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1. INTRODUZIONE

Le trematodosi dei ruminanti di interesse ispettivo sono delle elmintosi
essenzialmente riportabili a Fasciola hepatica e D. dendriticum, denominate
distomatosi epatiche e, anche se meno presa in considerazione, quella da
paramfistomidi, responsabile invece della distomatosi gastro-intestinale. Queste
risultano soprattutto legate all’allevamento brado e semi-brado in particolari ambienti
che consentano la presenza degli ospiti intermedi, indispensabili per perpetuare il
rispettivo ciclo biologico.

I danni zootecnico-sanitari possono essere rilevanti a causa del sequestro degli organi
parassitati all’atto della visita post-macellazione e delle perdite produttive da essi
arrecate, quali 1 minori incrementi ponderali negli animali da carne, la minor
produzione lattea, le spese relative ai trattamenti farmacologici messi in atto per un
loro controllo e al problema conseguente dei residui negli alimenti derivanti dalle
produzioni di questi animali (Ambrosi, 1995).

La loro diffusione in certi distretti geografici puo essere molto elevata, contribuendo
quindi a rendere sicuramente meno redditizio I’allevamento stesso.

La Sardegna rappresenta una regione in cui tali parassitosi hanno costituto una
importante noxa sanitaria dei ruminanti allevati con cui allevatori e veterinari hanno
storicamente sempre dovuto fare i conti, basti pensare infatti che la loro diffusione ha
determinato la promulgazione negli anni *50 di un’apposita legge speciale da parte
dell’ Assessorato all’ Agricoltura e Foreste che rendeva obbligatoria la profilassi della
distomatosi epatica attraverso un trattamento terapeutico annuale degli animali

infestati o ritenuti tali (Legge del 23 giugno 2013).
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Da qui la necessita di avere a disposizione, soprattutto in queste aree geografiche a
rischio di tali infestioni, per un loro controllo efficace ed economicamente valido, di
dati epidemiologicamente aggiornati e di presidi diagnostico-terapeutici validati.
Tuttavia, soprattutto la paramfistomosi e la dicroceliosi dei ruminanti rappresentano
dei problemi zootecnico-sanitari spesso di non facile soluzione, in rapporto a diversi
fattori quali soprattutto:

a) l'utilizzo di protocolli diagnostici non efficaci, come ad esempio 'uso di
metodiche e/o soluzioni flottanti non appropriate per la ricerca delle uova (fattore
comune anche alla fasciolosi);

b) le difficolta legate all’individuazione sul mercato italiano di presidi antielmintici
specifici nel caso della dicroceliosi e delle paramfistomosi; venuta meno infatti la
disponibilita del tiofanato, (farmaco ritenuto d’elezione per D. dendriticum), a causa
della scarsa convenienza economica della valutazione delle MRL (Maximum
Residue Limits) da parte della ditta produttrice di allora, non esiste attualmente una
molecola specifica per questo trematode, cosi come purtroppo non esiste una
formulazione a base esclusivamente di ossiclozanide per la terapia dei
paramfistomidi;

c¢) la non facile attuazione di piani di profilassi ambientale atti a rendere non idoneo
I’habitat agli ospiti intermedi e, nel caso specifico della paramfistomosi, il generale
mancato ricorso all’esame parassitologico diretto dei prestomaci negli animali
regolarmente macellati, venendo quindi meno anche la “credibilita” del mattatoio
quale osservatorio epidemiologico privilegiato.

Per apportare un contributo al controllo di queste parassitosi e per poter meglio
valutare anche i loro possibili risvolti ispettivi, riportiamo in questa sede i risultati di
una ricerca volta a:

1) aggiornare 1 dati sulla loro diffusione in Sardegna tramite analisi copro-
microscopiche attuate con metodiche appropriate € maggiormente performanti per i
trematodi di solito non adottate nei laboratori diagnostici che garantiscono i referti
sul territorio (flottazione in centrifuga e uso della tecnica Flotac®) e con esami
parassitologici diretti del fegato e dei prestomaci di ovini e bovini regolarmente

macellati;
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2) allestire un questionario da rivolgere a veterinari aziendali sulle modalita attuate in
Sardegna per il controllo della dicroceliosi ovina;

3) valutare sul campo I’efficacia dell’albendazolo, molecola pit importante usata
attualmente nelle infestazioni da D. dendriticum sul territorio (Scala et al., 1999) e
confrontare 1’efficacia di albendazolo e ossiclozanide/levamisolo in quelle da
paramfistomidi per individuare protocolli terapeutici piu efficaci in grado di
aumentare le performances produttive degli animali e ridurre le perdite legate al
sequestro del fegato nel caso della dicroceliosi;

4) identificare la/le specie di paramfistomidi presente/i nella nostra isola, in quanto le
nuove acquisizioni tassonomiche inerenti questo gruppo di parassiti hanno subito
importanti aggiornamenti grazie ai recenti studi biomolecolari. Un’indagine
effettuata da Rinaldi et al. (2005) ha discriminato infatti Calicophoron daubneyi da
altri paramfistomidi che infestavano ovini, bovini e bufali del Sud Italia (Campania,
Calabria e Puglia). Per questo motivo abbiamo voluto condurre un’indagine in
Sardegna sulla falsa riga di quella dei colleghi partenopei, includendo non solo
esemplari dei parassiti isolati nel campionamento del presente lavoro ma anche
provenienti dalla collezione storica del Settore di Parassitologia. Sono stati inoltre
inclusi nell’indagine biomolecolare dei parassiti provenienti dall’Argentina,
classificati morfologicamente e biomolecolarmente come Paramphistomum leydeni,
che sono stati usati in questo lavoro sia come outgroup a livello biomolecolare che
come riferimento per la morfologia. Tale step della ricerca risulta particolarmente
importante in quanto, a seconda della specie presente, cambia 1’ospite intermedio e
quindi anche le -caratteristiche degli ambienti a rischio e di conseguenza
probabilmente anche gli aspetti epidemiologici, fattori questi importanti per valutare

il trend della parassitosi stessa.
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2. CARATTERISTICHE GENERALI DEI TREMATODI

I trematodi adulti, detti comunemente distomi, ad eccezione dei paramfistomidi, sono
parassiti appiattiti dorso-ventralmente, che vivono nel fegato, nei prestomaci e nei
vasi sanguigni di una vasta gamma di animali, uomo compreso. Sono rivestiti da una
cuticola sinciziale liscia o spinulata delimitata, nella superficie esterna, da una
membrana plasmatica esterna (Casarosa, 1980). Questa ¢ tappezzata da una sorta di
rivestimento di notevolissima importanza, quale mezzo d’evasione dell’elminta dalle
difese dell’ ospite, detto membranocalice o glicocalice, che si rinnova continuamente.
Le ventose, solitamente sono in numero di due: la ventosa orale, provvista di papille
sensoriali ¢ situata generalmente all’estremo prossimale del corpo del trematode; la
ventosa ventrale o posteriore (comunemente detta acetabulo), posta sulla faccia
ventrale del parassita a distanza varia dalla prima, anche in posizione del tutto
distale. Gli orifici sono: ’orificio buccale, che si apre al centro della ventosa orale,
I’orificio o poro genitale e il poro escretore.

