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1. INTRODUCCION

En Galicia, la ganaderia constituye el pilar fundamental de la actividad agraria, siendo
la explotacion del ganado vacuno de actitud lechera el més importante, representando el 39%
de la produccion espafiola (MAGRAMA, 2013). No obstante, el elevado precio de los
cereales, debido a su empleo como biocombustibles, junto con el descenso del precio de la
leche ha causado una importante disminucion del nimero de explotaciones de vacuno de
leche en Galicia. Este hecho, unido a que las nuevas orientaciones de la Politica Agraria
Comun (PAC) desincentivan la produccion intensiva de alimentos, la desaparicion de las
cuotas lacteas y el apoyo a medidas agroambientales que sean mas respetuosas con el entorno
natural, ha ocasionado que muchos ganaderos se hayan decantado por la explotacion de

ganado ovino y caprino como una alternativa valida a la cria de ganado vacuno lechero.

En las Gltimas décadas, se ha considerado la contribucién de los pequefios rumiantes
en la gestion eficaz de la superficie agraria de Galicia; en este sentido se desarrollé un
Convenio Silvopastoril en los afios 2007-2009 en el que intervinieron la Conselleria do Medio
Rural y la Asociacion de Defensa Sanitaria de Ovino y Caprino de Galicia “ACIVO”, que

tuvo como objetivos fundamentales:

- Poner en valor la producciéon agroganadera y forestal, asi como del territorio,
contribuyendo a fijar y mantener la poblacion del medio rural, al tiempo que se
compatibilizaba la explotacion de la ganaderia extensiva y de la fauna silvestre.

- Ordenar el territorio a través de la gestion de la superficie infrautilizada,
incrementando la extension de los pastos de las explotaciones.

- Utilizar el ganado ovino y caprino para controlar la biomasa y, de esta forma,

prevenir los incendios, al tiempo que, se revaloriza la produccion ganadera y forestal.
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En la actualidad en Espafia existe un importante nicho de mercado para la
comercializacion de la carne de cordero y cabrito; sin embargo, a pesar de que en Galicia se
dispone de importantes zonas de pasto y de suficiente cantidad de forraje para la explotacion

de estos pequefios rumiantes, solo se produce el 30% de la carne de cordero que se consume.

Para fortalecer la produccion de carne de ovino y caprino en Galicia, al tiempo que se
aumenta su competitividad en el mercado espafiol, se debe disponer de unas explotaciones
con un correcto estado sanitario que permita optimizar su rendimiento. En este sentido resulta
imprescindible determinar cuéles son las principales infecciones parasitarias que afectan a los
pequefios rumiantes en esta Comunidad Autébnoma, para asi poder instaurar las
correspondientes pautas de control y, de esta forma, reducir las importantes pérdidas
econdmicas, tanto directas como indirectas, que ocasionan las parasitosis. No obstante, el
adecuado desarrollo y posterior aplicacién de programas estratégicos de control se basa en la
elaboracion previa de estudios epidemiolégicos de los procesos parasitarios que afectan a los
animales de una determinada zona (Gonzélez-Lanza et al., 1993; Jithendran y Bhat, 1999;
Dimander et al., 2003). De hecho, se ha constatado que la aplicacion de tratamientos
antihelminticos incorrectos y sin base epidemioldgica, ademas de resultar poco eficaces y
muy costosos, provoca problemas de resistencias antihelminticas (Alvarez-Sanchez et al.,
2006a; Diez-Bafios et al., 2008; Torres-Acosta et al., 2012; Papapoulus et al., 2012; Geurden
et al., 2014; Martinez-Valladares et al., 2015).

En Galicia, debido a que existen las condiciones climaticas y edaficas que favorecen el
desarrollo del ciclo biolégico de Fasciola hepatica, las infecciones por este trematodo
hepatico son frecuentes en los animales, especialmente en los rumiantes. Nuestro grupo de
Investigacion en Sanidad Animal en Galicia (INVESAGA), en estudios previos, ha
comprobado que existe una elevada prevalencia de infeccién en el ganado vacuno (Morrondo
et al., 1994, 1997, 2003; Sanchez-Andrade et al., 2000, 2002; Diaz, 2006; Arias et al., 2011);
asimismo, en estos trabajos se analizé la influencia de diversos factores intrinsecos (edad,
sexo, raza) y extrinsecos (condiciones edafoclimaticas, tipo de manejo, etc.). Sin embargo, los
estudios epidemioldgicos sobre la prevalencia de infeccion por F. hepatica en ganado ovino y
caprino son escasos en esta comunidad (Paz-Silva et al., 2003; Vazquez et al., 2008).
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Con el avance de las técnicas de inmunodiagnodstico se han puesto a punto nuevas
técnicas seroldgicas como el ELISA MM3-SERO, que utiliza antigenos de excrecion-
secrecion de F. hepatica y que segin Muifio et al. (2011) tiene una especificidad y
sensibilidad del 100% y 99%, respectivamente. Este test de inmunodiagndstico ha demostrado
ser de gran utilidad para determinar, en encuestas seroepidemioldgicas, la prevalencia de

infeccion por F. hepatica en ganado vacuno (Mezo et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

Tomando como base lo expuesto anteriormente, nos planteamos un estudio cuyos
principales OBJETIVOS fueron:

1°. Comprobar la utilidad de la técnica de inmunodiagnéstico ELISA MM3-SERO
para realizar encuestas seroepidemioldgicas en ganado ovino y caprino infectado de forma
natural por F. hepatica.

2°. Establecer la seroprevalencia de infeccion por este trematodo en ganado ovino y

caprino explotado en régimen extensivo y semiextensivo de Galicia.

3°. Determinar la influencia de diferentes factores de riesgo, tanto intrinsecos (edad,
sexo y raza) como extrinsecos (condiciones edafoclimaticas de la zona, tipo de manejo y

tamafio de los rebafios) sobre la seroprevalencia por este trematodo hepatico.

4°. Proponer medidas de control especificas frente a F. hepatica, en las explotaciones

de ovino y caprino en Galicia, al considerar los principales factores de riesgo identificados.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. GANADERIA OVINA'Y CAPRINA EN ESPARNA

La cria de pequefios rumiantes ha estado siempre ligada al territorio espafiol. La
rusticidad de estas especies hace que se consideren como las mas indicadas para el
aprovechamiento de los recursos existentes en dareas fundamentalmente de secano,
contribuyendo de forma importante a la economia del pais (S&nchez Belda y Séanchez
Tujillano, 1986).

La excelente calidad y cantidad de la lana que producian las ovejas espafiolas junto
con la gran expansion ganadera en los reinos de Castilla y Ledn, les permitio dominar el
mercado internacional en los siglos XI y XII, lo que se tradujo en un importante impulso del
sector en nuestro pais que en esos momentos atravesaba una situacion delicada. Por ello, el
ganado ovino recibié numerosos privilegios como la creacion del “Honrado Concejo de la

Mesta” en 1273 por Alfonso X EI Sabio.

Figura 3.1. Vayreda, J. “Paisatge amb ramat de bens (Paisaje con un rebafio de ovejas)” Oleo sobre lienzo,
c. 1881. Coleccion Carmen Thyssen -Bornemisza en depésito en el Museo Thyssen-Bornemisza, Madrid.

Extraido de www.pinterest.com
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En la época en la que el ganado ovino tenia un importante protagonismo en la
economia nacional, el caprino tenia un papel mas modesto. No obstante, el clima y la
orografia de Esparia, junto con la capacidad de las cabras para aprovechar los pastos de menor
calidad, hicieron que la explotacion de este ganado fuese una importante fuente de recursos

para las familias (Gallego, 1993).

La situacion privilegiada del ganado ovino decae a finales del S. XV, debido a que los
agricultores presionan a los ganaderos roturando los pastos e invadiendo las cafiadas. Asi,
mientras que en Europa se empezaba a definir el modelo mixto agricola-ganadero, en Espafia
se consolidaba el desmantelamiento del sector ganadero (Doménech y Barco, 1994),
obligando a instaurar un sistema de explotacion extensivo que alejaba a los ovinos de las
tierras mas productivas. En consecuencia, se obstaculizd el desarrollo tecnoldgico del sector
ovino justo en el momento en el que se tenia que haber favorecido la produccion de carne o de
leche y, por tanto, la explotacion del ganado ovino quedo relegada a granjas familiares poco

tecnificadas.

A mediados del siglo XX la produccién de pequefios rumiantes queda relegada al
olvido debido al incremento de la explotacion de otras especies carnicas, como el porcino y
las aves, mas tecnificadas y desligadas totalmente de la tierra. Ademas, fue el ganado caprino
el que experimentd mayor regresion, debido a la falsa idea de que producia graves dafios a las

zonas forestales espafiolas (Romagosa, 1975).

En la actualidad, en Espafa, la explotacion de ganado ovino y caprino es esencial para
mantener la actividad agraria en zonas con limitaciones agroclimaticas, debido a la gran
adaptacion de estos animales, en especial de los de razas autoctonas, al medio en el que viven.
La explotacion de estos rumiantes en régimen extensivo o semiextensivo hace que esta sea
una ganaderia sostenible. Ademas, el manejo tradicional de los rebafios favorece la presencia
humana en zonas rurales poco favorecidas y, en consecuencia, frena el despoblamiento del
medio rural y ayuda a la conservacién del medio, puesto que se mantiene el entorno en buenas

condiciones agroambientales.
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Galicia tuvo en el pasado una relevante importancia en la explotacion de pequefios
rumiantes; a mediados del siglo X1X tenia un censo aproximado de dos millones de efectivos,
de los que el 75% correspondian al ganado ovino. En la tercera década del siglo XX el censo
se habia reducido a la mitad, aunque se mantuvo la proporcion de ambas especies. No
obstante, Bouhier (1979) sugiere que estos censos no son fiables, debido fundamentalmente a
que los ganaderos no declaraban el nimero real de animales que tenian en su explotacion. El
verdadero inicio de una dréastica reduccién del censo se llevé a cabo con el comienzo de las

repoblaciones forestales masivas en los afios 50.

3.1.1. Censo y produccion de ovino

En el afio 1970 habia en Espafia unos 17.000.000 efectivos que, debido a la
incorporacion de Espafia a la Comunidad Econémica Europea (CEE), aumentaron en mas de
3 millones, siendo el censo en 1986 de 20.310.000 de cabezas. Posiblemente parte de este
incremento se debié a que dentro del marco de la Politica Agraria Comdn (PAC) se
concedieron primas por la explotacién de ganado lanar. En el afio 2013, segun el Ministerio
de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente (MAGRAMA, 2014), en Espafia estaban
censadas mas de 16 millones de cabezas, lo que le confiere una importante relevancia dentro
de la actual Union Europea (UE), ya que es el segundo pais con mayor censo ovino,
representando el 20% del total comunitario, Unicamente superado por el Reino Unido (Figura
3.2).

Respecto a la estructura y nimero de las explotaciones, se aprecia un ligero descenso
en los Gltimos afos, puesto que habia 122.694 en el 2007 y en el 2013 estaban censadas
111.787. Sin embargo, segun el MAGRAMA, la cifra provisional de explotaciones a 1 de
enero del 2014 (Datos SITRAN; Sistema Integral de Trazabilidad Animal) era de 114.902, lo
que implica que desde enero del 2013 se ha registrado un aumento del 0,38% vy, por lo tanto,
se esta deteniendo la tendencia de reduccién registrada en los ultimos afios, siendo las

explotaciones de produccion mixta las que mas se han incrementado (3,6%).
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DISTRIBUCION DEL CENSO OVINO EN LOS
PAISES DE LA UE-27 2013

Resto Bulgaria Alemania Grecia
4]
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Figura 3.2. Distribucion del censo ovino en los paises de la UE (MAGRAMA, 2014)

En los ultimos afios ha aumentado la produccion de leche, en especial la de oveja
(9,7% en el periodo 2011-2012), debido al incremento de la fabricacion de quesos y de otros
productos derivados de la leche. Castilla y Ledn es la Comunidad con mayor produccion
(366.537.000 de litros), lo que supone el 66,3% del total espafiol. Por el contrario, la carne de
ovino experimentd, a principios del afio 2000, el maximo de produccidn registrandose

posteriormente, un descenso continuado hasta nuestros dias.

Dentro de Espafia existen diferencias notables (Figura 3.3) en la extension y
localizacion de las explotaciones ovinas, siendo Extremadura la comunidad con mayor censo
(21%), seguida de Castilla y Ledn (19%), Castilla la Mancha (15%) y Andalucia (13,3%).

En Galicia, el ganado ovino no tiene la misma importancia que en otras regiones del
pais. En el afilo 2013 estaban censadas 204.492 cabezas, distribuidas en 23.619 rebafios
(Conselleria do Medio Rural, 2014), lo que representa el 1,2% del censo nacional (Figura
3.3).
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Figura 3.3. Distribucion del censo ovino en Espafia (MAGRAMA, 2014)

Entre los diversos motivos que han incidido sobre el bajo censo de ganado ovino en
Galicia, cabe sefialar el abandono progresivo del aprovechamiento del monte y la repoblacién
forestal claramente opuesta a los intereses ganaderos. En este contexto, extensas areas
ocupadas en otro tiempo por el ganado ovino dejaron de utilizarse para este fin. Ademas, las
tierras mas productivas se han destinado a la produccion de ganado vacuno de leche y de

carne.

En la actualidad los principales rebafios se localizan en las provincias de Ourense y
Lugo, en las que esta censado el 68% de la ganaderia ovina gallega (Tabla 3.1). En Galicia, el
ganado ovino se explota fundamentalmente para producir carne; no obstante, solo representa
el 0,1% de la produccion total de carne en nuestra Comunidad. La Conselleria do Medio Rural
(2013) estima que se producen 350 toneladas de carne de cordero, si bien esta cifra podria ser
superior si se tiene en cuenta que un importante nimero de ovinos se sacrifican en matanzas

domiciliarias.
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Tabla 3.1. Analisis provincial del censo de ovinos (MAGRAMA, 2014)

Provincia Corderos Sementales  Hembras % ovino respecto al total % ovino respecto al total
espanol gallego

A Coruia 1.081 2.914 29.493 0,24% 17,4%%

Lugo 1.931 3.334 51.484 0,43% 29,4%

Ourense 5310 3.396 68.471 0,53% 38,6%

Pontevedra 497 1.678 25.433 0,2% 14,6%

GALICIA 8.819 11.022 174.881 1,4%

ESPANA 2.777.241 399.192 13.162.940

La mayoria de los rebafios gallegos son de pequefio tamarfio y tan solo el 1% de las
explotaciones tienen mas de 100 cabezas, siendo la media de 263 animales por rebafio (Tabla
3.2).

Tabla 3.2. Estructura productiva por tamafo de explotacion (Conselleria do Medio Rural, 2014).

Cabezas Explotacion <10 10 a 49 50 a 99 100 a 249 > 249 TOTALES
Explot. 5.899 817 28 8 7 6.759
A Coruiia
Cabezas 21.575 13.247 1.737 1.226 2.760 40.545
1 Explot. 5.579 1.534 151 68 16 7.348
ugo
= Cabezas 22.540 28.475 10.521 10.153 5.267 76.956
Explot. 2.252 1.305 184 150 51 3.942
Ourense
Cabezas 10.856 25.422 12.608 23.901 19.901 92.688
Explot. 5.473 724 36 24 - 6.257
Pontevedra
Cabezas 19.183 11.597 2.356 3.623 - 36.759
ol Explot. 19.203 4.380 399 250 74 24.306
alicia
Cabezas 74.154 78.741 27.222 38.903 27.928 246.948

* Explot.: nimero de explotaciones

Los propietarios de los rebafios mas grandes, en general, estan integrados en la
Asociacion de Defensa Sanitaria Ganadera (ADSG) de ovino y caprino de Galicia ACIVO, la
Unica que cuenta con un equipo de veterinarios especializados y responsable de llevar a cabo

los distintos programas sanitarios en los pequefios rumiantes gallegos.

Asimismo, como se refleja en la Tabla 3.3, es frecuente observar la presencia de

cabras conviviendo en un contacto mas 0 menos estrecho con las ovejas.
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Tabla 3.3. Tipos de rebafios en Galicia (Conselleria do Medio Rural, 2014).

EXPLOTACIONES N° DE OVEJAS N° DE CABRAS
Solo ovejas 154.059

Solo cabras - 22.224
Mixtas 47.728 22.937
TOTALES 201.787 45.161

3.1.2. Censo y produccion de caprino

En Espafa la explotacion de las cabras ha estado vinculada a las éareas mas

desfavorecidas, como las zonas de montafa y las areas agricolas en las que habia terrenos de

baldio y restos de cultivos.

Segin el MAGRAMA (2014), son los paises mediterraneos (Grecia, Espafa, Italia,
Francia) los que tienen el 75% de la cabafia caprina censada en la UE, siendo Grecia (35%) y

Espafia (21%) los que tienen mayor nimero de cabras (Figura 3.4).

Polonia Portugal Rumania Resto Bulgaria Alemania
1% 39, 12% 1% 2% 1%
Holanda
Chipre 3% Grecia
29, 35%
talia Francia
8%

11%

DISTRIBUCION DEL CENSO CAPRINO EN LA UE 2013

Figura 3.4. Censo caprino en la UE (MAGRAMA, 2014).
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En los ultimos afios la explotacion del ganado caprino en Espafia se ha
profesionalizado, aunque sigue siendo bastante heterogénea respecto a los sistemas de
explotacion, razas utilizadas y nivel de formacion de los ganaderos. La mayoria de las cabras
se explotan para produccion leche que se utiliza, basicamente, en la elaboracion de quesos. En
la actualidad, la produccion de leche de cabra en nuestro pais es de 330.500 toneladas anuales
(MAGRAMA, 2014), lo que nos permite competir con Francia y Holanda en la produccién de
quesos frescos y maduros. Por el contrario, la produccion de carne se considera, en general,
un producto secundario hasta el punto que desde el afio 2000 se ha reducido drasticamente el

namero de explotaciones de caprino de carne.

En cuanto al régimen de manejo, las razas de caprino de alta produccién lechera y, por
tanto, con altas exigencias nutritivas, se crian en intensivo o en semiextensivo en areas
topogréaficas poco accidentadas y con elevada disponibilidad forrajera; sin embargo, las razas
de menor produccion lechera se mantienen en pastoreo extensivo o semiextensivo en zonas de

montafia o de cultivos marginales, en los que aprovechan los subproductos agricolas.

En Espafia el numero de cabras y de explotaciones ha experimentado un notable
ascenso en los ultimos afios (MAGRAMA, 2014), siendo Andalucia (28%), Castilla la
Mancha (15%) y Canarias (11%) las comunidades autbnomas que tienen mayor censo de

ganado caprino (Figura 3.5).

En Galicia, los rebafios de cabras siempre han estado ligados a zonas de montaria,
donde hace afos se explotaban en “veceiras” (rebaflos comunitarios), normalmente de forma
conjunta con ganado ovino. Este pequefio rumiante resulta 6ptimo para el aprovechamiento de
los recursos naturales de nuestra Comunidad, debido a su rusticidad y adaptacion a la
orografia y climatologia de las montafias gallegas. En la actualidad este sector se esta
profesionalizando, y cada vez son mas las explotaciones en las que se cria exclusivamente
ganado caprino. El tamafio de estas ganaderias es variable, siendo frecuente los rebafios con

menos de 100 animales, aunque excepcionalmente hay explotaciones con mas de 400 cabezas.
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CENSO CAPRINO EN ESPANA 2013
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Figura 3.5. Distribucion del censo caprino en Espafia (MAGRAMA, 2014).

La “Cabra Galega” es la Unica raza autoctona originaria de Galicia. Su importancia
radica en su excepcional rusticidad y en su capacidad de adaptacion a las zonas con pastos en
los que dificilmente se podrian mantener otros animales. Su ancestro es la especie Capra
aegagrus que, dentro del denominado tronco pirenaico, en Espafia dio lugar a un importante
namero de razas que se dispersaron por las zonas montafiosas, especialmente en el norte de la
peninsula. No obstante, determinados caracteres étnicos de la raza, como son los cuernos tipo
Aegagrus en las hembras y los cuernos tipo Prisca en los machos, pueden haber derivado de
un tronco distinto. La adaptacion que experimentd la raza a las condiciones orograficas y

climatoldgicas gallegas le otorgo las cualidades y caracteristicas que observamos hoy en dia.

Dentro de las caracteristicas morfoldgicas de la raza Cabra Galega podemos destacar
su perfil recto o subconcavo, eumétrico, sublongilineo y el gran dimorfismo sexual. En lo
concerniente a la capa, presenta diferentes tonalidades que van del color caoba al rojizo y, a
veces, se pueden observar pelos largos y abundantes en las distintas regiones del tercio
anterior y posterior, o distribuidos por todo el cuerpo. Los cuernos se sitlan en arco hacia
atrds y se caracterizan, como ya comentamos anteriormente, por ser de tipo Aegagrus en las

hembras y frecuentemente de tipo Prisca en los machos (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Rebafio de Cabra Galega.

Se calcula que en el siglo XVIII habia 600.000 ejemplares, mientras que en la
actualidad su censo es de 50.000. Este drastico descenso se produjo, entre otras razones,
porque hasta hace poco esta raza no estaba reconocida y no habia ninguna asociacion de
criadores preocupada por su conservacion. Ademas, con objeto de evitar problemas de
consanguinidad se importaron sementales de otras razas autoctonas de otras Comunidades
Espafiolas y de Portugal. Cuando en el afio 2010 se iniciaron los programas de recuperacion
de esta raza autéctona, y debido a que en Galicia estos animales siempre estuvieron ligados a
zonas montafosas, se encontraron ejemplares de cabra galega en los Ancares lucenses y en la
Baixa Limia en Ourense. En el ultimo censo realizado en 2012, el nimero de animales habia
aumentado considerablemente, debido a que se habia incrementado el nimero de criadores

que apostaban por esta raza (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Censo de ejemplares adultos de raza cabra galega en el libro genealédgico (BOAGA, 2012)

GANADERIAS MACHOS HEMBRAS TOTAL DE EJEMPLARES
A CORUNA 6 6 42 48
LUGO 18 32 237 269
OURENSE 21 25 163 189
PONTEVEDRA 9 5 29 34
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El principal objetivo de la explotacion de cabra galega es la produccion de carne de
cabrito. Estos se crian de dos formas; en extensivo, donde las crias salen al monte desde el
primer dia de vida y unicamente se alimentan con leche materna, o0 en semiextensivo, siendo
también alimentados por sus madres, pero cuando las condiciones climatologicas son adversas

se estabulan y su alimentacion se suplementa con cereales.

3.2. FAscIoLOsSIS

Esta enfermedad estd causada por parésitos trematodos Digenea que pertenecen al
género Fasciola, y cuya difusion geografica es cosmopolita, puesto que su distribucion es
practicamente mundial. Se han descrito varias especies dentro del género Fasciola, pero solo
se reconocen como Vvalidas desde el punto de vista taxonémico a Fasciola hepatica, Linneo
(1758) y Fasciola gigantica, Cobbold (1855). La primera predomina en zonas de climas
templados, en tanto que la segunda se encuentra con mayor prevalencia en regiones tropicales

0 subtropicales, sin excluir su presencia en otras regiones.

F. hepatica parasita a numerosas especies de mamiferos, si bien se consideran
hospedadores mas adecuados los rumiantes, tanto domésticos como silvestres. Asi pues, en
Espafia se ha encontrado parasitando ovejas, cabras, vacas, gamos, ciervos, corzos, asnos,
caballos, cerdos, jabalies, conejos, liebres y también al hombre (Rojo y Ferre, 1999; Rojo-
Vazquez et al., 2012).

Los ejemplares adultos de F.
hepatica tienen forma lanceolada y su
tamano oscila entre 2,5-5,0 y 0,4-1,3 cm;
en el polo anterior se aprecia un cono

cefalico bien diferenciado, que finaliza en

una ventosa oral, facilmente visible y muy

cercana a otra ventosa ventral o acetabulo

mas grande.
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El tegumento varia de color blanco a marrén y posee una cuticula gruesa, de 10 a 17
um, provista de pequefias espinas triangulares y orientadas hacia atrds. Bajo el tegumento se
dispone la musculatura subcuticular lisa y estratificada, formada por tres capas que se
sustentan sobre el mesénquima sincitial. Esta cubierta corporal es muy activa y, aparte de
mantener la integridad del parésito, interviene en funciones de absorcion—secrecion y por
tanto, en la nutricion. El aparato digestivo comienza en la boca, se continda con una faringe
musculosa, el es6fago es corto y se comunica con dos ciegos ramificados y extendidos hasta
la porcion posterior; carece de ano, de modo que elimina los productos de excrecion a traves
del estoma. El sistema nervioso estd formado por un par de ganglios cerebroides
interconectados, situados por debajo de la ventosa oral, y de esta estructura parten pares de
cordones longitudinales ventrales, dorsales y laterales. El aparato excretor protonefridial esta
constituido por células en Ilama, comunicadas con los tubillos colectores que se abren a su
vez hasta la vesicula excretora. Una caracteristica propia de Fasciola es ser hermafrodita, lo
que facilita enormemente el elevado potencial reproductor de este trematodo. El aparato
genital masculino ocupa la parte media del cuerpo; estd formado por dos testiculos
ramificados, que desembocan en la bolsa del cirro situada al lado del acetabulo; el poro
genital se ubica en el borde acetabular anterior, sobre la linea media. El aparato genital
femenino consta de un ovario muy ramificado situado al lado derecho del cuerpo, por delante
de los testiculos. El Utero es corto y sinuoso, y esta situado en el tercio anterior del trematodo;
casi siempre se halla lleno de huevos caracteristicos ovoides y operculados y que primero

pasan a la bilis y después se eliminan con las heces sin embrionar.

