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1. Reseña histórica  

 

La primera referencia registrada de la enfermedad causada por Fasciola hepatica tuvo 

lugar en el año 1379 por el francés Jean de Brye, a quien el rey Carlos V de Francia 

encargó escribir un tratado sobre la correcta gestión de los rebaños ovinos. Atribuyó la 

enfermedad al consumo por las ovejas de la hoja de una hierba conocida como “dauve”' 

que destruía el hígado del animal. En 1523 Sir Anthony Fitzherbert hizo ya referencia al 

término “flokes” (trematodos), nombre que deriva de la palabra anglosajona "floc", que 

significa “lenguado”. En 1547, Gabucinus, se refirió al parásito como un helminto 

similar a una semilla de calabaza. Los antiguos tratados españoles denominan al 

parásito con nombres diversos como “coscojo”, “caracolillo” o “palomita” (Rojo-

Vázquez & Gómez-Bautista, 1989; Díez Baños, 2011). 

Francesco Redi en 1668 recuperó fasciolas del hígado de un carnero y de la bilis de una 

liebre, haciendo constancia de la ubicación biliar del parásito (Rojo-Vázquez et al., 

2012). En 1698, Godefridus Bidloo, observó los huevos por primera vez y describió el 

parásito así como partes de su anatomía, confirmando su hermafroditismo (Gómez-

Bautista & Rojo-Vázquez, 1994a); y Pierre Pallas en 1760 extrajo en una necropsia 

humana fasciolas de los conductos biliares. Otros investigadores como Mehlis, 

Blanchard, Leuckart, Sommer y Macé ya con posterioridad, describieron la anatomía 

del parásito de forma más detallada. 

Entre los acontecimientos históricos relacionados con el parásito, dignos de tener en 

cuenta, nos encontramos con los siguientes: 

 1773: observación de las cercarias por Müller y su enquistamiento por Nitzsch 

en 1817. 
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 1818: detección de la redias en el caracol por Bojanus, denominándolas así en 

honor a Redi (Cordero del Campillo & Rojo Vázquez, 1999), aunque ya en 

1738, Schwammerdan las había identificado sin saber darlas un significado. 

 1831: descripción del huevo y del miracidio por Mehlis, confirmando Creplin en 

1837 la transformación del miracidio a partir del huevo.  

 1842: Steenstrup introdujo el concepto de “alternancia de generaciones” para 

explicar la relación entre los distintos estadios larvarios con el parásito adulto.  

 1874: Weinland descubrió la relación entre los estadios larvarios y Galba 

truncatula, haciéndole pensar que podría tratarse del hospedador intermediario 

(Taylor, 1937). Esta teoría fue confirmada por Leuckart y Thomas en 1882 con 

el descubrimiento del ciclo biológico, y por Lutz en 1892, cuando confirmó que 

eran las metacercarias las que daban lugar al adulto. Sinitzin completó el ciclo 

biológico en 1914, cuando describió las rutas migratorias intraorgánicas 

(Andrews, 1999). 

El descubrimiento del ciclo sirvió como modelo para otras parasitosis de trematodos 

digeneos en los que se sospechaba que podía existir algún hospedador intermediario. 
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2. Etiología 
 

 

2.1. Agente etiológico 

Entre los parásitos pertenecientes al género Fasciola con mayor incidencia a nivel 

mundial, se encuentran F. hepatica, presente en zonas templadas del planeta y Fasciola 

gigantica, frecuente en zonas de climas tropicales, aunque se ha observado su 

coexistencia en las zonas subtropicales (Krämer &Schnieder ,1998; Mas-Coma et al., 

2005). Otros géneros relacionados son Fascioloides magna y Fasciola jacksoni 

(Cobbold, 1869), aunque estudios recientes ubican a esta última en el género 

Fascioloides (Heneberg, 2013). 

 

2.2. Encuadre taxonómico 

F. hepatica se encuentra encuadrada taxonómicamente en el Reino Animalia, Filo 

Platyhelminthes, Clase Trematoda, Subclase Digenea (van Beneden, 1858), Orden 

Echinostomatida, Familia Fasciolidae (Railliet, 1985) y Género Fasciola (Linnaeus, 

1758). 

 

2.3. Morfología del parásito adulto 

F. hepatica es un helminto hermafrodita que presenta un cuerpo ancho, foliáceo, 

aplanado dorsoventralmente con simetría bilateral, de unas dimensiones de 18 a 51 mm  

de longitud por 4 a13 mm de anchura y de color marrón grisáceo (Nozais et al., 1997). 

Presenta dos ventosas próximas entre sí; la oral es pequeña y está situada en el extremo 
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de una proyección en forma de cono en el extremo anterior. La ventral está situada 

caudalmente y entre ambas se puede observar el poro genital. 

Su tegumento está cubierto por espinas móviles dirigidas hacia atrás (Boray, 1982), 

cuyo número varía en función del desarrollo del parásito (Bennett, 1975a, 1975b; 

Fairweather et al., 1999) y que sirven de barrera en la interacción parásito-hospedador 

ya que influyen directamente sobre el desarrollo de la respuesta inmunitaria (Trudgett et 

al., 2000). Este tegumento se ve dañado por los fármacos antihelmínticos (Halferty et 

al., 2009), impidiendo la formación de los microtúbulos (Stitt & Fairweather, 1993) y 

alterando la integridad de la membrana lo que finalmente provoca la muerte del parásito 

(Brennan et al., 2007). Otros estudios han demostrado que el tegumento sufre cambios 

morfológicos directamente por la acción de fármacos como el nitroxinil (McKinstry et 

al., 2003), clorsulón (Meaney et al., 2003, 2004) o triclabendazol (Stitt & Fairweather, 

1993). 
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La cubierta superficial del tegumento denominada glucocáliz se mantiene en las fases 

juveniles y durante toda la migración a través de la cavidad peritoneal y del hígado, 

perdiéndose cuando llega a los conductos biliares debido a una serie de cambios 

fisiomorfológicos. El nuevo tegumento más externo está compuesto de un sincitio 

anucleado cuyas células basales y apicales están unidas mediante túbulos (Threadgold, 

1963; Bennett & Threadgold, 1975; Hanna, 1980a, 1980b). Los parásitos una vez que se 

establecen en los conductos biliares pueden permanecer allí durante años 

(Andriamanantena et al., 2005).  

El parásito adulto presenta un aparato digestivo muy ramificado, especialmente los 

ciegos que son largos y con numerosos divertículos laterales. El sistema reproductor 

consta de dos testículos en la parte media y el útero y los ovarios están localizados 

anteriormente a los mismos.   

 

 

Figura 2. Morfología interna de un adulto de Fasciola hepatica. 
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2.4. Ciclo biológico de F. hepatica 

El ciclo biológico de F. hepatica es complejo, ya que necesita de dos hospedadores y 

una serie condiciones climáticas para que pueda completarse. Los detalles del ciclo son 

los siguientes: 

a) Las fasciolas adultas presentes en los conductos biliares del hospedador 

definitivo, eliminan al ambiente huevos no embrionados por medio de las heces. 

Se estima que cada adulto elimina entre 2.000 y 5.000 huevos al día que pasan al 

duodeno mezclados con la bilis de la vesícula biliar (Graczyk & Fried, 1999; 

Rojo-Vázquez & Ferre-Pérez, 1999). Los huevos son operculados, ovoides, de 

color pardo amarillento y con un tamaño que oscila entre 130-150 µm de largo y 

65-90 µm de ancho. La eliminación fecal no es constante y aunque tiene lugar 

durante todo el año (Manga et al., 1990), presenta un carácter estacional siendo 

mayor en otoño y primavera. 

Los huevos han de separarse de la masa fecal para poder embrionar en el 

exterior en un proceso que dura de 9 a 15 días. Para ello se requieren 

condiciones óptimas de temperatura con unos límites que oscilan entre los 25ºC 

y 30ºC (Rowcliffe &Ollerenshaw, 1960; Diez-Baños, 1976; Soulsby, 1987; 

Malone 1986) y que estén recubiertos de una fina película de agua y un pH entre 

4,2 y 9 (Vázquez-Gómez et al., 1985). 

b) Una vez que el huevo está embrionado, tiene lugar la formación de una larva en 

su interior denominada miracidio que se caracteriza por tener dos manchas 

oculares oscuras y por poseer movilidad gracias a la presencia de cilios. El 

huevo eclosiona permitiendo la salida del miracidio al medio tras un estímulo 

lumínico, ya que se activa la producción de una enzima proteolítica que provoca 
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la apertura del opérculo. En 12 días este proceso se completa si existe una 

temperatura media de 26ºC (Rojo-Vázquez et al., 2012), aunque en condiciones 

de campo se precisan hasta dos meses cuando la temperatura oscila entre 10-

12ºC. También se ven implicados choques térmicos como efecto estimulante 

para la eclosión del huevo (Gold & Goldberg, 1976).  

c) Una vez liberado el miracidio, este debe encontrar un molusco como hospedador 

intermediario antes de 24 horas horas – generalmente Galba truncatula – antes 

de agotar sus reservas energéticas y guiado por un fototropismo positivo. A 

mayor temperatura en el medio ambiente, menor es la vida del miracidio, 

comprobándose que a 30ºC, tan solo resiste seis horas (Smith & Grenfell, 1984), 

aunque hay otros factores implicados en la búsqueda del hospedador 

intermediario, tales como el pH, la salinidad o la composición iónica del medio.  

La penetración del miracidio en el molusco se produce gracias a su actividad 

mecánica (Dawes, 1961) y a la secreción de enzimas proteolíticas que debilitan 

el epitelio del caracol (Smyth & Halton, 1983); el punto de entrada suele ser 

próximo al pie del caracol (Roberts, 1950). 

d) Una vez dentro del molusco, el miracidio pierde sus cilios (Hope-Cawdery et al., 

1978; Boch & Supperer, 1986) y constituye el primer estadio larvario de F. 

hepatica en el hospedador intermediario, el esporocisto, que se localiza en la 

región periesofágica del caracol. En condiciones de sequía o frío, los estadios 

intermediarios pueden disminuir su actividad metabólica sobreviviendo varios 

meses hasta que las condiciones sean favorables (Boray, 1969). 

e) Tras 15 días, se constituye a partir del esporocisto la primera generación de 

redias, el segundo estadio larvario intramolusco. En su interior se encuentran 
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células germinales, a partir de las cuales se formarán las sucesivas generaciones 

larvarias que pueden ser redias hijas o cercarias (Taylor, 1965; Boray, 1982). 

f) Las cercarias abandonan el molusco, comprendiendo todo el proceso desde la 

entrada del miracidio unas 8-10 semanas. Una vez en el exterior pierden su cola, 

se enquistan en la vegetación (Dixon, 1965; Koie et al., 1976, Jones, 2002) y 

pasan a denominarse metacercarias, constituyendo la forma infectante para los 

hospedadores definitivos (Andrews, 1999). Algunas metacercarias no se fijan a 

ningún sustrato, sino que se mantienen flotando en la superficie del agua (Mas-

Coma et al., 2005), supuestamente tras caerse de la vegetación. Además, son 

susceptibles a las elevadas temperaturas y a la desecación, aunque se ha visto 

que con bajas temperaturas invernales son capaces de sobrevivir (Over & 

Dijkstra, 1975). 

g) La infección de los hospedadores definitivos tiene lugar durante el pastoreo, 

aunque también puede tener lugar a través del agua de bebida o de ensilados 

durante la estabulación de los animales. Una vez que se ingieren, el porcentaje 

de implantación es del 40%, ya que algunas pueden eliminarse directamente con 

las heces o sufrir una migración intraórganica (Rojo-Vázquez & Ferre-Pérez, 

1999). Se ha comprobado que las metacercarias con mayor poder infectante se 

forman a los 22-23ºC. El desenquistamiento tiene lugar primero en el rumen 

gracias a la alta concentración de dióxido de carbono y temperaturas de hasta 

39ºC y después en el intestino delgado por  contacto con la  bilis en el conducto 

colédoco (Sukhdeo & Mettrick, 1987; Rojo-Vázquez et al., 2012). Una hora 

después de la ingestión, las formas juveniles atraviesan la pared intestinal 

(Dawes & Hughes, 1964) pasando a localizarse libres en la cavidad abdominal 

para migrar hacia el hígado (Andrews, 1999), aunque también se han observado 
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localizaciones ectópicas en ganglios, páncreas o pulmón (Smyth & Halton, 

1983). Entre los cuatro y cinco días postinfección (p.i.), son capaces de atravesar 

la cápsula hepática y comenzar la migración a través del parénquima hepático, 

aumentando su tamaño por la ingesta de sangre y de células hepáticas para 

asentarse en los conductos biliares a los 40 días p.i., donde alcanzan la madurez 

sexual y empiezan a excretar huevos a los 55-56 días p.i. (Andrews, 1999; Rojo-

Vázquez et al., 2012). Una fasciola adulta puede producir más de 20.000 huevos 

al día, aunque la media oscila entre 2.000 y 5.000. 

 

 

 

Figura 3. Ciclo biológico completo de Fasciola hepatica. 
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Figura 4. Diversas fases de F.hepatica. A) Miracidio. B) Cercaria. C) Huevo  

 

2.5. Variabilidad genética  

El estudio de la variabilidad genética en F. hepatica y de su estructura representa un 

punto crítico para comprender mejor el proceso de la infección, el nivel del flujo 

genético que existe entre distintos animales y poblaciones, el sistema reproductivo del 

parásito, la posibilidad de estimar la “consanguinidad” y el tamaño efectivo de las 

poblaciones, entre otras utilidades (Allendorf et al., 2013). Además, los datos resultantes 

se pueden utilizar para construir modelos que permitan predecir la capacidad infecciosa 

de determinados genotipos o la relación entre resistencia y la utilización de fármacos 

antiparasitarios (Churcher et al., 2008; Silvestre et al., 2009; Criscione et al., 2010; 

Vázquez-Prieto et al., 2014). Desde un punto de vista finalista, el estudio de la 

variabilidad genética mejora nuestros conocimientos sobre la epidemiología de la 

infección y ayuda a un control más eficiente de la enfermedad.  