I trematodi sono forniti di vari apparati e sistemi immersi nella loggia parenchimale.
L’apparato digerente inizia con 1’orificio buccale e termina a fondo cieco. Consta di
prefaringe e faringe, esofago, intestino diviso in due branche, semplici o ramificate
terminanti a fondo cieco. In alcune specie non termina a fondo cieco, ma si apre
nell’apparato escretore e in altre sbocca in uno o due orifici anali. Gli intestini sono
tappezzati da epitelio monostratificato con funzione secernente e assorbente.

Manca I’apparato respiratorio e anche un vero e proprio apparato circolatorio.

Nella famiglia Paramfistomidae ¢ presente un sistema linfatico primitivo. L’apparato
escretore si origina da cellule a fiamma, o cellule cave internamente fornite di ciglia.
Il numero di cellule a fiamma presenti ¢ specie specifico ed ha quindi valore
tassonomico. Le cellule a fiamma sboccano in canalicoli o protonefridi, 1 quali
confluiscono in due collettori longitudinali (vasi acquiferi) che, all’estremo distale
del corpo del trematode, si riuniscono in un collettore unico che sbocca all’esterno
mediante un poro escretore (Casarosa, 1980). Il sistema nervoso ¢ costituito da un
cingolo sopraesofageo formato da fibre e gangli nervosi, dal quale si dipartono fibre
destinate alle varie regioni del corpo del trematode, in particolare alle ventose.
L’apparato genitale ¢ complesso: i trematodi Digenea, ad eccezione di quelli della

famiglia Schistosomatidae, sono tutti ermafroditi. Gli organi genitali maschili sono
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costituiti da uno, due o piu testicoli lobati o ramificati, canali deferenti, vescicola
seminale, dotto eiaculatore, cirro. Gli organi genitali femminili constano di un ovaio
dal quale si diparte un ovidotto che, ricevuto lo sbocco del dotto unico di confluenza
dei due vitello dotti provenienti dalle ghiandole vitellogene, confluisce nell’ ootipo.
Qui prende inizio I’utero, un tubulo piu 0 meno flessuoso.

Gli apparati maschile e femminile terminano in un poro genitale entro un atrio
comune, l’atrio genitale. I trematodi di interesse veterinario fanno tutti capo
all’ordine Digenea e al sottordine Protostomata, suddiviso in molteplici famiglie. Nei
ruminanti per la loro importanza vanno annoverati in particolare: Dicrocoelium

dendriticum, Fasciola hepatica e 1 paramfistomidi.

2.1. Dicroceliosi da Dicrocoelium dendriticum

La dicroceliosi ¢ una malattia parassitaria diffusa in tutto il mondo causata da
Dicrocoelium spp. (Trematoda, Dicrocoeliidae), ma principalmente da Dicrocoelium
dendriticum e talvolta anche da D. hospes, D. chinensis e D. suppereri. Questo

parassita ¢ comunemente chiamato “lancet fluke” o “small liver fluke”.

Morfobiologia

L'adulto di D. dendriticum ha forma lanceolata, presenta una lunghezza di 8-14 mm e
una larghezza di 2-3 mm (foto n°1). Le uova sono piccole, ovali, marrone scuro e
opercolate (35-45 micron x 22-30 micron) (foto n°2), dotate di una notevole
resistenza sia alle basse temperature che alla disidratazione. Il suo ciclo di vita ¢
abbastanza complesso, della durata di circa 6 mesi, e si svolge in due ospiti
intermedi: i primi sono dei gasteropodi terrestri e i secondi delle formiche. Piu di 90
specie di molluschi possono comportarsi come ospiti intermedi di dicroceliosi e
alcuni di essi sono presenti in tutto il mondo (es. Cochlicopa lubrica) , mentre altri
sono solo regionale (Helicella corderoi in Spagna, Zebrina hohenackeri nel Caucaso,
Helicella obvia in Germania, Cernuella virgata e Cochlicella acuta in Italia) (foto
n°3) (Fasanella et al., 1995). Al momento dell’escrezione con le feci degli ospiti
definitivi, le uova presentano un miracidio sviluppato; questo, dopo essere stato
ingerito dai molluschi, migra dall’intestino delle lumache e si porta in posizione
parenterale dando luogo a sporocisti (sporocisti di prima generazione) da cui
derivano altre sporocisti (sporocisti di seconda generazione). Da queste ultime in 3-4

mesi hanno infine luogo le cercarie. Manca dunque lo stadio di redia. Singoli
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molluschi possono contenere fino a 300 sporocisti, ciascuna delle quali puo originare
40 cercarie. I1 ciclo del mollusco dura circa 100 giorni. Le cercarie, che si
accumulano nella camera respiratoria, sono espulse dai molluschi avviluppate, a
gruppi da 100 a 300, entro singoli gruppi mucosi (“slime balls”). Tale espulsione di
solito avviene dopo copiose piogge che seguono lunghi periodi di siccita, quindi
quando la temperatura si abbassa e I’'umidita sale a valori abbastanza alti. I grumi
mucosi vengono ingeriti dalle formiche (generalmente Formica fusca, Formica
rufibarbis, etc) e le cercarie raggiungano la fase di metacercaria (dimensioni di 325-
465 pn x 135-250 p) nell'addome 1-2 mesi dopo l'infestazione (Otranto e Traversa,
2002). Almeno una cercaria, ma a volte 2 o 3, si stabiliscono nel ganglio
bulboesofageo (“brain worm”), causando una tetania dei muscoli della mandibola
quando la temperatura scende al di sotto di 15 °C (ad esempio la mattina presto e nel
tardo pomeriggio). Le formiche rimangono temporaneamente fissate alle foglie o agli
steli d’erba, fino al mattino successivo, quando con il rialzo della temperatura cessera
il trisma mandibolare, e sono quindi facilmente ingerite dagli ospiti definitivi. Ogni
formica ¢ in grado di contenere oltre 100 metacercarie. In seguito all’ingestione, le
metacercarie si disincistano grazie all’azione degli enzimi duodenali e le cercarie
migrano risalendo attraverso e il coledoco verso la cistifellea e i grossi dotti biliari,
dove diventano adulti in 72-85 giorni senza effettuare alcuna migrazione nel
parenchima epatico. Gli adulti si riproducono per ermafroditismo o cross
inseminazione (Krull, 1958) e in seguito le uova vengono rilasciate nelle feci dopo