3.2.1. Ciclo bioldgico

F. hepatica tiene un ciclo bioldgico indirecto, en el que participa un caracol anfibio
como hospedador intermediario, que en nuestra latitud es Galba truncatula. Este parasito
completa su ciclo en diversos hospedadores definitivos como los rumiantes, équidos, suidos,

lagomorfos, roedores e incluso en el hombre.

Se ha comprobado que existen diferencias en la resistencia o sensibilidad a esta
parasitosis dependiendo de la especie animal. El cerdo, el jabali, el perro y el gato, oponen

una rapida respuesta contra el parasito limitando mucho su desarrollo. En cambio los equinos,
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el hombre, los bovinos y ovinos reaccionan en forma tardia, permitiendo su desarrollo.
Asimismo destacan los dos Gltimos hospedadores indicados como los mas receptivos (Diez-
Banos, 2011).

Adulto de Fasciola
hepatica en el higado

Metacercaria
enquistada en

Huevo de Fasciola el pasto

Miracidio

Cercaria

Esporocisto Redia

Figura 3.7. Ciclo biolégico de F. hepatica

Como se puede observar en la Figura 3.7, F. hepatica posee un ciclo muy complejo en
el que hay dos fases, la endégena que se desarrolla en el hospedador definitivo y la exdgena
que comprende tanto las fases de vida libre como las que se desarrollan en el hospedador

intermediario.

La fase_enddgena se inicia cuando el hospedador

definitivo ingiere las metacercarias que estan enquistadas en
la hierba. La infeccidn de los animales tiene lugar durante el
pastoreo, aunque también es posible que ocurra en
estabulacion, mediante el agua de bebida o al administrar

henos o ensilados mal realizados.
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Después de la ingestion aproximadamente el 40% se instauran en el higado, siendo el
resto eliminadas con las heces o perdidas en la migracion intraorganica (Rojo-Vézquez et al.,
2003).

El desenquistamiento de las metacercarias se produce en dos fases; la primera tiene
lugar en el rumen y la segunda en el intestino delgado. Tras el desenquistamiento, las jovenes
duelas atraviesan la pared intestinal, pasan a la cavidad peritoneal y desde alli alcanzan el
higado. Durante algo menos de dos meses el parasito migra por el parénquima hepatico,
causando lesiones a su paso (Figura 3.8.a) y asentdndose definitivamente en los conductos
biliares a partir de los 40 dias post-infeccion (pi), aproximadamente, donde alcanzan la
madurez sexual (Figura 3.8.b). Los primeros huevos se observan en las heces de los

hospedadores a los 55-60 dias de la ingestion de las metacercarias (Rojo y Ferre, 1999).

Figura 3.8. Higado de ovino con lesiones producidas por la migracién de las fases juveniles de F. hepatica

(a) y adultos en conductos biliares (b)

El potencial bidtico de F. hepatica es muy alto, comprobandose que un adulto puede
producir mas de 20.000 huevos al dia, aunque este nimero depende tanto del hospedador
como del parasito; por ejemplo, se ha observado que la excrecion de huevos se reduce a
medida que aumenta el nimero de trematodos maduros residentes en los canaliculos biliares.
Otro factor que afecta a la fertilidad es la actividad de la vesicula biliar, que a su vez depende
de la ingesta y de la dieta del animal. De esta manera, un animal parasitado puede presentar
una eliminacion que oscile entre 2 y 3 millones de huevos por dia. Ademas existe una
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variacion estacional en la eliminacion de huevos al medio, observandose mayor excrecion en
otofio y primavera, aunque en infecciones crénicas los animales eliminan huevos durante todo

el afio (Rojo-Vazquez et al., 2012).

La fase exdgena del ciclo se inicia cuando los huevos se eliminan sin embrionar junto
con las heces del hospedador. Los huevos de F. hepatica son de color amarillo-marrén claro,
de forma ovoide y simétrica. Miden de 130-155 um de
largo por 70-90 um de ancho. El desarrollo de los mismos
continua si en el medio existen unas condiciones térmicas
(10-30°C) y de humedad adecuada, que les permitan estar

recubiertos de una fina pelicula de agua.

En condiciones termohigrométricas idoneas, en el interior del huevo se desarrolla una

larva denominada miracidio, cuya eclosion depende de la

luz. Este sale a través del opérculo del huevo y se desplaza
activamente ayudado por los cilios que rodean su cuerpo.
La vida del miracidio es muy corta y debe encontrar, antes
de 24 horas, a su principal hospedador intermediario que,
en nuestras latitudes, es Galba (Lymnaea) truncatula. Este

caracol vive en lugares encharcados, entre el lodo, por lo

que también se le denomina “caracol enano del cieno”. Se
caracteriza por ser de pequefio tamafio (6-10 mm), que carece de opérculo y posee una concha
que presenta 5 vueltas hacia la izquierda, terminando en forma truncada. El potencial bi6tico
de estos moluscos es muy elevado, ya que un solo
ejemplar, si las condiciones ambientales son favorables,
puede generar hasta 25.000 descendientes en tres meses;
ademas, la presencia de efluentes, abrevaderos para el
ganado o canales de riego permiten su supervivencia en

épocas secas y calurosas.
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Cuando el miracidio se adhiere a la superficie del caracol segrega una enzima citolitica
que rompe el epitelio, permitiéndole penetrar dentro del mismo.

Posteriormente los miracidios pierden los cilios y se
transforman en esporocistos jovenes que se caracterizan

por carecer de tubo digestivo, tener forma de saco y un

tamafio de 150 a 500 um. Estos se transforman en redias
que se alimentan de los tejidos del hepatopancreas del

caracol y a los quince dias ya se encuentran claramente

diferenciadas de las masas germinales de células del
esporocisto. Si las condiciones son desfavorables puede
formarse una segunda generacion de redias, aunque lo

normal es que la primera generacion dé lugar a las

cercarias (Figura 3.9.a). Una vez que han alcanzado la
madurez necesaria, las cercarias abandonan la redia por el poro de nacimiento de ésta y
posteriormente salen del caracol. Estas cercarias comienzan a emitirse de forma pasiva a los
45-55 dias de la infeccidn de los moluscos. Este hecho esta influido por factores dependientes
del ambiente y del caracol, destacando la temperatura, cuyo éptimo oscila entre los 9 y los
26°C, y el estrés al que se ve sometido el molusco (Manga, 1999).

Las cercarias, cuando salen del caracol, nadan impulsadas por su cola y se dirigen a la
vegetacion, donde se enquistan transformandose en metacercarias hasta que un hospedador

definitivo las ingiera y asi poder continuar su ciclo biolégico.

Las metacercarias (Figura 3.9.b) son formas de resistencia del parasito que le permiten
resistir condiciones adversas durante meses, aunque se caracterizan por ser muy sensibles a

las altas temperaturas y desecacion (Rojo-Vazquez et al., 2012).
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concentracion de cercarias (a) y metacercarias (b) de F. hepatica

Segln Mas-Coma et al. (2005) existen metacercarias llamadas “flotantes”, que no se
fijan a ningun substrato, sino que se mantienen flotando en la superficie del agua; éstas
poseen una gran importancia epidemiologica y permiten explicar algunos casos de infeccién

tras ingerir agua de fuentes o canales contaminados.

3.2.2. Factores epidemioldgicos que influyen en la infeccion por F. hepatica.

Entre los factores extrinsecos que intervienen en el ciclo de F. hepatica se incluyen

las condiciones climaticas y edaficas, que influyen sobre la supervivencia de las fases libres
(huevos, miracidios y metacercarias), al igual que favorecen la presencia del hospedador

intermediario (G. truncatula) y el manejo de pastos y animales.

Entre los factores intrinsecos o derivados del hospedador se encuentran la raza, sexo,

edad y la respuesta inmune del hospedador.
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3.2.2.1. Factores extrinsecos

A. Condiciones edafoclimaticas

Como se ha sefialado anteriormente, en las infecciones por F. hepatica tienen una gran
importancia las condiciones que haya en el medio, fundamentalmente la temperatura y, sobre
todo, la humedad y/o las precipitaciones, que permiten la supervivencia de los huevos en el

exterior y propician la presencia de hospedadores intermediarios.

Los parametros climéaticos que méas influyen sobre la supervivencia y desarrollo de
los huevos en el medio ambiente son la temperatura y la humedad. Diversos autores (Luzon et
al., 1991, 1992; Rojo-Vazquez et al., 2012) sefialan que para que los huevos prosigan su
desarrollo deben ser liberados de las heces, ya que si quedan incluidos en éstas, no
evolucionan aunque la temperatura y humedad sean dptimas. Sin embargo, en el seno de las
heces los huevos pueden permanecer viables desde unas semanas hasta varios meses,

dependiendo del grado de humedad que tenga la materia fecal.

Se ha observado que en condiciones de campo los huevos de F. hepatica permanecen
viables durante bastante tiempo con temperaturas bajas e incluso soportan el invierno si las
temperaturas minimas no son extremas (Luzén et al., 1991, 1992; Rojo y Ferre, 1999);
posteriormente, durante la primavera y si las condiciones ambientales son favorables,
continuaran su desarrollo. No obstante Luzon et al. (1991, 1992), sefialan sobre el desarrollo
del huevo que, ademas de la temperatura, debe existir una humedad minima constante que
permita a éste estar rodeado de una pelicula de agua, ya que la desecacion destruye los
huevos. Las temperaturas inferiores a 0° y superiores a 30°C limitaran las posibilidades de
desarrollo de los huevos excretados durante los meses de otofio y primer tercio estival en

relacion con aquellos que hayan sido eliminados en zonas encharcadas.

Otros factores que influyen sobre el desarrollo de los huevos son el pH y la tension de
oxigeno. Si ésta Ultima es elevada, se favorece la viabilidad de los huevos y la eclosion del
miracidio. Asimismo, se ha comprobado que el pH entre 4,2 y 9 permite la evolucion del
huevo, siendo los suelos acidos muy favorables (Rojo y Ferre, 1999).
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La temperatura también resulta esencial para el desarrollo de los miracidios dentro
de los huevos, de modo que la velocidad con que embrionan los huevos hasta formar el
miracidio depende de este parametro (Diez-Bafios, 2011). Ademas, la eclosién del miracidio
depende de la luz, siendo la idonea una banda de 650 nm, que estimula la produccién de una
enzima proteolitica fotoactiva que debilita la unién del opérculo con la cubierta del huevo. A
26 °C se completa el proceso en 12 dias, aunque en condiciones naturales se requieren varias
semanas (hasta 2 meses) cuando la temperatura oscila entre 10-12 °C. La vida del miracidio
depende de sus reservas energéticas, debiendo encontrar un molusco hospedador adecuado
antes de 24 horas. En la busqueda del hospedador intermediario estan implicados estimulos
quimiotécticos e intervienen la temperatura, el pH, el oxigeno disuelto, la composicion idnica,

la salinidad y la turbidez del agua, entre otros factores (Rojo y Ferre, 1999).

Asimismo, la presencia y abundancia de los moluscos hospedadores intermediarios
(G. trucatula) dependen de la temperatura y de la humedad. Morrondo et al. (1994)
observaron que con humedad suficiente y temperaturas por encima de los 10°C los caracoles
siguen activos, mientras que se entierran si la humedad baja en exceso. Ademas, estos mismos
autores comprobaron que en el noroeste de Espafia las temperaturas suaves y las
precipitaciones elevadas favorecen la proliferacion de los hospedadores intermediarios v el
aumento de la contaminacién del pasto por metacercarias. Por ello, los hospedadores
definitivos pueden infectarse durante todo el afio, lo que coincide con las observaciones de

Gonzélez-Lanza et al. (1989) en Leon.

En este sentido, diversos autores (Diez-Bafios et al., 1989 b,c; Rojo y Ferre, 1999;
Abrous et al., 1999; Szmidt-Adjidé et al., 2000; Silvestre et al., 2000; Paz-Silva et al., 2003;
Otranto y Traversa, 2003; Arias et al., 2011) han sefialado que las infecciones por Fasciola
son enzooticas en areas donde haya elevadas precipitaciones anuales y terrenos mal drenados,
ya que constituyen el habitat idoneo para G. truncatula. No obstante, también se ha
comprobado que en la prevalencia de infeccion por F. hepatica, mas que de las condiciones
climaticas registradas ese afo, influyen las del afio anterior (Rojo-Vazquez et al., 1989;
Gonzalez-Lanza et al., 1989; Manga et al., 1991; Sanchez-Andrade et al., 1995; Szmidt-
Adjidé et al., 2000; Arias et al., 2011).
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Respecto a la supervivencia de las metacercarias se ha comprobado que se
mantienen viables durante periodos prolongados, siempre que la humedad sea superior al
70%. Sin embargo, la desecacion y la accion directa de la luz solar son muy perjudiciales
(Rojo-Véazquez et al., 1989, 2012; Rojo y Ferre, 1999). En este sentido, en la provincia de
Ledn, Manga et al. (1991) obtuvieron el maximo de metacercarias en la hierba entre
septiembre y diciembre, por lo que consideran este periodo como el de mayor riesgo para la
infeccion de los hospedadores definitivos. Sin embargo, en su opinion los animales podrian
infectarse durante todo el afio, porque los moluscos se mostraban activos durante todo el afio
y albergaban redias con cercarias maduras en mayor o menor cuantia. No obstante, en lugares
maés &ridos, como en la provincia de Madrid, Luzon et al. (1991) sefialaron que la existencia
de metacercarias en los pastos en el otofio esta condicionada por la pluviosidad de septiembre
y por las temperaturas habidas en octubre y noviembre, situandose la época de mayor riesgo

de infeccidn para los hospedadores definitivos entre noviembre y febrero/marzo.

Respecto a la influencia de las caracteristicas orograficas, en la bibliografia
consultada se han encontrado resultados dispares y, en general, siempre estan asociados a las
condiciones ambientales de la zona. Ademas, la mayoria estan referidos a datos de
prevalencia de infeccion de F. hepatica en distintas especies de rumiantes domésticos,

especialmente en ganado vacuno.

Empleando técnicas inmunoenzimaticas (ELISA directo e indirecto), diversos autores
(Marin, 1992; Morrondo el al., 1997; Paz et al., 1998; Sanchez-Andrade et al., 1995, 2001a,
2002) observaron en vacuno explotado en Galicia mayores seroprevalencias en zonas de
montafia, con bajas temperaturas y elevadas precipitaciones, que en animales que pastaban en
zonas de costa, donde habia menor altitud y temperaturas mas elevadas. Ademas, Paz et al.
(1998) concluyeron que la seroprevalencia de las infecciones por F. hepatica estaba
directamente relacionada con la altitud y humedad de las areas donde pastaban los animales.
Morrondo el al. (1997) comprobaron que la seroprevalencia y la temperatura estaban
inversamente relacionadas; por el contrario, habia una relacién directa con la humedad y la
altitud de la zona, probablemente debido a que en las zonas humedas y con temperaturas mas
bajas la densidad del hospedador intermediario G. truncatula era mayor y, por tanto, tambien

lo seria el nUmero de metacercarias a disposicion de los hospedadores definitivos. Por el
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contrario, en ganado de raza Rubia Gallega, Arias et al. (2004) comprobaron que la
seroprevalencia méas elevada correspondia a vacas explotadas en zonas del centro de la

provincia de Lugo con altitudes de 350-500 m y precipitaciones inferiores a 1200 mm.

En ganado caprino y ovino, Martinez-Cruz et al. (1995) obtuvieron mayor
seroprevalencia (3,5%) en cabras que pastaban en areas de montafia (Sierra Morena) que las
que lo hacian en zonas mas llanas situadas en la rivera del Guadalquivir (0,36%). Por el
contrario, Ferre et al. (1995), en ovejas de la Provincia de Ledn, no observaron diferencias
entre los animales muestreados en las cuatro regiones naturales (Montafia, Bierzo, Tierras de
Leon y Tierras Bajas). Asimismo, Painceira (2012) en ovinos explotados en diversas
localidades de Galicia, comprobd que no existian diferencias significativas respecto al
porcentaje de ovinos que eliminaban huevos de F. hepatica. Sin embargo, en paises del Norte
de Europa (Noruega), mediante necropsia y andlisis coproldgicos realizados en cabras y
ovejas, se encontraron mayores prevalencias en los animales que pastaban en la costa, donde

el invierno es mas corto y suave que en otras zonas del pais (Domke et al., 2013).

En resumen, y de acuerdo con los diferentes autores antes citados, la epidemiologia de
las infecciones por F. hepatica depende basicamente de las condiciones meteoroldgicas de la
zona de estudio y que, tras primaveras y veranos muy lluviosos, los brotes de fasciolosis se

manifiestan en otofio.

B. Manejo de los pastos vy de los animales

En ganado vacuno de Francia, Rondelaud y Mage (1991) sefialaron que existian
distintos periodos de riesgo para la infeccion de los animales por F. hepatica, que a su vez
dependian de la climatologia y de la abundancia de los pastos. Al inicio de la primavera, el
riesgo de infeccidn era bajo, ya que los animales disponian de pastos abundantes y no estaban
forzados a aprovechar las zonas himedas y residuales, que son las que entrafian mas peligro.
Por el contrario, al inicio del verano las praderas estan bastante agostadas y el ganado se ve
obligado a pastar en las zonas humedas, donde hay méas hierba pero también estd mas
contaminada con metacercarias. No obstante, el periodo de mayor riesgo es el otofio, porque
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los hospedadores intermediarios, tras un periodo de estivacion, reinician su actividad con las

primeras lluvias otofiales y liberan numerosas cercarias.

Diversos autores (Uriarte et al., 1985; Luzon et al., 1997; Otranto y Traversa, 2003)
han sefialado que en ganado ovino la prevalencia de infeccion por F. hepatica era superior
cuando pastaban en terrenos de regadio que cuando lo hacian en pastos de secano. Ademas,
Otranto y Traversa (2003) han sefialado que en los ultimos 50 afios el hombre ha realizado
cambios en el medio, mediante la construccion de presas, diversos sistemas de irrigacion, etc.,
de modo que ha transformado lugares secos en himedos, contribuyendo notablemente a la
expansion geogréfica de la fasciolosis.

Respecto al régimen de explotacién y al nUmero de animales que integran los
rebafios, la mayoria de los estudios se han realizado en ganado vacuno. S&nchez-Andrade et
al. (2001a) obtuvieron mayores seroprevalencias de infeccion por F. hepatica en animales en
pastoreo extensivo o semi-extensivo, debido a que estos sistemas de explotacion favorecen la
ingestion de metacercarias. Diez-Barios et al. (1989a) y Morrondo et al. (1994), en vacuno de
raza frisona de Galicia, comprobaron que los porcentajes de infeccion por F. hepatica, asi
como los recuentos de huevos en heces, eran mas elevados en granjas de mediano tamafio, de
caracter familiar, que en las explotaciones masgrandes, probablemente debido, en este ultimo

caso, a un mejor manejo de los animales.

Como sefialabamos anteriormente, en Galicia es frecuente que haya rebafios mixtos de
ovejas y cabras. No obstante, son escasas las referencias bibliograficas relativas a la posible

influencia de este hecho en la prevalencia de infeccion por F. hepatica.

Lopez et al. (2011), en estudios realizados en Galicia, demostraron que el hecho de
que existan cabras en los rebafios de ovejas constituye un factor de riesgo en las infecciones
por nematodos Protostrongylidae. Posteriormente, Lépez et al. (2013) comprobaron que la
convivencia de ovejas y cabras también constituia un factor de riesgo para la primeras en
relacion a las infecciones por Eimeria, Dictyocaulus filaria y nematodos gastrointestinales,
aunque no lo era para las infecciones por Moniezia, F. hepatica, Paramphistomum o

Dicrocoelium dendriticum. Por el contrario Cabanelas et al. (2014) observaron que la
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presencia de ovejas en los rebafios de cabras constituye un factor de riesgo en las infecciones
por Toxoplasma gondii.

3.2.2.2. Factores intrinsecos

A. Raza
En ganado vacuno, Sanchez-Andrade et al. (1995) y Morrondo et al. (1997) sefialaron
que las razas autdctonas, como la Rubia Gallega, presentaban seroprevalencias
significativamente inferiores que otras razas, debido probablemente a que, en zonas
endémicas como el noroeste de Espafia, las razas autdctonas se han adaptado al contacto
continuo con F. hepatica. Posteriormente, Sanchez- Andrade et al. (2000, 2002) comprobaron
que en los bovinos procedentes de cruces la seroprevalencia era superior a la hallada en razas

mas seleccionadas como la Frisona o la Parda Alpina.

En un estudio realizado en pequefios rumiantes de Pakistan, Afshan et al. (2013)
observaron que en las razas autéctonas de cabras (Local Hairy o Beetal) y de ovejas (Salt
Range) la prevalencia de infeccion de F. hepatica era menor que en los cruces. Preston y
Allomby (1979), al igual que Roberts et al. (1997 a, b), sefialan que las diferencias en la
prevalencia por diversos helmintos en distintas razas de ovejas podrian tener una base
genética, relacionada con genes de dominancia incompleta, al encontrar diferencias entre

razas de ovejas sometidas a iguales condiciones de manejo.

B. Sexo

La mayoria de los autores (Pal y Qayyum, 1992; Valcarcel y Garcia Romero et al.,
1999; Phiri et al., 2005 a, b; Khan et al., 2009) coinciden en sefialar que el sexo de los
animales influye sobre la prevalencia de infeccion por diversos endoparasitos, ya que el estrés
al que se ven sometidas las hembras durante la gestacién y el periparto produce un descenso
del estado inmunitario. En este sentido, en vacuno de Zambia y Pakistan, diferentes autores
(Phiri et al., 2005 a, b; Khan et al., 2009, 2010) comprobaron que, aunque el manejo de los
machos y de las hembras fuera similar, estas Ultimas presentaban mayor prevalencia e

intensidad de infeccion.
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C. Edad
En ganado vacuno la mayoria de los autores (Gonzélez-Lanza et al., 1989; Waruiru et
al., 1993; Morrondo et al., 1994, 1997; Sanchez-Andrade et al., 2002) observaron una
correlacion positiva entre la edad y la prevalencia de infeccion por F. hepatica, debido a que
los animales més jovenes, al haber permanecido menor tiempo en los pastos, habian tenido

menos oportunidades de infectarse que los de mayor edad.

En ganado ovino también se ha observado esta correlacion positiva entre la edad y la
prevalencia. Ferre et al. (1991), en ovejas de la provincia de Segovia, observaron que los
animales que habian pastado sélo una temporada no eliminaban huevos de F. hepatica
mientras que un pequefio porcentaje (0,9%) de los que lo habian hecho durante 2 0 mas
temporadas si lo hacian. Asimismo, Vazquez et al. (2008) y Painceira (2012) sefialaron que la
prevalencia de infeccion por F. hepatica era superior en los animales de mayor edad, aunque
estas diferencias no fueron significativas. En ovejas y cabras explotadas en México, Munguia
et al. (2007) observaron mayores porcentajes de seroprevalencia en los animales mayores de 6
afios (46,6%) que en los menores de 5 (34,6%).

Gebeyehu et al. (2013), mediante ELISA indirecto, no detectaron ningin animal
seropositivo en cabras menores de 2 afios, siendo la seroprevalencia de 1,6% en animales
mayores de esta edad. Afshan et al. (2013) en Pakistan, mediante ELISA y coprologia,
observaron que las ovejas mayores de dos afios presentaban mayores prevalencias de

infeccion por F. hepatica que las de menor edad.