En primer lugar, se debe tener en cuenta que esta especie es hermafrodita, ya que los 

individuos adultos poseen ambos aparatos reproductores masculino y femenino. Sin 

embargo, aunque en la mayoría de los trabajos se ha encontrado variabilidad genética 

tanto en poblaciones como en infrapoblaciones (poblaciones dentro de un mismo 

hospedador definitivo) y en muchas ocasiones no aparece cuantificada la importancia 
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relativa de cada una, los datos sugieren que el modo de reproducción predominante es la 

fecundación cruzada y que existen importantes niveles de flujo génico (Hurtrez-Boussès 

et al., 2004). Por otro lado, ya que una única fasciola es capaz de producir huevos, la 

autofecundación también tiene un papel importante (Lagrange & Gutmann, 1961). Sin 

embargo, el alto nivel de heterocigosis encontrado en fasciolas procedentes de Japón, 

Corea, USA y Australia (Agatsuma et al., 1994) refleja que existen bajos niveles de 

autofecundación y por lo tanto predomina una fecundación cruzada. Muchos fasciólidos 

de Japón y Corea son triploides y presentan aspermia (Itagaki et al., 1998; Terasaki et 

al. 2000), al igual que otras cepas diploides, que no van a poder autofecundarse y son 

posiblemente ginogénicos. Por lo tanto, parece que los espermatozoides no son 

esenciales para la activación del óvulo ni para la fertilización. Aunque se creía que las 

fasciolas triploides eran típicas de Japón, Corea y China, se ha comprobado que el 

fenómeno no es exclusivamente asiático puesto que en la cepa británica Cullompton, 

aislada en 1998, existen también ejemplares triploides (Fletcher  et al., 2004). 

El origen más probable de los embriones triploides es la fusión del núcleo del 

espermatozoide con un gameto femenino no reducido o con el núcleo diploide de un 

huevo partenogenético (Terasaki et al., 2000). Es probable que la triploidía surja 

ocasionalmente y persista porque no causa esterilidad en los individuos que son ya 

facultativamente partenogenéticos. En relación con la resistencia a los fármacos, los 

individuos triploides tienen un alelo extra, lo que confiere una tasa de mutación de un 

50% superior por cada célula. Algunas mutaciones, como la producción de tubulina que 

se ha demostrado que no se une a los bencimidazoles en cepas de nematodos 

gastrointestinales resistentes al fármaco, tendría un efecto cuantitativamente menor en 

los triploides que en los diploides por la dilución de los dos alelos restantes que 
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confieren susceptibilidad y, una vez generados, los genotipos resistentes se mantendrían 

por partenogénesis. 

En definitiva, la triploidía en algunas poblaciones de F. hepatica hace que la 

variabilidad genética sea elevada lo que puede facilitar la supervivencia de esas 

poblaciones parásitas ante condiciones desfavorables, como la exposición a los 

antihelmínticos. Aunque si la resistencia a los fármacos es recesiva, los triploides 

saldrían peor parados que los diploides ya que habría menor probabilidad de que los tres 

alelos fueran recesivos. 

Por lo tanto, la fecundación cruzada, la autofecundación, la ginogénesis y la triploidía 

pueden influir en la recombinación de alelos entre individuos: es decir, en la 

variabilidad genética de las poblaciones y, en consecuencia en la resistencia a los 

fármacos ya que tiene una base genética. 

Debido al ciclo de vida de F. hepatica, una población de esta especie en los 

hospedadores definitivos puede estar formada por varias infrapoblaciones o conjuntos 

de individuos que parasitan al mismo individuo hospedador. Las cercarias tienen 

movilidad limitada, así como el caracol intermediario en el que se desarrollan y, por 

tanto, se esperaría que cada hospedador definitivo se infectara y albergara múltiples 

parásitos genéticamente idénticos (Vilas et al., 2012), lo que llevaría a una 

fragmentación de la población, a un aumento de la consanguinidad y a la consiguiente 

reducción del tamaño efectivo de población (Criscione & Blouin, 2005). Como 

consecuencia, el proceso de deriva genética sería acusado y tendría lugar una pérdida de 

la variabilidad genética dentro de las poblaciones del parásito y un incremento de la 

divergencia interpoblacional. 

Existen muchos enfoques genéticos que emplean una gran variedad de marcadores 

moleculares que han demostrado su utilidad para la identificación y el estudio de 
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variabilidad genética en los parásitos (Gasser, 1999, 2006; Prichard & Tait, 2001; 

Bildfell et al., 2007; Zhu et al., 2007). En el caso concreto de F. hepatica, se han 

utilizado entre otros, marcadores isoenzimáticos (Vázquez-Prieto et al., 2011; Vilas et 

al., 2012), ADN polimórfico amplificado al azar (random amplified polymorphic DNA, 

RAPDs) (Semyenova et al., 2003), microsatélites (Hurtrez-Boussès et al., 2004), 

polimorfismos amplificados relacionados con secuencias génicas (sequence-related 

amplified polymorphism, SRAPs) (Alassad et al., 2008; Li et al., 2009), PCRs basadas 

en polimorfismos en la longitud de fragmentos de restricción (restriction fragment 

length polymorphism, PCR-RFLPs) (Walker et al., 2007) y polimorfismos de 

nucleótidos simples (single nucleotide polymorphism, SNPs) de varios genes nucleares 

y mitocondriales (para una revisión, veáse Teofanova et al., 2011). En la actualidad, otra 

técnica, como el empleo de los marcadores denominados intersecuencias simples 

repetidas (inter-simple sequence repeat, ISSR) se está utilizando para el estudio de 

diversas especies como Schistosoma japonicum (Zhao et al., 2009), Trichinella spiralis 

(Perteguer et al., 2009) y, por primera vez, en F. hepatica (Robles-Pérez et al., 2014), 

con resultados expuestos en una de las publicaciones que forman esta Tesis Doctoral. 

Los ISSR son marcadores que nos permiten obtener los niveles de variación entre las 

regiones microsatélite que se encuentran dispersas; los microsatélites son regiones del 

ADN que presentan secuencias repetidas en tándem que tienden a ser aleatorias y tienen 

una longitud de 2 a 6 nucleótidos. 

Algunos investigadores como Alasaad et al. (2007) han utilizado marcadores genéticos 

para caracterizar unas muestras de fasciolas adultas mediante las secuencias del 

espaciador interno transcrito 1 y 2 (internal transcribed spacer, ITS-1e ITS-2) del ADN 

ribosomal, confirmándose que estas muestras recogidas por toda la geografía española a 

partir de hígados de bovinos, ovinos, caballos, cabras, gamos, ciervos y muflones 
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pertenecían a F. hepatica. Además, se comprobó que en la posición 925 y 926 del ITS-2 

de las muestras españolas, existen dos nucleótidos que difieren de la secuencia recogida 

en el Genbank para fasciolas de otras localizaciones, con lo que también se podrían 

diferenciar individuos en función de su procedencia. Estas dos espaciadores se 

utilizaron también para confirmar la existencia de una especie de fasciola que 

denominaron “intermedia” entre F. hepatica y F. gigantica en Japón, Corea y China 

(Itagaki & Tsutsumi 1998; Agatsuma et al., 2000; Huang et al., 2004; Itagaki et al., 

2005a, b; Lin et al., 2007). 

Estudios más detallados, como el realizado por Semyenova et al. (2003) en ejemplares 

adultos de F. hepatica procedentes de ganado bovino, confirmaron una alta diversidad 

genética mediante el uso de marcadores RAPDS, atribuyendo más de un 87% de esta 

diversidad a las diferencias infrapoblacionales, un 8% a las diferencias entre 

infrapoblaciones de cada componente poblacional y un 5% a las diferencias entre las 

dos poblaciones analizadas muestreadas en regiones diferentes: Ucrania y Armenia. 

Estos resultados indican que cada hospedador definitivo puede ser infectado por 

parásitos genéticamente diferentes. Sin embargo, los RAPDs no parecen ser los 

marcadores más adecuados para analizar la estructura poblacional ya que no son 

fácilmente reproducibles (Backeljau et al., 1995; Teofanova et al., 2011). 

Posteriormente, la variabilidad genética intraespecífica también se ha estudiado 

mediante la secuenciación del ADN mitocondrial. Semyenova et al. (2006) analizaron 

parte de las secuencias de los genes mitocondriales que codifican para las enzimas 

nicotinamida adenina dinucleótido de hidrógeno (NADH) y citocromo oxidasa (COX) 

en F. hepatica, confirmando un alto flujo genético. Por otra parte, Walker et al. (2007) 

demostraron que un mismo hospedador, ya sea vacuno u ovino, puede ser infectado por 

10 haplotipos mitocondriales de F.hepatica en un solo año. Puesto que la dispersión de 
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los parásitos también depende de sus hospedadores, es posible que la estructura de la 

variación genética sea diferente en función del tipo de hospedador definitivo que 

parasite. Vilas et al. (2012) analizaron la variabilidad genética de F. hepatica que 

parasitaba el ganado vacuno y ovino encontrando que aunque mostraban niveles 

similares de variabilidad genética total, la distribución de esta variabilidad entre los 

hospedadores individuales parece más estructurada en los parásitos de las ovejas. En 

comparación con los parásitos de vacuno, en el ganado ovino los resultados de su 

estudio sugieren que las poblaciones mostraron menores niveles de flujo de genes, un 

mayor grado de transmisión agregada y una mayor probabilidad de apareamiento dentro 

de los clones. Es por ello que las fasciolas que infectan el ganado ovino parecen mostrar 

una variabilidad genética más estructurada a nivel infrapoblacional y una mayor 

presencia de clones. Vázquez-Prieto et al. (2011) también confirmó que existe mayor 

estructuración genética a nivel infrapoblacional en el ganado ovino, ya que la 

diferenciación genética entre las infrapoblaciones es bastante superior que en bovino, 

incluso realizando el estudio en ovejas pertenecientes a un mismo rebaño y las vacas a 

explotaciones diferentes. 

Puesto que el modo en que se estructura la variabilidad genética nos informa sobre 

características  tales como el modo de reproducción, tamaño efectivo de las poblaciones, 

o el nivel de flujo genético existente entre poblaciones, su conocimiento también es útil 

para predecir el modo en que se dispersarán mutaciones como por ejemplo aquellas que 

confieran resistencia a los fármacos antihelmínticos.  

Se ha propuesto que las mutaciones que confieren  resistencia a fármacos en helmintos 

son generalmente recesivas (Cornell et al., 2003), por lo que frecuentemente se 

perderían por deriva genética antes de que alcanzasen una frecuencia lo suficientemente 

elevada como para encontrarlas en un número significativo de homocigotos. Es de 
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esperar que la resistencia sea común en poblaciones con tamaño efectivo grande, ya que 

el efecto de la deriva es muy débil y cuando aparece una mutación recesiva, tiene más 

probabilidades de permanecer en la población, de tal manera que si en esa especie 

existen mecanismos que favorezcan la “consanguinidad”, aumentará la homocigosis 

(Cornell et al., 2003). Si el tamaño efectivo fuera pequeño, aumentaría el efecto de la 

deriva y la probabilidad de que la mutación se perdiera antes de que alcance la 

homocigosis. 

También, Vara del Río et al. (2007) confirmaron que ciertas variaciones puntuales en un 

fragmento de 510 pb que codifica para la subunidad 28S del ADN ribosómico, podrían 

estar relacionadas con el fenotipo resistente a determinados fármacos antihelmínticos, 

permitiendo el diagnóstico de un linaje particular. 

Si las mutaciones que confieren resistencia al triclabendazol en F. hepatica fuesen 

recesivas, el incremento de su frecuencia podría estar favorecido tanto en ganado 

bovino como en ovino por diferentes vías. Por una parte, las poblaciones que parasitan 

al ganado bovino podrían desarrollar resistencia con mayor probabilidad ya que 

albergan mayor diversidad genética y poseen un mayor tamaño efectivo. Por otro lado, 

la transmisión de la resistencia también podría verse favorecida en las infrapoblaciones 

de ovejas debido a que presentan un mayor  potencial para la consanguinidad, ya que la 

presencia de clones es más frecuente (Vilas et al., 2012), lo cual aumenta las 

posibilidades de apareamiento entre individuos genéticamente idénticos, y por tanto 

tendrá lugar una mayor  frecuencia de homocigotos en la población. 
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3. Epidemiología 

 

3.1. Hospedadores intermediarios y definitivos 

Los hospedadores intermediarios de F. hepatica son caracoles clasificados dentro del 

Phyllum Molusca, Clase Gastropoda, Subclase Pulmonata, Familia Lymnaediae. 

Presentan una concha espiral piramidal que se enrolla formando una estructura cónica 

(Malek, 1962). El género Lymnaea (Galba) es el que actúa más habitualmente como 

hospedador intermediario de F. hepatica (Kendall, 1965). Su principal exponente, 

presente en todos los países europeos y con evidencias en Sudamérica y África, es 

Galba truncatula (Graczyk & Fried, 1999), aunque en otras localizaciones se han visto 

implicados Lymnaea palustris y Lymnaea fuscus (Novolbilský et al., 2013). La 

intervención de más de una especie como hospedador intermediario depende de la 

capacidad de adaptación del parásito, siendo en este caso muy alta (Boray, 1981, 1982) 

y desarrollando un papel fundamental las condiciones del medio (Mas-Coma et al., 

1999).  

