
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Background: Foscioliasis is caused by Fasciola hepatica and F. gigantica. The latter, always considered secondary
in human infection, nowadays appears increasingly involved in Africo and Asia. Unfortunately, little is known
about its pathogenicity, mainly due to difficulties in assessing the moment a patient first becomes infected
and the differenticl diagnosis with F. hepatica.

Methods: A long-term, 24-week, experimental study comparing £. hepatica and F. gigantica was made for the first
time in the same animal model host, Guirra sheep. Serum biochemical parameters of liver damage, serum elec-
trolytes, protein metabolism, plasma proteins, carbohydrate metabalism, hepatic lipid metabolism and inflam-
mation were analysed ona biweekly basis as morbidity indicators. Serum anti-Faseiola IgG, coproantigen and egg
shedding were simultaneously followed up.

Results: rDNA and mtDNA sequencing and the morphometric study by computer image analysis system (CIAS)
showed that fasciolids used fitted standard species characteristics. Results demonstrated that F. gigantica is
more pathogenic, given its bigger size and biomass but not due to genetic differences which are few. Fasciola
gigontica shows o delayed development of 1-2 weeks regarding both the biliary phase and the beginning of
egg shedding, with respective consequences for biochemical modifications in the acute and chronic periods.

Conclusions: The higher £, gigantica pathagenicity contrasts with previous studies which only reflected the faster
development of F. hepatica observed in short-term experiments.

Keywords: Biochemical parameters, Disease phases, Fasciola gigantica, Fasciolo hepatica, Physiopathogenicity, Sheep

Introduction

Trematodiases have been emphasised in the WHO Roadmap for
Neglected Tropical Diseases 2015-2020." Fascioliasis merits par-
ticular consideration due to its global distribution in livestock and
the estimation of upto 17 million people infected wortdwide.? The
increasing importance of human fascioliasis is also related to its
pathogenicity and immunity. This disease is pronouncedly compli-
cated, including difficutties in diagnosis,® its great morbidity and
immunological impact on children in long-term infection particu-
larly in human fascioliasis endemic arecs.*~” The clinical complex-
ity ofthe symptoms and syndromes, giving rise to severe sequelae
and even degth, add concern to its high morbidity.®

In humans, the pathogenesis of fascioliasis appears to be
similar to that reported in animals. Four clinical periods may be
distinguished® 1% incubation phase of a few days to several
months (from the ingestion of metacercarice to the appearance
of the first symptoms); invasive or acute phase of 2-4 months
(fluke migration up to the bile ducts); latent phase of days or
years (maturation of the parasites and starting of oviposition); bil-
iary, chronic or obstructive phase, which may develop after
months to years of infection. Patients are almost always diag-
nosed in the second or the fourth period.

In Fasciofa hepatica and F. gigantica, the spacers of the nuclear
ribosomal DA (rDNA) suggest a level of only intraspecific variabil -
ity. The five differing positions in ITS-2 and ITS-1 are minimal
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differences typical of crossbreeding organisms.? Thus, fasciolid
species differentigtion is mainly bosed on adult morphology,
egg size, definitive host susceptibility, snail vector specificity,
and geographical distribution.?

Allometric and morphometric characteristics differ according
to the definitive host species, hurmans included. However, differ-
ences inthe distance between the ventral sucker and the posterior
end of the body, body roundness, and body length/body width
ratio, may help when distinguishing F. hepatica from F. gigontica
in the some host species.”® In bovines for instance, typical £. hep-
atica of Europe may reach a maximum body length of 29.00 mm
and maximum body area of 261.71 mm?, whereas typical
F. gigantica of Burkina Faso reach 52.3¢ mm and 482.91 mm?,
respectively." In Egypt, these maximum values reach
28.71 mm and 303.96 mm? for F. hepatica and 48.71 mm and
475.95 mm? for F. gigantico, with intermediate forms showing a
size in-between.?

Susceptibility, pathology and host preferences suggest that the
original definitive host of F. hepatica may be found in Eurasion
ovicaprines, whereas that of F. gigantica in east African bovids.?

Until quite recently, F. hepatica was considered the causal
agent of human fascioliasis, whereas F. ?igamim was only sec-
ondarily involved in sporadic or rare cases. * However, the increas-
ing number of human reports together with the description of
human endemic areas of Africa and Asia where F. gigantica s pre-
sent, leads to the need to reconsider the potential capacity of this
species to give rise to serious public health problems.

Contrary to the disease caused by . hepotica, our present
knowledge on the characteristics of human infection by
F. gigontica poses many questions concerning various aspects of
diagnosis and pathogenicity.

In diagnosis, the differentiation between F. hepatica and
F. gigontica poses many problems related to their genotypic and
phenotypic closeness. Several techniques usuclly applied for fos-
cioliasis diagnosis in humans are useless for their differentiation,
such as all immunological tests, serological or coproantigen
detection tests,® and the many different non-invasive image tech-
niques.® Only the techniques enabling fluke recovery from the
patient and/or eggs from faecal samples, duodenal contents or
bile, allow differential diognosis.

Insufficient knowledge about human pathogenicity by
F. gigantica when compared to . hepatica is due to problems in
differential diagnosis and the reduced number of patients with
verified F. gigantica infection having been studied. Mareover, in
humans infected by F. gigontica there is no knowledge about
the length of the invasive or acute phase until the beginning of
the biliary or chronic phase, nor about the length of the latter.
Additionally, nothing is known cbout human susceptibility to
f. gigontico, e.qg., whether all F. gigontica strains are able to pro-
duce and shed eggs in human stools.

In hurman endemic areas, where infection is known to occur
early in infancy, 5 to 15-year-old children may already be in the
gdvanced chronic stage, and massive infections (400-8000
eqggs per gram of faeces) are usual.™ Studies on the pathogenicity
by such large flukes as F. gigantica during this obstructive disease
period are needed. Unfortunately, quantitative diognostic studies
on patients infected by F. gigantico are lacking.

we performed a long-term experiment including the invasive
and biliary phases of the infection by both fasciolid species in an
animal model. Follow up analyses focused on biochemical

markers of liver domage, protein synthesis capacity, participotion
of the metabolism of exogenous substances such as carbohy-
drates and fats, kidney function and inflarmmeation. The aim of
this study is to shed more light on the physiopathogenicity of
F. gigontica compared to F. hepatica to explain the variability of
the clinical markers throughout the disease phases in humans.