Por el contrario, Khan et al. (2010) en ovejas y cabras explotadas en Pakistan, no
observaron diferencias significativas entre los animales jovenes (< de 6 meses) y los adultos

(> de 6 meses).
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D. Respuesta inmunitaria

Al igual que otros helmintos, F. hepatica puede sobrevivir en su hospedador durante
periodos de tiempo relativamente largos. Por tanto, estos parasitos necesitan disponer de
ciertos mecanismos que les permitan evadir el sistema inmune del hospedador. Mientras que
en otros helmintos se produce la “inmunidad concomitante”, que se caracteriza por la
produccion de antioxidantes o estrategias de evasion inmunitaria, como la secrecion de
enzimas divisorias de anticuerpos y/o agentes antiinflamatorios, F. hepatica no desencadena
este tipo de defensa en el hospedador (Mulcahy et al., 1999). Esta resistencia frente a los
efectos del sistema inmune se debe, en parte, a la localizacién de los adultos en los conductos
biliares, ya que esta localizacion es poco accesible al sistema inmunitario. Los antigenos y
huevos liberados por los adultos alcanzan el intestino con los acidos biliares, lo que limita la
estimulacion del sistema inmunitario y la inmunopatologia del proceso. Ademas, F. hepatica
durante su desarrollo y migracién en el hospedador definitivo sufre un importante cambio en
la superficie tegumentaria, que constituye un mecanismo de evasién de la respuesta inmune
del hospedador (Hanna y Jura, 1977; Bennett, 1978; Hanna, 1980b). Algunos estudios
mediante inmunoelectroforesis (Bennett et al., 1982) han puesto de manifiesto la existencia de
antigenos especificos para cada fase del desarrollo, aunque otros permanecen intactos desde la
fase de metacercaria hasta adulto y sirven para el diagndstico temprano de la infeccion.

Como ya se ha apuntado, la migracion del trematodo hacia los conductos biliares se
acomparia de una serie de cambios morfolégicos y fisiologicos. Algunas de las variaciones
mas importantes son las alteraciones del glucocalix y del tegumento externo, compuesto por
un sincitio anucleado y cuyas células basales y apicales estan unidas mediante tabulos
(Threadgold, 1963; Bennett y Threadgold, 1975; Hanna, 1980b). En el tegumento del paréasito
se han identificado unos granulos secretores que pasan del tipo TO, caracteristicos de la
adolescaria, a granulos T1 y T2 tipicos de las formas inmaduras y maduras, respectivamente.
Durante la migracion hacia el parénquima hepético los granulos TO se transforman en células
tipo 1, que comienzan a secretar los T1. El tipo celular 2, que se observa en los adultos de F.
hepatica, surge de diferentes células embrionarias parenquimatosas al cabo de 2-3 dias p.i.,
pero no libera sus granulos hasta que el parasito no penetra en los conductos biliares (Bennett
y Threadgold, 1975). Segun Hanna (1980b) los granulos TO y T1 son antigénicamente

diferentes a los de tipo T2 de los adultos.
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Acompafiando a los cambios en la composicién del glucocélix exterior, durante el
proceso de maduracion, se produce un cambio en la membrana, puesto que el trematodo se
despoja de su viejo glucocalix y lo reemplaza por una cubierta producida por la primera capa
de células tegumentarias. Este rapido recambio se observa en las formas inmaduras durante la
migracion y se ha propuesto como un mecanismo de proteccion frente a la reaccion
inmunitaria del hospedador (Bennett et al.; 1982; Hanna, 1980b; Duffus y Franks, 1980 y
1981). Una vez que el parasito alcanza el estadio adulto, el paso de T1 a T2 en la composicion
del glucocalix se acompafia de una disminucién en el ritmo de recambio de la membrana, lo
cual podria estar relacionado con la localizacién de los adultos en los conductos biliares
(Hanna, 1979, 1980a). Estas estructuras fisiolégicamente diferentes poseen componentes
antigenicos comunes muy relacionados con los antigenos de excrecidn-secrecion, que en cada

estadio el parésito libera al medio en el que se encuentra (Bennett y Threadgold, 1975).

En la década de los 80 se desarrollaron hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales altamente reactivos a células tegumentarias del parasito adulto (Hanna y
Trudgett, 1983). Con posterioridad se demostré que las sustancias secretadas eran antigenos
de excrecion-secrecion que poseen comunidad antigenica con el mismo tipo de productos del
parasito adulto. Tras el analisis por inmunodifusion en gel de antigenos excretados por los
diferentes estadios de F. hepatica se encontré que los antigenos, que forman lineas de
precipitacion alrededor de las formas inmaduras, eran también producidos por los adultos
(Sandeman y Howell, 1981).

El aparato digestivo del trematodo también experimenta cambios durante la
maduracion y migracion. Inicialmente las células del tracto intestinal aparentan tener una
funcion exclusivamente excretora y son morfolégicamente diferentes de las de los adultos; de
hecho, las células de las formas inmaduras presentan microvellosidades pequefias e
irregulares en comparacion con las mas numerosas, de forma regular y mayor tamafio de las
formas adultas (Bennett, 1978). Las células intestinales poseen numerosos aparatos de Golgi,
aunque no son evidentes en los parasitos recién desenquistados. Las secreciones de las formas
inmaduras son, principalmente, sustancias hidroliticas que facilitan el desenquistamiento y las
migraciones dentro del hospedador. Una vez que F. hepatica llega a la cavidad abdominal,

aproximadamente 24 horas p.i., las células cecales muestran cierta actividad de absorcion; sin
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embargo, hasta que no alcanzan el parénquima hepatico, dichas células son diferentes
morfolégicamente a las observadas en los adultos (Bennett and Threadgold, 1975).

Igualmente destacan los cambios sufridos en el aparato reproductor durante el proceso
de maduracion (Dawes, 1962). Las gonadas masculinas son los primeras en desarrollarse de
forma gradual desde el primer dia de la infeccion hasta la maduracion definitiva del parasito.
Por el contrario, el desarrollo de las gonadas femeninas no comienza hasta los 8 dias p.i. y,
coincidiendo con el asentamiento en los conductos biliares, se observan varios centenares de

huevos en el Utero para su posterior salida al exterior con las heces.

Todo lo expuesto da una idea de la inmensa variabilidad antigénica demostrada por F.
hepatica desde su entrada en el hospedador definitivo hasta su asentamiento en los conductos
biliares. La necesidad de confirmar precozmente la infeccion ha propiciado la realizacion de
numerosos estudios encaminados a determinar qué antigenos son los méas apropiados para el

diagnostico y a identificar aquellos comunes a todos los estadios.

En la década de los setenta, se utilizaron antigenos obtenidos de los huevos para
comprobar si estos eran capaces de producir resistencia a la infeccion por F. hepatica en ratas
(Ericksen y Flagstad, 1974; Rajasekariah y Howell, 1978). Esta idea fue descartada a
principios de la década siguiente (Burden y Hammet, 1980), ya que poseen poca capacidad
inmunodgena. Posteriormente se utilizaron antigenos obtenidos de adolescarias obtenidas de
ovinos infectados con este trematodo; se comprobé mediante difusién en gel que estos
antigenos eran secretados tanto por las formas inmaduras como por las maduras,
fundamentalmente en la carboxicolesterasa, acetilcolinesterasa y fosfatasa alcalina (Sandeman
y Howel, 1981; Hughes et al., 1981).

Los antigenos de excrecidn-secrecién parecen tener un papel importante en la
formacion de anticuerpos, tanto por su especificidad como por su utilidad diagnostica
(Sandeman y Howel, 1981; Pfister et al., 1984; Espino et al., 1987; Mezo et al., 1998, 2003;
Sanchez-Andrade et al., 2000, 2001 a, b, 2002; Paz Silva et al., 1998, 2002, 2003, 2005; Arias
et al., 2007, 2009, 2010, 2012, 2013).
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La utilidad protectora de los antigenos de excrecion-secrecion fue estudiada por
diferentes autores (Rajasekariah et al. 1979; Haroun et al., 1980). Ademas, la importancia de
los productos metabdlicos en la inmunidad se ha puesto de manifiesto en estudios de
inmunizacion de animales de experimentacion, resultando en la induccion de elevados niveles
de proteccién (Lang y Hall, 1977; Rajasekariah et al., 1979; Haround et al., 1980) que se ve
incrementada con la adicion de diferentes coadyuvantes (Lépez-Aban et al., 2007, 2008,
2012).

Numerosos autores (Oldham, 1983; Poitou et al., 1992; Chauvin et al., 1995; Bossaert
et al., 2000; Zhang et al., 2005) han observado un aumento de las células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) frente a la respuesta a productos de excrecion-secrecion de F.
hepatica (PESFh) desde la primera s.p.i., con una cinetica bifésica con picos ala 1-2 s.p.i. y a

la 4 s.p.i., después de la cual la proliferacion decrece.

Zhang et al. (2005) han subrayado que la produccion de IFN-y en ovejas infectadas
experimentalmente se incremente en la semana 12 p.i., mientras que, la de IL-10 es muy
potente desde los primeros dias p.i. La continua produccion de IL-10 durante la infeccidn
sugiere una respuesta inmune tipo ThO en la fase temprana de la infeccion, seguida de una
respuesta Th2, lo que bloquearia la activacion de los macréfagos y, por tanto, dificultaria una

correcta eliminacion de las fases juveniles.

Por otro lado, el recuento de eosinéfilos aumenta desde la 22 semana p.i., con un
incremento bifasico que se corresponde con la migracion de las fases juveniles vy
posteriormente con la llegada de los adultos a los conductos biliares (Chauvin et al., 1995;
Zhang et al., 2005). Ademas, diversos autores (Chauvin et al., 1995; Hansen et al., 1999 y
Zhang et al., 2005; Pleasance et al., 2011) remarcan que esta respuesta es una de las claves de
la resistencia del hospedador frente al trematodo.

En ratas infectadas con F. hepatica se relacionaron los altos niveles de eosinofilos con
un incremento de las IgE (Pfister et al., 1983; Poitou et al., 1993), lo que respalda la hipotesis
de Capron et al. (1987) quienes comprobaron que, en animales infectados por Schistosoma,

las IgE o las IgG anafilacticas se asocian a un incremento de eosindfilos. Del mismo modo, en
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la esquistosomiosis humana, las IgM son capaces de bloquear la acciéon de los eosinofilos,
observandose ademés que los niveles de IgM son mas altos en las personas sensibles a la
enfermedad que en las resistentes a esta. Por tanto, en la infeccién por F. hepatica los altos
niveles de IgM contra los PESFh pueden modular también la citotoxicidad anticuerpo-
dependiente, aunque las ovejas sean capaces de desarrollar una alta respuesta eosinofilica
(Capron et al., 1987; Pérez et al., 2002).

Chauvin et al. (1995), empleando Western blot, observaron a las 2 s.p.i. altos niveles
de IgM con un comportamiento biféasico. El primer pico se correspondi6 con la respuesta de
estas inmunoglobulinas frente a proteinas de mas alto peso molecular y la segunda respuesta
frente a proteinas no especificas. Las IgM alcanzan un maximo a las 3 semanas p.i. y
descienden sistematicamente desde la 6% semana p.i. Las 1gG muestran el pico maximo hacia
las 4-5 semanas p.i., permaneciendo elevadas bastante tiempo, siendo las 1gG1 las dominantes
sobre las IgM, 1gG2 e IgA en los animales infectados de forma aguda y cronica por la

enfermedad.

En cabras hay pocos estudios relativos a la respuesta inmune frente a F. hepatica y
como hemos dicho anteriormente la enfermedad se presenta habitualmente de forma crénica
(Martinez-Moreno et al., 1997), aunque Leathers et al. (1982) han observado casos de alta

mortalidad.

Levieux y Levieux (1994), Martinez et al. (1996) y Martinez-Moreno et al. (1997) han
sefialado que existe una respuesta inmune humoral de IgG especificas frente a PESFh entre la
28 y 4% sp.i., que alcanza el maximo entre la 9% y la 13? s.p.i. Martinez-Moreno (1997)
puntualiz6 que no existe una correlacion significativa entre el titulo de 1gG y el recuento de
fasciolas en la necropsia, siendo el patrén igual en las primoinfecciones y en las reinfecciones,

lo que sugiere una baja actividad protectora.

Zafra et al. (2013) en un estudio en el que se evaluaba la produccién de linfocitos T
(CD4, CD8 y WC1), no observaron cambios en la proporcion de estos linfocitos entre cabras
inmunizadas y no inmunizadas frente a glutation S-tranferasa (GST) y catepsina L-1 de F.

hepatica; unicamente detectaron un descenso de los linfocitos CD4 a la 5% s.p.i., que
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correlacionaron con la fase de la migracion del parésito por el parénquima hepéatico donde se
produce una marcada infiltracion linfocitaria de CD4 y CD8.

Segun Martinez-Moreno et al. (1997), la escasa respuesta de las cabras frente a F.
hepatica, puede deberse a la evasion del parasito del sistema inmune protector por diversos
mecanismos, entre los que se encuentra el desarrollo méas réapido de las fasciolas en las
segundas infecciones, la ausencia de respuesta de memoria de las IgG, el déficit de

especificidad de la respuesta de linfocitos y la modulacion de la respuesta no especifica.

3.2.3. Diagnostico de las infecciones por F. hepatica.
Para realizar un correcto diagndstico se debe tener en cuenta, los factores
epidemioldgicos que influyen en su presentacion, el cuadro clinico y los resultados obtenidos

mediante diferentes métodos directos o indirectos.

3.2.3.1. Técnicas directas
Los métodos mas utilizados para el diagnostico directo de las infecciones por F.
hepatica son el examen coproldgico y el postmortem, aungue en los ultimos afios se han
puesto a punto técnicas para detectar antigenos (ELISA) en heces, sangre e incluso en leche

en los animales infectados.

A. Andlisis coprol6gicos

Segun el manual de técnicas de Laboratorio Central Veterinario de Weybridge
(M.A.F.F., 1986) la presencia de huevos de parasitos en las heces demuestra que el animal se
halla infectado de forma activa. No obstante, las muestras de heces se deben tomar

directamente del recto, para evitar la contaminacion con nematodos de vida libre, hongos, etc.

Para conocer el nimero de huevos por gramo de heces (hpg), cada muestra se analiza,
por duplicado, mediante las técnicas de sedimentacion (Rojo-Vazquez et al., 1997). En un
principio se consideré que existia una relacion constante entre el nimero de huevos
excretados en las heces y el nimero de vermes presentes en el animal. Sin embargo, se
demostrd que estos recuentos no guardaban relacion directa con el grado de parasitacion
(Euzeby, 1982).
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Ademas, cualquiera que sea el método de andlisis empleado, el recuento se hace sobre
una cantidad muy pequefia de heces, que suponemos representativa de toda la materia fecal
excretada en un periodo determinado de tiempo (Kloosterman, 1971). Asimismo, la cantidad
de huevos eliminados cada dia puede variar debido a la propia idiosincrasia del animal (edad,
intensidad de parasitacion, estado inmunitario, etc.) y del parasito (intervalos ciclicos de
produccion de huevos, uso de antihelminticos, etc.).

Segun diferentes autores (Michel, 1968; Kloosterman, 1971; M.A.F.F., 1986), los
principales errores son la propia muestra fecal, la submuestra escogida de la materia fecal
disponible y a la técnica empleada per se. Ademas, se debe tener en cuenta la consistencia de
las heces, siendo aconsejable emplear un factor de correccién que varia entre 1 y 4,

aplicandose el mayor en caso de heces liquidas.

La coprologia es una técnica que se utiliza habitualmente para el diagnostico de la
fasciolosis. Entre sus ventajas destaca su especificidad, si bien uno de sus mayores
inconvenientes es que los huevos se observan en heces 10-12 semanas después de la
infeccion, es decir cuando las fasciolas han allcanzado a su madurez sexual y ya se han
producido gran parte de las lesiones hepaticas en el animal (Rodriguez-Pérez y Hillyer, 1995;
Rojo y Ferre, 1999; Rojo-Vazquez et al., 2003). Un examen coproldgico negativo carece de
valor predictivo, ya que este puede ser negativo por multiples causas y, sin embargo, el
animal estar parasitado. Serian precisos al menos 3 examenes coproldgicos sobre muestras
recogidas en dias alternos para descartar la infeccién del animal. Debido a las variaciones
considerables en la eliminacion diaria de huevos de F. hepatica en el ganado ovino (Diwell y
Reisenleiter, 1984), recomiendan la recogida de muestras a partir del mediodia, y siempre a la

misma hora.

La técnica mas utilizada es la sedimentacién, aunque uno de sus mayores
inconvenientes es su baja sensibilidad (30-70%), pero diversos autores (Conceicao et al.,
2002; Rapsch et al., 2006 y Charlier et al., 2008) indican que esta aumenta con el volumen de
heces que se analiza y que la repeticion del test o la utilizacion de més de 30 g de heces puede
incrementar la sensibilidad aproximadamente un 90% (Rapsch et al., 2006). Con menor

frecuencia se emplea la técnica de flotacion, utilizando soluciones de gran densidad como
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sulfato de zinc (p= 1,18) o iodomercurato de potasio (p= 1,44); sin embargo, estas soluciones
deforman los huevos notablemente, dificultando su correcta identificacion (Rojo-Vazquez et
al., 2012).

B. Necropsia
En el examen post-mortem se puede observar, incluso en fases tempranas de la

infeccion, el dafio hepatico (Rojo-Vazquez et al., 2012). En la fasciolosis aguda el diagndstico
mas certero se obtiene tras la realizacion de la necropsia de algun animal infectado. Segun
Rojo y Ferre (1999) las espinas cuticulares y las ventosas de las fases inmaduras y adultas de
F. hepatica provocan una intensa irritacion de las células epiteliales del hospedador,

modificando su estructura y provocando una intensa reaccion inflamatoria.

En la migracion de los parasitos, se observan numerosas fasciolas en diferentes
estadios de maduracion que, durante su desplazamiento a través del parénquima hepaético,
ocasionan hemorragias, fibrosis hepatica focal, necrosis y una acusada hepatomegalia
(Murray y Rushton, 1975). A medida que las formas juveniles maduran y van aumentando de

tamafo, también lo hace la respuesta inflamatoria (Behm y Sangster, 1999).

En la fasciolosis cronica se observa fibrosis hepatica como resultado de la
reorganizacion de los trayectos migratorios originados por las fasciolas juveniles y colangitis
hiperplasica por la presencia de los vermes adultos en los conductos biliares y en la vesicula.
La fibrosis hepatica se puede observar en todo el higado, aunque es mas frecuente en el 16bulo
ventral, por ser éste el lugar preferente de entrada de las fasciolas (Rojo-Vazquez et al., 2012).

Las infecciones repetidas con pequefias dosis de metacercarias son las mas frecuentes.
En este tipo de infecciones tanto las formas juveniles como las adultas producen lesiones.
Pérez et al. (2002, 2005) estudiaron el efecto de la primoinfeccion y de la reinfeccion en
corderos, comprobando que los dafios hepaticos (cirrosis, fibrosis portal, hiperplasia de los

conductos biliares) eran mas intensos en los reinfectados.

En cabras infectadas y reinfectadas experimentalmente con F. hepatica, Martinez-

Moreno et al. (1999) observaron que en las fases tempranas de la primoinfeccion, en el higado
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se observaban trayectos blanquecinos causados por la migracién del trematodo en la
superficie y en el parénquima hepético, mientras que en el higado de las cabras reinfectadas
las lesiones eran mas marcadas, apreciandose destruccion de la arquitectura del tejido

hepatico que comprometia el funcionamiento del higado.

El nimero de ejemplares de F. hepatica recuperados tras la necropsia de corderos
infectados con metacercarias varia en los diferentes estudios. Ramajo et al. (2001) en corderos
infectados con 100 metacercarias, recuperaron entre un 51% y un 29% de adultos a las 9 s.p.i.
y 14 s.p.i., respectivamente. Sin embargo, Lomba (2005) obtuvo cifras medias superiores al
27% en corderos infectados, utilizando la misma dosis infectante del estudio anterior.

Chauvin et al. (1995) observaron en ganado ovino que la proporcion de adultos de F.
hepatica obtenidos entre la primo y reinfeccion es similar, aunque sefialaron el que las
fasciolas migraban mas rapidamente hacia los conductos biliares en las reinfecciones.
Asimismo, Martinez-Fernandez et al. (2004) también obtuvieron un ndmero similar
(74,7+16,2 adultos) cuando reinfectaron corderos con 200 metacercarias. Por el contrario,
Pérez et al. (2002), en ovejas primoinfectadas y reinfectadas con 175 metacercarias,
obtuvieron una media superior en las reinfectadas (88,71+ 27,8) que en las primoinfectadas.

C. ELISA-doble

Uno de los principales problemas a resolver en la lucha frente a esta trematodosis ha

sido el diagndstico precoz de la fasciolosis, ya que para evitar la accion patogena del parasito
y realizar el tratamiento en las primeras fases de la migracion hay que detectar su presencia en

el hospedador al principio de la infeccion.

Numerosos parasitos liberan al torrente sanguineo o al lumen intestinal sustancias
antigénicas que estan constituidas por productos metabélicos y/o componentes somaticos, de
modo que mediante la deteccion de antigenos circulantes en heces o en diferentes fluidos
corporales (sangre, leche y secreciones nasales) se pueden diagnosticar precozmente las
infecciones activas ocasionadas por estos parasitos (Hillyer, 1993). Ademas su deteccion es
mas precoz que la de los anticuerpos (Langley y Hillyer, 1989; Espino y Finlay, 1994;



46 ANA PEREZ CREO

Rodriguez-Pérez y Hillyer, 1995; Espino et al., 1997; Abdel-Rahman et al., 1998; Mansour et
al., 1998; Hegab y Hassan, 2003; Mezo et al., 2004).

El ELISA sandwich o doble (ELISA-d) se basé inicialmente en el empleo de dos
anticuerpos policlonales (IgG), obtenidos de conejos inmunizados con un antigeno del
parésito (Rodriguez-Pérez y Hillyer, 1995; Sanchez-Andrade et al., 2000; Paz-Silva et al.,
2002, 2003); asimismo, mediante un proceso mas complejo, se desarrollaron los anticuerpos
monoclonales (Dumeénigo et al., 1996; Espino et al., 1997) que detectan antigenos de F.

hepatica en suero a partir de la primera s.p.i. (Almazan et al., 2001).

Paz-Silva et al. (2002) reinfectaron dos grupos de ratas en periodos diferentes de la
infeccion y, mediante un ELISA-d con IgG policlonal, comprobaron que en los animales
reinfectados en la fase aguda, los coproantigenos se detectaban antes que en las reinfectadas
en fase cronica, concluyendo que el periodo en el que se reinfectan los animales modifica la

cinética de coproantigenos.

Rodriguez-Pérez y Hillyer (1995) en ovejas infectadas experimentalmente detectaron,
mediante ELISA-d e I1gG policlonal anti-F.hepatica, antigenos circulantes del trematodo entre
la 22 y 62 semana p.i., obteniendo las cifras mas elevadas a la 8 s.p.i. Asimismo, en
infecciones experimentales de ovinos, nuestro grupo de investigacion (Paz-Silva et al., 1999,
2003; Morrondo et al., 2000, 2005; Sanchez-Andrade et al., 2001; Arias et al., 2004)
demostraron la validez de un ELISA-d basado en el uso de anticuerpos policlonales para el
diagndstico de infecciones activas de F. hepatica, al tiempo que comprobaron su utilidad para

evaluar los tratamientos antihelminticos.

Duménigo et al. (1996) desarrollaron un ELISA-d utilizando un anticuerpo
monoclonal (ES78) para detectar coproantigenos de F. hepatica en heces de ganado vacuno.
Posteriormente Duménigo et al. (2000), utilizaron esta misma prueba para la deteccion de
antigenos en suero y en heces de ovejas infectadas experimentalmente. Al comparar los
resultados obtenidos con la deteccion de antigenos y de anticuerpos observaron que a la 12

s.p.i., todos los animales habian desarrollado anticuerpos anti-Fasciola, mientras que los
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primeros antigenos séricos y coproantigenos se detectaron a partir de la 32 s.p.i. e incluso en
algunos animales no llegaron a detectarse.

Espino et al. (1997) pusieron a punto un ELISA-d empleando un anticuerpo
monoclonal, y en suero de ratas infectadas de forma experimental observaron antigenos
circulantes entre la 12 y la 3?2 s.p.i., o que coincidia con la migracion de las fasciolas por el

parénquima hepatico.

Mezo et al. (2004) desarrollaron un ELISA-d basado en el empleo de un anticuerpo
monoclonal (MM3), obtenido por inmunizacién de ratones con una fraccion purificada de
antigenos de excrecion/secrecién (ESAs) de F. hepatica de 7 a 40 KDa. La sensibilidad de
este ELISA sandwich o de doble anticuerpo fue del 100% y 28,5% en ovejas y en vacas,
respectivamente, que albergaban un unico trematodo en el higado, aumentando este
porcentaje hasta el 100% en vacas infectadas con 2 fasciolas. Por consiguiente, estos autores
consideraron que la concentracion de coproantigenos se correlaciona positivamente con la
carga parasitaria y negativamente con el tiempo transcurrido entre la infeccion y la deteccion
del coproantigeno. Ademas, en este mismo estudio, se comprobo la utilidad del ELISA-d
(MM3) en la monitorizacion de la eficacia de los tratamientos antiparasitarios, ya que en
ovinos a los que se les habia administrado triclabendazol dejaron de detectarse coproantigenos
entre la 1 y la 3% semana post-tratamiento (s.p.t.), mientras que en las ovejas no tratadas se
siguieron detectando coproantigenos durante todo el estudio. Valero et al (2009), empleando
este mismo test, detectaron antigenos en heces de ovejas a las 4 s.p.i., alcanzando los niveles

mas elevados a las 12 s.p.i.