Pero como consecuencia del cada vez mayor movimiento de ganado pueden existir otras 

especies tanto de fasciolas como de caracoles. En España, el valle del Guadalquivir es la 

frontera entre G. truncatula y F. hepatica con Lymnaea auricularia y F. gigantica. La 

Península Ibérica es un área adecuada para que G. truncatula pueda ser hospedadora 

intermediaria para ambas especies de fasciolas (Dar et al., 2003). F. gigantica fue 

encontrada en ovejas en Ciudad Real por Almarza (1934) por lo que es posible que estas 

dos especies de helmintos puedan coexistir en una misma zona o que haya habido 

introducciones de F. gigantica desde África y Portugal al país (Cruz-Silva et al., 1971). 
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Las especies diana de la infección por F. hepatica que actúan como hospedadores 

definitivos son principalmente los rumiantes, domésticos y silvestres. En España, se han 

encontrado parasitados ovejas, cabras, vacas caballos, asnos, cerdos, jabalíes, conejos, 

liebres, gamos (Cordero del Campillo et al., 1994; Rojo-Vázquez & Ferre-Pérez, 1999) 

e incluso humanos (Hopkins, 1992; Rim et al., 1994). La receptividad al parásito 

permite diferenciar tres grupos. Los más susceptibles son los ovinos, caprinos y 

lagomorfos. Otros, como los suidos, perros y gatos, reaccionan con rapidez e impiden el 

desarrollo del parásito. En el caso de bovinos y équidos, reaccionan con retraso ante la 

implantación en el hígado (Rojo-Vázquez & Ferre-Pérez, 1999). 

 

 

Figura 5. Formas maduras de Fasciola hepatica. 
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3.2. Prevalencia 

La fasciolosis es una helmintosis cosmopolita presente en todas las regiones templadas 

del globo. En España, se encuentra distribuida ampliamente (Cordero del Campillo et 

al., 1980) y es una de las zoonosis parasitarias de mayor prevalencia en los animales de 

consumo humano (Morales et al., 2000). 

Respecto a su prevalencia en Europa, los datos que se manejan son muy variables, ya 

que algunos son recientes pero otros ya tienen cierta antigüedad. En Alemania se han 

confirmado valores del 10,7% en vacuno (Simmank, 1987) y del 1,7% en ovino (Epe et 

al., 2004), prevalencias similares a los del país vecino, Bélgica, con un 12,5% en vacuno 

(Genicot et al., 1991). En Polonia, se estiman valores de un 7,2% en vacuno y un 3,7% 

en ovejas (Konopka, 1993), aunque datos más recientes confirman un 34,9% (Kozak-

Cieszczyk, 2006). En el sur de Europa nos encontramos con valores altos como el 

29,3% de Turquía en ganado ovino y bovino (Celeb & Ultav, 1988) y otros más bajos 

como el 5% en vacuno (Poglayer et al., 1995) o el 12,4% en ovino (Biggeri et al., 2007) 

en Italia; en Grecia se han encontrado prevalencias similares en pequeños rumiantes, del 

16,2% (Kantzoura et al., 2011). En el norte de Europa se describió que el 47% de las 

vacas de leche de Inglaterra, se encontraban infectadas (McCann et al., 2010), así como 

el 18,8% de las ovejas y cabras de Noruega (Domke et al., 2013). 

En España podemos confirmar diferentes prevalencias en función de la Comunidad 

Autónoma, el año de muestreo y el método de diagnóstico. En Galicia, Sánchez-

Andrade et al. (1995) encontraron una prevalencia en ganado bovino del 88,8% 

mediante ELISA, aunque posteriormente Paz-Silva et al. (2003) describieron valores 

menores, de un 30,4% mediante coprología, un 39,1% utilizando el ELISA sándwich y 

un 56% con un ELISA indirecto, técnicas que han demostrado su eficiencia en los 
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trabajos de Almazán et al. (2001). En esta misma Comunidad y más recientemente, se 

han dado cifras de tan solo un 6% (Vázquez et al., 2008) y un 9% (Cienfuegos et al., 

2009) en pequeños rumiantes mediante técnicas coprológicas. En Aragón, las cifras 

oscilaron en la década de los 90 entre un 77% en zonas de regadío frente un 28,5% en 

zonas de secano en el ganado ovino (Luzón-Peña et al., 1994a). Según Uriarte et al. 

(1985), en esta región la eliminación de huevos fue constante durante todo el año en el 

14% de los ovinos. En el País Vasco, la prevalencia alcanzó un 63% en la década de los 

80 en el ganado ovino (García-Pérez & Juste-Jordán, 1987). En el centro y sur 

peninsular, los valores encontrados fueron menores; en Castilla La Mancha y 

Extremadura, mediante necropsias en ovino, se determinaron unos niveles de 

prevalencia del 4,4% (Luzón-Peña et al., 1997) y 3,3% (Reina et al., 1987), 

respectivamente. En Andalucía, la prevalencia en ovino osciló entre el 2 y 50% según 

las zonas (Luzón-Peña et al. 1994a), con un 9,6% en Granada (Peinado-Peláez et al., 

1989) y valores en caprino del 1,86% en Córdoba, Granada y Málaga (Martínez-Cruz et 

al., 1993). 

En Castilla y León los datos que existen de prevalencia son variables; se han descrito 

valores del 9,5% en Salamanca (Simón-Vicente & Ramajo-Martín, 1985) aunque 

podían verse elevados en zonas de regadío hasta un 52% (Ramajo-Martín & Simón-

Vicente, 1989). En Segovia y Burgos en el ganado ovino, y durante la década de los 90, 

se han descrito prevalencias del 0,46% y del 11,4%, respectivamente (Ferre et al., 1991; 

Hidalgo et al., 1995). 

Los primeros datos que tenemos de prevalencia de fasciolosis en ganado ovino en la 

provincia de León fueron de casi un 100% (Del Río Lozano, 1967) para, en posteriores 

estudios en vacuno, confirmar una disminución de hasta el 29,5% con una media de 
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eliminación fecal de 51,6 huevos por gramo en heces (hgh) (González-Lanza et al., 

1989). En este estudio, se comprobó que la eliminación fue máxima en el periodo 

comprendido entre invierno y primavera con una prevalencia máxima en enero aunque 

los niveles más altos de excreción de huevos fueron entre febrero y marzo. Manga-

González et al. (1990), realizaron otro estudio en ovino observando una prevalencia del 

14.67% y Ferre et al. (1995b) continuó con estudios también en ovino, obteniendo 

valores del 26,7% mediante análisis coprológicos y con una eliminación media de 10 

hgh y unos datos de prevalencia del 77.6% mediante ELISA. Posteriormente, Diez-

Baños et al. (2006) encontraron valores del 9,3%, también en ganado ovino. Datos más 

recientes de Martínez-Valladares et al. (2013) han confirmado una prevalencia en la 

zona noroeste de Castilla y León del 59,3% a nivel de rebaño, siendo en la provincia de 

León del 60,5% (con un media de eliminación de 17,5 hgh), valor significativamente 

más alto que los porcentajes descritos anteriormente por Ferre et al. (1995b). Martínez-

Valladares et al. (2013) confirmaron que existe una correlación directa entre la humedad 

y la temperatura con el desarrollo del parásito en el medio, y por lo tanto, factores como 

el cambio climático, la presencia de resistencias antihelmínticas (Vara del Río, 2007) o 

el aumento de las zonas de regadío en el área de estudio, como ya demostró Esteban et 

al. (2002) en Perú, podrían haber favorecido este aumento de la prevalencia en los 

últimos años. 

Respecto a la prevalencia de fasciolosis en animales silvestres, en Centroeuropa se han 

observado valores del 30% en ciervos, 10% en castores, 9% en liebres, 7% en jabalíes y 

6% en la cabra montés (Shimalov & Shimalov, 2000). En España, valores del 0,53% por 

necropsia y del 1,87% tras examen fecal, fueron detectados en la cabra montés en 

Andalucía (Alasaad et al., 2008); en las sierrasde Cazorla y de Segura se detectó 
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mediante necropsia que el 3% de los ciervos rojos y los gamos se encontraban 

infectados (Arias et al., 2012).  

 

 3.3. Influencia de los factores ambientales en la transmisión de la infección 

La eliminación de huevos de F. hepatica alcanza su máximo nivel en el invierno porque 

la infección de las ovejas se produce principalmente en el otoño. Durante todo el 

invierno, en las regiones templadas del mundo, las condiciones climáticas no permiten 

el desarrollo de los huevos y de los caracoles debido a las bajas temperaturas; sin 

embargo, algunas metacercarias son capaces de resistir las condiciones adversas del 

invierno y es por ello que los animales pueden infectarse con las metacercarias 

originadas el otoño anterior (Rojo-Vázquez et al., 2012). Además, por debajo de los 

10ºC, los caracoles no emiten cercarias al medio hasta la primavera siguiente, 

reanudándose así el ciclo (Ollerenshaw, 1974). En las regiones secas, las altas 

temperaturas estivales aseguran un riesgo mínimo de infección, que hasta el comienzo 

de las lluvias otoñales no va a tener importancia, ya que el desarrollo de las fases 

intermedias del parásito en el medio se ve favorecidas por la humedad. 

La incidencia de la fasciolosis se ha incrementado en los últimos años debido al cambio 

climático y a mayores movimientos de las cabañas ganaderas (Fairweather, 2005). En la 

actualidad hay estudios que certifican que la prevalencia está aumentando en el norte de 

Europa (Daniel & Mitchell, 2002) ya que las metacercarias son capaces de resistir los 

inviernos en el pasto y en consecuencia la exposición del ganado a la infección es más 

continua (Rojo-Vázquez et al., 2012). En Suecia, Novolbilský et al. (2014) describieron 

una “infección de invierno” en mayo-junio debida a los caracoles que permanecieron 
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hibernando y una “infección de verano” en agosto-septiembre producida por las 

metacercarias liberadas por los caracoles durante el verano, siendo esta la estrategia 

preferida por las fasciolas como también describen los estudios de Ross (1977) y Shaka 

& Nansen (1979). Los modelos epidemiológicos de estos países del norte de Europa, 

con dos ciclos anuales de infección y el riesgo máximo para los animales en el otoño, 

también son válidos para los países mediterráneos (Luzón-Peña et al., 1992). 

Ollerenshaw (1959) especuló que la "infección de invierno” sería más importante en las 

regiones donde el verano es demasiado corto para el desarrollo del parásito, aunque 

también depende de factores ambientales locales que faciliten la disponibilidad de 

hábitat del caracol así como del comportamiento de pastoreo de los animales. 

En España, la infección de los caracoles ocurre durante todo el año, con una tasa de 

infección más alta al final del verano y otoño que al final del invierno. Aunque las 

ovejas están eliminando huevos todo el año, la emisión de cercarias es mayor en otoño 

(Manga et al., 1990). Sin embargo, la hibernación de las metacercarias parece ser menos 

importante en España y en los países mediterráneos (Luzón-Peña et al., 1994b) que en 

los países del norte de Europa (Shaka & Nansen, 1979). 

La hibernación de F. hepatica ha sido objeto de diferentes estudios. En zonas del norte 

de Europa, algunos autores hacen hincapié en la hibernación del parásito en el medio 

ambiente (Urquhart et al., 1970, Bruce et al., 1973, Shaka & Nansen, 1979); según 

otros, la hibernación se produce en el interior del caracol (Ollerenshaw & Smith, 1969; 

Hope-Cawdery, 1975) que se encargará de la emisión de las cercarias, teoría confirmada 

por Gaasenbeek et al. (1992). Según otros autores, las metacercarias pueden sobrevivir a 

condiciones de congelación, mientras que los estudios por Pecheur (1967) y Hoover et 

al. (1984) sugieren que no sobreviven en climas fríos. 
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Es importante tener en cuenta que, como consecuencia de los cambios introducidos por 

el hombre, como los nuevos sistemas de regadío, la humedad en determinadas zonas ha 

aumentado (Esteban et al., 2002), a lo que si se añade el aumento de la temperatura 

como consecuencia del cambio climático, se han visto favorecidas las condiciones para 

el desarrollo de las fases intermedias de F. hepatica, con el consiguiente aumento de la 

prevalencia. En un estudio de Mas-Coma et al. (2009), se observó como la temperatura 

tiene un efecto directo en la producción de cercarias.  Según Rojo-Vázquez & Ferre-

Pérez (1999), se necesita una humedad relativa de entre el 70 y el 100% para la 

producción de cercarias en los caracoles y además temperaturas de al menos 10°C para 

la eclosión de los huevos y la liberación de las cercarias. 

 

3.4. Importancia económica 

La fasciolosis tiene una gran importancia veterinaria, siendo un factor limitante en la 

producción ovina y bovina como consecuencia de las alteraciones metabólicas y 

estructurales que se producen en los animales infectados (Rojo-Vázquez & Ferre-Pérez, 

1999), aunque no han sido adecuadamente evaluadas (Olaechea et al., 1991; Álvarez et 

al., 2004). La fasciolosis causa enormes pérdidas económicas, estimadas en 200 

millones de dólares americanos (Boray, 1985; Spithill & Dalton, 1998), aunque oros 

estudios hablan de hasta tres billones anuales a nivel mundial (Boray, 1997). En España 

se han estimado unas pérdidas próximas a 11,3 millones de euros en el vacuno de carne 

y 16,8 en el de leche (Flores Lasarte, 1981), aunque datos más actualizados hablan de 

cifras entre 1100 y 2000 millones de euros a nivel de la Unión Europea. 
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Podemos distinguir unas pérdidas directas por muertes y decomisos de hígados; y otras 

indirectas por la disminución de las producciones, siendo estas últimas más difíciles de 

calcular (Togerson & Claxton, 1998), a lo que habría que añadir el gasto en tratamientos 

antihelmínticos y la declaración de las canales como de calidad inferior (Chen & Mott, 

1990). 