Materials and methods

Fasciolid strains and animal infection

Metacercarioe of F. hepatica and F. gigantica were experimentally
obtained following standard procedures. The F. hepatica strain
used was from Bialystok, Poland, and the f. gigantica strain from
Osimi-Giza, Egypt.

Foscielo gigontica does not develop a complete infection in
rodents,'® therefare, the Guirra sheep breed, whase susceptibility
to both fasciolid species had already been Gssessed,16 was used
for the experiments.

Fasciola infection is extremely harmful to sheep and a long-term
experiment was planned therefore the software Ene 3.0 (Servei
d'Estadistica Aplicada, Universidad Autonoma de Barcelona,
Cerdanyola del Valles, Spain, distributed by GlaxoSmithKline) was
used to establish the minimum number of animals needed to
obtain statistically significant results, in accordance with the pre-
sent ethical rules for experiments with marmmal animal models.

Atotal of 22 4-5 week old sheep were maintained in o sheep-
fold and randomly divided into three groups. Group A (12 sheep)
served as control. Group B {5) and group € (5) were infected per os
with 200 metacercarice of F. hepatica and F. gigantica, respect-
ively. This design allowed a statistical significance of p=0.05 for
a power value of §0%.

Feed and water were provided ad libitum. Animal ethic guide-
lines regarding animal care strictly followed the institution's
guidelines based on Directive 2010/63/EU. The experiment was
conducted over a 6 month period, with chronological sampling
according to standard procedures.

At 6 months post-infection, all sheep were euthanised over a
3 day period through intravenous injection with pentobarbitone.
All livers, bile ducts and gall bladders were examined for the pres-
ence of parasites. The bile ducts were cut open and flukes collected.

DNA sequencing and morphometric measurement
techniques

Fasciolid specimens fixed in 70% ethanol were used for DNA
extraction. Procedure steps were performed according to previ-
ously outlined methods.*” IT5-2 and ITS-1 of rDNA and cox1
and nodl of mitochondrial DNA (MtDNA) were PCR amplified for
each specimen, using primers previously described and PCR pro-
ducts purified according to the rmanufacturer’s protocol.

Sequencing was performed on both strands by the dideoxy
chain-termination method, using PCR primers. Sequences were
aligned using CLUSTALWZ, in MEGA 6.0.6 using defoult settings.
The haplotype (H) terminology used follows the standard nomen-
clature proposed for fasciolids.?

Body length, body width, body area and body perimeter mea-
surements were obtained. Body area was used to characterise the
parasite biomass per host by the mean of the body areas
of the individual flukes found in each sheep. Standardised
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measurements were made according to previously proposed
methods."* Measurements were made by o computer image
analysis systern (CIAS) with specialised software (ImagePro®
Plus, version £.5 for Windows, Media Cybernetics Inc., Silver
Spring, MD, USA).1212 Morphological varigtion was quantified
by geometrical morphometrics using multivariate analysis.
Size-free canonical discriminant analysis was used on the covari-
ance matrix of log-transformed measurements to assess mor-
phometric variation between samples. Analyses were carried
out using BAC v.2 software (Institut de Recherche pour le
Developpermenit, Montpellier, France). This technique consists of
remaving the effect of within-group ontogenetic variation, regres-
sing each character separately on the within-group first principal
component, whichis a multivariate estimate of size.™®

Faeces and blood sampling and ELISA procedures

Faecal samples were obtained on a weekly basis, one sample ot
the time of the challenge and between 1 to 12 weeks post-
infection (p.i.), and later every 2 weeks (12-24 weeks p.i.]. Four
Kato-Katz slides per sample/week were applied until the first
egg was detected (Helm-Testl, AK test, AK Industria e Cormércio
Ltda, Belo Horizonte, Brazil). Coproantigen detection in fascal
somples waos carried out using the MM3-COPRO ELISA test.'®
Whole blood was collected every two weeks until week 24 pi.
The presence of specific anti-Fasciola IgG antibodies (IgG) in
serum was determined using the MM3-SERO capture ELISA®

Biochemical analyses

The development of fascioliasis was monitored by determination
of biochemical parameters selected to characterise the following:
liver damage: aspartate aminotransferase {AST, or glutamic
oxaloacetic transaminase [GOT], in internctional units per litre
IU/L), alanine aminotransferase (ALT, or glutamate-pyruvate
transaminase [GPT], IU/L), gamma glutamyl transferase (or
y-glutamyl transpeptidase GGT, IU7L), total bilirubin (T-Bil, mg/
dL), alkaline phosphatase (AP, IU/L); serum electrolytes: calcium
(Ca, mg/dL), chloride (Cl, mmol/L), phosphorus (P, mg/dL); protein
metabolism: creatinine (Cre, mg/dL), urea (Ure, mg/dL); plasma
proteins: albumin (Alb, g/dL), total protein (T-Pro, g/dL);

Table 1. Experimental design and parasitelogical results obtained.

carbohydrate metabolism: glucose (Glu, mgfdL), amylase (Amy,
1U/L); hepatic lipid metabolism: total cholesterol (T-Cho, mg/dL),
triglycerides (Trigly, mg/dL); inflarnmation: C-reactive protein
(CRP, mg/L).

All parameters were megsured in serum by means of an outo-
mated standard enzymatic colourimetric method (BM/Hitachi
917-rack).

Biochemical data, IgG levels, fluke burden, and In(B4) were cam-
pared by the non-parametric Monn-Whitney test (U). Bivariant cor-
relations (Pearson’s correlation) were calculated for biochemical
data, IgG level, fluke burden, and In{BA). Results were considered
statistically significant when p=20.05.

Results

Parasitological aspects

All animals given metacercarige developed infection (Table 1).
From 9 weeks p.i., all F. hepatica infected sheep presented
coproantigens in faeces (variobility according to individual sheep
between 6 and 9 weeks), and from 11 weeks p.i. in sheep with
F. gigantica (7-11 weeks). Therefore, the time course of infection
was divided in two groups, the liver parenchymal phase including
weeks 2-8 p.i., and the biliary phase with weeks 12-24 p.i.