circa 2 mesi dall’infestazione.
Note epidemiologiche

La distribuzione di queste specie ¢ diversa: D. dendriticum & presente in tutta Europa,
Asia, Nord Africa e Nord America (Soulsby, 1968), mentre le altre specie hanno una
distribuzione limitata e sono presenti in Africa, Asia e in alcune aree dell'Europa
orientale (Lucius, 1981; Hinaidy, 1983; Tang et al., 1983).

Gli elminti adulti vivono nei dotti biliari e nella cistifellea dei mammiferi ospiti
definitivi, soprattutto ruminanti domestici e selvatici, ma possono essere infestati
anche conigli, maiali, cani, cavalli ed esseri umani. L'importanza relativa della
dicroceliosi nei ruminanti ¢ stata riportata da Duchdcek e Lamka (2003) che hanno

descritto una prevalenza fino al 32% in Germania nel corso del 1975, del 54 % in
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Slovacchia durante il 1984-1986, del 21% in Ungheria nel 1993 e tra il 27 % e il 63
% nel nord della Spagna durante il 1991-1993.

La dicroceliosi ¢ presente in tutto il mondo in pianura o negli alpeggi cio¢ in tutti
quegli ambienti che forniscono le condizioni adeguate per la sopravvivenza e lo
sviluppo degli ospiti intermedi, le lumache terrestri e le formiche, ma ¢ stata descritta
soprattutto nelle pecore e nelle capre, piuttosto che nei bovini (Ducommun e Pfister,
1991).

In generale, a differenza di Fasciola spp., gli ospiti intermedi di D. dendriticum non
richiedono ambienti umidi e sono ampiamente presenti nei pascoli (Manga-Gonzalez
et al., 2001). La dicroceliosi ¢ comune nelle greggi di pecore con una prevalenza
massima del 100 % in molti paesi europei e dell'Est (Manga-Gonzélez et al., 1991),
ed ¢ stata riportata anche in Africa occidentale (D. hospes) (Malek, 1980; Asanji e
Williams, 1984). Questa parassitosi ¢, insieme alle strongilosi gastro-intestinali,
quella piu diffusa nel territorio nazionale compresa la Sardegna (Ambrosi, 1995).
Nell’isola la dicroceliosi purtroppo risulta, in base ai dati copromicroscopici ottenuti
nel nostro laboratorio, particolarmente presente in alcuni distretti le cui
caratteristiche pedoclimatiche favoriscono lo sviluppo degli ospiti intermedi.

Le indagini copromicroscopiche condotte nel triennio 1985/87 hanno consentito di
evidenziare le uova di questo trematode in percentuali variabili dal 5,5% al 24,5%
negli agnelli e dal 12,5% al 38% negli ovini adulti allevati in aree del centro
Sardegna (Sanna et al., 1989). Altre indagini condotte nel 1991 su fegati di ovini
regolarmente macellati allevati in aree pascolative di comuni in provincia di Sassari
hanno consentito di rilevare la presenza di esemplari di D. dendriticum nel 31,1% dei
soggetti allevati in agro di Porto Torres e nel 58,6% di quelli di Ploaghe, per un
totale complessivo dei tassi di prevalenza pari al 50,3%, con cariche parassitarie
medie di 137,8 esemplari/capo (range da 16 a 828) (Scala, 1991). In questo studio, le
indagini non evidenziavano alterazioni patologiche dei valori degli acidi biliari, delle
Gamma GT e della ALP, anche se questi risultavano superiori nei soggetti positivi
rispetto a quelli negativi al parassita (Scala, 1991). Indagini analoghe condotte su
ovini allevati in provincia di Cagliari regolarmente macellati nel corso del 1998

consentivano di rilevare il trematode nel 10% dei soggetti controllati, nei quali nel
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57,1% dei casi si riscontravano meno di 100 esemplari in localizzazione (Scala et al.,
2000).

Il piccolo trematode epatico colpisce anche i ruminanti selvatici come i camelidi
(lama e alpaca) in America del Sud (Wenker et al, 1998; Gunsser et al, 1999 ), yak
(Somvanshi e Kaul, 1989; Jithendran e Bhat, 1996) e bufali in India, con una
maggiore prevalenza nelle bufale (18,7%) rispetto ai bovini (11,4%) (Jithendran e
Bhat, 1999).

Negli ultimi 50 anni, la diffusione e 1'epidemiologia della dicroceliosi sono state
ampiamente studiate per comprendere meglio 1 principali fattori che influenzano la
malattia, cio€:

1) I'ambiente locale e i fattori ecologici;

2) la presenza e I'etologia degli ospiti intermedi;

3) la presenza di ruminanti domestici e/o selvatici.

Lo sviluppo di D. dendriticum sembrerebbe in relazione con le caratteristiche dei
terreni calcarei e gessosi che favoriscono la crescita e la riproduzione degli ospiti
intermedi (Foto n°4) (Chartier e Reche, 1992).

La dispersione delle uova e la contaminazione dei pascoli possono essere causati da
ruminanti domestici e selvatici, ma anche da conigli e lepri (Boray, 1985). Le uova
possono svernare e rimanere infettive per un massimo di 20 mesi sui pascoli.