3.2.3.2. Técnicas indirectas
Hasta hace algunos afios las pruebas indirectas para detectar infecciones por F.
hepatica se basaban fundamentalmente en la determinacion de la actividad de algunas
enzimas sericas, como la glutamato deshidrogenasa (GLDH) o la y-glutamil-transferasa (y-
GT) (Barnouin et al., 1981; Diaz et al., 1998; Mezo et al., 1994; Ferre et al., 1997). También
se empled la técnica e inmuno-electro-transferencia (EITB) o western-blotting. En la
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actualidad se utiliza fundamentalmente la técnica inmunoenzimatica ELISA, debido a su

menor complejidad de realizacion.

A. Inmunoelectrotransferencia

La inmunoelectrotransferencia (EITB) también denominada Western-blotting o
“immunoblotting” consiste en la separacion de los diferentes componentes polipéptidos de los
antigenos de F. hepatica mediante electroforesis y la evaluacion de su posible antigenicidad a
través de un revelado similar al que se realiza en el ELISA indirecto, pero en este caso el

soporte es una membrana de nitrocelulosa.

Se han llevado a cabo diversos estudios mediante esta técnica en animales de
laboratorio infectados de forma experimental con metacercarias. En ratas, Poitou et al. (1992),
utilizando un antigeno de excrecidn/secrecion para evaluar la respuesta IgG, comprobaron que
en la 22 s.p.i. se reconocian péptidos de peso molecular bajo (30-20 kDa) y a partir de la 3?

s.p.i. los de peso molecular alto (94 kDa) e intermedio (67-43 kDa).

Diez et al. (1997), estudiaron los principales componentes del antigeno de excrecion-
secrecion de F. hepatica (FhES), empleando sueros de ratas infectadas experimentalmente,
comprobando que se detectaban 31 fracciones con pesos moleculares de 11 a 136 kDa.
Ademas, Paz-Silva (1997) y Sanchez-Andrade et al. (1997) estudiaron la respuesta
inmunitaria en un lote de ratas primoinfectadas y en otros 2 grupos reinfectadas a las 4 y 11
s.p.i., respectivamente; sefialaron que a partir de la 12 s.p.i. se detectaban 1gG y que durante
las 5 s.p.i. en el antigeno de ES se reconocian fracciones de alto peso molecular (190 kDa) vy,
a partir de la 72 s.p.i. ademas de estas fracciones proteicas se detectaban un mayor nimero de
bandas, con pesos moleculares de menos de 35 kDa y de 37, 43, 52, 75-80, 126, 155 y 170
kDa. A partir de la semana 112 p.i. no se observo un aumento en el reconocimiento de bandas,

excepto en el grupo de ratas reinfectadas, en el que se detectaron bandas de 98 y 118 kDa.

Esta técnica también se ha utilizado para el diagnostico de la fasciolosis en animales
de renta. Santiago y Hillyer (1998), utilizando sueros de ganado ovino y vacuno infectado con

F. hepatica, reconocieron en el antigeno somatico del trematodo un grupo de proteinas de 38-
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30 kDa y otros péptidos de 25-20 kDa a las 4 s. p. i. En los bovinos se obtuvo un
reconocimiento difuso de bandas de 69, 64 y 56 kDa, que no habian sido visualizadas
previamente con los sueros de los ovinos. Después de reinfectar estos animales no apreciaron
cambios significativos en el reconocimiento de los diferentes péptidos hallados en el antigeno

somatico de F. hepatica.

Ruiz-Navarrete et al. (1993) en ovinos infectados experimentalmente comprobaron
que todos los sueros reaccionaban frente a la fraccion proteica de 20-23 kDa del antigeno
somatico y frente a la de 23-27 kDa del antigeno de ES, detectando anticuerpos frente a estos

componentes antigénicos a partir de la 22 s.p.i.

En ovejas infectadas de forma experimental, Ferre (1994) comprobo que a partir de las
semana 62 p.i. las bandas reconocidas con mayor intensidad tenian un peso molecular de 30-
14 y < 14 kDa. Ademas, en las semanas 8, 14 y 16 p.i., y coincidiendo con la respuesta
méaxima obtenida por ELISA, detectd péptidos de 25 y 19 kDa. También en ovejas infectadas
con F. hepatica, Chauvin et al. (1995) apreciaron un reconocimiento secuencial de proteinas
de alto a bajo peso molecular, sugiriendo la liberacién de productos de excrecidn/secrecion
por parte de las fasciolas juveniles durante su migracion por el parénquima hepatico.

Diaz et al. (2007a), en ganado ovino infectado de forma natural por F. hepatica,
detectaron polipéptidos de 93, 85, 64, 51, 45 y 30 KDa, comprobando que el de 30 KDa era

util para valorar la eficacia de los tratamientos a la segunda semana de su administracion.

B. ELISA indirecto

Es una de las técnicas mas utilizadas debido a su rapidez, simplicidad, sensibilidad,

especificidad y bajo costo (Mufioz et al.,, 1986). Algunas de estas ventajas, como la
sensibilidad y especificidad, dependen de las caracteristicas del antigeno empleado, ya que la
concentracion y calidad de este son factores cruciales que determinaran la sensibilidad del
ensayo (Coltori, 1986; Vargas et al., 1995). Como se ha comentado anteriormente, las
fracciones antigénicas somaticas y de excrecion-secrecion de F. hepatica inducen en los
animales con infeccion aguda y cronica la produccion de inmunoglobulinas IgE e 1gG,

especialmente de la subclase 1gG1 (Clery et al., 1996; Bossaert et al., 2000). Por tanto, son
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diversos los estudios que indican la aptitud de estas técnicas para el diagndstico de la
infeccion por F. hepatica respecto a los métodos tradicionales (Vargas et al., 2001).

La técnica mas utilizada es el ELISA indirecto (ELISA-i) con antigenos somaticos o
de excrecion-secrecion del parasito (Price et al., 1993). Con la mejora de los métodos de
purificacion antigénica se ha incrementado la sensibilidad y especificidad de la prueba, tanto a

nivel individual como de rebafio.

A lo largo de los afios, muchos investigadores han disefiado métodos para el
diagnostico de la fasciolosis mediante ELISA-i utilizando diferentes fracciones antigénicas
(Espino et al., 1987; Rivera Marrero et al., 1988; Itagaki et al., 1995; Ortiz et al., 2000;
Salimi-Bejestani et al., 2005). Los antigenos mas utilizados para identificar la infeccién por F.
hepatica son los de excrecidn-secrecion (ES), debido a que el extracto antigénico se puede
obtener de forma econdmica y sencilla (Hillyer, 1986, 1993). El empleo de estos antigenos en
un ELISA-i permite un diagndstico precoz de la infeccion, pues se detectan IgG1 a partir de la
2% s.p.i. (Bossaert et al., 2000). Ademas, segun Hillyer (1993) el test tiene mayor sensibilidad
cuando se utilizan estos extractos proteicos que cuando se emplean los antigenos somaticos

del parésito.

Los antigenos de superficie también se han utilizado para el inmunodiagnostico de la
fasciolosis, debido a que incrementan la especificidad significativamente, aunque el proceso

de obtencion es mas complicado (Levieux et al., 1992).

También se han desarrollado antigenos recombinantes a partir de genes de F. hepatica
que codifican para antigenos especificos, cuya expresion en un sistema heterélogo permite su
obtencion en cantidad suficiente, a la vez que aumenta la especificidad y sensibilidad de la
prueba, permitiendo ademas la comparacion entre los resultados de diferentes grupos de
investigacion (Corenelissen et al., 2001). En este sentido, diversos estudios se centraron en el
uso de las catepsinas recombinantes purificadas como agentes antigénicos (O Neill et al.,
1999; Cornelissen et al., 2001; Neyra et al., 2002; Espinoza et al., 2005; Sriveny et al., 2006).
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En nuestro laboratorio a partir de una biblioteca de ADNc de F. hepatica se
obtuvieron 3 clones que codifican para la expresion de proteinas de 16, 12,3 y 2,9 kDa,
comprobando que, en ovejas infectadas experimentalmente con metacercarias de este
trematodo, la proteina expresada por el clon de 2,9 kDa permitia detectar anticuerpos a la 22
s.p.i. por ELISA-i (Paz-Silva et al., 2005; Arias et al., 2006). Asimismo, Arias et al. (2007)
comprobaron que el ELISA-i, utilizando la proteina recombinante de 2,9 kDa también
detectaba precozmente los anticuerpos anti F. hepatica en ovinos infectados naturalmente.
Posteriormente, se comprobd que esta proteina también era Gtil para valorar la eficacia de los
tratamientos (albendazol y netobimin) tanto en ganado ovino como vacuno infectados

naturalmente (Arias et al. 2009).

Con objeto de mejorar la sensibilidad y especificidad de los antigenos de ES, Mezo et
al. (2003) fraccionaron un antigeno FhES por FPLC y obtuvieron 4 picos; enel I yen el 1l se
detectaron péptidos cuyo peso molecular oscil6 entre 7 y 208 kDa, el pico 111 se correspondid
con péptidos de 131 a 153 kDa y el 1V con péptidos de menos de 40 kDa. Estas fracciones
proteicas se valoraron frente a sueros de ovinos infectados naturalmente, comprobando que
los picos Il y IV mostraban una buena discriminacion entre animales infectados y no
infectados, obteniendo una especificidad del 100%. Ademas, al realizar el ELISA-i con los
péptidos del pico IV (7-40 kDa), detectaron animales infectados, incluso con 10

metacercarias, desde la 33-52 s.p.i. hasta el final del estudio (14 spi).

Posteriormente, estos mismos autores (Mezo et al., 2007) desarrollaron un ELISA-i
(MM3 SERO ELISA) basado en el uso del anticuerpo monoclonal MM3 que captura parte de
los antigenos presentes en el pico IV y de esta forma poder detectar los anticuerpos (IgG)
especificos frente a los epitopos reconocidos por el MabMM3. Este ELISA presentd una
especificidad del 100% en suero de ovino, incluso en corderos infectados con Dicrocoelium
dendriticum (trematodo que posee antigenos con una gran reactividad cruzada con F.
hepatica). La sensibilidad de esta técnica es también elevada, siendo capaz de detectar
anticuerpos a las 3 s.p.i. en animales que albergaban 1 o 2 ejemplares de F. hepatica y a las 4

s.p.i. en animales con més de 2 tremados.
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Muifio et al. (2011) realizaron una caracterizacion molecular e inmunoldgica de la
fraccion IV y observaron que el MabMM3 reacciona con un epitopo localizado en las
catepsinas L1 y L2, sefialando que, probablemente también lo esté en la L5 que representa el

5% de las catepsinas producidas por los trematodos adultos.

Dixit et al. (2008) constataron que, este grupo de proteinas se caracterizan por ser
altamente antigénicas y por tanto pueden ser Utiles para el inmunodiagnostico de las
infecciones por F. hepatica tanto en humanos (Rokni et al., 2002; Intapan et al., 2005) como
en animales (Cornelissen et al., 2001; Sriveny et al., 2006), asi como para el desarrollo de
vacunas (Mulcahy y Dalton, 2001; Golden et al., 2010).

Con el fin de abaratar los costes de diagnostico y causar la menor molestia y estrés
durante el muestreo de los animales, en los ultimos afios se han aplicado los ELISA-i para
determinar la prevalencia de F. hepatica en tanques de leche. Estos ELISA se caracterizan por
presentar una gran sensibilidad y especificidad en los diagnosticos individuales y también en
el diagndstico en tanque, aungque se necesita un numero minimo de animales positivos para
que los resultados sean fiables (Mezo et al., 2010; Duscher et al., 2011). En este sentido,
Reichel et al. (2005) indicaron que prevalencia minima intrarrebafio deberia ser del 60%.
Posteriormente otros autores (Salimi-Bejestani et al., 2005; Mezo et al., 2010; Duscher et al.,
2011) sefalaron que era suficiente con que la prevalencia intrarrebafio fuese del 15 al 20%.
No obstante, Duscher et al. (2011) comprobaron que los resultados del analisis en tanque de
leche pueden variar dependiendo de la fase de la infeccion, ya que ésta cursa normalmente
con un descenso de la produccion de leche y, por tanto, puede haber niveles mas bajos de
anticuerpos en el tanque, dificultando la deteccion de las infecciones por F. hepatica mediante

este test.

3.2.4. Fasciolosis en pequefios rumiantes
Esta enfermedad es una de las infecciones parasitarias mas frecuente y de mayor
trascendencia economica en los rumiantes, en especial en los lugares en los que las
condiciones edaficas y climaticas favorecen el desarrollo del ciclo de F. hepatica, como

sucede en Galicia.
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3.2.4.1. Cuadro clinico y pérdidas econémicas
Las pérdidas causadas por la fasciolosis son considerables, especialmente en ganado

ovino cuando cursa de forma aguda.

A. Cuadro clinico

En el ganado ovino la fasciolosis puede cursar de forma aguda, subaguda y cronica.
Estos 3 tipos de presentaciones se relacionan con la época del afio, la disponibilidad de
metacercarias en los pastos y el nimero de estas que ingieran los animales (Rojo y Ferre,
1999).

La fasciolosis aguda se origina cuando hay un gran nimero de adolescarias migrando
por el parénquima hepatico o porque ya se han establecido un elevado nimero de adultos en
los conductos biliares. La sintomatologia, cuando se presenta, se caracteriza por debilidad,
palidez de las mucosas, hepatomegalia palpable, dolor abdominal y ascitis. El curso de la
enfermedad es rapido y los animales pueden morir entre las 2 y 8 s.p.i. Los animales afectados
presentan un cuadro de anemia hemorrégica aguda de tipo normocitico y normocrémico,
pudiendo producirse muertes repentinas ocasionadas por la enorme pérdida de sangre y por
fallo de la funcion hepatica. También se observa marcada eosinofilia, elevada actividad
plasmatica de la aspartato aminotransferasa, hiperglobulinemia y, en los casos terminales, los
animales muestran un valor hematocrito de 7 a 10%. Ademas, la migracion de las adolescarias
a través del parénquima hepéatico pueden propiciar las infecciones por Clostridium
oedematiens (Rojo y Ferre, 1999).

La forma subaguda se presenta a finales de otofio e inicio de la estacion invernal,
cuando los animales ingieren un numero elevado de metacercarias durante un periodo de
tiempo suficientemente largo como para no provocar un proceso agudo (Behm y Sangster,
1999). Se observa pérdida de peso 1-2 semanas antes de la aparicion de los sintomas y
algunos animales pueden mostrar edema submandibular (papo) y ascitis. Este tipo de
fasciolosis cursa con anemia hipocrémica y macrocitica, y el valor del hematocrito es inferior
al 25%. Las modificaciones de los valores sanguineos se acompafian con alteraciones de las

proteinas séricas, observandose una hiperproteinemia como consecuencia del incremento de
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inmunoglobulinas en respuesta a los antigenos parasitarios. Posteriormente se produce
hipoproteinemia, debido a la disminucion de los valores plasmaticos de albumina. Los ovinos,

generalmente, sobreviven 1 o 2 semanas desde la aparicién de los sintomas.

El ganado ovino y en menor grado el caprino, en ocasiones, pueden superar la
fasciolosis aguda y la subaguda y dar lugar a la forma cronica (Reddington et al., 1986; Rojo
y Ferre, 1999), aunque normalmente este tipo de presentacion de la enfermedad se produce
tras la ingesta diaria de un pequefio numero de metacercarias en los pastos en los que los
rumiantes permanecen durante largos periodos de tiempo (Rojo y Ferre, 1999). En los
animales afectados se observa una marcada colangitis e hiperplasia del epitelio biliar, ademas
de fibrosis de los conductos biliares (Behm y Sangster, 1999; Marcos et al., 2008). Como en
la fasciolosis subaguda, la anemia es hipocromica y macrocitica; puediendo llegar el valor
hematocrito a 11-19%. Los animales enfermos pueden sobrevivir durante varias semanas e
incluso afos, aungue no hayan recibido el correspondiente tratamiento (Rojo y Ferre, 1999).
Como ya se ha mencionado anteriormente, la fasciolosis cronica es la forma més habitual de
aparicion en las cabras. En infecciones experimentales se ha comprobado que la
primoinfeccion provoca una fasciolosis subclinica cronica, al tiempo que no se establece una
respuesta inmunitaria protectora, puesto que en las reinfecciones se establecen un nimero
similar de adultos que en las primoinfecciones (Martinez et al., 1996 y Martinez-Moreno et
al., 1997).

B. Pérdidas econémicas

Como se indicé previamente la forma aguda de la fasciolosis puede ocasionar una
importante mortalidad, especialmente en el ganado ovino. No obstante, es en la forma cronica
cuando se producen tanto la mayoria de las pérdidas directas (decomiso de higados) como
indirectas (pérdida de peso, descenso en la produccion de lana y leche y alteracion de los
indices de fertilidad). Aunque es muy dificil de cuantificar las pérdidas econdmicas
ocasionadas por la fasciolosis, Torgerson y Claxton (1999) sefialan pérdidas de billones de

dolares, incluso cuando la intensidad de parasitacion es moderada.

Las pérdidas indirectas estan relacionadas con el descenso de energia metabolizable

que, junto con la disminucion del apetito y la reduccién de la retencién de nitrégeno,
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repercuten negativamente sobre la ganancia de peso y posteriormente sobre la produccion de
carne, lana y leche, asi como sobre la fertilidad de los animales (Hope Cawdery, 1984).

En relacion con la pérdida de peso, Coop y Sykes (1977) observaron que esta era del
26%, 22% y 33% en animales que albergaban 87, 157 y 233 ejemplares adultos de F.
hepatica, respectivamente. Lopez-Aban et al. (2007) comprobaron en corderos infectados con
100 metacercarias que la reduccion de la ganancia de peso era aproximadamente del 70%

respecto al grupo no infectado.

Asimismo, en ovinos infectados por Fasciola se han sefialado porcentajes de la
reduccion de la produccién de lana del 13,6 al 40% (Roseby, 1970; Edwards et al., 1976;
Torgerson y Claxton, 1999).

También se han observado pérdidas en la produccion de leche, aunque segin Hope
Cawdery y Conway (1972) depende de la intensidad de parasitacion y de si el animal puede
compensarla con una mayor ingestion de alimentos. Ademas, Sinclair (1972) asocio las
menores tasas de crecimiento observadas en los corderos con la reduccion de la produccion de

leche en las madres infectadas con F. hepatica.

En relacion con la reduccién de los indices de fertilidad, Crossland et al (1977)
observaron un aumento del 9% en la fecundidad de ovejas que pastaban en zonas en las que
habia programas de control de esta infeccion parasitaria. Asimismo, Hope (1984) observo un
descenso en el nmero de nacimientos en granjas en las que las ovejas estaban parasitadas por

este trematodo hepatico.

3.2.4.2. Prevalencia de parasitacion
Como se sefiald en el apartado de diagnostico, las técnicas mas utilizadas para la
determinacion de la prevalencia de infeccion por Fasciola, son los andlisis coproldgicos, la

necropsia y el inmunodiagnostico.
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A. Andlisis coproldgico

Es la técnica que se utiliza de manera rutinaria en el diagnostico de la fasciolosis,
principalmente por su rapidez, sencillez y alta especificidad. Segun Afshan et al. (2013), en
general, la prevalencia de infeccion es significativamente superior en las ovejas (28,43%) que
en las cabras (5,01%). Estos autores sefialaron que estas diferencias se pueden atribuir a los
diferentes comportamientos de las ovejas y cabras a la hora de pastar, ya que las ovejas pastan
cerca de zonas humedas, mientras que las cabras tienen tendencia al ramoneo en zonas mas
secas. En este sentido, Gorski et al. (2004) sefialaron prevalencias de infeccion del 10,9% en
ganado ovino y, por el contrario, no detectaron cabras que eliminasen huevos de F. hepatica.

Asimismo, en ambas especies de rumiantes la prevalencia de infecciéon varia mucho
dependiendo del pais en el que se hayan realizado los estudios. En Méjico (Estado de Sonora),
Munguia-Xdchihua et al. (2007) sefalaron prevalencias de infeccion del 8,7% y 23,4% en
ovino y del 21,8 y 27,4% en cabras. En Pakistan, Gadahi et al. (2009) observaron que el
4,44% de las ovejas y el 0,66% de las cabras eliminaban huevos de F. hepatica. Asimismo, en
este pais, Khan et al. (2010) obtuvieron una prevalencia del 7,02% en ovejas y del 7,58% en
las cabras. Posteriormente, Lashari y Tasawar (2011) observd que el 21,41% de los ovinos

eliminaban huevos de este trematodo.

En los diferentes paises europeos la prevalencia de infeccién también varia
considerablemente de unos a otros. En Gran Bretafa, y Yugoslavia, Ollerenshaw (1959),
Savin et al. (1978), respectivamente, sefialaron prevalencias del 80-85% en ganado ovino. En
Italia, concretamente en el sur de los Apeninos, Cringoli et al. (2002) comprobaron que en el
4,1% de las explotaciones de ganado ovino habia algin animal que eliminase huevos de F.

hepatica.

En Espafia también se han observado diferencias en la prevalencia de infeccion en el
ganado ovino segun pastaran en unas zonas u en otras, siendo mas elevadas en el Norte que en
el Centro y Sur de la Peninsula. Asi, Garcia y Juste (1987), en el Pais Vasco, observaron que
el 62,9% de las ovejas eliminaban huevos de F. hepatica, mientras que estas prevalencias
resultaron inferiores en Ledn (14,7%; 12%; 9,3%), Segovia (0,5%), Salamanca (9,3%),
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Céceres (3,3%) y Granada (9,7%) segun diferentes autores (Manga et al., 1990; Ferre et al.,
1995; Diez-Bafios et al., 2006; Ferre et al., 1991; Simon y Ramajo, 1985; Reina et al., 1987 y
Peinado et al., 1989, respectivamente). Sin embargo, el porcentaje de explotaciones en las que
habia algun animal que eliminase huevos de este trematodo resultdé méas elevado tanto en
Galicia (78,1%) como en Castilla y Leon (59,3%) (Diez-Bafios et al., 1989; Martinez-
Valladares et al. 2013, respectivamente).

En Galicia, Vazquez et al. (2008) y Cienfuegos et al. (2009b) sefialaron que entre el 6
y el 9,5% de las ovejas eliminaban huevos de F. hepatica, mientras que Cienfuegos et al.
(2009 a) y Béjar (2011) en un estudio en cabras en la misma zona no hallaron animales

infectados.

B. Necropsia
En Noruega, Domke et al. (2013) realizaron necropsias y coprologias de ovejas y

cabras infectadas por F. hepatica; mediante necropsia comprobaron que el 18,8% de las
ovejas procedentes de la costa estaban infectadas, lo que atribuyen a que en la costa noruega
puede sobrevivir mejor el parasito debido a que en la misma el invierno es menos largo y frio
que otras zonas del pais. En Yugoslavia, Savin et al. (1978) observaron que el 60-80% de los

ovinos albergaban ejemplares de F. hepatica en el higado.

Avyadi et al. (1993), en un estudio realizado en el oasis de Tozeur (TUnez), constataron
que la prevalencia determinada por coprologia y por serologia (25% y 44%, respectivamente)
era muy superior a la observada en el examen post mortem (1,6%). Esta baja prevalencia de
infeccion detectada en higados de ovino fue atribuida a que los animales sacrificados eran
muy jovenes y por tanto con menos posibilidades de ingerir metacercarias. En el mismo
trabajo también estudiaron en qué medida afectaba la fasciolosis a otras especies, sefialando
que el ganado caprino estaba menos infectado que el ovino.

En Iran, Ansari-Lari y Moazzeni (2006) observaron que en los afios 1999-2000 el
3,2% del ganado ovino y el 2,6% del caprino albergaban adultos de F. hepatica y que esta
prevalencia se reducia en los afios 2003-2004 (0,6 y 0,2% en ovejas y cabras,
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respectivamente) probablemente debido a que en los Gltimos afios hubo mayor sequia y a que
los ganaderos habian comenzado a aplicar diversas medidas de control.

En otros paises se han sefialado prevalencias mas bajas; 7% en Brasil (Ueno et al.,
1982), 6% en Turquia (Handemir, 1997) y 7% en Gran Bretafia (Froyd, 1975).

En Espafa se han observado cifras similares; Simon y Ramajo (1985) y Tarazona et
al. (1985) observaron que el 9,3% vy el 4,4% de los ovinos sacrificados en Salamanca y en

Castilla-La Mancha albergaban adultos de F. hepatica.