From 14 weeks p.i., all . hepatica-infected sheep presented
eqgs in faeces (10-14 weeks), whereas thaose with F. gigantica
did so from 16 weeks p.i. (11-16 weeks). Parasite recovery
mean percentage of infecting metacercariae recovered as adult
flukes) was uniform within the average of 25.4% in both groups B
and C (Table 1). Mo significant differences were detected when
comparing fluke burden (U=0.62] and % of parasite recovery
(U=1), i.e. Guirra sheep have a similar susceptibility to £. hepatico
and F. gigantica. The parasite biomass showed a significantly
larger value in F. gigantica flukes thanin F. hepatica (U=0.001),
despite the similar burden in both groups.

Molecular and morphometric characterisation of the
fasciolid strains
Sequence characteristics are noted in Toble 2. Fasciola hepatica

ITS-2 corresponded to haplotype code FhITS2-H1, with no nucleo-
tide difference when compared with typical F. Aepatica from

Sheep group n Infective dose Fluke burden® % of parasite recovery® Body area [mm?)
Imin-max) (min-max) (min-max)
Average+SD Average+5D Average+SD

A (Control) 12 MNA NA MNA MA

B [foscioto hepotico) 5 200 133-66) (16.5-33) (68.08-227.10)
50.83+13.67 25.41+6.83 129.77435.767

C (Foscioto gigontica) 5 200 117-70) (8.5-35) {156.50-305.35)
47.16125.46 25.41+12.73 719.644728.67°

MNA: not applicable.

2 number of flukes per sheep; © number of flukes obtained/number of metacercarice inoculated; © significant using U Mann Whitney (p<0.05).
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numerous countries of different continents.? Similarly, ITS-1
corresponded to FhITS1-HA.?

Fasciota gigantica ITS-2 proved to be FgITS2-H1, with no
nucleotide difference regarding tzypicol F. gigantica®; similarly,
ITS-1 corresponded to FgITS1-HA.

Fasciolid strain comparison showed five nucleotide differences
in ITS-2 and five more in ITS-1, exactly those known to differenti-
ate both Fasciola species.?

With regard to mtDNA, F. hepatico presented a coxl sequence
and COX1 protein fitting the variability of typical £. hepatica?;
similarly, the nadl sequence and NAD1 protein.?

In F. gigantica, cox1 showed a genetic distance of only 0.85-
1.30% (13-20 nucleotide differences) when compared to pure
F. gigantics,” with o genetic distance of only 0.39-0.58% in the
COX1 protein (2-3 amino acid differences). The nadl sequence
showed o genetic distance of only 1.10-1.53% (10-14 nucleotide
differences) when compared to pure F. gigontica,? with a genetic
distance of only 1.00-2.00% in NAD1 protein (3-6 amino acid
differences).

The fasciolid strain mtDNA comparison furnished the following
differences: 8.22% bp in cox1 gene, 4.31% aa in COX1 protein,
9.08% bpinnadl gene, and 7.33% aain NAD1 protein, This agrees
with the difference percentage range known to exist between
both Fascicla species.”

The marphometric values of F. hepatica and F. gigantica experi-
mental materials are shown in Table 2. A scatter plot of the first two
principal components is shown in Figure 1. The first common prin-
cipal component of the two strain populations con be interpreted
as ¢ measure of overall size. The results show that £, hepatica speci-
mens have a smaller global size than F. gigantica specimens.

Biochemical parameters
Biochemical parameters and time

The time course of the biochemical parameter values is repre-
sented for liver markers (Figure 2), serum electrolytes (Figure 3),
protein metabolism and plasma proteins (Figure 4) and carbohy-
drate and lipid metabolisms (Figure 5).

A comparative analysis was performed for each biochemical
parameter in the F. hepatica group vs the control group and the
F. gigantica group vs control. The significant and non-significant
increases or decreases of the values, together with the evolution
of serum antibodies, coproantigen and egg shedding, vs time are
summarised in Table 3. A positive correlation was detected
between Ca and Cl, T-Cho and Trigly, and T-Cho and ALT.

In the liver parenchymal phase, a significant positive correl-
ation of GGT, T-Pro and IgG levels vs time was detected, whereas
in ALT, AP, amylase and P vs time it was a significant negative cor-
relation. In F. hepatica, the averoge of Cre decrecsed significantly,
whereas that of Ca and P increased significantly. In F. gigantica,
Cre average decreased significantly, whereas that of GGT, AST,
AR, Alb and CRP increased significantly.

In the biliary phase, o significant positive correlation of Cre,
T-Cho, Trigly and Ca vs time was detected, whereas in AST, GGT,
Glu and CRP vs time it was a significant negotive correlation. In
f. hepatica, the average of GGT and CRF increased significantly,
whereas that of Alb, AP, Ure, Cl and F, decreased significantly. In
f. gigantica, the average of AST, GGT, T-Cho and CRP increased sig-
nificantly, whereas that of Alb, Cl and P decreased significantly.

Biocherical parameter comparison between Fasciolg infected
groups

In the parenchymal phase, only AST showed significantly higher
values in F. gigantica than in F. hepatica. CRP also showed higher
values in F. gigantica than in F. hepatica, although close but not
reaching significance.

In the biliary phase, ALT, AP, CRP and T-Cho were significantly
higher and T-Pro and IgG were significantly lower in f. gigontica
than in . Aepatica.

Biochemical parameters vs burden and parasite biomass

Considering the F. hepatica and F. gigantica groups together, inthe
parenchymal phase, a significantly positive correlation of GGT, AP,
Alb, and IgG vs fluke burden was detected, whereas Cre vs fluke
burden showed a significantly negative correlotion. Compared to
the parasitic biomass, a significantly positive carrelation appeared
with GGT, AP, Ca, Alb, and IgG, but the correlation was significantly
negative with Cre.

In the biliary phase, g significantly positive correlation of GGT
and IgG vs fluke burden was detected, and similarly in GGT,
T-Cho and IgG vs parasite biomass.