In condizioni di campo ¢ stato dimostrato che la sopravvivenza delle uova ¢ un
fenomeno stagionale (85 % in inverno e valori minimi in estate) e che non vi ¢ alcun
rapporto tra la capacita infestante delle uova e la loro eta (Alunda e Rojo-Vazquez,
1983). La dinamica dell’eliminazione delle uova nelle pecore ¢ legata alla stagione,
con un picco durante 1'inverno degli animali positivi (90,5%) e del numero medio di
Uova Per Grammo UPG (323,4 £18,5) (Manga-Gonzalez et al., 1991). Il numero di
UPG varia di giorno in giorno e il piu alto tasso di escrezione avviene durante il
pomeriggio (Campo et al., 2000 e Senlik et al., 2006). In condizioni di campo, la
sopravvivenza delle uova ¢ massima durante l'inverno (85%), da moderata ad elevata
in primavera e in autunno (75%) e minima in estate, quando gran parte delle uova
muoiono (Alunda e Rojo-Vazquez, 1983).

Questi dati sono coerenti con il ciclo di vita del trematode in Spagna, dove i giovani

molluschi si infestano all'inizio della primavera, (Manga-Gonzalez, 1987) e gli ospiti
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definitivi si infestano con le cercarie a partire dalla fine della primavera e 1'inizio
dell'autunno. Tuttavia, alcune metacercarie possono svernare nelle formiche e
infestare gli ospiti definitivi all'inizio della primavera. Nel NO della Spagna, le
formiche sono piu attive da marzo a novembre (Manga-Gonzdlez e Gonzélez-Lanza,
2005).

Nel secondo ospite intermedio , la dimensione e il numero delle metacercarie sono
state correlate alla specie e alle dimensioni della formica; piu grandi erano gli
esemplari di formiche esaminati, maggiore il numero di metacercarie recuperate
(Schuster, 1991).

Gli ovini sembrano essere pil suscettibili alla dicroceliosi rispetto alle capre anche se
non sono state registrate sostanziali differenze in termini di carica parassitaria e UPG
(Jithendran e Bhat, 1996).

L'eta degli animali e la relativa suscettibilita al parassita sono aspetti non ancora
completamente chiariti. Alcuni autori hanno registrato UPG medie piu elevate negli
agnelli rispetto agli adulti (Manga-Gonzalez et al., 1991) e nei bovini di eta fino a 2
anni rispetto agli animali piu anziani, con una leggera diminuzione graduale delle
stesse con l'aumentare dell'eta dell’ ospite (Gonzalez-Lanza et al., 1993) . Per contro,
in un'altra indagine si ¢ registrato un aumento del numero dei bovini infetti, da 24,2%
nei vitelli di eta inferiore ai 18 mesi, a piu del 70 % negli animali di eta superiore a 6
anni (Ducommun e Pfister, 1991).

Fattori stressanti, come il trasporto e la stabulazione degli animali, aumentano la
produzione di uwova di D. dendriticum, probabilmente inducendo depressione
immunitaria negli animali (Sotirakiet al., 1999).

Recentemente, la correlazione tra carica parassitaria ed eliminazione delle uova ¢
stata valutata mediante 1’esame necroscopico e 1’analisi delle feci in due gruppi di
agnelli sperimentalmente infettati con differenti dosi di metacercarie (1000 e 3000
rispettivamente). L’eliminazione delle uova, iniziata circa 2 mesi dopo l'infestazione,
e il numero medio di parassiti recuperato all'autopsia (a 120-180 giorni dopo
I’infestazione) ¢ risultato maggiore negli agnelli infestati con 3000 metacercarie
rispetto a quelli infestati con 1000 (Campo et al., 2000). Il sesso & stato correlato alla
sensibilita degli animali al trematode, infatti I’esame necroscopico di 2.033 fegati di

bovini, naturalmente infestati da D. dendriticum, ha rivelato una prevalenza del 62,5
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% nelle femmine e del 9,8 % nei maschi. Il tasso piu elevato nelle femmine pud
essere spiegato con il fatto che le giovenche da latte e le vacche pascolano per
diverse stagioni, contraendo l'infestazione, mentre i manzi e buoi possono trascorrere
un considerevole periodo della loro vita in unita d’ingrasso (Ducommun e Pfister,
1991). La stagionalita di questa infestazione & favorita dagli spostamenti degli
animali dalle pianure ai pascoli montani dove vengono infestati dalle formiche per
poi portare il parassita di nuovo a valle durante l'inverno. Alcune specie di ospiti
intermedi (le lumache H. obvia e C. lubrica e le formiche F. pratensis e F.
cunicularia) sono presenti in alpeggio in Europa fino ad altitudini di 1800-2600
sopra il livello del mare (Svizzera, Spagna, Austria) e in Asia (India) (Eckert e

Hertzberg, 1994; Jithendran e Bhat, 1996).
Sintomatologia e lesioni

E difficile determinare chiaramente gli effetti patogeni della dicroceliosi a causa
della difficolta a produrre le infestazioni sperimentali necessarie per definirne la
patogenesi; 1’osservazione di campo spesso non fornisce accurate indicazioni a causa
della concomitante presenza di nematodi gastrointestinali e broncopolmonari e
distomi, tutte con sintomi simili a quelli della dicroceliosi. Studi sulla patogenesi
dell'infestazione sono stati effettuati da Otranto e Traversa (2002) e Manga-Gonzélez
et al. (2004) in condizioni sperimentali. Gli agnelli infestati mostrano un leggero
aumento della bilirubina (7%) e dell’albumina (3%), non correlato alla carica
parassitaria. Inoltre, durante l'infestazione vi ¢ un aumento degli enzimi epatici
aspartato aminotransferasi e alanina amino transferasi. Risultati simili sono stati
riportati da Theodoridis et al. (1991), che ha sottolineato che cariche fino a 4000
trematodi adulti non causano significativa perdita di sangue o di proteine plasmatiche
in pecore naturalmente infestate, al contrario delle infestazioni da F. hepatica
(Holmes et al, 1968) e Haemonchus contortus (Dargie e Allonby, 1975) e questo pud
essere dovuto alla maggiore patogenicita di questi due ultimi elminti.