C. ELISA-indirecto

Hillyer et al. (1996) estudiaron la seroprevalencia de infeccion en ganado ovino y

bovino en una zona endémica de fasciolosis en el altiplano boliviano; comprobando que ésta
era superior en ovejas (89%) que en vacas (57%). Ademas, cuando compararon en estas 2
especies de rumiantes la sensibilidad del ELISA-i respecto a la coprologia observaron que la
sensibilidad era del 100% en el ganado ovino y del 82% en el vacuno. Munguia-Xochihua et
al. (2007) hallaron una seroprevalencia del 40,4-45,6% en cabras y del 26,3%-32,3% en
ovejas en una zona semidesertica del noroeste de Méjico. Afshan et al. (2013) detectaron
mediante ELISA-i una seroprevalencia de infeccién netamente superior en las ovejas (39,2%)
que en las cabras (4,1%) en ganado ovino y caprino en pastoreo en una zona subtropical de

Pakistan.

En Espafia, Ferre et al. (1995) en ovinos de la provincia de Le6n, detectaron mediante
ELISA-i y antigenos de excrecidn-secrecion de F. hepatica, una seroprevalencia de infeccion
individual del 44,2% y del 77,6% al considerar las explotaciones. Concluyendo que el
ELISA-i es Gtil para detectar infecciones por este trematodo en el ganado ovino, ya que la
sensibilidad y la especificidad de la técnica es del 95% y 99%, respectivamente. Luzon et al.
(1997) mediante ELISA-i y un antigeno de ES, obtenido de la fraccion del tegumento de 20
kDa conocida como f,, comprobaron que la seroprevalencia era mas elevada en ovinos que
pastaban en zonas de regadio (58%-35%) que los que lo hacian en cultivos de cereales de
secano (9%).
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En ovejas en pastoreo en Galicia, Paz-Silva et al. (2003) determinaron la prevalencia
de infeccion por F. hepatica mediante coprologia, ELISA-sandwich y ELISA-i. El 30,4% de
los animales eliminaban huevos de este trematodo y en un porcentaje similar se detectaron
antigenos circulantes (39,1%), siendo superior la seroprevalencia detectada con ELISA-i
(56%).
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. CARACTERISTICAS DE LAS EXPLOTACIONES
Para la realizacion de este estudio se recogieron un total de 1.666 muestras de sangre
de cabras y ovejas pertenecientes a 98 granjas localizadas en la Comunidad gallega y que se

explotaban en régimen extensivo o semi-extensivo.

Aunque un elevado porcentaje de las granjas gallegas de ovino y caprino son de
pequefio tamarfio y de caracter familiar, orientadas al autoconsumo, todas las explotaciones
muestreadas (n= 98) pertenecian a la Asociacion de Defensa Sanitaria de Ovino y Caprino de
Galicia “ACIVO”, que engloba rebafios tanto semiprofesionales como profesionales que
tiene, por lo general, mas de 100 cabezas. Esta ADSG cuenta, ademas, con un equipo de
veterinarios especializados responsables de llevar a cabo distintos programas sanitarios. Todas
las cabras de raza "Cabra Galega™ estaban inscritas en el libro genealogico gestionado por la
Asociacion de Gandeiros da Raza Cabra Galega (CAPRIGA). EI muestreo se realizé de forma
que los rebafios incluidos finalmente en el estudio representaran a todas las zonas agro-

ganaderas de Galicia.

Una caracteristica diferencial de las granjas de nuestra Comunidad Auténoma es la
presencia de un importante nimero de rebafios mixtos (n= 2.756 sobre un total de 24.306),
integrados por cabras y ovejas; estas explotaciones suponen el 23,6% de las granjas de ganado
ovino y el 50,8% de las de caprino (Conselleria do Medio Rural, 2013). De este modo, se
muestrearon 51 rebafios donde solo habia ovejas, 13 rebafios compuestos Gnicamente por

cabras y 34 rebafios en los que convivian ambas especies de pequefios rumiantes.

La mayoria del ganado ovino y caprino explotado en Galicia es el producto del cruce
de diferentes razas; no obstante, en el presente trabajo, Unicamente se recogieron muestras de

la raza pura, la “Cabra Galega”, que es la raza autoctona de caprino originaria en Galicia.
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Con objeto de analizar la presencia de animales seropositivos a F. hepatica, en cada
rebafio se recogieron muestras de sangre de un porcentaje representativo de la poblacion. Para
calcular el nimero de muestras necesarias para realizar el presente estudio, con una potencia
del 97% y un intervalo de confianza del 95%, se emple6 la funcién n.for.survey del paquete
epicalc en el programa estadistico R (Chongsuvivatwong, 2012) y se tuvo en cuenta que,
segun el Anuario de Estadistica Agraria del afio 2006 (Ministerio de Agricultura,

Alimentacion y Medio Ambiente), la poblacidn de ovinos de Galicia era de 276.302 cabezas.

En un estudio previo realizado en ganado ovino explotado en pastoreo semiextensivo
en Galicia se comprobd, mediante ELISA-indirecto y antigeno de secrecion/secrecion, que la
seroprevalencia de F. hepatica era del 56% (Paz-Silva et al., 2003); la sensibilidad y
especificidad de este ELISA fue del 92% y 94%, respectivamente. Teniendo en cuenta que el
MM3-sero ELISA presenta mayores valores de sensibilidad y especificidad (Mezo et al.,
2007), para el célculo del tamafio de la muestra se tuvo en cuenta una prevalencia estimada
del 50%; por lo que el nimero minimo de muestras que se deberian recoger era de 1063. El
nimero medio de ovejas muestreadas por granja fue de 14,4+7,6, con un rango que oscilo

entre los 4 y los 42 animales.

Para estimar el nimero necesario de muestras de cabras, y considerando la ausencia de
datos de seroprevalencia en ganado caprino de Galicia, se tuvieron en cuenta los valores
sefialados previamente en ganado vacuno (Sanchez-Andrade et al., 1995) y ovino (Ferre et al.,
1995; Paz-Silva et al., 2003) del noroeste de Espafia. Asi, y considerando que la prevalencia
por F. hepatica en cabras es mucho menor que en ovejas (Afshan et al., 2013), se estim6 que
la seroprevalencia en ganado caprino seria del 15%. Empleando las mismas condiciones que
en el ganado ovino, y considerando un tamafio de muestra de 52.899 animales (MAGRAMA,
2006), el nimero minimo de muestras de cabras que se debian recoger era de 539.
Finalmente, se tomaron 603 muestras de sangre de cabras pertenecientes a 46 granjas; el
nimero medio de animales muestreados por granja fue de 12,8+17,4, con un rango que oscil6

entre 1y 101 cabras/rebafio.
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Tabla 4.1. Media aritmética del nimero de animales y el tamafo medio de las granjas muestreadas

Numero de animales muestreados/granja Tamaino medio de la granja (X)
(Xx D.E.)
GRANJAS DE OVEJAS 14,3 +7,6 195 (rango 50-1231)
GRANJAS MIXTAS 14,0 £ 19,9 177 (rango 30-718)
GRANJAS DE CABRAS 8,8+ 8,9 188 (rango 2-520)

Para evitar posibles interferencias con anticuerpos calostrales, todos los animales

muestreados eran mayores de seis meses.

4.1.1. Zona de estudio
Galicia esta situada en el Noroeste de Espafa y posee una superficie total de 29.574
kmz2. Su latitud esta comprendida entre 43° 47' N (Estaca de Bares) y 41° 49' N (frontera con
Portugal en el Parque del Xurés) y su longitud, entre 6° 42' O (limite entre Ourense y Zamora)
y 9° 18' O (Cabo Tourifian). Ademas, Galicia limita al Norte con el Mar Cantabrico, al Sur
con Portugal, al Este con las provincias de Ledn, Zamora y Asturias y al Oeste con el Océano

Atlantico.

La geografia gallega se caracteriza por el contraste entre el relieve costero y el del
interior, existiendo una marcada diferencia entre las elevadas llanuras septentrionales y las
sierras y depresiones meridionales. La orografia del interior de Galicia se caracteriza la
presencia por montafias bajas y romas, con multitud de rios en el interior. Las principales
cadenas montafiosas de Galicia son las sierras de O Xistral (norte de Lugo), Os Ancares
(frontera con Leon y Asturias), O Courel (frontera con Leon), O Eixo (frontera entre Ourense
y Zamora; a 2.124 metros se encuentra Pena Trevinca, el pico mas alto de Galicia), Macizo de
Manzaneda (centro de la provincia de Ourense), O Faro (frontera entre Lugo y Pontevedra),
Cova da Serpe (frontera Lugo y A Corufia), Montemaior (provincia de A Corufia), Montes do
Testeiro (entre Pontevedra y Ourense), A Peneda, y las de O Xurés y O Larouco (frontera

entre Ourense y Portugal).

A Galicia, por su situacion en el noroeste de la Peninsula Ibérica, le corresponde un

clima oceénico que, segin Rodriquez Rajo et al. (2003), se caracteriza por ligeras variaciones
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de temperatura, siendo la temperatura media anual de 14,3° C y las medias de las temperaturas
méaximas y minimas de 20,0° C y 9,6° C, respectivamente. Las precipitaciones anuales (1584
mm) son abundantes aunque irregulares, registrandose los valores mas elevados en los meses
de invierno y los mas bajos en verano (Meteogalicia, 2007). No obstante, dentro de esta
Comunidad existen variaciones edafocliméticas ostensibles que permiten definir varias zonas
(Carballeira et al., 1983). Para facilitar la exposicion de los resultados, asi como su

interpretacion, el area de estudio se dividio en dos zonas: Costa-Centro y Montafia (Fig. 4.1).

Figura 4.1. Zonas (1= Costa-Centro, 2= Montafa) en las que se divide Galicia segun las principales

condiciones edafoclimaticas.
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La zona de la costa-centro comprende los municipios costeros de las provincias de A
Corufia, Lugo y Pontevedra y la meseta central. La altura media se sitda entre 0 y 650 metros
a nivel del mar; la pendiente es moderada en las zonas costeras, y mas suave en las areas del
centro. El clima es maritimo-templado, caracterizado por una temperatura media anual de

13°C, precipitaciones anuales inferiores a los 1500 mm y déficit hidrico moderado (-100 mm).

La zona de montafia esta formada por las principales cadenas montafiosas de Galicia
(O Xistral, Ancares, O Courel, O Eixo, Manzaneda, O Faro, Cova da Serpe, Montemaior y O
Xurés). La altitud oscila entre 650 y 1500 m, con pendientes muy acusadas. El clima es
pirenaico y se caracteriza por bajas temperaturas (10°C de media anual), elevadas

precipitaciones (>1500 mm) y ausencia de déficit hidrico (0 a -50 mm).

4.1.2. Manejo de las explotaciones
Las diferencias edafoclimaticas que existen en Galicia condicionan de manera notable
el manejo de los animales y de las explotaciones de ganado ovino y caprino. La gran mayoria
de las granjas en nuestra comunidad (86,7%) presentan un manejo del ganado en
semiextensivo con diferencias en el tamafio de los pastos y densidad de animales en los

mismos segun la zona climética.

En la zona Costa-Centro los animales pastan en pequefios prados localizados cerca del
establo durante las horas de luz y se estabulan al anochecer. Por el contrario, los animales
explotados en la Montafia pastan en prados de gran tamafio debido a que el forraje es menos
abundante que en otras areas y, aunque las condiciones climaticas sean adecuadas, los
animales se estabulan siempre al anochecer para defenderlos de sus depredadores; asimismo,
se estabulan cuando las condiciones meteoroldgicas son adversas para la alimentacion y
supervivencia del ganado, ya que en estas latitudes suele nevar copiosamente varios meses al

afo.

Tambien hay un numero reducido de granjas (13,3%) que manejan sus animales en
régimen totalmente extensivo; en este caso, se trata de zonas que se caracterizan por la

fertilidad de sus suelos y, por tanto, tienen parcelas donde se producen grandes cantidades de
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pasto. Estas diferencias de manejo nos van a condicionar la densidad de animales en los
pastos y el riesgo de infeccion de los animales.

El manejo de la recria del ovino y del caprino, cuando se encuentra en la misma
explotacion, es el tipico de rebafios semiextensivos de carne, de modo que los
corderos/cabritos permanecen estabulados con sus madres en grupos de 5-10 animales durante
3-7 dias tras el parto. Posteriormente se integran dentro del rebafio con los adultos o, por el
contrario, se mantienen sin salir al pasto, en un redil separado del resto de animales hasta que
son destetados a los 2-3 meses de edad. Todos los animales son amamantados por sus madres
y cuando las crias se mantienen en un grupo independiente de los adultos, se les permite el

contacto con su madre una o dos veces al dia para que se alimenten.

En todas las explotaciones se administraban tratamientos antihelminticos, dirigidos
fundamentalmente al control de las infecciones por nematodos gastrointestinales. Asi, en la
mayoria de los rebafios gallegos con orientacion productiva se aplica, de forma rutinaria, un
farmaco antiparasitario a los animales, al menos una vez al afio y generalmente en otofio,
empleando bencimidazoles y, en menor medida, lactonas macrociclicas e imidazotiazoles
(Pedreira et al., 2006). Por ello, en la desparasitacion de estos animales no siempre se
emplean farmacos con actividad fasciolicida. Cabe destacar que ningin ganadero de los
incluidos en el estudio habia llevado a cabo, al menos de manera consciente, alguna medida
manejo de animales o pastos orientado hacia la prevencion y/o control de las infecciones por

el trematodo.

4.2. RECOGIDA Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS

La toma de muestras se realizd entre los afios 2007 y 2011. La sangre se extrajo
mediante puncién en la vena yugular empleando tubos estériles al vacio Vacutainer® CAT
(Becton and Dickinson, Nueva Jersey, EE.UU.) de 10 ml, sin anticoagulante. La localizacién

de las granjas muestreadas se sefiala en la Figura 4.2.
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# Granjas de ovino
+ Granjas de ovinoy caprino  ® Muestreo en costa-centro
#% Granjas de caprino ! Muestreo en montaiia

Figura 4.2. Distribucién de las granjas muestreadas en las dos zonas edafoclimaticas: costa-centro y

montana

Al tiempo que se extraia la sangre a los animales, se registro para cada uno de ellos su
numero de identificacion oficial, asi como la especie, género y nimero asignado por el
laboratorio. Las muestras se anotaron de forma consecutiva y siempre constaba el nimero de
referencia de la explotacion de origen.

Una vez obtenidas, las muestras sanguineas se trasladaron al laboratorio de
Enfermedades parasitarias de la Facultad de Veterinaria de Lugo donde, para favorecer la
retraccion del coagulo y el posterior desuerado, se mantuvieron 24 horas en refrigeracion.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3000 x g durante 10 minutos en una centrifuga
modelo Mixtasel (P SELECTA®, Espafia) y el suero se congeld a -20 °C hasta su empleo.
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4.2.1. Registro de datos de los animales y de las explotaciones

En cada una de las granjas se realizd una encuesta epidemioldgica al propietario,
donde se recogieron datos acerca del titular de la granja, cddigo de explotacion agraria,
localizacion de la misma, tipo y orientacion productiva, censo de animales, proximidad a otras
explotaciones y presencia 0 ausencia de otras especies de pequefios rumiantes. También se
tomaron datos relativos a la realizacion de desparasitaciones y, en su caso, de los productos
empleados; también se anoté si se habia detectado algin problema de etiologia infecciosa o
parasitaria en los Gltimos afios.

A través de las hojas de calificacion sanitaria de la explotacion, se verifico el censo y
se obtuvo la edad de los individuos expresada en meses, tomando como referencia su fecha de

nacimiento y la fecha del muestreo.

4.2.2. Procesado de las muestras
Para determinar la presencia de anticuerpos frente a F. hepatica, las muestras de suero
se analizaron mediante ELISA MM3-SERO, basado en el empleo del anticuerpo monoclonal
MM3 (Figura 4.3).

Conjugado: monoclonal
anti-1gG de

ovino/caprino unido a
una peroxidasa

Sueroproblema

Proteinanativa

Anticuerpo

monoclonal

Figura 4.3. Componentes presentes en la reaccion de un suero positivo en el ELISA MM3-SERO empleado en

nuestro estudio
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Este test emplea antigenos de excrecidn-secrecion (AESs) del trematodo presentes en
un solo epitopo conformacional presente en el pico IV tras un fraccionamiento FPLC (Mezo
et al., 2004). Estas fracciones proteicas, identificadas posteriormente por Muifio et al. (2011)
como catepsinas L1 y L2, presentan un 100% de especificidad, incluso en corderos infectados
con Dicrocoelium dendriticum, y una sensibilidad elevada, siendo esta técnica capaz de
detectar anticuerpos a las 3 semanas post-infeccién (s.p.i.) en animales que albergaban 1 o 2
ejemplares de F. hepatica y a las 4 s.p.i. en animales con mas de 2 tremados. Ademas, el
ELISA MM3-SERO detecta como positivas muestras de suero de animales con una baja dosis

de infeccidn incluso en diluciones de 1:12.500 (Mezo et al., 2007).

4.2.2.1. Equipos, materiales y reactivos empleados en el test ELISA
Para la realizacion del test ELISA se emplearon los materiales y equipos citados a
continuacion (Figura 4.4):
1. Espectrofotometro modelo 680 de Bio Rad (Microplate Reader Model 680, Bio
Rad, Hercules, California, EE.UU.)
2. Agitador de tubos ZX3 (Advanced Vortex Mixer ZX3, Velp Scientiphica, Usmate,
Miléan, ltalia)
3. Micropipetas de precision, simples y multicanal (Eppendorf Research plus,
Eppendorf, Hamburgo, Alemania)
Puntas de pipetas desechables
Agua destilada
Estufa de incubacion RAYPA (Mod. IRE-160)
Microplacas sensibilizadas (cedidas por el Dr. Martinez Ubeira)
Solucién de lavado PBS-Tween (0,2%) (PBS-T)
Tampon de dilucién PBS-T/leche desnatada (1%) (PTL) para las muestras y el

© © N o g B

conjugado

10. Monoclonal sheep-goat IgG Peroxidase Conjugate (Sigma-Aldrich Quimica SA;
EEUU)

11. Solucién de revelado Ortofenilendiamina Dihidroclorito (OPD) (SIGMAFAST™
OPD, Sigma-Aldrich Quimica SA; Madrid, Espafia).

12. Solucion de parada (H,SQ4, solucion 3 N)
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RECOGIDA ALMACENAMIENTO PROCESADO

Figura 4.4. Esquema del procesado de las muestras sanguineas

4.2.2.2. Procedimiento del ensayo
Los sueros y el inmunoconjugado se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su
descongelacion. Como testigo positivo (T+) se utilizo suero de un animal que previamente se
habia identificado como positivo mediante coprologia y ELISA MM3. Cada suero problema
se afadio tanto a los pocillos pares, que presentan un complejo antigénico de F. hepatica
unido al anticuerpo monoclonal MM3, como se indica en la Figura 4.5, como a los impares,

que poseen sélo el MM3, y que se emplean como testigo negativo.

AgES F.hepatica Suero problema diluido Conjugado Anti-Oveja Sustrato color
capturado con Ac MM3 1:100 PO 1:30.000 (suero+)

@ ?‘\\
Ac !MB Ac !}'L Ac !]'L Ac !MS

Figura 4.5. Reaccion antigeno-anticuerpo en los pocillos positivos al ELISA MM3
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El protocolo del ELISA fue el siguiente:

A) Dilucion del suero testigo positivo y los sueros problema en una proporcion 1/100 en
PTL 0,2%

B) Adicion de 100 pl de los sueros diluidos a la placa por duplicado (Figura 4.6)

T+ | T- -
P+ | Pr - -
P+ | Py - -

I & m m O O WO >»

Figura 4.6. Distribucion de los sueros testigo (T) y problema (P) en la placa de microtitulacion (las

columnas de color blanco son Ag+ y las de color azul son Ag-

C) Primera incubacién en camara hiumeda a 37°C, 2 horas

D) Primer lavado: vaciado de placas y 5 lavados con 200 ul de PBS-T por pocillo
E) Adicion del conjugado: 100 pl de solucion peroxidasa-conjugado diluido 1:30.000 en

PTL por pocillo
F) Segunda incubacion en cdmara himeda durante 60 minutos a 37°C.

G) Segundo lavado: vaciado de placas y 5 lavados de PBS-T por pocillo

H) Revelado: Adicion de 200 pl de solucion de revelado (OPD) por pocillo

I) Tercera incubacion: a temperatura ambiente durante 20 minutos al abrigo de la luz

J) Parada de reaccion: 25 pl de la solucién de parada (H,SO4 3N) por pocillo

K) Lectura de las densidades épticas en el espectrofotdbmetro a una longitud de onda de
492 nm.
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4.2.2.3. Expresion e interpretacion de los resultados obtenidos
Los sueros tanto de ovino como de caprino se clasificaron como positivos o0 negativos
segun el valor de densidad dptica (DO) obtenido tras restar la DO del pocillo sin antigenar a la

DO del pocillo antigenado.

En ganado ovino, se empled el punto de corte obtenido por Mezo et al. (2007) para
este mismo protocolo. Este valor se habia calculado en base a los valores de DO de 91
animales negativos, siendo este cifra de 0,074 [= media (0,010) + 4 DE (0,016)].

El punto de corte utilizado para los sueros de caprino fue el mismo que en el ovino
[0,074= media (0,0084)+ 4 DE (0,0164)] aunque en este caso se calculd en base a los valores
de DO obtenidos de los sueros de 47 cabras de un afio de edad que nunca habian tenido

contacto con F. hepatica.

4.3. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos obtenidos en este estudio se procesaron con ayuda de la hoja de calculo
Microsoft Excel 2007 y su analisis estadistico se realizO mediante los programas SPSS
version 18.0, SPSS Answer Tree, version 3.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) y el paquete
estadistico R (R v.3.1.1; R Development Core Team, 2014).

En el analisis de los posibles factores de riesgo asociados a la deteccién de animales
seropositivos se empled la seropositividad individual de los animales como variable
dependiente. Las variables independientes o valores predictivos empleados se seleccionaron
en base al posible impacto que los diferentes tipos de manejo pudieran ejercer sobre la
seroprevalencia de F. hepatica, y se resumen en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Variables independientes empleadas en el estudio de los factores de riesgo asociados con la

seropositividad frente a F. hepatica en rebafios de pequefios rumiantes en el noroeste de Espaiia.

Factores de riesgo Numero Numero
de ovejas de cabras
Edad < 13 meses 158 64
13-48 meses 390 123
> 48 meses 515 425
Sexo Hembras 1010 570
Machos 53 33
Raza Cruce - 420
Cabra Galega - 183
Tamaiio del rebafio <96 216 169
96-194 344 153
> 194 503 281
Area climatica Centro-Costa 897 439
Montana 166 164
Sistema de manejo Extensivo 125 63
Semiextensivo 938 540
Presencia de ovejas Al menos una oveja - 482
Rebano puro de cabras - 121
Presencia de cabras Al menos una cabra 331
Rebano puro de ovejas 732
TOTAL 1063 603

El estudio de la asociacidn entre los factores de riesgo y la seroprevalencia se realizo
en tres pasos:

En primer lugar, se realizé un analisis univariante; para ello se empled el test de Chi-
cuadrado, que identifica las variables de exposicion significativamente relacionadas con la
seropositividad individual. Las variables estudiadas fueron las descritas en la Tabla 6. Para
medir la fuerza de la asociacion se calcul6 también el odds ratio (OR) de cada posible factor
de riesgo, con intervalos de confianza del 95% (95% IC). Estos valores se representaron
graficamente; las figuras se generaron con la funcion cc() del paquete epicalc
(Chongsuvivatwong, 2012) del programa estadistico R. Los criterios de interpretacion del

odds ratio se resumen en la siguiente Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Criterios de interpretacion del odds ratio

OR>1 y limite inferior del IC 95%>1 la variable analizada se considera un factor de riesgo

para la infeccion del animal

OR<1 y limite superior del IC 95%<1 la variable estudiada se considera un factor de

proteccion frente a la infeccion

OR=1 y/o IC 95% comprende la unidad no se puede establecer relacion

De modo complementario, se realiz6 un estudio de las variables mediante un CHAID
exhaustivo (exhaustive Chi-squared Automatic Interaction Detector) que es un arbol de
clasificacion realizado mediante mineria de datos, basado en las pruebas de significacion
ajustada, y que ofrece la ventaja de clasificar los diferentes factores estudiados por su orden
de importancia o significacion sobre el porcentaje de seroprevalencia individual. Ademas
proporciona unos resultados muy visuales y faciles de interpretar; de ahi su empleo en este
estudio.