Biochemnical pararmeters ond immunological response

Considering the F. hepatica and F. gigantica groups together, in
the parenchymal phase, o significontly positive correlation of
GGT and T-Pro vs Igh was detected. The correlation of AF and
Amy vs IgG was significantly negative. In the biliary phase, a sig-
nificantly positive correlation of GGTand CRPws IgG was detected,
whereas the correlation in Cl and Amy vs IgG was significantly
negative.

Regarding the F. hepatica group (2-24 weeks p.i.), a signifi-
cantly positive correlation of ALT, GGT and AP vs IgG was detected,
but the correlation appeared to be significantly negative in Cl, P,
T-Pro and Amy vs IgG.

Concerning the F. gigantica group {2-24 weeks p.i.), a significantly
positive correlation of GGT vs IgG was detected, wherecs the correl-
ation in Cl and Amy vs IgG praved to be significantly negative.

Discussion

Some sheep breeds are resistant to f. gigontica infection, while
others are not.”® The Guirra breed shows a susceptibility to
F. gigantica similar to that of F. hepatica. This is the first time
that a physiopathogenicity long-term standardised study permits
a significant comparative analysis of the serum biochemical par-
ameter values throughout both the acute and chronic phase.

In our experiment, young juvenile flukes were found in the
hepatic parenchyma for up to 9 weeks in F. hepatica and for up
to 11 weeks in F. gigontico. This fits previous knowledge on the
prepatent period of . hepatico,” " and what is expected of
F. gigantica. Knowledge on the F. gigantica prepatent period in
humans is lacking, but o 3.5-4.5 month period may be inferred
from similar data obtained in animals and the prepatent period
of F. hepatica in humans. The only case report providing useful
information suggests a prepatent period of around 4 months
from the onset of symptoms.*?
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Figure 1. Factor map corresponding te Fosciclo hepotica and F. gigontica
specimens from experimentally infected Guirra sheep. Samples are
projected onto the first (PCI, 59%) and second (PCIL, 17%) principal
components. Each group is represented by its perimeter.

Liver damage

In the F. hepotica/sheep model, abnormal increases of AST have
been reported at 3-4 weeks p.i.'?2? AST activity was found to
return to normal values, or significantly elevated even 14 weeks
p.i.2? In large domestic animals, ALT is not remarkably elevated
in liver injury.?” If the number of metacercariae ingested is
small (150 metacercariae of f. hepatica), ALT and AST levels
rmay show insignificant variations.?

In F. hepatica infected sheep, GGT provides information on the
penetration of young flukes into the bile ducts.”” Our results con-
firm that F. gigantica migration takes longer, which translates into
adelay in the liver domage biomarker madifications. These results
agree with studies showing thot a GGT increase provides sensitive
indications of liver injury. GGT is the best marker, while AST is less
sensitive.' 124 In our study, GGTdepended on the disease phase,
decreasing in the long-term. Other investigations with F. hepatica
infected sheep obtained similar data,?® suggesting either that
adult flukes in bile ducts may not be as harmful as younger flukes
or that flukes were being eliminated from the ducts.>® GGT may
remain elevated even at 18 weeks p.i.2°

AST ALT
400.0- B 30.0-
-0~ control
-~ F hepatica
300.0 ) ;
-4 F gigantica 20.04
g =
S 3
10.04
00+———T T T "
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
weeks p.i. weeks p.i.
GGT AP
c 300.04 D 800.0+
-~ control
-~ F hepatlica
200.04 -+ F gigantica
=
) I 2
100.0- ﬁ 5
200.0+ b
[
0.0 0.0

T T T T T T T 1
10 12 14 16 18 20 22 24
weeks p.i.

o
o
& -
o -
oo -

—r T T T T T T T T T
0 2 4 6 B 1012 14 16 18 20 22 24
weeks p.i.

Figure 2. Liver marker values [arithmetic mean+3E) in fFosdola hepotica infected in=5), F. gigontica infected in=5) and uninfected control (n=12) Guirra
sheep. [A) aspartate aminotransferase (AST) (in International units per litre TU/LY; (B) alanine aminotransferase (ALT) (IU/LY; (C) gamma glutamyl
transferase (GGT) (IU/L); (D) alkaline phosphatase (AP) (IU/L). Broken and solid vertical lines refer to the moment from which all sheep presented
coproantigens in foeces in F. hepotico (8 weeks) and F. gigontica (11 weeks), respectively. p.i.: post infection.
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Figure 3. Serum electrolyte and inflammation marker values (arithmetic mean+ SE) in Fosciolo hepatico infected (n=>5), F. gigontica infected (n=5) and
uninfected control (n=12) Guirra sheep. (A) calcium (Ca) img/dL); iB) chlofide [CL) (mmoldL; (C) phosphorus (P) Ima/dL); (D) C reactive protein (CRP) (maf
L). Broken and solid vertical lines refer to the moment from which all sheep presented coproantigens in faecesin F. hepatico (9 weeks) and F. gigontico (11

weeks), respectively. p..: post infection.

We found no bilirubinaemia. Bilirubinaemia has only been
reported occasionally in both the parenchymal and biliary
stage.”™*”Tn chalestatic patients, serum hilirubin was slightly ele-
vated, although higher levels have been reported.®*" A biliary colic
is usually followed by a higher level of serum bilirubin as well as
dark bilirubin-positive urine.

In rats the early chronic period involves increased bile flovy,
choleresis, and a hyperplastic response of the biliary epithe-
lium.“*® In our study, a positive correlation of GGT vs fluke burden
and vs parasitic biomass was found and the increased AP became
anindicator of cholestasis. In absence of hyperbilirubinaernia, it is
indicative of an infittrative tumoral, cystic, or granulomatose liver
lesion, focally affecting the liver excretory function, or of primary
biliary cirrhosis. Furthermore, AP showed a negative correlation
with time, revealing protein deficiency.