I giovani trematodi migrano direttamente al sistema duttale biliare del fegato senza
attraversare la parete intestinale, la capsula e il parenchima epatico come nella
fasciolosi. I sintomi clinici di solito non sono manifesti, anche nelle infestazioni
massive, e pertanto, gravi lesioni a carico del fegato, sono rilevabili solo all'esame

autoptico (Theodoridis et al., 1991). Gli animali affetti da dicroceliosi possono
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presentare anemia, edema, dimagramento e in casi avanzati, cirrosi, cicatrizzazione
della superficie epatica, e marcata distensione dei dotti biliari. Grazie ai suoi stiletti
buccali, il parassita irrita le superfici del dotto biliare, causando proliferazione e
alterazioni nei dotti biliari dei bordi lobulari epatici (Wolff et al., 1984; Camara et
al., 1996). Una diretta correlazione ¢ stata osservata tra carica parassitaria e score
delle lesioni negli animali infestati; le lesioni macroscopiche epatiche sono state
classificate in cinque diversi gradi di score, dal fegato normale al fegato indurito con
cicatrici, dotti biliari marcatamente dilatati con grave fibrosi ed elevata carica
parassitaria (Jithendran e Bhat, 1996). Sono state osservate modifiche lesioni
fibrotiche del fegato che aumentano con il livello di infestazione fino a 300 parassiti
mentre, al di sopra di questo valore fino a 600 trematodi, ¢ stata osservata una
diminuzione, forse a causa della reazione dell'ospite (Camara et al., 1996). Nelle
infestazioni pesanti un gran numero di parassiti sono rilevabili all'interno dei condotti
biliari e della cistifellea, il fegato risulta aumentato di volume, con dotti ispessiti,
colangite, macchie biancastre sulla superficie, cicatrici e cirrosi che provocano
insufficienza epatica (Jithendran e Bhat, 1996). Nei criceti infestati
sperimentalmente, le alterazioni patologiche indotte dal parassita sono state
caratterizzate da proliferazione dei dotti biliari, infiltrazione di linfociti, macrofagi ed
eosinofili nelle vie portali, infiltrazione di collagene negli spazi portali e nei setti
interlobulari, che porta all’atrofia del fegato (Sanchez-Campos et al., 2000). Dal
punto di vista clinico, il segno piu rilevante della dicroceliosi ¢ una perdita del peso
acquisito durante le prime fasi dell'infestazione (Salimova, 1972 e Manga-Gonzélez
et al., 2004). Anche in caso di infestazioni gravi, 1 segni clinici non sono
patognomonici, gli animali possono sviluppare anemia, ittero, edemi e una riduzione
della loro produzione. Pii comunemente, l'infestione ¢ asintomatica e non ha alcun
significato economico. Secondo Rojo-Vazquez et al. (1981) cariche parassitarie di
meno di 1000 parassiti non provocano manifestazioni cliniche. Secondo Ambrosi
(1995), un effetto negativo sulle pecore pud manifestarsi invece con infestazioni
attorno ai 3000 esemplari adulti in localizzazione. Secondo lo stesso autore, si pud
considerare grave un’infestione da 300 a 10000 elminti circa e molto grave al di
sopra di questo valore. Per valori medi di allevamento positivita inferiori a 100 UPG

sono trascurabili, mentre valori tra 150 e 250 UPG sono presenti quando nel fegato si
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trova quella soglia di circa 3000 adulti da cui potrebbe iniziare lo squilibrio
produttivo. Una media di 150-300 UPG ¢ significativa, ma il limite soglia oltre il
quale si presenta un rischio concreto ¢ dato da medie di 300-600 UPG (Ambrosi,
1995).

Nel bovino invece i valori coproscopici sono sempre molto bassi, dato da mettere in
correlazione sia con la dispersione delle uova in un’abbondante massa fecale, sia con
le basse cariche elmintiche, solitamente attorno a cento esemplari, meno spesso oltre
i mille e raramente oltre i duemila. Una positivita puo indicare un possibile rischio
quando risulta attorno alle 200 UPG, anche se in genere 1 valori massimi individuali

sono attorno alle 300 UPG.
Diagnosi

La dicroceliosi spesso rimane clinicamente silente o non diagnosticata, molto
probabilmente a causa della sua natura subclinica (Ducommun e Pfister, 1991). La
sua diagnosi avviene principalmente in seguito al riscontro in sede autoptica degli
adulti nel fegato o delle uova negli esami coprologici.

L’esame coprologico ¢ la tecnica pil comunemente usata per la diagnosi di
dicroceliosi. Diversamente dai risultati ottenuti per la diagnosi di fasciolosi e
paramfistomosi, le tecniche di sedimentazione non sono sufficienti ed ¢ preferibile
utilizzare una flottazione con soluzioni ad alta densita (P.S. 1,300-1,450).

Nello studio effettuato da Campo et al. nel 2000, in agnelli infestati
sperimentalmente con diverse dosi di metacercarie, 1’eliminazione delle uova ¢
iniziata a 49-79 giorni dall’infestazione, il che indica che un esame coprologico
negativo eseguito in tale periodo non equivale a una reale negativita parassitologica.
Confrontando i risultati degli esami fecali con I’esame del fegato di ovini e caprini
alla necroscopia, la prima procedura ha dimostrato di rilevare la presenza di
dicroceliosi soltanto in uno dei tre casi (Jitendran e Bath, 1996).

Negli ultimi 30 anni sono stati sviluppati dei metodi immunologici per la diagnosi
della dicroceliosi, come alternativa agli esami coprologici e post mortem del fegato.
Sono  state  impiegate  molte  tecniche  immuno-diagnostiche, come
I'immunofluorescenza (Calamel, 1977), il test di fissazione del complemento,
I’emoagglutinazione passiva e I’ELISA (Schroder e Geyer, 1976; Piergili Fioretti et

al., 1980; Savitskii e Ponomareva, 1984; Jithendran et al., 1996) per la ricerca di
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anticorpi anti-D. dendriticum in animali infestati naturalmente e/o sperimentalmente.
I titoli anticorpali anti-D. dendriticum sono stati analizzati mediante ELISA e
confrontati con la conta delle uova nelle feci in agnelli esposti ad infestazione
naturale. Gli anticorpi sono stati rilevati nel colostro 24 ore dopo la nascita per poi
scomparire del tutto entro 2-4 mesi (Baldelli et al., 1981). Dopo la prima infestazione
naturale, 4-8 settimane prima della comparsa delle uova nelle feci, ¢ stato rilevato un
alto titolo anticorpale anti-D. dendriticum dal test ELISA mostrando che questo test ¢
efficace per una diagnosi precoce di dicroceliosi (Ambrosi et al., 1980). In uno studio
comparativo sulla sensibilita tra analisi fecali e un test ELISA indiretto per antigeni
escretori-ecretori, Sdnchez- Andrade et al. (2003), hanno rilevato che il 7% degli
animali erano positivi in entrambe le prove, mentre 1’80% delle pecore erano
sieropositive, ma negative ai test fecali. Risultati simili sono stati ottenuti da Colwell
e Goater (2010) nelle pecore. Secondo Ambrosi, (1991), infatti, 1’analisi delle feci e
di solito negativa nelle infestazioni con cariche parassitarie inferiori a 100 trematodi