Las muertes en los animales pueden producirse por infecciones agudas como 

consecuencia de la ingestión de una elevada cantidad de metacercarias en poco tiempo, 

sobre todo en los ovinos (Haroun & Hussein, 1975). Es por ello que las mayores 

pérdidas se producen en el ganado ovino de hasta dos años, aunque también se han 

registrado mortandades en ovinos adultos que pastan en zonas infectadas (Robles & 

Olaechea, 2001). La forma crónica cursa con reducción de la producción láctea y de 

lana así como del índice de conversión (Marley et al., 1996). También existe pérdida de 

peso, por la incapacidad de retención proteica e inapetencia (Sinclair, 1967; Crossland 

et al., 1977; Hope-Cawdery et al., 1977; Randell & Bradley, 1980), e interferencia en la 

reproducción y fertilidad (Hope-Cawdery, 1976; Dargie, 1987), lo que en su conjunto 

da lugar a elevadas tasas de morbilidad y mortalidad (Wamae & Ihiga, 1991).  
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4. Patogenia y fisiopatología 

 

4.1. Patogenia 

Las características de los daños causados por F. hepatica guardan relación con la 

especie hospedadora, el número de metacercarias ingeridas, el estado nutricional e 

inmunitario y las demandas metabólicas o la posibilidad de que el animal esté gestante 

(Dargie, 1987). Estos daños se deben fundamentalmente a los efectos mecánicos y 

químicos del parásito y a las respuestas inflamatoria e inmunológica del hospedador 

(Rojo-Vázquez et al., 2012). La migración de las formas juveniles a través del 

parénquima hepático gracias a las espinas de su tegumento causa irritación, 

descamación, ulceración e inflamación con posibilidad de fibrosis. Las enzimas 

proteolíticas producidas por F. hepatica, tales como colagenasas (Howell, 1966) y 

proteasas (Dawes, 1963a) como la catepsina B (Chapman & Mitchell, 1982b) o la 

catepsina L (Carmona et al., 1993; Berasain et al., 1997), también van a influir en el 

daño del paréquima. La actividad hematófaga de las fasciolas juegan un papel 

fundamental ya que la ventosa oral es el punto de entrada de alimento (Sukhdeo et al., 

1988); a través de ésta son incorporadoss los restos celulares de los hepatocitos hasta su 

faringe, para posteriormente digerirlos (Dawes & Hughes, 1964). 

En el daño tisular también están implicados los productos de excreción del parásito que 

contienen proteasas que ayudan a degradar el tejido hepático, para servirle de alimento y 

facilitar la perforación de túneles a través de los cuales migrará por el parénquima  

(Kelly, 1993; Chauvin & Boulard, 1996). 
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La enfermedad cursa con anorexia, retraso del crecimiento, anemia acompañada de 

hipoalbuminemia e hiperglobulinemia y, en función de la intensidad y duración de la 

infección, con hipo o hiperproteinemia (Cordero del Campillo & Rojo-Vázquez, 1999). 

En corderos infectados experimentalmente, se ha visto que la sintomatología aparece 

antes que en otros mejor alimentados, lo que demuestra que la nutrición desempeña 

también un papel importante a la hora de afrontar la enfermedad (Cordero del Campillo 

& Rojo-Vázquez, 1999). 

La infección puede ser descrita en dos fases: 

1. Fase prehepática: ocurre a las 72 horas de haber sido ingeridas las 

metacercarias, cuando las fasciolas juveniles se encuentran en la cavidad 

abdominal y atraviesan la pared intestinal (Kendall & Parfitt, 1962). La más 

completa descripción del proceso de perforación en el intestino se ha visto en 

ratones (Dawes & Hughes, 1964) y puede ser similar al proceso que ocurre en 

las ovejas. Después de integrarse en la mucosa del intestino delgado, las 

fasciolas juveniles disuelven la submucosa y la muscular y pasan a través de la 

serosa a la cavidad abdominal. La penetración no está asociada con la 

enfermedad clínica, ya que en este proceso se destruyen muy pocas células. 

2. Fase hepática: a las 90 horas de la infección, los parásitos comienzan a llegar al 

hígado (Sinclair, 1967). Excepcionalmente, se ha descrito que las fasciolas 

pueden llegar también al hígado de fetos en ovejas y vacas preñadas y dar lugar 

a infecciones prenatales a pesar de las barreras físicas existentes (Sinclair, 1967). 

Los lóbulos hepáticos más afectados son el ventral y el izquierdo, ya que se 

encuentran más próximos al intestino delgado; además, se producirá una 

hipertrofia compensatoria de los lóbulos menos dañados (Sinclair, 1967). En esta 
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fase hay que diferenciar otras dos subfases: la parenquimatosa que tiene lugar 

durante la penetración a través de la cápsula de Glisson y la migración a través 

del parénquima hepático; y la biliar, cuando el parásito se asienta en los 

conductos biliares y la vesícula biliar. En la fase parenquimatosa se pueden 

apreciar lesiones recientes o más “antiguas” como consecuencia del transcurrir 

del parásito por el parénquima hepático de forma continua (Zafra, 2007), o bien 

un incremento de las mismas o de la respuesta inflamatoria debido al propio 

crecimiento del parásito (Behm & Sangster, 1999). En cuanto a la fase biliar, 

hay diferencias entre las especies hospedadoras; en humanos hay poca 

supervivencia de parásitos en la migración y la fase biliar es poco habitual (Chen 

& Mott, 1990). Sin embargo, en otras especies es frecuente, como se ha visto en 

la oveja (Rushton, 1977;  Rushton & Murray, 1977), el conejo (Urquhart, 1965) 

o el ratón (Dawes, 1961). 

Ocasionalmente se ha descrito la migración de F. hepatica a órganos distintos 

del hígado como páncreas, bazo, ganglios linfáticos o pulmón, provocando 

neumonía, salida de líquido pleural y pleuritis fibrosa (Boray, 1969).  

 

4.2. Lesiones 

La enfermedad puede causar lesiones que van desde irrelevantes a una importante 

hepatopatía. En el transcurso a través del intestino a hígado apenas se produce daño, tan 

solo focos hemorrágicos debido al propio trayecto del parásito (Kelly, 1993). 

Durante la fase parenquimatosa se pueden apreciar lesiones macroscópicas, ya que se 

producen traumatismos y necrosis por coagulación, relacionada con los productos 
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tóxicos excretados por el parásito (Kelly, 1993; Chauvin & Boulard, 1996). Además, se 

acumulan colecciones serosas en el peritoneo y se produce engrosamiento de los 

conductos biliares (Cardozo & Nari, 1987). Como se mencionó anteriormente, las 

formas juveniles llegan al hígado a las 90 horas p.i. (Kendall & Parfitt, 1962) y 

permanecen en el parénquima hasta la séptima u octava semana p.i., cuando comienzan 

a penetrar en los conductos biliares (Dow et al., 1968). La penetración a través de la 

cápsula de Glisson produce pequeñas hemorragias, que puede llegar a ser graves en 

infecciones masivas causando la muerte del animal (Soulsby, 1987; Taylor et al., 2007). 

Se ha demostrado que bajo la cápsula se localizan numerosas fasciolas a los 10 días p.i. 

durante una primoinfección, pero tras el mismo tiempo en una reinfección,  la migración 

se produce de forma más rápida (Chauvin et al. 1995; Meeusen et al., 1995).  

Según diferentes autores, como Ross et al. (1967), Sinclair (1967), Dow et al. (1968),  

Boray (1969), Rushton & Murray (1977) y Kelly (1993), en función del tiempo 

transcurrido después de una infección se pueden apreciar lesiones diferentes: 

 Entre la 1ª y 3ª semanas p.i., el parásito penetra en la cápsula y cursa con 

congestión del lóbulo izquierdo y trayectos de color blanquecino en la superficie 

diafragmática del hígado. Microscópicamente se observa degeneración de 

hepatocitos con infiltración de eosinófilos y macrófagos. En infecciones agudas 

pueden formarse microabscesos en el parénquima hepático, que están 

constituidos por neutrófilos rodeando o invadiendo los hepatocitos, que pueden 

ser normales o sufrir necrosis (Meussen et al., 1995). Las fasciolas que quedan 

enquistadas en el parénquima, se rodearan por macrófagos, células gigantes 

multinucleadas y una cápsula de tejido conjuntivo que finalmente se convertirá 

en un quiste caseoso (Kelly, 1993). 
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 Entre la 4ª y 5ª semanas p.i., el parásito se encuentra migrando por el 

parénquima y los trayectos toman un color amarillento y aparecen zonas 

hemorrágicas. En cabras, también se ha observado perihepatitis fibrinosa y 

posible peritonitis, afectando principalmente al lóbulo izquierdo (Pérez et al., 

1999). Microscópicamente, se ven trayectos con ligera fibrosis, infiltrados de 

células gigantes, macrófagos y linfocitos, así como eosinófilos (Martínez-

Moreno et al., 1999) y también zonas infartadas. Las fasciolas frecuentemente 

atraviesan los vasos sanguíneos induciendo la formación de flebitis y, en el caso 

de las venas hepáticas, trombosis (Rushton & Murray, 1977). 

 Entre las semanas 6ª y 8ª p.i., los trayectos son más gruesos y se llenan de sangre 

dando una tonalidad rojiza. En la superficie visceral del lóbulo hepático 

izquierdo aparecen más hemorragias ya que es donde se localizan la mayoría de 

los parásitos. Se forman adherencias fibrinosas y hay congestión de órganos 

cercanos. Microscópicamente, se ve hiperplasia hepática y fibrosis en trayectos 

crónicos. Se pueden acumular pigmentos de hierro y existir trombosis. 

 Entre la 8ª y 10ª semanas p.i., los trayectos pierden su contenido apareciendo 

hemorragia subcapsular. En esta fase, los parásitos comienzan a invadir los 

conductos biliares. Microscópicamente se ven zonas necróticas con células 

gigantes, tejido de granulación y linfocitos formando anillos concéntricos. 

 A partir de la 10ª semana p.i., se aprecia un aumento de tamaño del hígado, 

conductos biliares dilatados con engrosamiento de sus paredes con detritus y 

parásitos adultos y vesícula y nódulos linfáticos aumentados de tamaño 

(Martínez-Pérez et al., 2013). Microscópicamente se aprecian los trayectos 

fibrosados con pérdida de tejido hepático (Mendes, 2010). 
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En la fase biliar, los parásitos penetran en los conductos biliares a partir de la 8º-12º 

semana p.i., (Rushton & Murray, 1977); éstos van a estar dilatados y engrosados 

haciendo prominencia sobre la cara visceral del hígado (Rushton & Murray, 1977; 

Reddington et al., 1986; Kelly, 1993). En las infecciones primarias crónicas, se 

producirá una  fibrosis periportal, con engrosamiento de los conductos biliares, dando 

un aspecto de pseudolobulillos a la superficie hepática (Meeusen et al., 1995). En el 

ganado vacuno, las lesiones descamativas y ulcerativas son más frecuentes, con mayor 

proliferación de tejido fibroso que hace que la pared de los conductos aparezca muy 

engrosada y blanquecina (Kelly, 1993).  

 

 

Figura 6. Hígado con presencia de F. hepatica. 
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4.2.1. Patogenia de la fibrosis y de la colangitis hiperplásica 

Tras la infección, las lesiones se pueden agrupar dando lugar a los dos principales 

fenómenos que afectan al hígado tras la enfermedad: la fibrosis hepática debido a la 

migración del parásito (Marcos et al., 2007), y la colangitis hiperplásica, por su 

presencia en los conductos y vesícula. 

En la fibrosis intervienen cuatro mecanismos (Murray & Rushton, 1975; Symons, 

1989). Debido a la organización de los trayectos de migración se desarrollará una 

“fibrosis postnecrótica”, en la que las bandas de fibrosis conectan los espacios porta 

adyacentes, las venas hepáticas y la cápsula de Glisson, siendo más frecuente en el 

lóbulo ventral (Cordero del Campillo & Rojo-Vázquez, 1999). La “fibrosis isquémica” 

tiene lugar debido a los intentos de reconstrucción de las zonas de necrosis coagulativa 

y los microtrombos originados (Ferre-Pérez, 1994) y se desarrolla cerca de los trayectos 

del parásito. La “fibrosis peribiliar” se produce por la organización de la reacción 

inflamatoria producida como consecuencia de erosión de la mucosa por el movimiento 

del parásito. Y por último, la “fibrosis monolobular”, que consiste en la conexión de los 

espacios porta con el tejido fibrótico, observándose filamentos blanquecinos y una 

flebitis de la vena porta, que dará lugar a una hipertensión portal. Los trayectos 

migratorios en la superficie hepática son de fácil observación y van acompañados de 

otras manifestaciones como edema, ascitis y linfadenitis hepática (Dawes, 1963b). 

Además, esta fibrosis puede ayudar a delimitar el movimiento del parásito (Behm & 

Sangster, 1999) y actuar como barrera mecánica frente a reinfecciones. 

La colangitis se va a producir por la irritación de las células epiteliales debido a las 

espinas y ventosas del parásito (Dawes, 1963a; Sinclair, 1967), conjuntamente con un 

engrosamiento e hiperplasia de la mucosa por la reacción inflamatoria (Urquhart, 1956; 
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Dow et al., 1968) acompañada de linfocitos, macrófagos, eosinófilos y mastocitos 

(Sinclair, 1970). Aunque la mucosa biliar hiperplásica es impermeable a las 

macromoléculas, se produce una apertura de los puentes de unión intracelular, 

permitiendo el paso de las proteínas plasmáticas desde la circulación general, 

contribuyendo a incrementar el grado de hipoalbuminemia (Dargie, 1981). En el ganado 

vacuno estos conductos pueden llegar a calcificarse. Se ha especulado también que la 

prolina sintetizada y eliminada por F. hepatica (Campbell et al., 1981) pudiera ser el 

mediador de la respuesta hiperplásica, estimulando la deposición de colágeno (Modavi 

& Isseroff, 1984; Corvo et al., 2009). Debido a la obstrucción de los conductos, se 

puede producir colangiectasia, ictericia (Miman et al., 2010; Yalav et al., 2012) y 

colestasis, lo que provocara una alteración en la digestión de grasas y formación de 

cálculos biliares (Katsoulos et al., 2011). 

 

4.3. Alteraciones hemáticas  

Pueden existir otras alteraciones como consecuencia de la enfermedad, que no afectan a 

los órganos o el metabolismo, pero que afectan a los componentes sanguíneos. 