Asi, el CHAID identifica variables que permiten clasificar a los animales en subgrupos
con distintos patrones de positividad. Empleando como criterio de discriminacion la
significacion del test Chi-cuadrado, el CHAID evalla todos los valores de un posible factor
potencial, seleccionando la mejor variable predictora para formar la primera rama del arbol de
clasificacion. Posteriormente, el conjunto de datos se continta dividiendo en nodos
homogéneos en relacion a la variable dependiente. Este proceso continta hasta que el arbol de
clasificacion se construye completamente. EI método es exhaustivo porque después de
emplear un factor en el analisis, éste permanece en la lista de variables predictoras para su uso
en futuros calculos. EI CHAID no restringe el nimero de ramas que pueden surgir de cada

nodo a un namero predeterminado, por lo que puede dividirse en mas de dos ramas.

En estudios previos realizados sobre otras infecciones que afectan al ganado ovino
hemos comprobado que para determinar la influencia de los diferentes factores
epidemioldgicos, hay que interpretar con cautela la valoracion de los factores de riesgo
empleando Unicamente métodos estadisticos univariantes (Lago et al., 2012; Vifa et al.,
2013).
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Por este motivo, se realizé un analisis multivariante empleando una regresién logistica
de efectos mixtos con objeto de determinar los factores que contribuyen en mayor medida
sobre la seroprevalencia por F. hepatica y corregir el efecto de la segmentacion del muestreo
en rebafios, que puede generar una dependencia entre grupos de individuos y derivar en
conclusiones erréneas en el analisis univariante. Este método es una extension de los modelos
de regresion logistica donde se tiene en cuenta la correlacion existente intragrupo en la
estimacion de los parametros de regresion de un modelo y permite evitar sesgos en el estudio
de datos con estructura jerarquica, justificandose por lo tanto su aplicacion en el analisis de
los factores de riesgo a nivel individual, ya que los objetos de estudio (animales) se
encuentran distribuidos en conglomerados o jerarquias (rebafios). Asi, la variable dependiente
considerada fue el estatus seroldgico de cada individuo, mientras que el rebafio al que cada
animal pertenecia se considerd un factor aleatorio. Se emplearon todas las variables descritas
en la Tabla 6. Las variables se eliminaron del modelo una por una segun los valores obtenidos
de p, ajustandose el modelo hasta que todas las variables presentaban un valor de p
estadisticamente significativo (p< 0,05). Posteriormente, se evaluaron todas las interacciones

biolégicamente plausibles entre las variables que formaban el modelo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. SEROPREVALENCIA INDIVIDUAL Y POR REBANO DE Fasciola hepatica EN GANADO
OVINO Y CAPRINO DE GALICIA

Al considerar el total de los animales analizados, el porcentaje individual de animales
seropositivos fue del 24,3%; mientras que, el porcentaje de granjas que tenian al menos un
animal positivo fue del 67,7%. Como se observa en la Figura 5.1, la seroprevalencia fue
ligeramente superior en los rebafios de ovejas (25,3%) que en los de cabras (22,7%), aunque
estas diferencias no fueron significativas (3°= 0,154; p= 0,695).

100

80

60

40

Seroprevalencia (%)

20 A

Ovejas Cabras

Figura 5.1. Seroprevalencia individual por F. hepatica en pequefios rumiantes de Galicia (IC 95%)

Los valores de odds ratio que se representan graficamente en la Figura 5.2 muestran

que las ovejas solo tienen una probabilidad de ser seropositivas 1,06 veces superior que las
cabras.
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Figura 5.2. Diferencia entre la probabilidad de que un animal sea seropositivo a F. hepatica al considerar
la especie de rumiante
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Figura 5.3. Seroprevalencia de F. hepatica al considerar los rebafios (IC 95%)
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Respecto al porcentaje de rebafios que presentaban al menos un animal seropositivo,
se constatd que este era superior en los de ovino que en los de caprino (Figura 5.3), siendo

estas diferencias significativas (y >=4,598; p=0,032).

Ademas, los valores de odds ratio indican que las granjas de ovino muestran una
mayor probabilidad de tener animales seropositivos (OR=2,64; 1,07-6,63) que las de caprino
(Fig. 5.4).

% Cl=1.07, 6.63

Probabilidad de presentar animales positivos

T T
caprino ovino

Fig. 5.4. Diferencia entre la probabilidad de que una granja tenga un animal seropositivo teniendo en
cuenta la especie que maneja

Nuestros resultados indican que F. hepatica es un parasito muy prevalente y
ampliamente distribuido en los rebafios de ovino y caprino de Galicia. Este elevado grado de
exposicion al parasito puede deberse a las condiciones climaticas y al manejo de los animales
en nuestra Comunidad. Asi, las temperaturas suaves, las abundantes precipitaciones y las

caracteristicas del suelo de la region gallega suponen un hébitat muy adecuado para el
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desarrollo de los caracoles G. truncatula que actian como hospedadores intermediarios del
trematodo (Morrondo et al., 1994) y para la supervivencia de las fases infectantes en el medio
(Andrews, 1999; Arias et al., 2011). Asimismo, el manejo en extensivo o semiextensivo de
los rebafios de pequefios rumiantes, tipico en la Comunidad gallega, favorece la ingestion de

metacercarias del trematodo.

La elevada exposicion a F. hepatica observada en este estudio coincide con los
resultados obtenidos mediante técnicas directas en ganado vacuno explotado en semiextensivo
en Galicia. Nuestro grupo de investigacion (Diez-Bafios et al., 1994; Morrondo et al., 2003;
Diaz, 2006) comprob6 mediante coprologia que el porcentaje de infeccion individual oscilaba
el 24% y el 27,1% y que el de explotaciones positivas variaba entre el 61,8% y el 63,9%.
Ademas, mediante ELISA directo y analisis post mortem, se obtuvieron prevalencias
individuales del 28% y del 20,4%, respectivamente (Sanchez Andrade et al., 2002; Arias et
al., 2011). Asimismo, mediante ELISA indirecto y antigeno de excrecion-secrecién, se
hallaron en ganado vacuno en Galicia seroprevalencias de 54,8% a 88,8%, de lo que se
deduce que en los pastos gallegos debe existir un elevado nimero de metacercarias de F.
hepatica a disposicion de los animales (Morrondo et al., 1994, 1997; Sanchez-Andrade et al.,
1995).

Al comparar la seroprevalencia hallada en ganado ovino con las obtenidas mediante

coprologia se comprob6 que los valores obtenidos en el presente estudio eran superiores a los
obtenidos en Galicia por Véazquez et al. (2008; 6%) y Cienfuegos et al. (2009b; 9,5%), asi
como a los sefialados en Castilla-Leon (9,3-14,7%) por diversos autores (Manga et al., 1990;
Ferre et al., 1995; Diez-Bafos et al., 2006). Sin embargo, es necesario sefialar que las técnicas
coprolégicas muestran una menor sensibilidad (30-70%) en relaciéon con el ELISA (Charlier
et al., 2008), puesto que no permiten detectar animales infectados en fase de prepatencia;
ademas, la coprologia no resulta adecuada para detectar animales con reducidos niveles de
infeccion, puesto que, a veces, la cantidad de huevos en las heces no alcanza el limite de
deteccién de la técnica. Por ello es normal que un porcentaje considerable de animales

infectados se identifiqguen como falsos negativos mediante métodos coprologicos.
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Por el contrario, los niveles de seropositividad hallados en este trabajo resultan
inferiores a los de otras investigaciones realizadas con otras técnicas de ELISA. Paz-Silva et
al. (2003) detectaron una seroprevalencia individual del 56% en ganado ovino de Galicia,
similar a la observada en otras zonas humedas de Espafia, donde el 35-58% de las ovejas
presentaban anticuerpos frente a F. hepatica (Ferre et al., 1995; Luzén et al., 1997). Estas
importantes diferencias pueden deberse a los desiguales valores de rendimiento diagndstico de
las técnicas, que estan estrechamente relacionados con el antigeno empleado para detectar los
anticuerpos anti-Fasciola. Asi, la mayoria de los ELISA indirectos, empleados en estudios
epidemioldgicos, presentan valores de sensibilidad y especificidad que oscilan entre el 86-
100% vy el 83-100%, respectivamente (Anderson et al., 1999; Corneslissen et al., 1999;
Salimi-Bejestani et al., 2005; Charlier et al., 2008; Kuerpick et al., 2013). En este sentido,
Mezo et al. (2007) destacan que aproximadamente el 5% de las muestras seroldgicas
contienen anticuerpos heteroéfilos que pueden generar falsos positivos. Otro factor a tener en
cuenta son las reacciones cruzadas con otros parasitos; por ejemplo, en el ELISA desarrollado
a partir del total de productos de excrecién-secrecion de F. hepatica se han observado
reacciones cruzadas con otros helmintos como Dictyocaulus viviparus (Cornelissen et al.,
2001) y Dicrocoelium dendriticum (Mezo et al., 2007), lo que reduce notablemente su
especificidad, que alcanzaria un 83-96%. Por el contrario, estos ultimos autores, comprobaron
mediante el fraccionamiento de AESs, que la fraccion antigénica del ELISA MM3 utilizada

en este estudio tenia una sensibilidad del 100% y una especificidad del 100%.

Los valores de seroprevalencia individual en el ganado caprino contrastan con los

obtenidos mediante sedimentacion en cabras en Galicia, puesto que no se habia detectado
ningn animal que eliminase huevos de F. hepatica (Cienfuegos et al., 2009a y Béjar, 2011).
No obstante, la mayoria de los estudios sobre infecciones por F. hepatica en ganado caprino
sefialan porcentajes muy reducidos, independientemente de la técnica utilizada. En cabras de
Andalucia, Martinez-Cruz et al. (1995) obtuvieron prevalencias del 1,86% mediante ELISA
indirecto; en la cabra pirenaica (Capra pyrenaica), Alaasad et al. (2007) hallaron valores del
0,53% mediante necropsia y del 1,87% mediante sedimentacidén. En otros paises asiaticos,
como Corea del Sur y Pakistan, los porcentajes de seropositividad, mediante ELISA indirecto,
fueron del 1,1% y 4,08%, respectivamente (Afshan et al., 2013; Gebeyehu et al., 2013).
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Por el contrario, Munguia et al. (2007) en México, obtuvieron valores de prevalencia
en cabras muy superiores a los obtenidos en el resto de los estudios realizados hasta el
momento, tanto mediante ELISA indirecto (43%) como por sedimentacion (24,5%).
Martinez-Moreno et al. (1997, 1999) han sefialado que las cabras son mas susceptibles a las
reinfecciones, ya que no adquieren una respuesta inmunitaria protectora, pudiendo F. hepatica
evadir los mecanismos defensivos del sistema inmunitario del ganado caprino; por lo que, los
niveles de anticuerpos en las reinfecciones son similares a los observados en la
primoinfeccion. No obstante, la elevada prevalencia hallada en México por Munguia et al.
(2007) contrasta con la observada por la mayoria de las investigaciones en las que se
comparan los datos de prevalencia por F. hepatica en ganado ovino y caprino. Asi, en
Polonia, Gorski et al. (2004) obtuvieron mediante sedimentacion prevalencias de infeccion
por F. hepatica del 11% en ovejas, pero no hallaron cabras infectadas. En Noruega, Domke et
al. (2013) observaron mediante necropsia que el 18% de las ovejas albergaban adultos de este
trematodo, mientras que no observaron cabras infectadas. Asimismo, en Pakistan, tanto por
sedimentacion (Gadahi et al., 2009) como por ELISA indirecto (Afshan et al., 2013), el
porcentaje de cabras positivas (0,64% y 4,08%) fue netamente inferior al de ovejas (4,44% y
39,2%).

Otra posible explicacion al hecho de observar menor seroprevalencia de infeccion en
cabras que en ovejas puede ser el diferente tipo de alimentacion entre las dos especies. Segun
Benavides et al. (2009), las cabras pasan mas tiempo ramoneando (68%) que las ovejas
(35%); de hecho, en Galicia, el 28% de la dieta de las cabras es a base de tojo (Ulex
europaeus). En este sentido, Arias et al. (2013) sefialan que los mayores porcentajes de
seroprevalencia der F. hepatica hallados en ganado vacuno que en corzo se deben a que este
altimo se alimenta principalmente de arbustos, matorrales y bayas. Asimismo, Afshan et al.
(2013) concluyeron que el mayor grado de infeccién por F. hepatica observado en las ovejas
respecto a las cabras se debe probablemente a que estas ltimas son ramoneadoras.
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5.2. DETERMINACION DE L0s DISTINTOS FACTORES DE RIESGO EN LA SEROPREVALENCIA
PoR F. hepatica.

La prevalencia de infeccion por F. hepatica, cuyo ciclo presenta una fase exdgena,
estd muy influenciada, al igual que ocurre con otros parésitos, no solo por factores
dependientes del hospedador (edad, raza, sexo) sino también por factores ambientales como el

area climatica, orografia, sistema de manejo, etc.

5.2.1. En ganado ovino
En cada granja se completd una encuesta epidemioldgica con objeto de estudiar la
posible influencia de determinados factores intrinsecos y extrinsecos sobre la seroprevalencia

de F. hepatica.

En primer lugar se realizd una descripcion de los porcentajes obtenidos teniendo en

cuenta las diferentes categorias para cada uno de los factores que se recogen en la Tabla 5.1.

Al considerar los factores intrinsecos, respecto a la edad, los porcentajes mas bajos
de seroprevalencia se observaron en los animales méas jovenes, y a partir del afio, la
prevalencia se mantuvo estable. En relacion al sexo, las hembras y los machos presentaron

porcentajes de seropositividad similares.

Al considerar la posible influencia de los factores extrinsecos, se aprecié que la
seroprevalencia disminuia a medida que se incrementaba el tamarfio del rebafio. Ademas, los
porcentajes de animales seropositivos fueron muy similares, independientemente del sistema
de manejo empleado para su cria (semiextensivo o extensivo) o de la zona climatica (costa-
centro o montafa). Sin embargo, se observaron valores de seroprevalencia mas elevados en

los animales en los que en sus rebafios habia por lo menos una cabra entre sus efectivos.
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Tabla 5.1. Seroprevalencia por F. hepatica en ganado ovino al considerar diferentes factores de riesgo.

FACTOR DE RIESGO CATEGORIA SEROPREVALENCIA

< 13 meses 29/158 (18,4%)
Edad 13-48 meses 102/390 (26,2%)

> 48 meses 138/515 (26,8%)

Hembras 257/1010 (25,4%)
Sexo

Machos 12/53 (22,6%)

<96 74/216 (34,3%)
Tamafo del rebaino 96-194 99/344 (28,8%)

> 194 96/503 (19,1%)

Extensivo 31/125 (24,8%)
Sistema de manejo

Semiextensivo 238/938 (25,4%)
, Centro-Costa 228/897 (25,4%)
Area climatica

Montafa 41/166 (24,7%)

Al menos una cabra 100/331 (30,2%)
Presencia de cabras

Rebaiio puro de ovejas 169/732 (23,1%)
TOTAL 269/1063 (25,3%)

En primer lugar, mediante andlisis univariantes, se estudio de forma individualizada

el efecto de los diferentes factores sobre la tasa de seroprevalencia.

Con respecto a la edad de los animales, se observé que los ovinos mas jovenes
mostraron los porcentajes mas reducidos; sin embargo, a partir del afio de edad, los valores de
seroprevalencia fueron muy similares. Con Chi-cuadrado se constato que estas diferencias no
eran estadisticamente significativas (x*= 4,793; p= 0,091), lo que coincide con lo observado
por Vazquez et al. (2008) y Khan et al. (2010) en ganado ovino de Galicia y Pakistan,

respectivamente.

En la figura 5.5 se representan los odds ratio de los grupos de animales de mayor edad
en relacién al grupo de ovejas mas jovenes. Se constatd que tanto los ovinos de 13-48 meses
como los mayores de esta edad presentaban una probabilidad de aproximadamente 1,6 veces

mayor de ser seropositivos que los mas jovenes.
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Figura 5.5. Odds ratio de los grupos de ovejas de mayor edad en comparacion con las mas jovenes

Estos resultados coinciden con los observados por Vazquez et al. (2008) y Painceira
(2012), quienes sefialaron que la prevalencia de excrecion de huevos de F. hepatica era
superior en los ovinos de mayor edad, aunque estas diferencias no fueron significativas. En
México, Munguia et al. (2007) también comprobaron, tanto por coprologia como por ELISA,
que la prevalencia de infeccion era superior en las ovejas de mayor edad (>5 afios) que en las
mas jovenes. En este sentido, Ferre et al. (1991), en ovinos explotados en la provincia de
Segovia, observaron que los animales que habian pastado s6lo una temporada no eliminaban
huevos de F. hepatica mientras que Unicamente un pequefio porcentaje (0,9%) de los que lo

habian hecho durante 2 0 mas temporadas lo hacian.

Ademas, nuestros datos también coinciden con numerosos estudios realizados sobre la
infeccion por F. hepatica en ganado vacuno, en los que se comprobd que existia una relacion
positiva entre la edad de los animales y la prevalencia de infeccion (Gonzalez-Lanza et al.,
1989, 1993; Ducommun y Pfister, 1991; Holland et al., 2000; Waruiru et al., 2000; Scala et
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al., 2001; Cringoli et al., 2002; Keyyu et al., 2003; Pfukenyi et al., 2005; Diaz et al., 2005).
Este hecho puede deberse a que los animales jovenes habrian tenido menos oportunidades de
infectarse que los de mayor edad, puesto que estos Ultimos han tenido mayores posibilidades
de ingerir metacercarias al haber permanecido mas tiempo en los pastos (Gonzalez-Lanza et
al., 1989; Scala et al., 1997, 2001; Waruiru et al., 2000; Cringoli et al., 2002; Otranto y
Traversa, 2003). Ademas, y al contrario de lo observado en el ganado vacuno, segun diversos
autores (Boray et al., 1985; Rojo-Vazquez et al., 1989; Quiroz, 1990; Urquhart et al., 1996 y
Pfukenyi et al., 2005) los ovinos no son capaces de generar una respuesta inmunitaria eficaz
frente a la infeccion por F. hepatica, siendo ésta, incluso, menos intensa en las reinfecciones
(Chauvin et al., 1995; Hansen et al., 1999 y Zhang et al., 2005; Pleasance et al., 2011). Por el
contrario, otros autores (Lopez-Aban et al., 2004; Khan et al.,, 2010) no observaron

diferencias en la seroprevalencia de F. hepatica respecto a la edad de los animales.

Al analizar el efecto del sexo de los animales sobre la seroprevalencia frente a F.
hepatica, se comprobd que eran ligeramente superiores en las hembras (Tabla 5.1).
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Figura 5.7. Diferencia entre la probabilidad de ser seropositivo a F. hepatica al considerar el sexo de las

ovejas
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Los odds ratio representados en la Figura 5.7 muestran que las hembras presentan una
probabilidad 1,2 veces superior de ser seropositivas que los machos, aunque estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas (3°= 0,087; p= 0,767). Este hecho puede deberse a
que, en las explotaciones de ovino en Galicia, tanto los machos como las hembras se manejan,

generalmente, de forma muy similar.

Segun diversos autores, el sexo es un factor que influye sobre la prevalencia de
infeccion por diversos parasitos. Pal y Qayyum (1992), Valcéarcel y Garcia Romero (1999) y
Khan et al. (2010) sefialaron mayores porcentajes de infeccion por nematodos
gastrointestinales en las hembras, relacionandolo con una cierta inmunosupresion derivada del
estrés al que se ven sometidas durante la gestacion y el parto. Por el contrario, otras
investigaciones sugieren que ciertas hormonas sexuales, como los esteroides gonadales o
sexuales, estan implicadas en la modulacién de diferentes aspectos de la respuesta inmunitaria
del hospedador, de modo que los machos serian mas receptivos que las hembras a las
infecciones por diversos patogenos, entre los que se incluyen los helmintos (Poulin, 1996;
Klein, 2000).

Respecto a la influencia del tamafio de la granja sobre la tasa de seroprevalencia, se
aprecio una relacion negativa, de modo que los porcentajes disminuyeron de forma
significativa a medida que se increment6 el nimero de cabezas de la explotacion (XZZ 21,653;
p< 0,001). En la figura 5.8 se representan los valores de odds ratio segun el tamafio de las
explotaciones, constatandose que los ovinos procedentes de rebafios de menos de 96 animales
y de 96-194 animales tenian un riesgo 2,2 y 1,3 veces mayor de ser seropositivos a F.
hepatica, respectivamente, que los que se explotaban en granjas mas grandes. Por el contrario,
Ferre et al. (1995), en ganado ovino de la provincia de Ledn, mediante coprologia, no
observaron diferencias en la prevalencia de infeccion por F. hepatica al considerar el tamafio

de las granjas.
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Figura 5.8. Odds ratio de las granjas de pequefio y mediano tamafio en comparacion con las grandes

Las diferencias de seroprevalencia observadas en el presente estudio pueden estar
ocasionadas por las variaciones en el manejo de los animales segin el tamafio de la
explotacion; las mas grandes suelen estar dedicadas a la produccién industrial de carne y su
objetivo final es maximizar la produccién y minimizar los riesgos para el rebafio. Por ello, en
las explotaciones con mayor numero de animales se realizan controles periddicos del estado
sanitario del rebafio y tienen un equipo veterinario que las asesora; todo ello repercute en una
reduccién de los porcentajes de infeccion por diversos parasitos. Por el contrario, en las
granjas mas pequefias los ovinos suelen explotarse en un sistema de manejo tradicional, donde
no se aplican medidas de control y prevencion de enfermedades infecciosas y parasitarias, lo
que favorece la contaminacion de los pastos y la infeccion de los animales. No obstante, en el
manejo de las explotaciones, uno de los mayores problemas es la disponibilidad de pastos; en
este sentido, es frecuente que las granjas con mayor numero de ovejas no puedan
autoabastecerse debido a la escasez de praderas, por lo que suelen realizar un suplemento con

hierba seca o ensilado, que si esta bien conservado no presenta fases infectantes del trematodo
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(Andrews, 1999). Por el contrario, los ganaderos de las granjas gallegas de pequefio y
mediano tamafio no suelen suplementar a los animales, y generalmente disponen de un
limitado nimero de pastos y de tamafo reducido, que se aprovechan al maximo, incluso las
zonas encharcadas 0 cercanas a caminos, cercas O SUS propios excrementos. Ademas, en
Galicia es comdn que en las granjas pequefias, donde el manejo del ganado ovino es de tipo
tradicional, los ganaderos exploten diferentes especies animales; en estos casos, el ganado
vacuno suele aprovechar los mejores pastizales, mientras que los ovinos pastan en zonas de
peor calidad, como por ejemplo pastos encharcados, donde la presencia de caracoles

hospedadores intermediarios es mucho méas coman.

Con respecto al sistema de manejo, la seroprevalencia fue ligeramente superior en las
explotaciones en semi-extensivo, aunque estas diferencias no fueron significativas (X2< 0,001,
p= 0,977). La representacion grafica de los odds ratio (Fig. 5.9) muestra que la probabilidad
de que un animal sea seropositivo es practicamente idéntica, independientemente del sistema

de manejo empleado.
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Por el contrario, Khan et al. (2010) observaron que las ovejas en extensivo
presentaban mayores prevalencias de infeccion que las que se estabulan, puesto que las que se

explotan en extensivo, tienen mayores posibilidades de ingerir metacercarias en los pastos.

Al considerar la zona edafoclimatica, se observd que los porcentajes de
seroprevalencia eran ligeramente superiores en la Costa-Centro (25,4%) que en la Montafa
(24,7%), aunque con Chi-cuadrado se constatd que estas diferencias no eran significativas
(x°= 0,492; p= 0,782). En este sentido, los resultados del odds ratio nos indican que la
probabilidad de ser seropositivo a F. hepatica es practicamente igual, independientemente de
la zona climética en la que pasten los animales (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Diferencia entre la probabilidad de ser seropositivo a F. hepatica al considerar la zona

climatica donde se encontraban los rebafios de ovino
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Aunque se ha demostrado que las condiciones de temperatura y humedad influyen
notablemente sobre los porcentajes de infeccion por el trematodo (Domke et al., 2013),
nuestros datos coinciden con los sefialados por Diaz (2006) en ganado vacuno de raza Rubia
Gallega explotado en semi-extensivo en la provincia de Lugo, puesto que no hallé diferencias
significativas en las prevalencias de infeccion por F. hepatica entre los animales que pastaban
en la montafa y en el centro de la provincia lucense. Aunque las zonas montafiosas de Galicia
se caracterizan por registrar mayores precipitaciones, las zonas del centro poseen una menor
pendiente, lo que favorece el encharcamiento de los pastos incluso con bajas precipitaciones,
constituyendo asi hébitats adecuados para el desarrollo y la supervivencia del molusco
hospedador intermediario G. truncatula. Asimismo, Diaz et al. (2007b), comprobaron que el
porcentaje de infeccion por Calicophoron daubneyi, trematodo que comparte el mismo

hospedador intermediario con F. hepatica, era significativamente superior en la zona centro.