Un recente studio ha notevolmente contribuito a chiarire alcuni aspetti
dell’immunodiagnosi di dicroceliosi. Le IgG in due gruppi di pecore infestate
sperimentalmente con 1000 e 3000 metacercarie sono state rilevate mediante ELISA
19 e 23 giorni prima della comparsa delle uova nelle feci. I titoli anticorpali hanno
raggiunto un picco a 60 giorni dall’infestazione in entrambi i casi € sono rimasti alti
fino alla fine della sperimentazione (180 giorni dall’infestazione). Non sono state
rilevate differenze significative nei titoli anticorpali in relazione al numero di
metacercarie dimostrando che non vi ¢ alcuna correlazione tra carica parassitaria e
risposta anticorpale (Gonzalez- Lanza et al., 2000). La rilevazione con I’ELISA dei
titoli anticorpali anti-D. dendriticum ¢ importante per gli studi siero-epidemiologici e
per la diagnosi precoce di dicroceliosi negli agnelli (gli anticorpi appaiono a 30
giorni dall’infestazione) perche permette un trattamento tempestivo evitando perdite

economiche.
Trattamento

Tra i farmaci antielmintici molti benzimidazolici (albendazolo, triclabendazolo,
fenbendazolo, mebendazolo, cambendazolo, tiabendazolo) e derivati pro-
benzimidazolici (tiofanato) sono stati utilizzati contro la dicroceliosi, a dosi piu

elevate rispetto a quelle nei confronti di cestodi e di nematodi gastrointestinali (Onar,
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1990). L’albendazolo, somministrato a dosi di 15 e 20 mg / kg per os o per via
intraruminale, ha causato una riduzione delle cariche medie di parassiti nel fegato di
98,2 € 99,6 %, rispettivamente (Himonas e Liakos, 1980) mentre una dose singola di
10 mg/kg per os ha portato a una diminuzione delle cariche parassitarie del 92.22 %
(Cordero, 1980). Su 300 pecore ¢ stata testata l'efficacia delle capsule intraruminali a
lento rilascio di albendazolo (Proftril—Captec®) contro i nematodi gastrointestinali e
D. dendriticum per il controllo dei conseguenti effetti sulla produttivita (formaggio e
lana) (Corba ed al., 1991). Gli animali trattati sono risultati negativi ai test
coprologici per 10 settimane dopo la somministrazione delle capsule ed ¢ stato
registrato un indice di efficacia del 96,2 e del 99,2% alle necroscopie sui nematodi
gastrointestinali  (Nematodirus spp., QOesophagostomum spp., Cooperia spp.,
Trichostrongylus spp. e Trichuris ovis) e dell 88,5% contro D. dendriticum. Inoltre &
stato osservato anche un aumento dei livelli di produzione degli animali trattati (2,56
kg di formaggio e 0,6 kg di lana in media rispetto al gruppo di controllo), € una
riduzione della contaminazione del pascolo con larve di nematodi. L'efficacia di
queste capsule intraruminali ¢ stata poi valutata specificatamente contro gravi
infestazioni da D. dendriticum ed ¢ stata segnalata una diminuzione significativa
delle UPG nel corso delle prime 2 settimane con una riduzione delle cariche
parassitarie del fegato del 91,8% (Corba e Krupicer, 1992). 11 triclabendazolo, un
altro derivato benzimidazolico, ha dimostrato di essere un fasciolicida molto efficace
contro le forme mature e immature del parassita in dosi orali singole di 5 e 10 mg/kg,
anche se non ¢ stata riscontrata alcuna efficacia contro la dicroceliosi e la
paramfistomosi (Guralp e Tinar, 1983). Una singola dose orale (40 mg/kg) di
tiofanato nei bovini, caprini e ovini ¢ risultata efficace contro il D. dendriticum
soprattutto negli ovini. Il netobimin (un composto nitrofenillunidine) ¢ stato
utilizzato per il trattamento della dicroceliosi nelle pecore alla dose di 20 mg/kg
(Sanz et al., 1987) e 15 mg/kg (Rojo-Vazquez et al., 1989) con buoni risultati.

Secondo Quiroz-Romero et al. (1996) la riduzione massima dell’eliminazione delle
uova si ha con il trattamento a novembre e gennaio. Fino ad oggi non sono state
studiate strategie di vaccinazione contro la dicroceliosi sebbene sia stata evidenziata

una risposta anticorpo-dipendente.
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Profilassi

Il controllo del Dicrocoelium spp. ¢ stato difficile e insoddisfacente fino ad oggi a
causa della complessita del suo ciclo biologico e della sua epidemiologia.
Il controllo si ¢ basato principalmente su pratiche di allevamento (evitare il pascolo
nelle prime ore del mattino o la sera tardi per diminuire la probabilita di infestazione
in seguito all’ingestione delle formiche), sul controllo di entrambi gli ospiti
intermedi, e sul trattamento degli animali.). Come nel caso dei nematodi
broncopolmonari e di F. hepatica (Cabaret e Galkin-Cabaret, 1985), dovrebbero
essere valutate le caratteristiche del suolo per rilevare la presenza di terreno calcareo
che rappresenta 1’habitat idoneo per lo sviluppo degli ospiti intermedi. I metodi per
il controllo degli ospiti intermedi possono essere effettuati solo in piccole aree, a
causa dei costi molto elevati. Il controllo degli ospiti intermedi con sostanze
chimiche non ¢ facile per motivi ecologici, I'uso di calciocianamide, un fertilizzante
molluschicida, ¢ costoso ed ¢ spesso inattuabile per le condizioni del terreno.
In termini pratici, la profilassi nelle aree endemiche si basa sul trattamento strategico

di tutti gli animali esposti direttamente (attraverso il pascolo libero) alle infestazioni.