Hypertransaminasermia or normal AST and ALT in hurman fos-
cioliasis has been described in both the parenchymal or biliary
phase 10 Similar to our results, AP has been described elevated
in the parenchyrmal phase. In 37 patients infected with £ hepatica,
17 presented anicteric cholestasis (AP and GGT between two- and
threefold the normal level) and 11 showed cytolysis (AST and ALT
between two- and fivefold the normal level).*® In other patients,
AST and ALT were 2-3 times the upper limit, while GGT was 4-6

times greater. Total bilirubin and direct bilirubin were 3-7 times
and 1G-15 times ahave the upper limit, respectively.*® In chole-
static patients, AST, ALT, GGT and AP were statistically higher
than in non-cholestatic patients.?

Serum electrolytes

Our results showed hypercalcemia and hypophosphatemia in the
acute phase and hypocalcemia, hypochloremia and hypepho-
sphatemia in the chronic phase.

Previous studies described glomerulopathy in buffaloes, prob-
ably mediated by immune-complex deposits.*? In cattle and
sheep, assays showed circulating immune complex volues ele-
vated at 6-8 weeks p.i., coinciding with increased Fasciola specific
circulating antibodies.** Furthermore, o seric phosphorus
decrease in F. hepatica infected calves may be attributed to the
decrease in appetite and food intake. Similar to our results in
the chronic phase, mean values of sodium and Ca were signifi-
canitly lower in infected deer.®* Calcium and phosphorus reduc-
tion is in agreement with previous work.®® In goats infected
with 3C0 F. gigantico metacercarioe, serum potassium, chlorine
and bicarbonate did not show any significant differences, but
lower sodium and Ca levels were found.®
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Figure & Proteinmetabolismmarkervalues(arithmeticmean SE) in Foscicto hepoticainfected (n=>5), f.gigontica infected (n=5)and uninfected control (n=12)
Guirra sheep. (4 albumin (Alb) (g/dL}; [B) creatinine (Cre) img/dL); (C) total proteins (T Pro) [g/dL); (D) urea (Ure) (mg/dL). Broken and solid vertical lines refer to
the moment fromwhich all sheep presented coproantigens in foecesin . hepatico (3 weeks) and F. gigontico (11 weeks), respectively. p.i.: post infection.

Protein metabolism

Our results showed a decrease of Ure and Cre in the chronic phase.
Although several studies observed no effect on Ure,’** in
F. hepatica-infected sheep a lower Ure has been described.*”
Decreased Cre has also been described.*” Ure was found to be
increased in F. gigantico-infected goats over 15 weeks p.i.*®

Plasma proteins

InF. gigantica-infected humeans, slight and high albuminuria have
been described during the migratory and terminal phases,
respectively.”® In sheep and calves, hypoalbuminaemia occurs
due to reduced Alb synthesis. ™ Our results showed a progessive
loss of Alb when flukes start blood feeding, agreeing with previous
data.?*?” Nevertheless, lower Alb levels become significant from
20 weeks p.i. in both Fosciolo-infected groups. Hypoalbumincemic
is commonly found during subacute and chronic fascioliasis in
sheep,’® and cattle.?* In humans, serum globulin was frequently
elevated in the obstructive phase, while Alb decreased.?

Qur results showed lower T-Pro from 20-24 weeks p.i. In cottle,
increases of T-Pro and serum globulin were observed.”*** In agree-
ment with our results, and contrary to previous research, a T-Pro
decrease wes detected in deer,** prohehly related to chronicity.

Carbohydrate metabolism

In livestock fascioliasis, disruption of the carbohydrate metabolism
causes a serious impairment of animal productivity and growth.

In our study, both infected groups did not show differences in
Glu. Liver glycogen reduction leads to serum Glu reduction and
increased free fatty acid mohilization.*? Decreased Glu has been
reported in sheep at 6-22 weeks p.i.*C

In our experiment, both infected groups displayed lower Amy at
206-24 weeks p.i. In humans, Amy may be within normal limits, or ele-
vated caused by pancreatitis.** It has been suggested that eggs
cause obstruction at the papillae leading to pancreatitis, and hence
pancreatitis risk becomes propartioncl to warm load.*? In a human
infection causing acute pancrectitis complicated by biliary sepsis, AST,
ALT, T-Bil, direct bilirubin, AP, serum Amy and lipase were increased.”®

Hepatic metabolism of lipids

Inour study, T-Chowas higher from 20 weeks pi. onwards. The liver
plays ¢ dominant role in the homeastasis of serum cholesteral. A
cholesterol increase is associated with an obstructive lesion of
the bile duct and defective fat digestion. Previous studies indicated
time-course dependent increased or decreased lipid and lipopro-
tein fractions in sheep. At day O pre-treatment and 28 post-
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Figure 5. Catbohydrate and lipid metabolism matker values (arithmetic mean+SE) in Fosciole hepotica infected (n=5), F. gigontica infected (n=>5) and
uninfected control (n=12} Guirra sheep. [A) glucose (Glu) (mgfdLy; (B) amylase [amy) (TUALY; (C) triglycerides [Trigly) (mg/dL); (D) total cholesterol (T Cho)
{mag#dL}. Broken and =olid vertical lines refer to the moment from which all sheep presented coproantigens in foeces in F. hepotico (3 weeks) and

f. gigontico (11 weeks), respectively. p.i.: post infection.

treatment, cholesterol, Trigly, and high, low and very low density
lipoprotein (HDL, LDL, VLDL) values were lower.** In goats infected
with 300 F. gigantica metacercariae, T-Cho and Trigly increased
throughout 15 weeks.>® Nevertheless, another study in sheep
infected with 200 metacercariae reported no changes in Ure, Cre
and cholesterol over 14 weeks p.i.**

In Egyptian patients, Trigly and VLDL increased, while T-Cho,
HDL cholesterol and LDL cholesterol decreased.*” In chronicity
studies, triglyceride levels were higher and T-Chao lower in chole-
static than in non-cholestatic patients.*?

Inflammation

In our experiment, higher time-course dependent CRP was
detected 4-14 weeks pi. The inflammatary recaction in duct walls
results in increcsing fibrosis, particularly in cattle. The main differ-
ence between cattle and sheep fascioliasis is the pronounced for-
mation of fibrotic tissue in the liver and bile-duct walls in cattle.