La ausencia de diferencias entre la seroprevalencia observada en los ovinos que
pastaban en la montafia y en el centro coincide con los reultados obtenidos por Ferre et al.
(1995), quienes tampoco observaron diferencias entre el porcentaje de animales que
eliminaban huevos de F. hepatica al considerar las diferentes zonas edafoclimaticas (montafia
y centro) de la provincia de Ledn. Por el contrario, en Andalucia, Martinez-Cruz et al. (1995)
hallaron mayor seroprevalencia en ovinos explotados en areas de montafa (3,5%) que en los

que pastaban en la rivera del Guadalquivir (0,36%).

La presencia de cabras en los rebafios de ovino repercutio significativamente y de
forma positiva sobre el porcentaje de seroprevalencia (y°= 6,120; p= 0,013); asi, la
probabilidad de ser seropositivo fue 1,44 veces mas elevada en los ovinos en los que al menos
habia una cabra en la granja (Figura 5.11). Diversos estudios han puesto de manifiesto los
riesgos que entrafia el manejo conjunto de ovejas y cabras sobre los porcentajes de infeccion
por diversos agentes infecciosos y parasitarios. En este sentido, Lago et al. (2012) observaron
que la presencia de cabras en las explotaciones de ovino de carne es un factor de riesgo para
la infeccion por el virus Maedi Visna, incluso cuando el nimero de cabras en la granja es
reducido; asimismo, Lopez et al. (2011), comprobaron que la presencia de ganado caprino en
las granjas de ovino constituye un importante riesgo para que las ovejas se infecten por

protostrongilidos.
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Figura 5.11. Diferencia entre la probabilidad de ser seropositivo a F. hepatica al considerar la presencia
de cabras en las explotaciones de ovino

Tras analizar cada una de las variables de manera individual, se realiz6 un CHAID
exhaustivo (Figura 5.12) para clasificar la influencia de los diferentes factores estudiados
sobre la seroprevalencia. Asi, se constatd que el factor de riesgo que mas influye sobre la
seroprevalencia de F. hepatica era el tamafio del rebafio, debido a que este factor genera
grupos mas homogéneos y una mayor diferencia entre grupos tras la segmentacion; asi, en los
ovinos de los rebafios pequefios y medianos se observé mayor seroprevalencia (30,9%) que en
los de las explotaciones grandes (19,1%). Como se sefialé anteriormente, este hecho se puede
deber a que los animales de las explotaciones de menor tamafio, debido a la escasez de pasto,
a veces se ven obligados a aprovechar areas en las que suele haber pocos abrevaderos y estos
son naturales. Estos lugares presentan un alto riesgo de infeccion por F. hepatica, ya que en
ellos se dan varios factores determinantes; son las zonas mas himedas y por lo tanto donde
hay mayor densidad de G. truncatula, por lo que hay mayor nimero de metacercarias

enquistadas en la hierba de alrededor (Morrondo et al., 1994) e incluso libres en el agua (Mas-
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Coma et al., 2005); ademas, son lugares de paso obligado tanto para animales de pastoreo

como silvestres, que dejan alli sus heces perpetudndose el ciclo en un &rea de reducido

tamano.
elisa.fh
‘ Nodo 0 '
|__categoria % n |
0,000 747 794 |
3l1000 253 269 |
| Total 100,0 1063 |
........... [. SRR
Tamafio de granja
Valor P corregido=0,000, Chi-
cuadrado=19544 df=1
<=|1‘0 >1,0
Nodo 1 Nodo 2
Categoria % n Categoria % n
0,000 69,1 387 0,000 80,9 407
| 1,000 309 173 | 1,000 191 96
Total 52,7 560 Total 47,3 503
= | =
Presencia de cabras Edad
Valor P corregido=0,022, Chi- Valor P corregido=0,004, Chi-
cuadrado=5,267, df=1 cuadrado=10424, df=1
0,|U 1l0 <=1,0 =10
Nodo 3 Nodo 4 Nodo 5 Nodo 6
Categoria % n Categoria % n Categoria % n Categoria % n
0,000 72,2 275 0,000 62,6 112 0,000 938 76 0,000 784 331
| 1,000 278 106 | 1000 374 67 | 1000 6.2 5 ® 1,000 216 91
Total 35,8 381 Total 16,8 179 Total 76 81 Total 38,7 422
, = | =
Area climatica Presencia de cabras
Valor P corregido=0,039, Chi- Valor P corregido=0,047, Chi-
cuadrado=6,682, df=1 cuadrado=3,928, df=1
1,0; 2,0 3‘|0 0,|0 1.|0
Nodo 7 Nodo 8 Nodo 9 Nodo 10
Categoria % n Categoria % n Categoria % n Categoria % n
0,000 576 80 0,000 800 32 0,000 980 49 0,000 871 27
| 1,000 424 59 | 1000 20,0 8 | 1,000 20 1 | 1,000 12,9 4
Total 13,1 139 Total 38 40 Total 47 50 Total 29 3

Figura 5.12. Arbol de clasificacion obtenido mediante CHAID exhaustivo que muestra los factores

determinantes sobre la seroprevalencia de F. hepatica

El arbol de clasificacion muestra que en el nodo de rebafios de menor tamafio (nodo
1), el segundo factor en importancia es la presencia de cabras en la explotacion; asi, los

ovinos de aquellas granjas que poseen al menos una cabra presentan mayores porcentajes de
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seroprevalencia. Ademas de que el ganado caprino constituye un importante riesgo para que
las ovejas adquieran determinadas parasitosis, este incremento en la seroprevalencia podria
deberse a que los rebafios mixtos son, por lo general, los menos tecnificados y en los que se

realiza un control sanitario menos estricto.

Finalmente, en las granjas de tamafio pequefio y mediano en las que hay cabras (nodo
4), la seroprevalencia fue significativamente superior en los rebafios de la zona costa-centro
(42,4%) que en los de la montafia (20,0%). Como se comentd anteriormente, las
caracteristicas edafocliméticas de la zona costa-centro favorecen la supervivencia y desarrollo
de los caracoles que actian como hospedadores intermediarios del trematodo, lo que supone
que haya mayor nimero de metacercarias en los pastos y por tanto un mayor riesgo de
infeccion para los animales. Teniendo en cuenta la segmentacion que muestra el arbol de
clasificacion, parece como si la presencia de cabras en los rebafios potenciara el efecto de la

zona climética.

Por otro lado, en los rebafios mas grandes (nodo 2), se observa que el segundo factor
determinante sobre la seroprevalencia por Fasciola en el ganado ovino es la edad de los
animales. Si bien, como se ha comprobado anteriormente, esta variable no parecia influir
sobre la infeccion al considerarla de forma aislada, los ovinos mayores de 48 meses muestran
una seroprevalencia significativamente superior (21,6%) que los mas jovenes (6,2%). En las
granjas mas pequefias y tradicionales, no se detecta el efecto de este factor, probablemente
debido a que el menor control sanitario de estas explotaciones implica que no se realicen
desparasitaciones o estas no sean las correctas. Por el contrario, en las granjas grandes y
profesionales, la instauracion de medidas sanitarias y de manejo de pastos, asi como la
suplementacién con alimentos libres de metacercarias (heno y ensilado de calidad), reducen
en gran medida la ingestion de metacercarias, lo que se traduce en un incremento menos
acusado del porcentaje de animales positivos. Ademas, otro factor que puede estar influyendo
en este aspecto es que las explotaciones con un gran nimero de animales pueden verse
obligadas, debido al medio agreste del clima montafioso, a la transformacion de los pastos
toscos y poco productivos en lugares mas himedos (mediante presas, sistemas de irrigacion,
etc.) para asi poder mantener una buena alimentacion del rebafio y favorecer al mismo tiempo,

la expansion y la continuidad del ciclo de F. hepatica en los pastos (Rojo y Ferre, 1999).
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El &rbol de clasificacién muestra que la presencia de cabras en las granjas grandes solo
se hace patente en el grupo de animales jovenes; sin embargo, est efecto se diluye en los

ovinos de mayor edad.

Finalmente, y con objeto de determinar los factores que contribuyen en mayor medida
sobre la seroprevalencia por F. hepatica, y para corregir el efecto de la segmentacion del
muestreo en rebafios, que puede generar una dependencia entre grupos de individuos, se

realiz6 un andlisis multivariante mixto. Este analisis estadistico considera la agregacion de

datos individuales (los animales estan agrupados en rebafios) que pueden derivar en
conclusiones erréneas en el analisis univariante. Por ello, para paliar el posible efecto que
tuviera sobre los factores estudiados, se introdujo el rebafio como factor aleatorio. Al realizar
el analisis, se eliminaron, uno a uno, cada uno de los factores con menor significaciéon hasta
obtener el mejor modelo. Asi, los resultados de la regresidn logistica de efectos mixtos (Tabla
5.2) indicaron que la edad y el tamafio de la granja son los factores que influyen de forma més
significativa sobre la seropositividad de los ovinos. Las diferencias observadas con los otros
métodos estadisticos empleados posiblemente estén provocadas por el efecto de algunos
rebafios en particular. Estos resultados también revelan que hay que interpretar con cautela los
resultados de estudios que realicen un analisis de factores de riesgo empleando Unicamente

métodos estadisticos univariantes.

Tabla 5.2. Ultimo paso de la regresion logistica de efectos mixtos. Los factores se han eliminado paso a

paso hasta la obtencion del mejor modelo.

IC 95%
Estimacion E. E. p OR inferior superior

Paso 4 Intercept -1,472 0,427 <0,001 0,229 0,099 0,530

Edad < 13 m - - -

Edad 13-48 m 0,737 0,294 0,012 2,090 1,174 3,720

Edad >48 m 0,804 0,286 0,005 2,235 1,276 3,918

Tamafo granja <96 - - -

Tamafio granja 96-194 -0,663 0,486 0,173 0,515 0,198 1,337

Tamafio granja >194 -0,971 0,476 0,041 0,378 0,149 0,962

E.E. - Error estandar OR - Odds ratio calculado mediante el exponencial de B
IC 95% - Intervalo de confianza al 95% del OR
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Los resultados del analisis multivariante confirman algunos de los datos obtenidos con
Chi-cuadrado y con CHAID, al identificar el tamafio de granja como uno de los factores

determinantes en la seropositividad a F. hepatica en las ovejas.

La probabilidad de que los ovinos de las granjas pequefias sean seropositivos (Tabla
5.2) es méas de doble (2,6= 1/0,378) que los de las grandes, es decir, como ya se comento
anteriormente, la instauracion de medidas sanitarias y de manejo de pastos, asi como la
suplementacién con alimentos libres de metacercarias (heno y ensilado) evita la infeccién de

las ovejas con F. hepatica.

La regresion logistica de efectos mixtos también identifico la edad como un factor
significativo sobre los porcentajes de seroprevalencia frente a F. hepatica. Este resultado
contrasta con la ausencia de significacion mediante Chi-cuadrado, mientras que el CHAID
solo lo identificaba como determinante en los rebafios de gran tamafio. Asimismo, en la Tabla
9 se puede apreciar que los animales de mayor edad tienen una probabilidad de ser
seropositivos entre 2,1 y 2,2 veces superior a la de los animales menores de un afio, pues al
haber permanecido durante mas tiempo en los pastos, han tenido méas posibilidades de ingerir

metacercarias.

5.2.2. En el ganado caprino

En el analisis de factores de riesgo en el ganado caprino, se emplearon las mismas
variables utilizadas en el ganado ovino y, ademas, se afiadid el factor raza, puesto que un
nimero importante de cabras pertenecia a la raza “Cabra Galega”. Los porcentajes de
seropositividad a F. hepatica considerando los diferentes factores y categorias, se muestran en
la tabla 5.3. Los resultados obtenidos en el ganado caprino coincidieron, en general, con los
obtenidos en ovino. Dentro de los factores intrinsecos, se observo que la seroprevalencia en
las cabras se incrementé con la edad; los animales de Pura Raza Galega y las hembras
presentaron los porcentajes mas elevados. Al considerar los factores extrinsecos, se aprecio
una relacién negativa entre los porcentajes de seropositividad y el tamafio de granja, mientras
que la seroprevalencia fue superior en aquellos rebafios del area costa-centro, con manejo en

extensivo, donde las cabras conviven con ovejas.
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Tabla 5.3. Seropositividad a F. hepatica en cabras de Galicia. Resultados en las diferentes categorias de

factores de riesgo

FACTOR DE RIESGO CATEGORIA SEROPREVALENCIA
< 13 meses 7/64 (10,9%)
Edad 13-48 meses 21/123 (17,1%)
> 48 meses 109/425 (25,6%)
Hembras 131/570 (23,0%)
Sexo
Machos 6/33 (18,2%)
Cruce 112/420 (26,7%)
Raza

Cabra Galega

25/183 (13,7%)

Tamario del rebaio

<96 55/169 (32,5%)
96-194 38/153 (24,8%)
> 194

44/281 (15,7%)

Area climatica

Centro-Costa

105/439 (23,9%)

Montanha

32/164 (19,5%)

Sistema de manejo

Extensivo

16/63 (25,4%)

Semiextensivo

121/540 (22,4%)

Presencia de ovejas

Al menos una oveja

118/482 (24,5%)

Rebaio puro de cabras

19/121 (15,7%)

TOTAL

137/603 (22,7%)

Al considerar la edad de los animales, se constatd que la seroprevalencia se

incrementaba significativamente (XZZ 8,126; p=0,017) con la edad, oscilando entre el 10,9%

en los mas jovenes y el 25,6% en los de mayor edad (Tabla 5.3); los resultados de odds ratio

mostraron que los animales de entre 13 y 48 meses y los mayores de 48 meses presentan una

probabilidad 1,85 y 2,6 veces superior, respectivamente, de ser seropositivos a F. hepatica

que los menores de un afio (Figura 5.13).
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Figura 5.13. Odds ratio de los animales de mas de 13 meses en comparacion con el de las cabras de menor
edad

Aungue Khan et al. (2010) no observaron diferencias estadisticas entre los animales
menores de 6 meses y aquellos de mayor edad, los resultados de la mayoria de los estudios
realizados en cabras concuerdan con los hallados en este trabajo, como por ejemplo las
investigaciones llevadas a cabo en México y Corea del Sur por Munguia et al. (2007) y
Gebeyehu et al. (2013). Al igual que en ovino, estos resultados podrian deberse a que la
posibilidad de ingerir metacercarias del trematodo se incrementa con la edad (Gonzéalez-Lanza
et al., 1989; Scala et al., 1997, 2001; Waruiru et al., 2000; Cringoli et al., 2002; Otranto y
Traversa, 2003). Ademas, Asfhan et al. (2013) sefialan que este incremento en la prevalencia
de infeccidn por F. hepatica podria estar relacionado con una menor eficiencia del sistema
inmunitario de los animales a medida que aumenta la edad. Martinez-Moreno (1997) y Zafra
et al. (2013) observaron una escasa reaccion de las cabras frente a F. hepatica, comprobando
que los titulos de 1gG y de linfocitos eran similares en las primoinfecciones que en las

reinfecciones.
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En relacion al sexo de los animales, y de modo similar a lo observado en las ovejas, la
seroprevalencia fue similar en los machos y en las hembras, aunque fue ligeramente superior
en estas ultimas (Tabla 5.3); no obstante, con Chi-cuadrado se constatd que estas diferencias
no eran estadisticamente significativas (3°= 0,182; p= 0,670). Los valores de odds ratio
(Figura 5.14) muestran que la probabilidad de ser seropositivo es 1,34 veces superior en las
hembras, valor que no es significativo (IC 95%= 0,53-4,08). Este hecho se debe a que, en
Galicia, al igual a lo observado en las ovejas, los machos se manejan de manera similar a las

hembras y por lo tanto presentan el mismo riesgo de infeccion por F. hepatica.

1/2

174 OR = 1.34

95% Cl =0.53, 4.06

Probabilidad de ser seropositivos

| [
Machos Hembras

Figura 5.14. Diferencia entre la probabilidad de ser seropositivo a F. hepatica al considerar el sexo de las
cabras

Esta ausencia de diferencias respecto al sexo de las cabras también ha sido observada
por Raza et al. (2007) y Afshan et al. (2013). Por el contrario, en cabras de Pakistan, Khan et

al. (2010) apreciaron tasas de infeccion significativamente superiores en las hembras.
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Respecto a la raza, se aprecio que la seroprevalencia hallada en las cabras procedentes
de cruces era superior a la obtenida en los animales de la raza autoctona “Cabra Gallega”,
siendo estas diferencias estadisticamente significativas (y°= 12,279; p< 0,001). Los valores de
odds ratio nos indican que los cruces presentan una probabilidad de ser seropositivo 2,3 veces

superior que las de raza “Cabra Gallega” (Figura 5.15).
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Figura 5.15. Diferencia entre la probabilidad de ser seropositivo a F. hepatica al considerar la raza de
cabra

La menor seroprevalencia hallada en las Cabras Gallegas, raza caracterizada por su
rusticidad y adaptacion al medio en el que viven, concuerdan con los obtenidos por Afshan et
al. (2013) quienes, empleando técnicas coproldgicas y seroldgicas, hallaron prevalencias de F.
hepatica mas reducidas en cabras de razas autoctonas (3,12% en Beetal y 3,57% en Local

Hairy) que en los cruces (10%). Asimismo, Roberts et al. (1997a) observaron que ciertas
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razas autoctonas de ganado caprino muestran un cierto nivel de resistencia frente a Fasciola
gigantica, que se traduce en menores cargas parasitarias. Este hecho podria tener una base
genética, relacionada con la expresion de genes de dominancia incompleta (Roberts et al.,
1997b). No obstante, estas observaciones todavia no se han demostrado en las infecciones por
F. hepatica, por lo que es necesario realizar estudios mas especificos para determinar la razén

fisiologica que explique la posible resistencia de la raza Cabra Gallega frente a F. hepatica.

Otra posible explicacion podria ser la forma de alimentarse que tienen las diversas
razas; asi, Hoste et al. (2001) observaron diferencias en la forma de obtener el alimento entre
la raza Angora, que pastorea, y la Saanen, que ramonea, comprobando que estas Ultimas se

encontraban menos parasitadas por nematodos gastrointestinales.

La menor seroprevalencia hallada en la raza autoctona “Cabra Gallega” coincide con
los resultados obtenidos mediante ELISA directo por Sanchez-Andrade et al. (2002), quienes
también hallaron menores porcentajes de seroprevalencia de F. hepatica en el ganado vacuno
de la raza autoctona Rubia Gallega, de gran rusticidad y bien adaptada al medio, que en otras

razas mas seleccionadas, como la Frisona y la Parda Alpina.

Cuando se analiz6 la posible influencia del tamafio de las granjas sobre la
seroprevalencia por F. hepatica, se observd la misma tendencia que en ganado ovino: los
porcentajes de seropositividad se redujeron a medida que se incrementaba el numero de
cabezas del rebafio, siendo estas diferencias significativas (y’= 15,477; p< 0,001). En la
Figura 5.16 se representan los valores de odds ratio, que muestran que las cabras de las
granjas pequefias (<96 animales) y medianas (96-194 cabezas) tienen una probabilidad 2,4 y
1,4 veces mas elevada de ser seropositivos, respectivamente, que las de las granjas de mayor

tamario (> 194 cabezas).
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Figura 5.16. Odds ratio de las granjas de pequefio y mediano tamafio en comparacion con las grandes
explotaciones

Nuestros datos difieren de los hallados por Hassan et al. (2011), ya que detectaron
mayores prevalencias por varios endo y ectoparasitos en los rebafios con un nimero mas
elevado de animales, atribuyéndolo al hacinamiento y peores condiciones higiénicas de estas
granjas. Sin embargo, estas razones no son aplicables en una parasitosis de ciclo indirecto

como la fasciolosis.

En Galicia, de forma similar a lo observado en ganado ovino, las granjas de caprino de
mayor tamafio son mas profesionales y presentan, generalmente, un manejo mas adecuado.
Ademas, los propietarios de los grandes rebafios suelen pertenecer a Asociaciones de Defensa
Sanitaria Ganadera (ADSG) en las que se llevan a cabo distintos programas de control de
enfermedades, entre ellas las infecciones por endo y ectoparasitos. Por el contrario, un
elevado porcentaje de las granjas pequefias y medianas no presentan una orientacion
comercial; los animales se explotan siguiendo un sistema de manejo tradicional, donde es

comun la ausencia de medidas de control parasitario. Ademas, es comun que estas granjas de
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pequefio tamafio estén asociadas a la explotacion de otros animales domésticos, como el
ganado vacuno; en estos casos, el ganado caprino, junto con el ovino, suele utilizar
instalaciones rusticas, aprovechando los peores pastos, entre los que se incluyen los mas
humedos y sombrios, lo que favorece que los animales de estas explotaciones tengan una

mayor probabilidad de ingerir metacercarias.

Al tener en cuenta el sistema de manejo, se hallaron porcentajes de seropositividad
similares en los animales explotados en extensivo y en semiextensivo (Tabla 5.3),
constatandose que estas diferencias no eran significativas (y’= 0,142; p= 0,706). Estos

resultados se confirman en el anélisis del odds ratio (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Diferencia entre la probabilidad de ser seropositivo a F. hepatica al considerar el sistema de
manejo empleado en el ganado caprino.

Como se observa en la Figura 5.17, la probabilidad de ser seropositivo es 1,2 veces

superior en los animales manejados en extensivo. La ausencia de diferencias significativas
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puede deberse, al igual que lo observado en ovino, al tamafio de muestra, ya que Unicamente
se tomaron muestras de suero de 63 cabras en pastoreo extensivo; de todos modos, es
necesario sefialar que el tamafio de muestra de animales de rebafios explotados en extensivo
es representativo, pues en Galicia la gran mayoria de los pequefios rumiantes se explota en

régimen semiextensivo.

Al considerar el area edafoclimatica donde se encontraban los rebafios, los
porcentajes mas elevados se observaron en los animales de la zona Costa-Centro, al igual que
en ovino; con Chi-cuadrado se comprobé que estas diferencias no eran significativas (x*=
1,081; p=0,299). El andlisis de los odds ratio mostr6 que las cabras de la zona Costa-Centro
presentaban una probabilidad 1,3 veces superior de ser seropositivas que los de la zona de la
Montafia (Figura 5.18).
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Figura 5.18. Diferencia entre la probabilidad de ser seropositivo a F. hepatica al considerar la zona
climatica donde se encontraban los rebafios de cabras
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No obstante, la mayor seroprevalencia observada en las cabras de la zona Costa-
Centro pueden deberse a que en esta area las condiciones edafoclimaticas son mas adecuadas
para la supervivencia y desarrollo de G. truncatula; debido a que los pastos que se encharcan
con mas facilidad son los que abundan en esta zona (Diaz, 2006; Diaz et al., 2007). Estos
datos difieren de los observados, en Andalucia, por Martinez-Cruz et al. (1995), ya que
obtuvieron seroprevalencias de infeccion superiores en cabras procedentes de zonas de
montafia; no obstante las condiciones edafoclimaticas de las montafias gallegas son diferentes

de las de Sierra Morena.

Como habiamos comprobado en el ganado ovino, cuando en las explotaciones hay al
menos una cabra, la presencia conjunta de ambas especies de pequefios rumiantes, incrementa
la seroprevalencia de F. hepatica, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (x*=
3,84; p= 0,05). Estas notables diferencias pueden apreciarse en la Figura 5.19; los valores de
odds ratio muestran que las cabras de las granjas que tienen al menos una oveja tienen una
probabilidad de ser seropositivos 1,7 veces superior que aquellas granjas que estan integradas

solo por cabras.

Estas diferencias se podrian deber a que, como se comentd anteriormente, las ovejas
presentan, por lo general, mayores prevalencias de infeccion por F. hepatica que las cabras,
contribuyendo en mayor medida a la contaminacién de los pastos Yy, por lo tanto, las cabras
tienen mayor posibilidad de infectarse cuando comparten pastos con las ovejas que cuando
pastan ellas solas. Aunque las repercusiones de la cria mixta de ovejas y cabras sobre el
estado sanitario del rebafio todavia no se han estudiado en profundidad, en un estudio reciente
sobre la seroprevalencia de Toxoplasma gondii en cabras de Galicia, Cabanelas et al. (2014)
comprobaron que la presencia de ovejas constituye un factor de riesgo para las cabras (51,6%
Vs 26,1%).
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Figura 5.19. Diferencia entre la probabilidad de ser seropositivo a F. hepatica al considerar la presencia
de ovejas en los rebafos de ganado caprino

El resultado del algoritmo CHAID (Figura 5.20) reflejé que Unicamente la raza y el

tamarfio de rebafio se consideran factores que influyen sobre el porcentaje de seropositividad
a F. hepatica. El efecto del resto de factores, algunos de ellos identificados como
significativos mediante Chi-cuadrado, se diluy6 al clasificar las variables por su orden de
significacion. Asi, la variable determinante fue la raza de cabra, observandose una
seroprevalencia mas elevada en los cruces (22,4%) que en las de raza gallega (7,7%). El arbol
de clasificacion muestra que en las cabras procedentes de cruces el tamafio de granja es un
factor determinante en la seropositividad por el trematodo; asi, la seroprevalencia mas elevada
se hall6 en las cabras pertenecientes a explotaciones pequefias y medianas, debido

principalmente a su menor profesionalidad y manejo tradicional.