 La anemia hemorrágica es el principal factor que contribuye a la morbilidad y 

mortalidad del hospedador. Se estima que la cantidad diaria de sangre que se 

pierde por fasciola oscila entre 0.2 y 0.5 ml (Dawes & Hughes, 1964; Jennings, 

1976). Cordero del Campillo & Rojo Vázquez (1999) indican que en la 

fasciolosis crónica la anemia es hipocrómica y macrocítica, como se corrobora 

en el estudio de Martínez-Valladares et al. (2010a). Los valores normales de 

glóbulos rojos, hematocrito y hemoglobina deberían oscilar entre 11-13 x 10
6
/µl, 
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30-45% y 11-13 g/dl, respectivamente (Schalm et al., 1981). Sin embargo, en 

una infección natural, Martínez-Valladares et al. (2010a), describieron valores 

de glóbulos rojos y hemoglobina por debajo del umbral mínimo. Martínez-Pérez 

et al. (2013) obtuvieron valores en animales infectados experimentalmente 

dentro del rango de normalidad para los tres parámetros, aunque fueron 

disminuyendo a medida que avanzaba la infección.  

 Por lo que se refiere a las proteínas plasmáticas, las más importantes son la 

albúmina y las inmunoglobulinas (Ig). La albúmina tiene como único lugar de 

producción el hígado, con valores normales de 2,7 a 3,7 g/dl (Benjamin, 1984), 

mientras que las Igs son producidas por los leucocitos en diversos lugares del 

organismo (Behm & Sangster, 1999). En la fasciolosis, se produce 

habitualmente hipoalbuminemia e hiperglobulinemia y en concreto hay un 

aumento de la IgG, hasta la cuarta semana post infección, para después 

disminuir cuando los adultos penetran en las vías biliares (Ferre et al., 1997; 

Phiri et al., 2006). Durante la fase parenquimatosa de la enfermedad, el daño 

causado por la migración de F. hepatica va a provocar una disminución en la 

concentración plasmática de albúmina, debida en parte a un descenso en su 

síntesis y por otro a un aumento del volumen plasmático (Anderson et al., 1977; 

Dargie, 1981; Symons, 1989). Durante la fase biliar, la cantidad de albúmina que 

se pierde debido a las hemorragias, es mayor que la que se sintetiza en el hígado. 

Valores estudiados por Martínez-Valladares et al. (2010b) de albúmina y 

proteínas totales en animales infectados experimentalmente tuvieron la misma 

cinética hasta la octava semana p.i., dentro de la normalidad, pero 

posteriormente disminuyeron por debajo de los valores mínimos. 
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 También hay que hacer mención a las enzimas hepáticas, ya que gracias a su 

liberación y su presencia en sangre se puede monitorizar el progreso de la 

infección (Rowlands & Clampitt, 1979; Gajewska et al., 2005). El incremento de 

la actividad plasmática de la glutamato deshidrogenasa (GLDH) indica 

fasciolosis aguda y subaguda y el de la gamma-glutamil transpeptidasa (GGT), 

se asocia a cronicidad y penetración de los parásitos en los conductos biliares 

(Galtier et al. 1986; Ferre et al. 1995a). Ambas pueden ser utilizadas también 

para comprobar la eliminación de los parásitos tras el tratamiento terapéutico 

(Ferre et al., 1994, 1995a, b; Rojo-Vázquez & Ferre-Pérez, 1999). La GLDH 

disminuye su actividad cuando las fasciolas alcanzan la madurez sexual y se 

localizan en los conductos biliares. Esta enzima indica una necrosis producida 

durante la migración de las formas jóvenes por el parénquima y es la primera 

que se detecta (Leclipteux et al., 1998). La actividad de la aspartato 

aminotransferasa (AST), la alanina amino transferasa (ALT) y la sorbitol 

deshidrogenasa (SDH) aumentan durante la migración de las formas inmaduras 

por el parénquima hepático, aunque son enzimas menos hepatoespecíficas 

(Sykes et al., 1980). Martínez- Valladares et al. (2010b) confirmaron un pico de 

actividad enzimática de ALT a la cuarta semana p.i. y de AST a las tercera 

semana p.i. con un segundo pico entre la 8-10 semana p.i. A nivel de las vías 

biliares, va a tener lugar un aumento de la GGT entre la octava y décima semana 

p.i. (Chauvin et al., 1995; Martínez-Valladares et al., 2010a), cuya presencia es 

indicativa de que el parásito adulto ya se encuentra en los conductos, 

alcanzándose los valores plasmáticos más elevados.  

 Respecto a las poblaciones leucocitarias, con valores normales dentro de 2,5-7,5 

x 10
3 

por µl (Schalm et al., 1981), lo más reseñable es una marcada eosinofilia 
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tras la infección, que se incrementa en la fase parenquimatosa y persiste en altos 

niveles cuando el parásito penetra en los conductos biliares (Ross et al, 1966; 

Schuster & Lammler, 1973; Sinclair, 1973, 1975; Poitou et al., 1992, 1993; 

Jemli et al., 1993; Mekroud et al., 2007). También se puede observar un 

aumento de linfocitos y neutrófilos y, ocasionalmente, monocitos y basófilos 

(Behm & Sangster, 1999). Martínez-Valladares et al. (2010a) y Martínez-Pérez 

et al. (2013), confirmaron estos valores superiores al rango normal tras la 

infección. 

 También cabría esperar una interferencia en  la producción y liberación de bilis 

cuando el parásito ocupa los conductos; sin embargo, sólo ocasionalmente se ha 

descrito bilirrubinemia en ratas en la fase parenquimatosa (González et al., 

1991) y en ovejas en la fase parenquimatosa y biliar (Prache & Galtier, 1990; 

Ferre et al., 1995a). 

 Existen otros componentes que también se ven afectados, aunque en menor 

medida. Tal es el caso del ácido ascórbico en plasma, que disminuye de manera 

constante con la infección (Gameel, 1982; Kouider & Kolb, 1994) lo que puede 

dar lugar a un estrés oxidativo y a una alteración del metabolismo del hierro y de 

los procesos de reparación de tejidos. Sin embargo, Jemli et al. (1993) no 

describieron cambios en los componentes minerales ni en otros tales como urea, 

creatinina, triglicéridos o colesterol a lo largo de la infección.  

 

4.4. Aspectos clínicos 

La fasciolosis puede presentar tres formas clínicas: aguda, subaguda y crónica, que 

aparecen en función de la disponibilidad y número de metacercarias ingeridas, de la 
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estacionalidad, de la respuesta inmune del hospedador y de la duración de la infección  

(Boray, 1969; Haroun & Hillyer, 1986; Torgerson & Claxton, 1998; Piedrafita et al., 

2004). 

La forma aguda se caracteriza por dolor abdominal, anemia, hepatomegalia y fiebre y es 

el resultado del daño tisular por la migración de formas inmaduras por la pared 

duodenal y por la cápsula y parénquima hepático. La crónica, producida cuando los 

parásitos se asientan en los conductos biliares, se caracteriza por colangitis, hiperplasia 

y fibrosis (Behm & Sangster, 1999; Marcos et al., 2008). La subaguda presenta una 

sintomatología intermedia. A continuación, comentaremos cada una de ellas. 

 Aguda: no es común, pero si aparece es fundamentalmente en ovejas. Los 

animales no presentan signos clínicos y se les suele encontrar muertos, incluso 

con buena condición corporal. Es más frecuente en otoño y principio del 

invierno (Rojo-Vázquez et al., 2012). Se puede manifestar de dos formas: en la 

primera, existe un elevado número de parásitos migrando por el parénquima 

(Ross et al., 1967) y en la segunda, la cantidad de parásitos es menor aunque en 

los conductos biliares ya pueden observarse formas maduras (Boray, 1969). 

Este cuadro clínico se desarrolla a las 2-3 semanas como consecuencia de la 

ingestión de un elevado número de metacercarias, que ronda el millar, en un 

corto periodo de tiempo, fundamentalmente en animales jóvenes que se 

enfrentan por primera vez al parásito, y que invadirán el parénquima hepático  

produciendo anemia hemorrágica normocítica y normocrómica (Reid, 1973). 

También cursa con dolor abdominal, anorexia, conjuntivas amarillentas e 

incluso muerte cuando la pérdida de sangre es abundante y/o existe fallo 

hepático (Dawes & Hughes, 1964; Jennings, 1976; Behm & Sangster, 1999; 
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Rojo-Vázquez & Ferre-Pérez, 1999). A la palpación se aprecia hepatomegalia y 

ascitis (Rojo-Vázquez et al., 2012) y solo puede ser diagnosticada post-mortem o 

bien por un examen parasitológico o hemático. Esta forma clínica es imposible 

de diagnosticar en las primoinfecciones por exámenes coprológicos, ya que los 

estadios juveniles todavía no producen huevos y el animal se encuentra en la 

fase de prepatencia de la infección (Alcaíno & Apt, 1989). En la analítica, se 

detecta eosinofilia (Poitou et al. 1993; Gökçe et al., 2011), aumento de la enzima 

AST (Ferre et al., 1994, 1996), hiperglobulinemia y un hematocrito entre el 7-

10%. En algunas ocasiones la infección se puede complicar por la presencia 

conjunta de Clostridium oedematiens (novyi) tipo B, proliferando en las lesiones 

producidas por las fasciolas (Behm & Sangster, 1999, Rojo-Vázquez et al., 

2012). 

 Subaguda: se produce a las 6-10 semanas de la ingestión de dosis más bajas de 

metacercarias durante un periodo de tiempo más extenso y el daño viene dado 

por las formas migrantes inmaduras y por las maduras ya asentadas en los 

conductos biliares causando colangitis. Algunos animales pierden peso durante 1 

o 2 semanas antes de la aparición de los signos clínicos, que se caracterizan por 

letargo, palidez de mucosas y dolor abdominal (aunque no todos presentan 

hepatomegalia). Algunos individuos ya presentan edema submandibular o 

“papo” y ascitis. En los análisis se detecta un aumento de la GLDH y la GGT, 

indicadores del daño en los conductos (Sykes et al., 1980; Yang et al., 1998). Si 

se prolonga la infección, se produce anemia macrocítica e hipocrómica por la 

hemorragia y por el bajo hematócrito, menor del 25%. Inicialmente cursa con 

hiperproteinemia por el aumento de las Igs (Nansen et al., 1975), pero debido al 
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descenso de la albúmina, se pasa a un estado de hipoproteinemia (Dargie, 1981; 

Symons, 1989). 

 Crónica: tiene lugar principalmente a finales de invierno y comienzos de 

primavera y es la forma más común de la enfermedad (Rojo-Vázquez & Ferre-

Pérez, 1999). Se produce después de 4-5 meses por la ingestión continua de una 

cantidad baja o moderada de metacercarias, menos de cien y casi siempre 

durante el otoño-invierno. Esta forma clínica se complica en animales 

desnutridos, gestantes o en lactación, con una importante pérdida de la condición 

corporal y se caracteriza por la pérdida de peso, anemia hemorrágica crónica 

(Dargie & Mulligan, 1971) e hipoalbuminemia, palidez de mucosas, edema 

submandibular (“papo”) y ascitis. 

 

Figura 7. Edema submandibular o “papo”. 

 

La forma más frecuente de infección suele ser subclínica y además, es la más difícil de 

diagnosticar, causando cuantiosas pérdidas económicas. Durante la infección subclínica, 
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la pérdida de apetito está confimada (Boray, 1969; Sinclair, 1972; Berry & Dargie, 

1976; Hawkins & Morris, 1978; Sykes et al., 1980), con la consiguiente reducción de la 

ingesta diaria de alimentos (Dargie, 1987). El grado de anorexia se ha asociado con la 

intensidad de la infección, pero no existe una relación clara entre la carga parasitaria y 

la disminución del apetito (Symons, 1985; Dargie, 1987). Sin embargo, Ferre et al. 

(1994), observaron una gran disminución en la ingesta voluntaria de alimentos en 

corderos, incluso en infecciones con tan sólo 20 metacercarias. Además, comprobaron 

que cuanto mayor es el fallo hepático, más disminuye el apetito, confirmándose con un 

aumento de la concentración de los ácidos biliares en plasma y una reducción en el flujo 

de bilis y la secreción de ácido biliar, que eventualmente podría conducir a la 

disminución de la ingesta voluntaria de alimentos (Anil & Forbes, 1980). 
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5. Aspectos inmunitarios 

 

La inmunidad hace referencia a los mecanismos utilizados por el organismo para 

protegerse contra los agentes extraños. Las respuestas inmunológicas pueden ser 

clasificadas como inmunidad innata o inmunidad adquirida (Fearon & Locksley, 1996). 

La inmunidad natural o innata es una respuesta rápida, inespecífica, que actúa sobre 

todos los patógenos por igual y no genera memoria inmunológica. La piel, mucosas, 

reflejo de la tos, ácidos gástricos o la temperatura corporal pueden actuar como barreras 

naturales frente a diversos agentes, pero no suelen ser útiles en las infecciones por F. 

hepatica. La inmunidad innata se refiere también a la fase temprana de la respuesta 

inmune durante la cual el organismo emplea receptores para identificar y responder a 

una amplia gama de organismos (Medzhitov & Janeway, 2000). En ella intervienen 

diversas moléculas tales como: 

 El sistema del complemento: es un conjunto de proteínas que actúan cuando se 

activan y tienen como finalidad defender al organismo, principalmente de 

microorganismos. Son capaces de lisar las células por formación de poros en sus 

membranas, induciendo una respuesta inflamatoria y favoreciendo la 

opsonización para una posterior fagocitosis por macrófagos y granulocitos 

(Roitt, 2006). Se puede activar por la vía clásica, iniciada por los complejos 

antígeno-anticuerpo, por la vía alternativa, a través de polisacáridos de la pared 

bacteriana, o por la vía de las lectinas, similar a la clásica sin necesidad de 

anticuerpos (Mastellos & Lambris, 2002).  