Likewise, in hurmans, flukes digest hepuatic tissue and cause
extensive parenchymal destruction with haermorrhages and inflam-
mation. Inflammation, hyperplasia and hypertrophy of the bile duct
epithelia may induce periductal fibrosis.® " Higher CRP has been
described in the acute phase of human fascioliasis.*®

Limitations

Variotions concerning higher/lower biochemical parameter
values, but also an earlier beginning, later disoppearance orlonger
persistence of modified values, may depend on fluke burden, host
species and race, diet, and also coinfections with other patho-
gens. Significant parameter differences linked to fluke strains
within the same Fasciola species have never been described.
Hybrids of a size in-between that of the pure species may cause
intermediate biochemical marker modifications.

Conclusions

Results demonstrate that F. gigantica is more pathogenic than
F. hepatica, which is related to the bigger size of F. gigantica,
mostly to its biomass, instead of genetic differences. Fasciola
gigantica shows a delayed development of 1-2 weeks, which in
its turn delays the beginning of egg shedding and therefore the
start of the chronic phase, with consequences in biochemical
marker profile maodifications in both the acute and chronic period.

The higher F. gigontica pathogenicity contrasts with previous
studies indicating greater damage to the liver parenchyma,*™4%
and bile duct in F. hepatica infection.*®*? However, these results

63

171

9107 ‘g AJENUET 0o 15203 £q /AiorsEwnalpioyxe yusayydiy woag papeeume]



M.

A Valero et al.

Table 3. Results of biochemical parameters in serum obtained from Guirra breed sheep infected with Fosciolo hepotico and F. gigonticain a

long term experiment of up to 24 weeks

Biochemical parameter Abbreviation  Measurement  Fosciolid species  Invasive or acute Biliary or chronic phase
units Vs control phase (weeks) (weeks)
2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24
Aspartate aminatransferase  AST (GOT) L F. hepotica = [+ B+ R
F. gigontico o s == = =
Alanine aminotransferase  ALT (GPT) UL F. hepotico = = = = = = = = = = = =
F. gigontico = = = = = = |f#i = + = = |
+ glutamyl transferase GGT uiL F. hepotica = = [+ H + 4+ + i+ B
F. gigontico + R+ B R
Total bilirubin T Bl mg/dL F. hepotico = = = = = = = = = = = =
f. gigontica = = = = = = = = = = = =}
Alkaline phosphatase AP UL F. hepotico = [+ [+ 0= 00N 0 H
F. gigontico )+ H= 0= = = () () = 1) E
Calcium Ca mg/dL F. hepotica + +H + + = = = = () () [} = §
F. gigontico ) +H+ + = = = = () () ) = E
Chloride cl mmol/iL F. hepotica = [} = = [}y (Y ) oy o0y oyoryon 3
F. gigontico = 1) nono0n g
Fhosphore P mg/dL F. hepotico = [+ = = = {1 )iy = = =1} =
F. gigontica = + [ == = = @] g
Creatinine Cre mg/dL F. hepotica ] () = [+ = = 1) = = =
F. gigontico ] = +H ) = = () = = = Z
Ureq Ure mgfdL F. hepotica = B+ = = = = = = [} [} {1} 2
F. gigontico = [+ = = = = = () [} 0 5
Albumin Alb grdL F. hepotica = = + +H = = = = 1[) =
F. gigontico = = + +H = = = = 1[) c;%
Total proteins T Pro gfdL F. hepotica = + = = 4+ [+ = = =
F. gigontico = = + = = [+ + = = =
Glucose Glu mag/dL F. hepotica = = = = = = [} = = = = é
F. gigontico = = = = = =[] = = = = g
Amylase Amy L F. hepotica + == = = = = = 1) () 1) E
F. gigontico [+) = = = = = 1) 0 0 n g
Total cholesterol T Cho mg/dL F. hepatico = = = = = = = = = [+ [+ [+ =
F. gigontico = = [+ == = = = = + + + 5]
Triglycerides Trigly mg/dL F. hepotico = = = = [ 0 = = = = = 2
F. gigontico = = = = () = = +)
C reqactive protein CRP maiL f. hepotico = [+ + [+ M+ + + = = = =
F. gigortico H+H+ BHH+ = = = = =
Serum antibodies IgG/MM3 Sero OD F. hepotica = 4+ + + + + + + 4+ + + +
F. gigontico = 4+ + + + + + + 4+ + + +
Coproantigens M3 Copro oD F. hepotica = = = = 4+ + + + + + + +
F. gigontico = = = + + + 4+ + + +
Egg shedding Eggs in faeces epg F. hepotico = = = = + + 4+ + + +
F. gigontico = = = + + + + +

Biochemical parameters otdered according to analytical groupings: liver damage (AST, ALT, GGT, T Bil, AP), serum electrolytes (Ca, C, P}, protein

metabolism [Cre, Ure), plasma proteins (Alb, T Pro), carbohydrate metabolism [Glu, Amy), hepatic lipid metabolism (T Cho, Trigly) and

inflammation (CRP). Significance analysis by comparing with control group: =: no significant modification of the biochemical parameter value; +:
significant increase of the biochemical parameter value; (+): non significant increase of the biochemical parameter value; : significant decrease

of the biochemical parameter value; [ ): non significant decrease of the biochemical parameter value.

64

172



Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene

were obtained in short-term experiments and indeed only
reflected the faster development of F. hepatico. In ecrlier studies
suggesting that F. gigantica is more pathogenic, this was assumed
based on the lower number of parasites needed to kill sheep and
the larger fluke size in mature infections.™

Authors’ contributions: MAV and SMC conceived the study; MAY, MDB and
SMC designed the study protocol; MDB and MK carried out the
metacercariae obtention; MDB and PA carried out the molecular analyses;
FMU and MM prepared and furnished the immunoassay matetials; MK, PA,
CQ and LB carried out the parasitological analyses; JLH and YHA cartied out
the biochemical analyses and thelr interpretation; MAY and SMC drafted the
manuscript; MDB, FMU and MM critically revised the manuscript. All authors.
read and approved the final manuscript. MV and SMC are guarantors of
the paper.