2.2. Fasciola hepatica

Gli agenti responsabili di fasciolosi sono elminti piatti di grandi dimensioni
appartenenti al Genere Fasciola, Famiglia Fasciolidae. Le trematodosi epatiche dei
ruminanti sono solitamente causate da F. hepatica. La fasciolosi epatica si verifica in
tutto il mondo, dove le condizioni climatiche e le aree paludose (foto n°5), creano le
condizioni ideali per la sopravvivenza di molluschi gasteropodi acquatici, che
fungono da ospiti intermedi per questi parassiti.

Il pitt comune trematode epatico, F. hepatica, € stato descritto per la prima volta nel
14° secolo in Francia da Jean de Brie. Anche Fasciola gigantica e Fascioloides
magna sono importanti cause di alterazioni epatiche di origine parassitaria dei
ruminanti in alcune parti del mondo. Gli adulti di F. gigantica e F. hepatica si
localizzano nei dotti biliari. Al contrario, gli adulti di F. magna, i cui ospiti sono di
solito alci e cervi dalla coda bianca, talvolta possono essere riscontrati nel
parenchima epatico di ospiti aberranti, ad esempio, pecore. Il primo riscontro

registrato di Fasciola sugli ovini risale al 1379 da parte di Jean de Brie, un francese
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commissionato dal re Carlo V di Francia a scrivere un trattato sulla corretta gestione
delle greggi di ovini e la produzione della lana.

Il parassita ¢ stato successivamente menzionato nel 1523 dall'avvocato inglese, Sir
Anthony Fitzherbert. La denominazione “fluke” si pensa derivi dalla parola
anglosassone‘ floc *, che significa “passera” (un tipo di pesce).

Nel 1547, Gabucinus, riferi di elminti somiglianti a semi di zucca che spesso
ritrovava nel fegato di pecore e capre e Conrad Gesner menziono i trematodi del
fegato nel suo libro, Historia Animalium (1551). La prima persona a ricercare e
descrivere 1 trematodi nel fegato fu Francesco Redi nel 1668, che recupero 1 parassiti
dal fegato di un ariete e qualche anno dopo ritrovdo 18 elminti con le stesse
caratteristiche nella bile di una lepre. Fino ad oggi, la famiglia Fasciolidae Railliet,
1895 include grandi parassiti, che vivono nel fegato e nelle vie biliari dei ruminanti
domestici e selvatici, anche se due generi sono parassiti intestinali e alcune specie

possono essere riscontrate negli onnivori e, occasionalmente, nell’uomo.
Morfobiologia

La specie piu importante ¢ F. hepatica, il piu comune trematode epatico, l'agente
eziologico della fasciolosi dei ruminanti nelle zone temperate. Gli adulti di F.
hepatica sono lunghi 2-3,5 cm con una larghezza di 1 cm, a forma di foglia, di colore
bruno pallido, con un’estremita anteriore conica, il tegumento ¢ ricoperto da spine
sporgenti retrorivolte e per queste caratteristiche si dice comunemente che questo
parassita assomigli a una foglia di salvia (foto n°6, 7). Nonostante siano parassiti del
fegato, occasionalmente dei trematodi erratici possono essere ritrovati anche in altri
organi, ad esempio i polmoni, dove vengono incapsulati.

La parassitosi ha una grande importanza veterinaria, a causa delle enormi perdite
economiche negli allevamenti (scarso tasso di crescita, riduzione della produzione
lattea, effetti negativi sulla qualita e quantita della lana, e interferenza con i parametri
riproduttivi). Il trematode adulto si riproduce sessualmente nell'ospite definitivo.
Ogni parassita adulto puo produrre fino a 2000-2500 uova al giorno (foto n°8), che
vengono rilasciate nella cistifellea e espulse con le feci dell'ospite.

Il numero ¢ legato sia all’ospite che a fattori del parassita (un singolo animale puo
eliminare 2-3.5 milioni di uova al giorno). La recettivita dell’ospite varia con la

specie, la carica parassitaria e il flusso biliare. Gli animali selvatici possono anche
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N

fungere da serbatoi, ma il loro significato epidemiologico non ¢ sufficientemente
chiarito. Ci sono interessanti variazioni stagionali nell’escrezione delle uova, con un
aumento durante la primavera e 1'autunno. Indipendentemente dalle variazioni dovute
ad animali con infestazione cronica (un trematode puo vivere fino a 8-11 anni) le
uova sono escrete tutto l'anno, la contaminazione del pascolo ¢ costante e le
infestazioni massive non sono rare nella pecora.

Le uova eliminate completano il loro sviluppo al di fuori dell'ospite. Subito dopo la
schiusa, il miracidio mobile deve penetrare attivamente all’interno di un mollusco
gasteropode, dove il parassita si moltiplica asessualmente (sporocisti, redie e
cercarie). Le cercarie lasciano il gasteropode e nuotano liberamente fino ad incistarsi
formando le metacercarie. Queste vengono ingerite da un ospite vertebrato e si
disincistano nel piccolo intestino; le forme giovanili penetrano nella parete
intestinale, migrano attraverso la cavita peritoneale e successivamente attraverso il
parenchima epatico fino a raggiungere i dotti biliari, dove raggiungono la maturita
sessuale. La presenza di F. hepatica dipende da fattori che influenzano lo sviluppo
dei molluschi gasteropodi ospiti intermedi, in particolare la presenza di habitat
adeguati per le limnee e condizioni ambientali idonee, principalmente ’'umidita e la
temperatura. Per svilupparsi, le uova devono essere separate dalla massa fecale e
hanno bisogno di temperature e umidita adeguate (Harris e Charleston, 1976). In
queste condizioni, all’interno dell'uovo si sviluppa una larva ciliata (miracidio) e
fuoriesce quando la luce stimola la produzione di un enzima proteolitico che
indebolisce l'opercolo fotoattivo. L'attivita del miracidio e l'ipertonicita all’interno
dell'uvovo, agiscono sull’opercolo che si apre, permettendo al miracidio di uscire
all'esterno. In laboratorio, a 26°C, il processo si completa in 12 giorni, anche se in
condizioni di campo richiede diverse settimane (fino a 2 mesi) a 10-12°C.
Successivamente nella ricerca del mollusco, sono determinanti gli stimoli
chemiotattici che coinvolgono temperatura, pH, ossigeno, salinita, composizione
ionica e torbidita dell'acqua. Il principale ospite intermedio di F. hepatica ¢ il
gasteropode G. truncatula che risulta ampiamente distribuito e ha una specificita
molto marcata. Il potenziale biotico di questi molluschi ¢ molto elevato, un solo
gasteropode infatti ¢ in grado di dare origine a 25.000 nuovi esemplari in circa 12

settimane, se le condizioni ambientali sono favorevoli. L 'attivita dei molluschi che
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sono sopravvissuti in inverno inizia in primavera, anche se le temperature medie
giorno/notte aumentano di piu di 10°C, se vi ¢ sufficiente umidita possono infatti
sopravvivere tutto 1'anno. Nelle estati secche e calde dell'altopiano centrale e delle
regioni meridionali della penisola iberica, i molluschi diventano inattivi a causa della
siccita, ma fonti di irrigazione locali, come lungarni o impianti di irrigazione,
consentono la loro sopravvivenza.