 Las citoquinas: son producidas por linfocitos y macrófagos y se pueden 

clasificar en: (i) interferones (IFN), participando en las primeras etapas de la 
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respuesta inmune y se considera que son la primera línea de la resistencia a 

muchos virus. (ii) Interleucinas (IL), producidas principalmente por los 

linfocitos T, con funciones de diferenciación, activación y proliferación de 

células. Cada IL actúa específicamente sobre un grupo limitado de células que 

expresan el receptor apropiado para esa IL. (iii) Factor de necrosis tumoral 

(TNF) con varias funciones, incluyendo la inflamación y la mediación de 

reacciones citotóxicas.  

 Los eosinófilos: se encuentran recubiertos de IgE e IgG y son ricos en gránulos 

de histamina que vierten al exterior produciendo fuertes respuestas inflamatorias 

para posteriormente los neutrófilos encargarse de la fagocitosis y destrucción de 

patógenos. Los basófilos y mastocitos pueden secretar IL, como la IL-4 

(Wedemeyer et al, 2000) y la IL-5, que van a estimular la liberación de 

eosinófilos (Behm & Ovington, 2000), participando en reacciones alérgicas. Su 

función principal es en la defensa contra los organismos demasiado grandes para 

ser fagocitados (Behm & Ovington, 2000). Se ha comprobado que cuando los 

eosinófilos son estimulados pueden dañar la membrana de los parásitos debido a 

la propiedad que tienen estas células de unirse a ellos. 

 Los monocitos y macrófagos: fagocitan cuerpos extraños y producen las 

citoquinas proinflamatorias TNF, IL-1 e IL-6. Poseen receptores para 

lipopolisacáridos que son el principal componente de las bacterias Gram 

negativas, liberando moléculas reguladoras que influyen en la respuesta innata 

incluyendo la IL-12 y el óxido nítrico (NO) (Mittrucker & Kauffmann, 2000). 

 Las células natural killer (NK): actúan muy pronto en la respuesta inmune, ya 

que son la principal fuente de IFN gamma (IFN-γ), citoquina clave en la 

activación de macrófagos (Schwacha et al, 1998). También producen NO 
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(Cifone et al., 1999), empleado en la respuesta innata como un regulador de la 

IL-12 (Diefenbach et al, 1999). 

 Las células dendríticas (CDs): son células presentadoras de antígenos y se 

encuentran entre las primeras células que detectan microorganismos invasores 

(Pulendran et al, 2001). Utilizan diversos receptores para detectar patógenos 

potenciales y responder mediante la secreción de una serie de citoquinas 

(Banchereau et al, 2000).  

La inmunidad adquirida es más lenta, pero más específica, genera memoria y 

discriminación entre antígenos propios y extraños (Roitt, 2006). Está mediada por 

linfocitos B y T tras exponerse a un antígeno presente en la superficie de una célula 

presentadora de antígeno (Barton & Medzhitov, 2002; Mendes, 2010). Los linfocitos B 

son responsables de la inmunidad humoral y los T de la celular (Roitt, 2006). 

 Inmunidad celular: Las dos principales grupos de linfocitos T son los linfocitos 

T colaboradores (Th) y los linfocitos T citotóxicos (Tc). 

Los linfocitos T colaboradores según la estimulación antigénica que reciban 

(Mosmann et al., 1986; Mosmann & Coffman, 1989a; Abbas et al., 1996; 

Constant & Bottomly, 1997; Jankovic et al., 2001) van a dar lugar a los grupos 

Th1 y Th2, en función de las citoquinas que produzcan (Seder & Paul, 1994). 

Los Th1 predominan en infecciones por virus y bacterias y tienen un carácter 

proinflamatorio (Berger, 2000) activando a los macrófagos y produciendo IgG 

(Spithill et al., 1997). Se caracterizan por la producción del TNF-β, IFN-γ y 

diversas IL (IL-2, IL-3, IL-12). Los Th2 predominan en infecciones parasitarias, 

presentando un componente antiinflamatorio (Berger, 2000) con la producción 

de citoquinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (Mulcahy et al., 1999). 
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Además potencian la proliferación de IgE (activada por IL-4), eosinófilos 

(activados por IL-5) y células cebadas (activadas por IL-3 e IL-4) (Mossman & 

Coffman, 1989b; Estes et al., 1995; Jankovic et al., 2001; Cervi et al., 2001).  

Los linfocitos T citotóxicos, neutralizan células infectadas por microorganismos 

intracelulares, mediante un ataque directo a las células infectadas, inyectando 

enzimas tóxicas que provocan su destrucción. También atacan tejidos 

transplantados así como células cancerígenas (Roitt, 2006). 

 Inmunidad humoral: está mediada por linfocitos B y células plasmáticas. Los 

linfocitos B viajan por el torrente sanguíneo hasta llegar a órganos linfoides 

secundarios como el bazo, ganglios linfáticos, tonsilas o placas de Peyer (Clark 

& Ledbetter, 1994). Van a combatir patógenos extracelulares así como sus 

toxinas, y son capaces de reconocer un amplio espectro de antígenos extraños 

mientras ignora antígenos propios (Kelly & Chan, 2000). Reconocen los 

antígenos a través de las Igs presentes en su membrana pero este estímulo no es 

suficiente para que se inicie la respuesta inmune humoral. Para ello es necesario 

que los linfocitos B, reciban ayuda de citoquinas producidas por los linfocitos T 

colaboradores, dando lugar a células de memoria y células plasmáticas, que 

liberarán anticuerpos o Igs. Los rumiantes, han mostrado poseer las siguientes 

Ig: IgM, IgG, IgA e IgE, homólogos a los de otras especies y definidos según su 

antigenicidad y movilidad electroforética (Musoke et al., 1986). 

 

5.1.  Respuesta inmunitaria en la fasciolosis  

Aunque muchas especies de mamíferos pueden ser infectados por Fasciola spp., hay 

una variación en el grado de susceptibilidad a la infección, y en la capacidad de 

desarrollar una respuesta inmune eficaz. Por ejemplo, las ovejas a menudo mueren de 
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fasciolosis aguda, mientras que algunas infecciones pueden durar hasta 11 años 

(Pantelouris, 1965). También se han visto diferencias genéticas que pueden ocasionar 

distintos niveles de susceptibilidad en ovejas, como ocurre en la raza Barbados 

Blackbelly, que es más resistente que otras como la Nativa de Florida (Boyce et al., 

1987). En contraposición, en el ganado bovino rara vez mueren individuos por 

fasciolosis y tienden a recuperarse entre los 9 y 26 meses p.i., hecho que puede ser 

debido al engrosamiento de las paredes de los conductos biliares por la calcificación tras 

la infección crónica (Mulcahy et al., 1999; Rojo-Vázquez & Ferre-Pérez, 1999). En 

ovejas con fasciolosis crónica este hecho no es visible y por lo tanto podría estar 

relacionado con mayores tasas de mortalidad. En los seres humanos sí que se presenta 

alta morbilidad, y los parásitos persisten en el hospedador durante períodos prolongados 

(Maizels et al., 1993),  aunque las tasas de mortalidad no suelen ser elevadas. 

En el ganado equino y porcino, el parásito no suele alcanzar la madurez y hay estudios 

que han equiparado la susceptibilidad a la infección con el control en la migración en el 

parénquima por la fibrosis que se produzca (Soulsby, 1987), estableciendo un orden de 

resistencia que comenzaría por cerdos, caballos, bovinos y ovinos.  

En ratas se ha comprobado la gran resistencia para soportar infecciones de F. hepatica. 

Esto puede ser debido a un proceso de recuperación similar al que ocurre en las vacas 

(Hughes et al., 1976). 

Hay que hacer mención también al fenómeno que tiene lugar en la infección por F. 

magna, ya que en su hospedador natural, se encuentra encapsulada en el hígado dentro 

de quistes fibrosos que se conectan con los conductos biliares a través de los cuales 

elimina los huevos (Soulsby, 1987). En cerdos y vacas estos quistes tienen una pared tan 

gruesa que no pueden comunicarse con los conductos biliares. Por el contrario, en la 
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oveja no se produce esta encapsulación, permitiendo al parásito migrar por el tejido 

hepático y causar graves lesiones (Mulcahy et al., 1999). 

Las barreras naturales como piel, mucosas o ácidos gástricos no suelen ser útiles en las 

infecciones por F. hepatica, es más, los jugos gástricos favorecen el desenquistamiento 

de las metacercarias (Dalton & Brindley, 1997). 

Los helmintos generalmente inducen una respuesta inmunitaria de tipo Th2 y se ha 

descrito que tiene mayor importancia que la de tipo Th1 en su expulsión (Sher & 

Coffman, 1992; Urban et al., 1992; Svetic et al., 1993). Durante la infección se 

producirá IgE por acción de la IL-4 y se promoverá la movilización de eosinófilos que 

pueden liberar compuestos tóxicos catiónicos, capaces de provocar daño en la cutícula 

de los parásitos. Sin embargo, algunos parásitos han evolucionado y han conseguido 

evitar esta respuesta Th2, usando los mecanismos de defensa del hospedador para 

facilitar su propia supervivencia (Pritchard et al., 1997). 

La infección por F. hepatica induce una respuesta Th2 polarizada, relacionada con la 

producción de IL-4 (Viallard et al., 1999) y con una temprana respuesta Th1 con 

producción de IFN- γ (Tliba et al., 2002). Cuando la respuesta Th1 va disminuyendo, las 

citoquinas de perfil Th2 aumentan y esto supone una reducción en la carga parasitaria 

(O’Neill et al., 2000; Moreau & Chauvin, 2010). Martínez-Pérez et al. (2014a) llevaron 

a cabo un estudio donde se confirmó que los valores de IL-4 respecto a IFN-γ  fueron 

más altos en la semana 4 y 12 p.i., corroborando que una respuesta Th 2 es la que 

permanece a lo largo de la infección, de acuerdo a trabajos previos de Pleasance et al. 

(2011) y Haçariz et al. (2009). 
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Durante la estimulación de las células T indiferenciadas, y en presencia de IL-4, se 

favorecerá el desarrollo de los linfocitos Th2 frente a los Th1 (Finkelman et al., 1988; 

Hsieh et al., 1992; Seder & Paul, 1994). Sin embargo, en presencia de IL-12, se activará 

la diferenciación de los linfocitos Th1 y se inhibirá una respuesta Th2 (Hsieh et al., 

1993; Trinchieri & Scott, 1994). 

La respuesta inmune también está controlada por otras poblaciones como las células Th 

de tipo 3 (Shevach, 2002), que regulan la respuesta inmune por varios mecanismos, 

tales como la producción de IL-10 y TGF-β por contacto celular (Mauri & Ehrenstein, 

2008). Estas dos citoquinas van a ayudar en la reparación del tejido durante las 

infecciones por helmintos actuando de forma sinérgica (Lee et al., 2002). La IL-4 se 

sabe que estimula la producción tanto dela IL-10 (Schmidt-Weber et al., 1999) como del 

TGF-β (Kohyama et al., 2001), el cual estimula a su vez la formación de colágeno 

(Cutroneo, 2007), por lo que ambas inducen la fibrosis hepática durante la enfermedad 

(Flynn et al., 2010). Martínez-Pérez et al. (2014a) confirmaron niveles de expresión más 

altos en estas tres citoquinas (IL-4, IL-10 y TGF-β), comparándolos con los de IFN-γ, 

asociado a una respuesta Th1, en un grupo control de su estudio tras la infección 

experimental con F. hepatica. 

En las infecciones por helmintos hay una preferencia en la respuesta inmunitaria hacia 

la producción de IgE (Mansour et al., 1990; Hagan, 1993; Maizels et al., 1993; Schallig 

et al., 1995) por lo que la liberación de IgE e IgG es el principal mecanismo para lograr 

la eliminación de los helmintos (Mulcahy et al., 1999). 

Principalmente se describe un aumento en la producción de IgG1 (Clery et al., 1996), 

asociado con una respuesta inmune tipo Th2 (Estes & Brown, 2002). Tal es así que 
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Martínez-Pérez et al. (2014b) demostraron  un incremento de los niveles de IgG1 

durante la evolución de una infección exprimental en ganado ovino.  

Se ha visto que los animales infectados crónicamente con F. hepatica pueden ser 

tolerantes a una infección moderada (Clery et al., 1996), y se ha confirmado (Ortiz et 

al., 2000) en ganado vacuno que estos animales siguen siendo igual de susceptibles a la 

infección.  

 

5.2. Mecanismos de evasión de la respuesta inmune  

Los parásitos pueden permanecen en el hospedador largos periodos de tiempo y por lo 

tanto se desarrollan mecanismos de evasión para frenar el ataque del sistema 

inmunitario del hospedador. F. hepatica ha desarrollado una serie de mecanismos que 

permiten su establecimiento en el hígado (Meeusen et al., 1995), aunque para llegar a él 

tienen que atravesar estructuras como el intestino en los que el sistema inmune es muy 

activo (Mulcahy et al., 2005). 

La mayor interacción parásito-hospedador se va a dar en la superficie del parásito, por 

lo que el glucocálix externo que lo recubre cobra vital importancia sufriendo continuas 

renovaciones (Hanna, 1980b) sobre todo durante la migración intraparenquimatosa 

donde está más expuesto al sistema inmune. Debido a estos procesos de renovación de 

su cubierta, los eosinófilos no pueden establecer un contacto duradero con el parásito, 

ya que se desprenden con el tegumento (Duffus & Franks, 1980; Hanna, 1980b). 

También pueden liberarse sustancias al medio que dificultan la acción de los 

anticuerpos (Duffus & Franks, 1980), algunas como el ácido siálico que evita la 

activación del complemento por la vía alternativa (Baeza et al., 1994), y otras como la 
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fosfoserina que lo bloquearían por las dos vías, clásica y alternativa (Montgomery et al., 

1986). 

La propia migración de las fasciolas es también un mecanismo de evasión ya que es más 

efectivo que se desplacen a que se queden en una única localización, provocando 

diferentes tipos de respuesta inmunitaria (Meeusen & Brandon, 1994). 