Acknowledgements: The authors would like to thank Dr 1. Perez Crespo for
his technical assistance. The English stylistic help by Mr R. Wilk [valencia,
Spain) is greatly acknowledged. Technical support for DMA sequencing
provided by the Servicio Centraul de Secuenciacion para la Investigacion
Experimental (SCSIE) of the Universidad de Valencia (Dr A. Martinez).

Funding: This work was supported by Projects Nos. SAF2006-09278,
SAF2010-20805 and AGL2011-30563 C03 from the Ministry of Economy
and Competitiveness, Madrid, Spain; by the Red de Investigacion de
Centros de Enfermedades Tropicales—RICET (Project No. RD12/0018/0013
of the VI PN de I+D+1 2008-2011, ISCII Subdireccion General de Redes
y Centros de Investigacion Cooperativa RETICS), Ministry of Health and
Consumption, Madrid; and by Project Mo. 2012/042 of the PROMETEQ
Program, Generalitat  Valenciona, Valencia, Spain.  Seven month
scholarship stay of L. Berinde in the Valencia Department supported by
Erasmus Programme, EC, Brussels. This study is part of the worldwide
initiative of WHO (Geneva, Switzetland) against human fascioliasis.

Competing interests: None declared.

Ethical approval: Permission for animal research was obtained from the
Ethics Animal Research Committee of Polytechnic University of Valencia
[P2-13-07-09].

References

1 Boissier J, Mone H, Mitta G et al. Schistosomiasis reaches Europe.
Lancet Infect Dis 2015;15:757-8.

2 Mas Coma S, Valero MA, Bargues MD. Fosciolo, lymnaeids and human

fascioliasis, with o global overview on disecse transmission,

epidemiology, evolutionary genetics, molecular epidemiology and

control. Adv Farasitol 2009;69:41-146,

tas Coma S, Bargues MD, Valere MA. Diagnosis of human fascioliasis

by stool and blood techniques: Update for the present global scenarfo.

Parasitology 2014141 (Special Issue):1918-46.

Valero MA, Santana M, Morales M et al. Risk of gallstone disease in

advanced chronic phase of fascioliasis: an experimental study in a

rat model. J Infect Dis 2003;188:787-93.

Valero MA, Mavarro M, Garcia Bodelon MA et al. High risk of bacterobilia

in advanced experimental chronic fosciolosis. Acta Trop 2006;

100:17-23.

Valero MA, Girones N, Garcia Bodelon MA et al. Angemia in advanced

chronic fosciolosis. Acta Trop 2008;108:35-43.

w

i

o]

[}

7 Girones N, Valero MA, Garcuio Bodelon M4 et al. Immune supression
in advanced chronic fascioliasis: an experimental study in a rat
model. J Infect Dis 2067;195:1504-12.

Mas Coma S, Agramunt VH, Valero Ma. Neurological and ocular
fascioliosis in humans. Adv Parasitol 2014;84:27-148,

Chen MG, Mott KE. Progress in assessment of morbidity due to Fosciolo
tiepotico infection: a review of recent literature. Trop Dis Bull
1990;87:R1-38.

tas Coma S, Bargues MD, Esteban JG. Human fasciolosis. In: Dalton JP
(editor). Fasciolosis. Wallingford, Oxon: CAB International Publishing;
1988, p. 411-34.

Feriago MV, Valero MA, Panova M et al. Phenotypic comparison of
allopatric populations of Fosciolo hepotica and Fosciolo gigontico
from European and African bovines using a computer image
analysis system (CIAS). Parasitol Res 2006;93:368-78.

Periago MV, Valero MA, El Sayed M et al. First phenotypic description of
fosciolo hepotico/Foscioto gigontico intermediate forms from the
human endemic area of the Nile Delta, Eqypt. Infect Genet Evol
2008;8:51-8.

Janssens PG, Fain A, Limbos Pet al. Trois cas de distomatose hépatique
d foscioln gigontico contractés en Afrique centrale. Ann Soc Belge Med
Trop 196&;48:637-50.

14 Valero MA, Periago MV, Perez Crespo I et al. Field evaluation of a
coproantigen detection test for fascioliosis diognosis and
surveillance in human hyperendemic areas of Andean countries.
PLoS MNegl Trop Dis. 2012;6:e1812.

Spithill TW, Smooker PM, Copemnan DB. Fasciola gigantica: epidemiology,
control, immunology and molecular biology. In: Dalton JF (editor).
Fasciolosis. Oxon: CABI Publishing; 1999, p. 465-525.

Valere MA, Ubeira FM, Khoubbane M et al. MM3 ELISA evaluation of
coproantigen release and serum antibody production in sheep
experimentally infected with Fosdiolo hepotico and F. gigontico. Vet
Parasitol 2008;159:77-81.

Mas Coma S, Funatsu IR, Bargues MD. Fosciato hepotico and lymnaeid
snails occurring at very high cltitude in South America. Parasitology
2001;123:5115-27.

18 Valero MA, Perez Crespo I, Khoubbane M et al. Foscinlo hepatico
phenotypic characterization in Andean human endemic areas: valley
versus dltiplanic patterns analysed in liver flukes from sheep from
Cajamarca and Mantaro, Peru. Infect Genet Evol 2012;12:403-10.
Sykes AR, Coop RL, Rushton B. Chronic subclinical fascioliasis in sheep:
effects on food intake, food utilisation and blood constituents. Res Vet
Sd 1980;28:63-70.

Ferre 1, Lopez P, Gonzalo Orden M. The effects of subclinical fascioliosis
on hepatic secretory function in sheep. Parasitol Res 1995;81:127-31.

oo

w

1

o

1

=

1

=)

1

o]

1

%]

1

=N

1

~l

1

]

2

=]

2

it

kozat S, Denizhan V. Glucose, lipid, and lipoprotein levels in sheep
naturally infected with foscioto hepotico. J Farasitol 2010;9&:657-9.

Tennant CB. Hepatic function. In: Kaneko JJ, Harvey W, Bruss LM
{editors). Clinical Biochemistry of Domestic Animals. 5th ed. San
Diego: Academic Press; 1997, p. 327-52.

Mekroud &, Chauvin A, Rondelaud D. Variations of biological indicators
as highly presumptive markers for fasciolosis in experimentally

infected sheep. Revue Med Vét 2007,158:437-41.