Il miracidio penetra all’interno del gasteropode e, se le condizioni ambientali e
nutrizionali sono favorevoli, da origine alle cercarie, la cui quantita risulta
estremamente variabile e dipende dal numero di miracidi che infestano la lumaca; si
possono sviluppare da 10 a 4000 cercarie (media: 100 cercariae/Galba) (Rojo-
Vazquez e Ferre-Pérez, 1999). In condizioni naturali, lo sviluppo all’interno del
mollusco dura in genere 8-10 settimane. Non tutte le popolazioni di gasteropodi sono
in grado di sostenere il completo sviluppo larvale di F. hepatica: la mortalita delle
lumache, la prevalenza dell’infestazione e il numero di cercarie prodotte sono molto
variabili. Le cercarie rilasciate dalle lumache perdono la loro coda, si incistano sulle
piante e sulle erbe acquatiche (circa il 10% si comporta meglio in acqua) diventando
metacercarie che sono circondate da un rivestimento ruvido (Rojo-Vazquez e Ferre-
Pérez, 1999). Queste metacercarie sono molto sensibili alle alte temperature e
all’essiccamento, ma possono sopravvivere durante l'inverno.

L'infestazione degli animali ha luogo durante il pascolo, ma ¢ anche probabile che si
verifichi attraverso 1'acqua potabile o tramite fieno e insilati di cattiva qualita. Non
tutte le metacercarie ingerite si impiantano nel fegato, molte vengono perse con le
feci o durante migrazioni intraorganiche, con una media di successo del 25-60%
(media 40%) (Rojo-Vazquez e Ferre-Pérez, 1999). La capacita di infestazione delle
metacercarie ¢ influenzata dalla temperatura ambientale durante lo sviluppo
all’interno del mollusco e dalle condizioni climatiche dopo 1’incistamento delle
cercarie. La massima capacita di infestazione si verifica con temperature di circa 22-
23°C (Rojo-Vazquez e Ferre-Pérez, 1999). Le metacercarie perdono il loro
rivestimento nel piccolo intestino durante un processo che viene avviato nel rumine
grazie a un’elevata concentrazione di anidride carbonica e una temperatura di 39°C,

poi continua nel tenue vicino al dotto biliare comune ed ¢ favorita dalla bile e dal
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parassita stesso. In seguito i giovani trematodi attraversano la parete intestinale,
proseguono nella cavita addominale e raggiungono il fegato.

Circa 4 giorni dopo l'infestazione, iniziano a perforare la capsula di Glisson. In
questa fase hanno una forma lanceolata e misurano 1-2 mm; in meno di 2 mesi
migrano in tutto il parenchima epatico, stabilendosi definitivamente nei dotti biliari
40 giorni dopo I’infestazione, dove raggiungono l'eta adulta. 55-56 giorni dopo
l'infestazione, le prime uova compaiono nelle feci degli ospiti definitivi (Rojo-
Véazquez e Ferre-Pérez, 1999). Eccezionalmente, i trematodi immaturi possono
attraversare il peritoneo viscerale e raggiungere 1 vasi sanguigni o altri organi
(polmone, linfonodi sottocutanei e utero) (Rojo-Vazquez e Ferre-Pérez, 1999).

La conoscenza delle relazioni tra il ciclo vitale e i fattori climatici e geografici ha
consentito una migliore comprensione dell'epidemiologia dell'infestazione e dei
periodi di rischio (Ollerenshaw e Smith, 1969 e Luzén- Peiia et al., 1992). Complessi
modelli matematici computerizzati consentono la previsione del rischio di infezione
annuale di F. hepatica con grande affidabilita (Kantzoura et al., 2011).
Probabilmente, i modelli epidemiologici di alcuni paesi del Nord Europa, con due
cicli annuali di infestazione e di massimo rischio per gli animali in autunno, sono
validi anche in molte aree dei paesi para-mediterranei (Luzon-Pena et al., 1992). In
questi cicli annuali prevedibili, la densita massima di metacercarie nell'erba e
l'infestazione dei ruminanti si verificano alla fine dell'estate e durante 1'autunno e le
manifestazioni cliniche possono comparire alla fine dell'autunno e per tutto I'inverno.
Gli stadi di F. hepatica all’interno del mollusco possono ibernarsi con le lumache, un
fatto di grande rilevanza epidemiologica. Queste dinamiche sono piu rare in
primavera e piu frequenti in autunno e in inverno.

Gli studi effettuati nell’Europa occidentale hanno dimostrato che le redie e le
cercarie mature possono essere ritrovate tutto 1'anno, anche se il periodo da settembre
a dicembre ¢ considerato il pit favorevole per 1'emissione delle cercarie.

La resistenza delle metacercarie alle condizioni ambientali sfavorevoli contribuisce
alla contaminazione delle erbe in primavera dopo inverni miti.

La massima eliminazione di uova di F. hepatica si attua in inverno e l'infestazione
delle pecore si verifica principalmente durante l'autunno. Per tutto 1'inverno, nella

maggior parte delle regioni temperate del mondo, le condizioni climatiche non
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permettono lo sviluppo delle uova e delle lumache (< 10 °C), ma se le metacercarie
sono in grado di svernare, gli animali possono essere infestati con quelle originate
I'autunno precedente. Il ruolo delle lumache infestate svernanti dipendera dalla durata
della stagione fredda, raggiungendo livelli elevati durante gli inverni miti. Nelle
regioni secche, l’elevata temperatura estiva assicura un piccol