Por el contrario, el nodo constituido por los animales de raza “Cabra Galega” (nodo 1)
no se dividié en mas subgrupos, es decir, ninguno de los factores estudiados influy6d de

manera determinante sobre la seroprevalencia por F. hepatica en estos animales.
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Seroprevalencia de Fasciola hepatica

Nodo 0
Categoria % n

0,000
H 1,000

82,1 495
17,9 108

Total

100,0 803

=

Raza

Valor P corregido=0,000, Chi-

cuadrado=18,812, df=1

Raza gallega Cruce
Nodo 1 Nodo 2
Categoria % n Categoria % n
0,000 92.3 169 0,000 77,6 326
W 1,000 7,7 14 N 1 000 22,4 94
Total 30,3 183 Total 69,7 420
| =
Valor P corregido=0,000, Chi-
cuadrado=20,033, df=1
<1|95 >1|94
Nodo 3 Nodo 4
Categoria % n Categoria % n
0,000 69,6 165 0,000 88,0 161
® 1,000 304 72 ® 1 000 12,0 22
Total 39,3 237 Total 30,3 183

Figura 5.20. Arbol de clasificacién obtenido mediante un analisis CHAID exhaustivo que muestra los

factores determinantes sobre la seroprevalencia de F. hepatica en cabras.

Al igual que en el ganado ovino, en el analisis de los resultados obtenidos en el ganado

caprino se empled una regresion logistica de efectos mixtos, introduciendo el rebafio como

factor aleatorio para evitar el efecto de agregacion. Se fueron excluyendo del analisis uno a

uno los factores hasta hallar el mejor modelo posible. Los resultados de este analisis
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permitieron determinar que en las cabras de Galicia los principales factores que influyen sobre
el porcentaje de seropositividad a F. hepatica eran la edad y la raza (Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Ultimo paso de la regresion logistica de efectos mixtos. Los factores se han eliminado uno a uno

hasta alcanzar el mejor modelo

IC 95%

Estimacion E.E. p OR Lim. inf Lim. sup

Paso 6 Intercept -2,453 0,572 0,000

Edad < 13 meses - - - - - -

Edad 13-48 meses 0,.942 0,573 0,100 2,566 0,833 7,899

Edad >48 meses 1,461 0,503 0,003 4,312 1,609 11,552

Cabra Gallega -1,129 0,508 0,026 0,323 0,119 0,875

E.E. - Error estandar OR - Odds ratio calculado mediante el exponencial de B
IC 95% - Intervalo de confianza al 95% del OR

Como se observa en la Tabla 5.4, los datos del analisis multivariante confirman los
resultados del Chi-cuadrado y del CHAID, pues identifica la raza como uno de los factores
determinantes en la seropositividad a F. hepatica en las cabras. Asi, los cruces tienen una
probabilidad 3 veces superior (1/0,323= 3,09) de ser seropositivos que los de la raza autdctona
“Cabra Galega”. Aunque se necesitan nuevos estudios para determinar las razones de esta
menor seroprevalencia, esta caracteristica puede ser de gran interés en la aplicacion de planes

de control del trematodo.

La regresion logistica de efectos mixtos también identificd la edad como un factor que
influye significativamente sobre los porcentajes de seroprevalencia frente a F. hepatica. Este
resultado contrasta con la ausencia de significacion mediante CHAID. En la Tabla 5.4 se
puede apreciar que los animales de mayor edad tienen una probabilidad de ser seropositivos
entre 2,5 y 4,3 veces superior a la de los animales menores de un afio, pues al haber
permanecido durante mas tiempo en los pastos, han tenido mas posibilidades de ingerir

metacercarias.
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5.3. MEDIDAS A ADOPTAR PARA REDUCIR LAS INFECCIONES POR F. hepatica EN GANADO
OVINO Y CAPRINO DE GALICIA.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que F. hepatica es un parasito muy comun y
ampliamente distribuido en las granjas de pequefios rumiantes de Galicia. Los elevados
porcentajes de seroprevalencia confirman que las medidas empleadas por los ganaderos frente
al trematodo no son totalmente eficaces, por lo que es necesario revisar y mejorar los

programas de control.

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos han permitido identificar los
principales factores de riesgo que influyen sobre la seroprevalencia de F. hepatica en ganado
en ovino y caprino de Galicia, siendo estos el tamafio de las explotaciones, la edad de los
animales y la presencia de cabras en las explotaciones ovinas. En consecuencia, y como se
expondra a continuacion, en las explotaciones de ganado ovino y caprino en Galicia, para
minimizar algunos factores de riesgo no se deben utilizar las mismas pautas de control

recomendadas para otras especies animales como el ganado vacuno.

Los factores de riesgo identificados en este estudio, deberian tenerse en cuenta en el
disefio de nuevos planes de control o cuando se adopten nuevas medidas en los ya existentes,

por lo que se proponen las siguientes medidas:

12, Las explotaciones de ganado ovino y caprino, en general, y las de menor tamafio en
particular, deben profesionalizarse y realizar un adecuado manejo de los pastos.

Los ganaderos deben conocer que, para el control de esta trematodosis y de las
parasitosis en general, no es suficiente la aplicacién de antihelminticos, incluso cuando estos
son los adecuados. En este sentido, Paz-Silva et al. (1999) comprobaron que no existian
diferencias entre la prevalencia de infeccién por F. hepatica en ovejas tratadas con diferentes
fasciolicidas y las no tratadas; de hecho, los animales desparasitados nunca alcanzaron valores
de absorbancia considerados como negativos, y al cabo de unas semanas volvian a eliminar
huevos de F. hepatica, lo que es l4gico, si se tiene en cuenta que los animales continuaban
pastando en pastos contaminados con metacercarias de F. hepatica y, por lo tanto, se

reinfectaban. Por ello, es imprescindible evitar el pastoreo en los pastos que se encharcan con
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facilidad o cercar las zonas méas himedas, en las que habrd mayor nUmero de metacercarias

viables.

Cuando sea necesario complementar la alimentacion de los animales con heno o
ensilado, este se ha debe elaborar de forma que se garantice que esta libre de metacercarias;
también es aconsejable afiadir algin conservante a los forrajes que reduzca la viabilidad de las

metacercarias (Andrews, 1999).

22 Para reducir la prevalencia de infeccion en los animales de mayor edad, estos deben
pastar en las praderas menos contaminadas.

Nuestros resultados demuestran que los animales de mayor edad presentan
seroprevalencias significativamente mas elevadas que los mas jovenes. Ademas, el ganado
ovino y caprino no desarrolla una respuesta inmunitaria protectora frente a F. hepatica, y las
reinfecciones repetitivas, aunque sean con un nimero reducido de metacercarias, producen un
aumento de la intensidad de las lesiones, sobre todo en las cabras (Pérez et al., 2002),
comprobandose incluso que estas pueden ocasionar la muerte de los animales (Martinez-
Moreno et al., 2006). En consecuencia, se recomendaria que los animales de mayor edad

utilicen las parcelas menos contaminadas con metacercarias de F. hepatica.

32, Se recomienda que no se exploten conjuntamente el ganado ovino y el caprino.
Aungue no se ha constatado que sea un factor de riesgo determinante del incremento

de la prevalencia de infecciéon por F. hepatica; sin embargo, se ha comprobado que en las

granjas de mayor tamarfio, la presencia de cabras incrementa la seroprevalencia de infeccién

en los ovinos mas jovenes.

4%, Incrementar el numero de efectivos de la raza autoctona “Cabra Gallega”.

Esta raza, ademas de su rusticidad y adaptacién al medio, se ha constado que tiene un
menor riesgo de infeccion por F. hepatica que las cabras procedentes de cruces. Asimismo, de
esta forma se contribuiria al fomento y conservacion de las razas de autdctonas de nuestra

Comunidad.
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52 Realizar un correcto diagnostico de esta y otras infecciones parasitarias antes de
realizar los tratamientos antihelminticos.

En la actualidad, el control de las infecciones por F. hepatica se basa,
fundamentalmente, en el uso de antihelminticos; sin embargo, en estudios previos realizados
por nuestro grupo de investigacion (Pedreira et al., 2006) se comprobd que, en granjas de
ganado ovino de Galicia, la eleccion del producto antihelmintico se basaba, en la mayoria de
los casos, en la experiencia personal del ganadero o en el consejo de la comercial
farmacéutica y solo un pequefio porcentaje de ganaderos seguian el consejo del veterinario.
Ademaés, en la mayoria de los rebafios donde se administran tratamientos antihelminticos,
éstos se llevan a cabo sin conocer las infecciones parasitarias que afectan a los animales,
debido a que no es frecuente la realizacion de analisis coprologicos previos o posteriores a su
aplicacion, por lo que en la mayoria de los casos no se emplean los farmacos adecuados.
Asimismo, la inadecuada utilizacion de los antihelminticos de mayor uso ha ocasionado la
aparicion de resistencias frente a este trematodo (Moll et al., 2000; Alvarez-Sanchez et al.,
2006; Vara del Rio, 2007) y otros helmintos (Coles et al., 2005; Diez Bafos et al., 2008;
Papadopoulos et al., 2012; Torres-Acosta et al., 2012; Geurden et al., 2014; Martinez-
Valladares et al., 2015).

62. Incrementar la formacion de los ganaderos y concienciarles de que es imprescindible
el asesoramiento veterinario en las explotaciones de ganado ovino y caprino.

Se deben impartir charlas formativas sobre las principales infecciones parasitarias que
afectan a estos pequefios rumiantes, entre las que se encuentra las infecciones por F. hepatica,
puesto que en este estudio se ha comprobado que estos animales y, en especial los ovinos, son

muy receptivos a este trematodo.

El profesional veterinario es el Unico que puede realizar el control de las infecciones
que afectan a la cabafia ganadera y de esta forma garantizar que el estado sanitario de las

explotaciones es el Optimo para que estas sean mas rentables.
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6. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este estudio se concluye:

12, La técnica de inmunodiagndstico ELISA MM3-SERO, basada en el empleo del anticuerpo
monoclonal MM3, nos ha permitido demostrar que F. hepatica es un parasito muy prevalente
y ampliamente distribuido en los rebafios de ovino y caprino de Galicia.

2%, La influencia de los diferentes factores de riesgo sobre la seroprevalencia se debe
interpretar con cautela cuando se utilizan Unicamente métodos estadisticos univariantes,
siendo necesario complementar estos andlisis con otros multivariantes, como el algoritmo

CHAID vy el andlisis de regresion logistica maltiple de efectos mixtos.

3% Uno de los factores de riesgo mas importantes en las infecciones por F. hepatica en
ganado ovino y caprino fue el tamarfio del rebafio, siendo la seroprevalencia significativamente
superior en las explotaciones pequefias, debido a que se utilizan métodos de manejo
tradicionales y no se aplican medidas adecuadas de control y prevencion de las enfermedades

infecciosas y parasitarias.

4% La edad de los animales fue también un factor determinante en ambas especies,
constatandose que la seroprevalencia se incrementaba en los animales de mayor edad, lo que
manifiesta el contacto continuo que los pequefios rumiantes tienen con el parasito en esta

region.

52 Se constatd que la presencia de cabras en los rebafios de ovejas incrementaba
significativamente la seroprevalencia de infeccion por este trematodo, probablemente debido

a que en los rebafios mixtos se realiza un control sanitario menos estricto.
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6% La raza autoctona “Cabra Galega” es menos sensible a las infecciones por F. hepatica que
las cabras procedentes de cruces, probablemente debido a su mayor rusticidad y adaptacion al

medio.

78, El sexo y la zona edafoclimética en la que pasta el ganado ovino y caprino en Galicia no
influyen sobre la seroprevalencia de infeccidn por F. hepatica.

8% La alta seroprevalencia de F. hepatica hallada en los pequefios rumiantes de Galicia
demuestra que no se adoptan las medidas necesarias para controlar esta infeccion. Los nuevos
planes de control frente a este trematodo deberian tener en cuenta los factores de riesgo

hallados en el presente estudio.
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7. RESUMEN

En 98 granjas de ganado ovino y caprino se recogieron 1.666 muestras de sangre de
animales explotados en régimen extensivo o semi-extensivo en Galicia. EI muestreo se realizo
de forma que los rebafios incluidos en el estudio representaran a todas las zonas agro-
ganaderas de esta Comunidad Auténoma. Las explotaciones muestreadas pertenecian a la
Asociacion de Defensa Sanitaria de Ovino y Caprino de Galicia “ACIVO”, que engloba
rebafios tanto semiprofesionales como profesionales que presentan, por lo general, mas de 100
cabezas. Ademas, todas las explotaciones de ganado caprino de raza "Cabra Galega™ estaban
inscritas en el libro genealdgico gestionado por la Asociacion de Gandeiros da Raza Cabra
Galega “CAPRIGA”.

Debido a que en Galicia, un importante porcentaje de explotaciones estan integradas
por ganado ovino y caprino, se muestrearon 51 rebafios donde solo habia ovejas, 13 rebafios
compuestos Unicamente por cabras y 34 rebafios donde convivian ambas especies de
pequefios rumiantes. En cada rebafio se recogieron muestras de sangre de un porcentaje
representativo de la poblacion con objeto de analizar la presencia de animales seropositivos a
F. hepatica. Para evitar posibles interferencias con anticuerpos calostrales, todos los animales
muestreados eran mayores de seis meses. Tras la realizacion de los correspondientes calculos,
se recogieron 1.063 muestras de ovejas y 603 de cabras. EI nimero medio de ovejas y de

cabras muestreadas por granja fue de 14,4+7,6 y de 12,8+17,4, respectivamente.

La sangre se extrajo mediante puncion en la vena yugular empleando tubos estériles al
vacio sin anticoagulante. Las muestras se anotaron de forma consecutiva y siempre constaba
el nimero de referencia de la explotacion de origen. Simultaneamente, se realizd una encuesta
epidemioldgica con objeto de conocer el tipo de manejo y orientacion productiva, censo de
animales, proximidad a otras explotaciones y presencia 0 ausencia de otras especies de

rumiantes. También se tomaron datos relativos a la realizacion de desparasitaciones y, en su
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caso, de los productos empleados; también se anoté si se habia detectado algun problema de
etiologia infecciosa o parasitaria en los ultimos afios. En todas las explotaciones se
administraban tratamientos antihelminticos, dirigidos fundamentalmente hacia el control de
las infecciones por nematodos gastrointestinales y los ganaderos no habian realizado ninguna
medida manejo de los pastos o de los animales orientados hacia la prevencion y/o control de
las infecciones por este trematodo.

La mayoria de las granjas (86,7%) se explotaban en régimen semiextensivo y en
menor proporcion en extensivo. EI manejo de la recria del ovino y del caprino, cuando se
estaban en la misma explotacion, era el tipico de los rebafios semiextensivos de carne. Los
corderos/cabritos permanecian estabulados con sus madres en grupos de 5-10 animales
durante 3-7 dias tras el parto. Posteriormente, se integraban dentro del rebafio con los adultos
0 se mantenian separados hasta que eran destetados a los 2-3 meses de edad. Asimismo, se
consideraron las caracteristicas edafoclimaticas de las zonas de procedencia de los animales
(Costa-Centro y Montafa). La zona climatica Costa-Centro se caracteriza por tener un clima
maritimo-templado y pendientes moderadas que facilitan el encharcamiento de los prados,
mientras que en la Montafa la pendiente es muy acusada y su clima es pirenaico. Ademas, el
manejo es diferente en ambas zonas; en la Costa-Centro, los animales pastan en pequefios
prados cerca del establo y se estabulan al anochecer; mientras que, en la montafia, lo hacen en
prados de gran tamafio y durante el invierno permanecen estabulados para protegerles de las

condiciones adversas.

Para determinar la presencia de anticuerpos frente a F. hepatica, las muestras de suero
se analizaron mediante ELISA MM3-SERO, basado en el empleo del anticuerpo monoclonal
MMa3. Este test emplea antigenos de excrecion-secrecion de F. hepatica, presentes en un solo
epitopo conformacional del pico IV; identificadas como catepsinas L1 y L2, que tienen un
100% de especificidad y una sensibilidad elevada. Ademas, el MM3-SERO ELISA detecta
como positivas muestras de suero en animales infectados con una dosis baja, incluso en
diluciones de 1:12.500. Como testigo positivo se utilizd un suero de un animal que,
previamente, se habia identificado como positivo mediante coprologia y ELISA MM3. El
suero testigo y los sueros a estudiar se diluyeron en una proporcion 1/100 en de PTL 0,2%. Se

afiadieron 100 pl de los sueros diluidos a la placa por duplicado. Se incubaron en camara
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himeda a 37°C durante 2 horas. Se vaci6 el contenido de las placas, se lavaron los pocillos
con 200 pl de PBS-T vy se repitid este procedimiento cinco veces mas. Posteriormente, se
dispensaron 100 ul por pocillo de la solucién de peroxidasa-conjugado diluido 1:30000 en
PTL. Se realizé una segunda incubacion en cdmara humeda durante 60 minutos a 37°C. Se
vacio de nuevo el contenido de las placas y se lavaron con PBS-T repitiendo el proceso cinco
veces. Se afiadié 200 ul de solucion de revelado por pocillo. En oscuridad se incubaron las
placas a temperatura ambiente durante 20 minutos. Para detener la reaccién, se dispensaron 25
ul de H,SO4 3N por pocillo. La lectura de las absorbancias se realizd en un espectrofotdmetro

a una longitud de onda de 492 nm.

Los sueros tanto de ovino como de caprino se clasificaron como positivos o negativos
segun el valor de densidad dptica (DO) obtenido tras restar la DO del pocillo sin antigenar a la
DO del pocillo antigenado. En ganado ovino, se emple6 el punto de corte obtenido por Mezo
et al. (2007), siendo este cifra de 0,074. El punto de corte utilizado para los sueros de caprino
fue el mismo que en el ovino (0,074), aunque en este caso se calcul6 en base a los valores de
DO obtenidos de los sueros de 47 cabras de un afio de edad que nunca habian tenido contacto

con F. hepatica.

El estudio de la asociacion entre los factores de riesgo (edad, sexo y zona climética de
procedencia de los animales, tamafio del rebafio, tipo de manejo, presencia/ausencia de
cabras) y la seroprevalencia por F. hepatica se realizO mediante 3 tipos de pruebas
estadisticas. Un analisis univariante, utilizando el el test de Chi-cuadrado, que identifica las
variables de exposicion significativamente relacionadas con la seropositividad individual;
ademas, se calcularon los odds ratio, con intervalos de confianza del 95%, para determinar el
nivel de la asociacion. De modo complementario, se analizé la influencia de las variables
mediante un CHAID exhaustivo de mineria de datos. Finalmente, se realiz6 un analisis
multivariante empleando una regresion logistica de efectos mixtos con objeto de determinar
los factores que contribuyen en mayor medida sobre la seroprevalencia por F. hepatica y
corregir el efecto de la segmentacién del muestreo en rebafios, que puede generar una
dependencia entre grupos de individuos y derivar en conclusiones erréneas en el analisis

univariante. Las variables se eliminaron del modelo una por una segun los valores obtenidos
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de p, ajustandose hasta que todas las variables presentaban un valor de p significativo (p<
0,05).

Al considerar el total de los animales analizados, el porcentaje individual de
seropositivos fue del 24,3%, mientras que el porcentaje de granjas que tenian al menos un
animal positivo fue del 67,7%. La seroprevalencia fue ligeramente superior en los rebafios de
ovejas (25,3%) que en los de cabras (22,7%), aunque estas diferencias no fueron
significativas. El porcentaje de rebafios que presentaban al menos un animal seropositivo fue
superior en las explotaciones de ovino que en las de caprino, siendo estas diferencias
significativas (y°= 4,598; p=0,032). Ademas, los valores de odds ratio indican que las granjas
de ovino muestran una mayor probabilidad de tener animales seropositivos (OR= 2,64; 1,07-

6,63) que las de caprino.

En el ganado ovino, mediante andlisis univariante, se constatdé que la
seroprevalencia era inferior en los animales menores de un afio, pero que esta se mantenia
estable a partir de esta edad. No se hallaron diferencias en la seroprevalencia al considerar el
sexo. Por el contrario, se comprob6 que el porcentaje de animales seropositivos disminuia a
medida que se incrementaba el tamafio del rebafio. La seroprevalencia fue mas elevada en los
rebafios en los que habia por lo menos una cabra entre sus efectivos; por el contrario, el
porcentaje de animales seropositivos no vario con el sistema de manejo empleado para su cria

(semiextensivo o extensivo) ni con la zona climatica.

Cuando se utiliz6 un CHAID exhaustivo para clasificar la influencia de los diferentes
factores estudiados sobre la seroprevalencia, se constatd que el factor de riesgo que mas
influia era el tamafio del rebafio, siendo significativamente superior en las explotaciones
pequefias (30,9%) que en las grandes (19,1%). Ademas, el arbol de clasificacion muestra que
en los rebafios de menor tamafio el segundo factor en importancia era la presencia de cabras
en la explotacion; este incremento en la seroprevalencia podria deberse a que los rebafios
mixtos son, en general, los menos tecnificados y en los que se realiza un control menos
estricto. Asismismo, se constatd que en las granjas de tamafio pequefio y mediano en las que
habia cabras, la seroprevalencia era significativamente superior en los rebafios de la zona

costa-centro (42,4%) que en los de la montafia (20,0%). En las explotaciones de mayor
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tamarfio, se observo que el segundo factor determinante sobre la seroprevalencia por Fasciola
era la edad de los animales, observandose que esta era significativamente superior en los
mayores de 48 meses (21,6%) que en los de menor edad (6,2%). Por el contrario, el efecto de

este factor no se observo en las granjas mas pequefias.

Al aplicar el anélisis multivariante de regresion logistica, se comprobé que la edad
y el tamafio de la granja eran los factores que influian de forma mas significativa sobre la
seroprevalencia de infeccion por F. hepatica. Estos resultados confirman los datos obtenidos
con el CHAID y ponen en evidencia que hay que interpretar con cautela la valoracion de los

factores de riesgo empleando Unicamente métodos estadisticos univariantes.

En el ganado caprino se obtuvieron resultados similares a los hallados en el ovino.
Mediante anélisis univariante se observé que la seroprevalencia se incrementaba con la edad
y en los rebafios del &rea costa-centro, en los que se realizaba un manejo en extensivo, asi
como en las explotaciones en las que las cabras convivian con las ovejas. Por el contario, se
aprecid una relacion inversa entre los porcentajes de seropositividad y el tamafio de granja.
Ademas, en el ganado caprino, se observo la influencia de la raza como factor determinante,
constatandose que los animales pertenecientes a la raza autdctona “Cabra Galega”

presentaban seroprevalencias inferiores a las halladas en los cruces.

Al estudiar la influencia de los diferentes factores de riesgo mediante el algoritmo
CHAID se observo una seroprevalencia significativamente mas elevada en los cruces (22,4%)
que en las de raza gallega (7,7%). Ademas, el arbol de clasificacion muestra que en las cabras
procedentes de cruces el tamafio de granja es un factor determinante sobre la seroprevalencia
por F. hepatica; asi, el mayor porcentaje de cabras seropositivas se hallé en las explotaciones
de pequefio y mediano tamafno. Por el contrario, en los animales de raza “Cabra Galega”
ninguno de los factores estudiados afectd de manera determinante sobre la seroprevalencia

por F. hepatica en estos animales.

Con el analisis multivariante se comprob6 que la raza y la edad eran los principales
factores que influian sobre la seroprevalencia de infeccion por F. hepatica. Asi, los cruces

tienen una probabilidad 3 veces superior de ser seropositivos que los de la raza autoctona
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“Cabra Galega”. Respecto a la influencia de la edad, se comprobd que las cabras de mayor
edad tienen una probabilidad de ser seropositivos entre 2,5 y 4,3 veces superior a la de los
animales menores de un afio; estos resultados contrastan con la ausencia de significacion
mediante CHAID.

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos han permitido identificar los
principales factores de riesgo que influyen sobre la seroprevalencia de F. hepatica en ganado
en ovino y caprino de Galicia, siendo estos el tamafio de las explotaciones, la edad de los
animales y la presencia de cabras en las explotaciones ovinas; ademas, sobre la
seroprevalencia de infeccion por F. hepatica en ganado caprino en Galicia, se ha comprobado
que influye la raza, siendo las “Cabras de raza pura gallega” las que presentan menores

porcentajes de seropositividad.

Los factores de riesgo identificados en ganado ovino y caprino en Galicia deben
tenerse en cuenta en el disefio de nuevos planes de control de las infecciones por F. hepatica o
cuando se adopten nuevas medidas en los ya existentes. Para minimizar el efecto de los
principales factores de riesgo identificados en este estudio, es necesario utilizar pautas de
control especificas, no siendo extrapolables algunas de las recomendadas para el ganado

vacuno.
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