Anderson PH, Berrett S, Brush PJ et al. Biochemical indicators of liver
injury in calves with experimental fascioliasis. Vet Rec 1977;100:43-5.
Ferre 1, Ortega Mora LM, Rojo Vézquez FA. Serum and bile antibody
responses (1gG and IgA) during subclinical Fosciolo hepotico infection
in sheep. Vet Parasitol 1997;68:261-7.

Rojo Vdzquez FA, Meana A, Valcdrcel F, Martinez Valladares M. Update
on trematode infections in sheep. Vet Parasitol 2012;183:15-38.

2

[N

2

Ul

2

e

2

vl

2

@

65

173

9107 ‘g AJENUET 0o 15203 £q /AiorsEwnalpioyxe yusayydiy woag papeeume]



M.

A Valero et al.

27

2

o0

2

[t=]

3

]

3

=

3

)

3

]

L

3

vl

36

37

38

3

et

4

]

Behm CA, Sangster NC. Pathology, pathophysiology and clinical
aspects. In: Dalton JP |editor). Fasciolosis. Wallingford, Oxon: CAB
International Publishing; 1999, p. 185-224.

Foster JR. A study of theinitiation of biliary hyperplasia in rats infected
with Fosciolo hepatico. Parositology 1981;83:253-8.

Dauchy FA, Laharie D, Neau D et al. Distomatose d Fasciola hepatica:
étude rétrospective sur 23 ans au CHU de Bordeaux. Presse Med
2007,36:1545-9.

Gulsen MT, Savas MC, Koruk M et al. Fascioliosis: o report of five cases
presenting with common bile duct obstruction. Neth J ied 2006;64:17-9.
El Shazly AM, Azab #4S, EL Beshbishi SN et dl. Biochemical parameters
in chronic fascioliasis. J Egypt Soc Farasitol 2008;38:877-90.
Marques SM, Scroferneker ML, Edelweiss MI. Glomerulenephritis in
water buffoloes [Bubolus bubalis) naturally infected by Fosciolo
hepatico. Vet Parasitol 2004;123:83-91.

Langley RJ, Hillyer GV. Detection of circulating immunecomplexes by
the enzyme linked immunosorbent assay in sera from cottle
infected with Foscioto hepatico. J Parasitol 1989;75 690-5.

Wengust G, Klinkon M, Bidovec A et al. Fosciole hepotico: Effects on
blood constituents and liver minerals in fallow deer (Domo domo).
Vet Parasitol 2003;112:51-61.

Enigk K, Feder H, Dey Hozra A et al. Mineral content of blood plasma,
erythrocytes and liver during the prepatent period of fascioliosis in
cattle. Zentralbl Veterinarmed 1972;19:238-57.

Mbuh JV, Mbwaye J. Serological changes in goats experimentally
infected with Fosciolo gigontico in Buea sub division of SAM.P.
Cameroon. Vet Parasitol 2005;13:255-9.

Matanovic K, Severin K, Martinkovic F et al. Hematological and
biochemical changes in organically farmed sheep naturally infected
with Fosciolo hepotico. Parasitol Res 2007;101:1657-61.
Stemmermann GN. Human infestation with Fosciolo gigontico. Am J
Pathol 1853;29:731-58.

Eckert J, Keller H, Hosli J et al. Subacute Fasciolose beim Rind. Schweiz
Arch Tierheilkd 1977;119:135-48.

Fhiri 1K, Phirl AM, Harrison LJ. The serum glucose and beta
hydroxybutyrate levels in sheep with experimental Foscioto

X

¥

4

[

4]

[

4

4

n

44

5

p

4

oo

4

o

5

[~

5

iy

hepotica and Fosciolo gigontico infection. Vet Parasitol 2007;143:
287-93.

Kaya M, Bestas R, Cetin 5. Clinical presentation and management of
fosciolo hepotica Infection: single center experience. World J
Gastroenterol 20171;17:4899-904,

Maroy B, Moullot P, Daloubeix H et al. Pancreatite aigue compliguant
une distomatose biligire a Fosciolo hepotico chez un patient porteur
d’un diverticule choledocien. Ann Gastroenterol Hepatol (Parls)
1987;23:67-70.

Badalov ML, Anklesaria A, Torok A et al. Foscioto hepotico causing acute
pancreatitis complicated by biliary sepsis. Gastrointest Endosc
2009;70:386-7.

Jemli MH, Braun JP, Dorchies P et al. Exploration bioquimigue et
hématologique chez l'agneau infesté expérimentalement par
Foscinla hepotico. Rec Med Vet 1993;163:241-9.

Osman MM, Helmy M, Megehed MA. Studies of human fascioliasis
in Egypt: some serum lipid parameters before and after treatment.
J Egypt Soc Parasitol 1995;25:769-72.

Dauchy FA, Vincendeau P, Lifermann F. Eight cases of fascioliasis:
clinical and microbiological features. Med Mal Infect 2006,36:42-6.

Boyd JW. The comparative activity of some enzymes in sheep, cattle
and rats-normal serum and tissue levels and changes during
expetimental liver necrosis. Res Vet Sci 1962;3:419-33,

Meeusen E, Lee CS, Rickard MD et al. Cellular responses during liver
fluke infection in sheep and its evasion by the parasite. Parasite
Immunol 1995;17:35-45.

Chauvin A, Bouvet G, Boulard C. Humoral and cellular immune
response to foscola hepotico experimental primary and secondary
infection in sheep. Int J Parasitol 1995;25:1227-41.

Roadsma HW, Kingsford MM, Suharyanta et al. Host responses during
expetimental infection with Fosciolo gigontico of Fosciolo hepotica in
Merino sheep 1. Comparative immunological and  plasma
biochemical changes during early infection. Vet Parasitol 2007;143:
275-86.

Roberts JA, Estuningsih E, Widjoyanti S et al. Resistance of Indonesian
thin tail sheep against Foscioto gigontico and F. hepotico. Vet Farasitol
1987,68:68-78.

66

174

9107 ‘g AJENUET 0o 15203 £q /AiorsEwnalpioyxe yusayydiy woag papeeume]