Se ha visto que los niveles de anticuerpos inducidos en ratones, ratas, ovejas y vacas, 

descienden una vez que el parásito penetra dentro de los conductos biliares (Hanna, 

1980a; Meeusen & Brandon, 1994; Clery et al., 1996), y que los niveles de Igs en los 

conductos biliares en vacas infectadas, son hasta 12 veces menores que los medidos en 

sangre, predominando la IgA, lo que confirma la escasa actividad inmunológica a este 

nivel (Hughes et al., 1981). 

Existen otras estrategias defensivas que evitan al sistema inmune del hospedador, como 

los radicales superóxido producidos por los neutrófilos, eosinófilos y macrófagos o los 

reactivos nitrogenados de los macrófagos, sobre los que actúan enzimas del parásito 

tales como la superóxido dismutasa, la glutatión peroxidasa y la glutatión-S-transferasa 

(Brophy et al., 1990; Creaney et al., 1995; Mandal et al, 2012; Scarcella et al., 2013).  

Hay estudios en los que se ha observado que F. hepatica puede deprimir la inflamación 

local y la respuesta inmunitaria para facilitar su paso a través del parénquima hepático 

(Chauvin & Boulard, 1996) o bien que puede liberar sustancias linfotóxicas (Goose, 

1978) así como proteasas destructoras de inmunoglobulinas (Smith et al., 1992; 

Carmona et al., 1993). 

Los mecanismos que intervienen en la protección inmunitaria no han sido establecidos 

aún, pero se cree que tienen lugar en las primeras fases de la infección a nivel del 
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intestino delgado (Charbon et al., 1991), cavidad peritoneal (Burden et al., 1983) y el 

hígado en sí (Keegan & Trudgett, 1992). 
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6. Diagnóstico 

 

Los métodos de diagnóstico de la fasciolosis son variados y en función de la fase en la 

que se encuentra la infección son más útiles unos u otros. 

 

6.1. Diagnóstico clínico 

En este caso, la sintomatología explicada en cada una de las fases de la enfermedad 

puede ser indicativa de la presencia de la misma. Síntomas como fiebre ligera, 

debilidad, hepatomegalia con dolor abdominal y ascitis, podrían cursar durante la fase 

aguda de la enfermedad; a ellos podrían sumarse otros en la fase más crónica como 

disminución del apetito y de la condición corporal, anorexia, conjuntivas amarillentas, 

letargo, palidez de mucosas o edema submandibular (Rojo-Vázquez et al., 2012). 

Además, en zonas endémicas, la muerte súbita de ovejas a finales verano y en otoño, 

puede ser indicativa de una infección aguda que tan solo podría ser confirmada por los 

hallazgos en necropsia. 

En las fases agudas se detectará fibrosis hepática focal, hepatomegalia, trayectos 

hemorrágicos, adherencias y fasciolas en distintos estados de desarrollo por el 

parénquima (Murray & Rushton, 1975), aunque también pueden estar presentes en el 

peritoneo y en otras localizaciones ectópicas como bazo, páncreas o pulmones. En la 

fase subaguda, la fibrosis se va extiendo ya desde la cápsula al parénquima, con la 

presencia de conductos biliares haciendo prominencia en superficie y abscesos 

multifocales (Scott et al., 2005). Durante la fase crónica, es común la  presencia de 
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vermes en los conductos biliares con la consiguiente obstrucción, acompañada de 

colangitis, fibrosis y ganglios afectados.  

Es importante diferenciar la fasciolosis, principalmente la forma aguda, de otros 

procesos como enterotoxemias, pasteurelosis, septicemias, intoxicaciones o acidosis; y, 

en la crónica, con infecciones por nematodos gastrointestinales, deficiencias 

nutricionales, carencia de cobre o cobalto y paratuberculosis (Rojo-Vázquez et al., 

2012). 

En la actualidad, algunas técnicas no invasivas basadas en el diagnóstico por imagen se 

están empleando en clínica, como la ecografía (Pulpeiro et al., 1991; El Shabrawi et al., 

1997; Richter et al., 1999) o la tomografía axial computerizada y la resonancia 

magnética nuclear (Han et al., 1999; Gonzalo-Orden et al., 2003). Estas dos últimas, 

todavía se encuentran en fase experimental. Mediante ellas se podrá comprobar en la 

fase aguda áreas hipoecóicas dentro del hígado y esplenomegalia. En la fase más 

crónica, las alteraciones afectan esencialmente al árbol biliar (Fawzy et al., 1992; 

Arjona et al., 1995). Otras complicaciones que se pueden producir son congestiones 

hepáticas, pancreatitis obstructiva y estenosis así como perforación de las vías biliares 

(Acuna-Soto & Braun-Roth, 1987; Veerapan et al., 1991). 

Como complemento al diagnóstico clínico, pueden servir de ayuda una serie de pruebas 

bioquímicas. 

Los niveles anormales de las enzimas hepáticas en plasma indican una hepatopatía, pero 

no son específicas de la fasciolosis. La medición de las actividades séricas de las 

enzimas AST, sorbitol deshidrogenasa (SDH), GLDH o GGT puede ser utilizada como 

marcador de las diferentes etapas de la infección por F. hepatica. La determinación 
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secuencial de los niveles de estas enzimas también es valiosa para evaluar la actividad 

antihelmíntica de los fármacos y la eficacia del tratamiento (Benchaoui & McKellar, 

1993). Además se puede llevar a cabo pruebas de funcionalidad hepática para 

determinar el daño instaurado por la enfermedad. La prueba de la bromosulfoftaleína 

confirma la reducción de su aclaramiento plasmático a partir de la octava semana p.i., 

en el curso de la fasciolosis subclínica (Tufenkji et al., 1987). La prueba de la antipirina 

ha confirmado la reducción de sus niveles de aclaramiento plasmático desde la cuarta 

semana p.i. (Tufenkji et al., 1988); también se ha comprobado que la fasciolosis 

subclínica experimental conduce a una cinética alterada de la antipirina y a una 

inhibición de las diferentes vías metabólicas de la misma en búfalos de agua (Jiang et 

al., 2000). 

A nivel hemático, se detecta anemia macrocítica e hipocrómica, con niveles de  

hematocrito por debajo del 25% a partir de la octava semana p.i. como consecuencia de 

la alimentación de las fasciolas que permanecen en el parénquima, y también 

hipoalbuminemia (Dargie, 1987) y eosinofilia (Poitou et al., 1993). 

 

6.2. Diagnóstico coprológico 

La detección de huevos de F. hepatica en las heces de los animales es indicativo de 

infección, aunque hay que tener en cuenta que en infecciones agudas o subagudas, esta 

prueba puede ser negativa. La coprología tiene valor en los casos ya cronificados 

(Burger, 1992; Rojo-Vázquez et al., 2012), porque los huevos aparecen en las heces 

solo después de que el parásito alcanza la madurez sexual, alrededor de la novena 

semana p.i. (Martínez-Valladares et al., 2010b), cuando el daño hepático ya está 

instaurado. Las dos técnicas empleadas son la flotación, en la que se usan soluciones de 
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alta densidad como el sulfato de zinc o el yodomercuriato potásico, presentando el 

inconveniente de que los huevos pueden deformarse por fenómenos osmóticos 

(Whitlock, 1950; Parfitt & Banks, 1970); y la sedimentación, que se basa en la mayor 

densidad de los huevos del trematodo que los detritus de las heces, lo que permite 

concentrarlos tras varios lavados (Dennis et al., 1954; Parfitt & Banks, 1970). Sin 

embargo, la baja sensibilidad de esta técnica, estimada en un 30% (Happich & Boray, 

1969), puede llevar a falsos negativos. 

 

6.3. Inmunodiagnóstico 

Aunque existen diversas técnicas como la precipitación, aglutinación (Mercado et al., 

1985), inmunofluorescencia (Cabán-Hernández & Espino, 2013) o fijación del 

complemento, la técnica de elección es el enzimoinmunoensayo o ELISA (Hillyer & 

Soler de Galanes, 1991). Aunque se trata de técnicas con alta sensibilidad y 

especificidad, son más útiles para la detección de rebaños infectados de forma natural 

que para el diagnóstico individual (Pfister, 1990). La fasciolosis se caracteriza por un 

aumento en la producción de IgG, especialmente IgG1 que se asocia con una respuesta 

inmune Th2 (Clery et al., 1996). Mediante el ELISA indirecto, se han detectado 

anticuerpos en suero sanguíneo utilizando diferentes antígenos del parásito, 

principalmente de excreción-secreción, desde la primera semana p.i (Almazán et al., 

2001), en la tercera semana p.i. (Marín-Gómez, 1992) o después de la quinta semana p.i. 

(Rodríguez-Osorio et al., 1998; Reichel, 2002; Mezo et al., 2007). Martínez-Valladares 

et al. (2010a) confirmaron que las IgG totales alcanzan los niveles más altos a la cuarta 

semana p.i. para posteriormente disminuir cuando el parásito penetra en las vías biliares. 

Hay que tener en cuenta que en infecciones naturales, como consecuencia de que los 
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animales se están reinfectando continuamente, los niveles de anticuerpos van a 

permanecer elevados de forma continua. Sánchez-Andrade et al. (2001) tan solo vieron 

solo una disminución de los anticuerpos entre la sexta y octava semana tras el 

tratamiento. 

Otra alternativa es la detección de antígenos en el suero y/o heces mediante la técnica 

ELISA sándwich (Abdel-Rahman et al., 1998). Los antígenos circulantes han sido 

detectados en infecciones experimentales a partir de las dos primeras semanas p.i. 

(Duménigo et al., 2000) o más tardíamente desde la cuarta semana p.i. (Almazán et al., 

2001; Martínez-Pérez et al., 2012). Varios estudios demuestran que los niveles de 

antígenos descienden después de un tratamiento antihelmíntico eficaz, y que tras 2-4 

semanas los valores pueden volver a ser negativos (Fagbemi et al., 1995; Sánchez-

Andrade et al., 2001). Mediante ELISA sándwich, Mezo et al. (2004) confirmaron un 

100% de sensibilidad en la detección de antígenos específicos en heces, incluso en la 

infección de ovejas con una sola metacercaria y detectando la infección en la fase de 

prepatencia, antes de que comience la excreción de huevos (Sánchez-Andrade et al., 

2000). Martínez-Valladares et al. (2010a), utilizaron el ELISA sandwich para 

diagnosticar la infección en ovejas infectadas de forma natural. Según Paz-Silva et al. 

(2002) el nivel de antígenos va a aumentar gradualmente de forma paralela a la 

excreción de huevos en las heces. Sin embargo, durante un corto período de tiempo tras 

el tratamiento, los resultados del ELISA sándwich pueden ser todavía positivos, debido 

a que fragmentos del parásito todavía pueden estar presentes 21 días después del 

tratamiento (Flanagan, 2010). 
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En esta Tesis Doctoral, habrá una mención especial a la utilización del ELISA sándwich 

para determincar la eficacia de los fármacos y además los resultados serán comparados 

con otras técnicas, coprológicas y de biología molecular. 

 

6.4. Diagnóstico por técnicas moleculares 

La biología molecular es una herramienta muy útil para confirmar la enfermedad 

mediante la detección del ADN del parásito gracias a la técnica de la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) mediante la cual se obtiene un gran número de copias de un 

fragmento de ADN partiendo de una cantidad mínima del mismo. En primer lugar, hay 

que proceder a la extracción del ADN, bien de las diferentes fases del parásito o a partir 

de muestras biológicas del hospedador intermediario o definitivo.  

La PCR es una técnica muy sensible y ha sido utilizada por muchos autores para la 

detección de algunos parásitos como Echinococcus multilocularis en heces de zorros, 

amplificando el gen que codifica para el ARN pequeño nuclear U1 (small nuclear ARN 

U1, snRNA U1) (Bretagne et al., 1993) y para el ARN ribosomal 12S de la mitocondria 

(RNA mt12S) (Dinkel et al., 1998; Al-Sabi et al., 2007). A partir de heces de perros 

también se detectó la presencia de Echinococcus granulosus tras la amplificación del 

gen que codifica para la enzima Hae III de Haemophilus aegyptius (Abbasi et al., 2003). 

Por otra parte, Mathis y Deplazes (2006), detectaron la presencia de Echinococcus spp., 

Taenia saginata, Taenia solium, así como de otros cestodos en heces de zorro, tras la 

amplificación de los genes rRNA mt12S y snRNA U1.  

En relación con la fasciolosis, la detección del parásito en el hospedador definitivo ha 

sido detectada a partir de muestras de heces por Martínez-Pérez et al. (2012). El ADN 
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detectado en heces procede del tegumento del parásito debido al desprendimiento de 

células que tienen lugar durante la migración del parásito, así como de los huevos 

liberados en la fase de patencia por parte del individuo adulto. Martínez-Pérez et al. 

(2012) diseñaron una PCR estándar y una anidada que amplificaban un fragmento de 

ADN mitocondrial. Mediante la PCR estándar la infección se detectó a partir de la 

tercera semana p.i., y con la PCR anidada a partir de la segunda semana p.i. 

Ai et al. (2010) diseñaron una PCR para la identificación de F. hepatica y F. gigantica 

en muestras de heces de búfalo tras la amplificación de un fragmento de la subunidad 

ITS2 del ADNr de Fasciola spp. 

En el caso de esta Tesis Doctoral, uno de los objetivos ha sido desarrollar una PCR 

empleando unos primers propios basados en una secuencia que codifica para la 

subunidad ITS2 de F. hepatica. Además, se ha utilizado esta técnica para determinar la 

eficacia de tratamientos antihelmínticos en condiciones de campo.  
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7. Control y profilaxis 

 

Las principales medidas para la lucha contra la fasciolosis deben ir encaminadas a llevar 

un control sobre la población de hospedadores intermediarios, las limneas; a la 

eliminación del parásito del hospedador definitivo; y a evitar la aparición de resistencias 

a los antihelmínticos (Rojo-Vázquez et al., 2012). 

 

7.1. Medidas sobre el hospedador intermediario 

La ventaja de actuar en esta fase podría ser el ahorro económico debido a la 

disminución del gasto en antihelmínticos y, como consecuencia, la disminución del 

desarrollo de resistencias y el evitar los posibles fallos terapeúticos (Vara del Río, 

2007). Las posibilidades para llevar a cabo este control se pueden agrupar en: 

a) Control químico mediante el uso de molusquicidas. Se ha visto que su 

utilización en condiciones ambientales adversas para el caracol, junto con el 

tratamiento de los hospedadores definitivos, puede hacer disminuir la población 

de limneas hasta en un 90% (Roberts & Suhardono, 1996). Como 

inconvenientes, cabe destacar la posible toxicidad de algunos productos en la 

fauna acuática y la aparición de resistencias en la población (Haseeb & Freid, 

1977). Además, para que sea efectivo, se debe hacer de forma continuada, con el 

consiguiente coste económico. 

Lo ideal sería hacer un tratamiento en primavera para que los caracoles mueran 

y otro en verano, para que los supervivientes parasitados sean eliminados antes 

de la emisión de las cercarias (Gómez-Bautista & Rojo-Vázquez, 1994b). 
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Los productos de elección son la niclosamida, el pentaclorofenato sódico y la N-

tritilmorfolina (Boray, 1982). La niclosamida es muy tóxica para los caracoles y 

los huevos y apenas lo es para los mamíferos (Meyer-Lassen et al., 1994). La N-

tritilmorfolina solo actúa frente a las limneas adultas, no contra los huevos, y 

apenas provoca daño en el medio (Pfister et al., 1994). En la actualidad, otros 

productos procedentes de las plantas se vienen empleando frente a los estadios 

tempranos de Fasciola dentro del caracol, como el ácido cítrico, el ácido ferúlico 

o las umbeliferonas (Sunita & Singh, 2011). 

b) Control biológico mediante el uso de organismos como Chaetogaster limnaei, 

que se alimenta de cercarias, o Muelerius capillaris, que provoca un incremento 

de la mortalidad de caracoles infectados (Khalil, 1961; Hourdin et al., 1993). 

También se han utilizado depredadores como Zonitoides nitidu, en Francia 

(Ximenes et al., 1993), o poblaciones avícolas que empleen como suplemento 

alimenticio los caracoles (Gunaratne et al., 1993). 

c) El manejo mediante el vallado de zonas húmedas para que los hospedadores 

definitivos no accedan a las mismas, el drenaje de terrenos encharcados o la 

incorporación de bebederos, son técnicas útiles para impedir la propagación de 

la infección (Gómez-Bautista & Rojo-Vázquez, 1994b; Rojo-Vázquez et al, 

2012). 

 

7.2. Medidas sobre el hospedador definitivo 

7.2.1. Quimioprofilaxis 

Los fármacos que pueden ser empleados abarcan un amplio espectro. Sin embargo, hay 

que tener en cuenta si estos son efectivos contra todos los estadios de F. hepatica ya que 
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algunos actúan solo frente a las formas adultas y otros frente a ambas, adultas e 

inmaduras (Rojo-Vázquez et al., 2012). 

Los grupos de fármacos más empleados son los siguientes: 

 Fenoles halogenados: como el bitionol, hexaclorofeno, niclofolán o nitroxinil, 

entre otros. Son muy eficaces frente a las fasciolas maduras pero poco frente a 

las inmaduras (Fairweather & Boray, 1999a). Martínez-Valladares et al.  (2010a) 

demostraron una eficacia del nitroxinil de entre el 81,3 y el 86% durante el 

primer mes después del tratamiento, probablemente debido a que la eficacia de 

este fármaco frente a individuos de entre 7 a 9 semanas de edad es sólo de un 

50-90%. Su mecanismo de acción se basa en la inhibición de la fosforilación 

oxidativa. 

 Salicilanidas: como la brotianida, closantel, oxiclozanida, rafoxanida o 

niclosamida. Actúan a partir de las 6 semanas, aunque algunos como la 

rafoxanida se ha comprobado que tienen actividad frente a vermes de cuatro 

semanas (Fairweather & Boray, 1999a). Estos fármacos inhiben la fosforilación 

oxidativa, dismuyendo la síntesis de ATP (Prichard, 1978). 

 Bencimidazoles y probencimidazoles: como el albendazol, mebendazol, 

triclabendazol o netobimin. El albendazol ha sido muy empleado en las 

infecciones mixtas de fasciolas y nematodos gastrointestinales, aunque apenas 

actúa frente a las formas inmaduras. Su acción la ejerce frente a las fasciolas 

maduras (McKellar & Scott, 1990); sin embargo, ha sido el fármaco más 

utilizado en España durante muchos años según encuestas recientes realizadas 

por Rojo-Vázquez y Hosking (2013). Además, debido a su alta lipofilicidad, 

tienen efecto inhibitorio sobre los huevos (Mottier et al., 2003) y es más eficaz 
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que su metabolito sulfóxido porque se une con mayor intensidad a la tubulina 

del parásito (Lacey et al., 1987; Lubega & Prichard, 1991). El fármaco de 

elección es el triclabendazol, ya que actúa frente a formas maduras e inmaduras 

(Boray et al., 1983). Su eficacia es del 99-100% en vermes de entre 4 y 14 

semanas y del 90-99% en fasciolas de entre 2-3 semanas (Fairweather & Boray, 

1999a). No evita la eclosión de los huevos aunque sí actúa frente a su 

producción, ya que incide en el aparato reproductor a las 24 horas del 

tratamiento (Hanna et al., 2012). El mecanismo de acción de estos fármacos se 

basa en la unión a la tubulina, despolimerizando los microtúbulos 

citoplasmáticos e interfiriendo en los procesos celulares donde sean necesarios. 

En el caso del triclabendazol, su efecto es la pérdida del tegumento comprobado 

in vitro a las 24 horas de exposición (Stitt & Fairweather, 1993) y, como el 

albendazol, daña los órganos reproductores, reduciendo el número de huevos 

(Lang et al., 1980). Otros compuestos como el fenbendazol, oxfendazol y 

mebendazol tienen cierta actividad ovicida pero ningún efecto frente a los 

adultos (Fairweather & Boray, 1999a). Una excepción es el flubendazol que 

tiene un marcado efecto sobre la eclosión de huevos, así como cierta actividad 

contra los trematodos adultos, aunque no es tan eficaz como el albendazol. 

 Sulfamidas: su principal representante es el clorsulón. Se han observado 

eficacias de alrededor del 90% frente a parásitos adultos a partir de las ocho 

semanas. Corba et al. (1996) demostró una eficacia del 98% tras un tratamiento 

a partir del recuento de huevos en las heces. Su mecanismo de acción se basa en 

la alteración de la glucólisis, principal vía de obtención de energía de las células 

(Barrett, 1976; Schulman & Valentino, 1980), dando lugar a una parálisis flácida 
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y a una necrosis severa de las células intestinales del parásito, impidiendo así la 

ingestión de alimentos (Fairweather et al., 1984).  

 Fenoxialcanos: la diamfenetida es el mayor representante del grupo. Son 

compuestos muy eficaces frente a formas maduras e inmaduras, incluso frente a 

formas de F. hepatica de un solo día, aunque su actividad disminuye según 

avanza el desarrollo parasitario (Rew & Fetterer, 1984). Su mecanismo de 

acción se basa en la interferencia de los procesos de osmorregulación del 

parásito e inhibición de síntesis proteica. 

 

Fármacos 
Fase Prepatente* Patente** 

Semanas p.i. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Albendazol 

Netobimin 

Oxiclozanida 

Niclofolan 

Hexaclorofeno 

 

 

Nitroxinil 

Clorsulón 

      

Rafoxanida 

Closantel 

 

Triclabendazol 
 

Diamfenetida 
 

Tabla 1. Eficacia de distintos antihelmínticos a las dosis recomendadas (expresado en %) contra 

los diferentes estados de F. hepatica (Armour y Bogan, 1982; Boray, 1985; Taylor, 1987). P.i.: 

post infección. * Sin excreción de huevos / ** Con excreción de huevos.  

50-90 91-99 

50-90 91-99 

100 80-90 

 
90-100 

50-90 91-99 

 

80-90 
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Como resumen, indicar que los fármacos de elección para el tratamiento o la profilaxis 

de la fasciolosis suelen ser el triclabendazol, closantel, clorsulon, nitroxinil y 

albendazol. Todos ellos tienen una elevada eficacia frente a las formas maduras, pero 

moderada (clorsulon y closantel) o baja (albendazol) frente los vermes inmaduros 

(Zimmerman et al., 1986; Onar, 1990; Rehbein & Visser, 1999). 

En relación al número de tratamientos a administrar, en áreas endémicas deberían ser de 

interés al menos dos tratamientos anuales: uno antes de comenzar el pastoreo para evitar 

su infección, y otro a finales de otoño, si no han existido casos agudos antes. 

 

7.2.1.1. Resistencia antihelmíntica y su detección  

Como consecuencia del uso continuado de fármacos, de la subdosificación y de la falta 

de alternancia entre los mismos, surge cada vez con más fuerza la resistencia a los 

antihelmínticos (RA). La RA por parte de F. hepatica aún no ha alcanzado los niveles 

observados en los nematodos gastrointestinales (Jackson & Coop, 2000); sin embargo, 

Overend & Bowen (1995) describieron el primer caso de resistencia al triclabendazol en 

Australia, y desde entonces ha habido casos en Irlanda (Lane, 1998; O'Brien, 1998), 

Escocia (Mitchell et al., 1998), Gales (Thomas et al., 2000), Países Bajos (Moll et al., 

2000; Gaasenbeek et al., 2001; Borgsteede et al., 2005) y Argentina (Olaechea et al., 

2011). En España, Álvarez-Sánchez et al. (2006) describieron por primera vez la 

resistencia al triclabendazol en el ganado ovino en la provincia de León. La detección 

temprana de la resistencia es fundamental, ya que parece que la reversión a la 

susceptibilidad no parece ocurrir (Ross et al., 1995).  
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Por lo que se refiere al albendazol, la primera descripción de resistencia en España fue 

estudiada por Álvarez-Sánchez et al. (2001, 2006) en la provincia de León. 

Recientemente, en Argentina se ha aislado otra cepa de F. hepatica resistente al 

albendazol (Sanabria et al., 2013); y en España de nuevo Martínez-Valladares et al. 

(2014), describieron un rebaño con resistencia múltiple al albendazol y clorsulón. 

La falta de respuesta al triclabendazol en los casos agudos, podría ser debida al hecho de 

que el fármaco necesita ser metabolizado en el hígado y como el daño hepático puede 

ser importante en la fasciolosis, su eficacia se ve reducida (Rojo-Vázquez et al., 2012). 

Este fármaco, al igual que el tiabendazol, es poco soluble y las curvas de concentración 

se prolongan más en el tiempo, tanto en el plasma como en el tracto gastrointestinal, con 

lo que tienen una mayor persistencia en el hospedador (Gottschall et al., 1990). 

Para el diagnóstico de estas resistencias, se han desarrollado algunos ensayos in vivo e 

in vitro (Taylor et al., 2002). Entre los primeros, se emplea la reducción del número de 

huevos en las heces (FECRT), siendo uno de los métodos más utilizados para estimar la 

eficacia antihelmíntica mediante la comparación del número de huevos antes y después 

del tratamiento, puesta a punto inicialmente para estrongilados gastrointestinales (Coles 

et al., 1992; Boersema, 1993). La desventaja que tiene es que se necesita un período de 

tiempo de al menos 30 días para comprobar semanalmente el número de huevos 

excretados en heces ya que solo es válido una vez que los parásitos se han instaurado en 

los conductos biliares. Sin embargo, otros autores consideran que un periodo de 14 días 

podría ser un intervalo suficiente para determinar la eficacia de los fármacos sobre los 

parásitos adultos (Álvarez-Sánchez et al., 2006). Martin et al. (1989) estimaron que la 

sensibilidad del test para detectar los niveles de resistencia está por debajo del 25%.   
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En cuanto a los ensayos in vitro, la técnica de elección es el ensayo de eclosión de 

huevos (EHA), que inicialmente se desarrolló para detectar la resistencia a los 

bencimidazoles en nematodos gastrointestinales. En el caso de F. hepatica, se han 

llevado a cabo algunos ensayos con los huevos del parásito recuperados a partir de las 

heces o directamente de la vesícula biliar. Estos ensayos se han realizado utilizando 

diferentes concentraciones de triclabendazol, albendazol y sus metabolitos 

correspondientes (Álvarez et al., 2009; Fairweather et al., 2012; Robles-Pérez et al., 

2014). El EHA se basa en la capacidad de los huevos de cepas resistentes de embrionar 

y eclosionar en concentraciones más altas de antihelmíntico que las de una cepa 

susceptible (Whitlock et al., 1980). Se han confirmado diferencias en la eclosión de 

huevos procedentes de cepas susceptibles y resistentes al triclabendazol, por lo que esta 

prueba podría ser útil en cepas de campo para evaluar la sensibilidad desconocida al 

fármaco (Fairweather et al., 2012). Una desventaja del EHA es la falta de solubilidad de 

muchos de los bencimidazoles comercializados, dificultando de esta forma su empleo en 

estos ensayos (Lacey & Prichard, 1986). En la presente Tesis Doctoral, hemos diseñado 

dos EHAs; uno con albendazol y otro con triclabendazol, para detectar posibles 

resistencias antihelmínticas en las poblaciones en estudio. 

 

7.2.1.2. Mecanismo de desarrollo de la resistencia antihelmíntica 

De un modo general, los mecanismos por los cuales se desarrolla la resistencia se deben 

a modificaciones en el receptor o el efector del fármaco, o a cambios en la 

concentración del antihelmíntico en su sitio de acción (Sangster & Dobson, 2002; 

Wolstheholme et al., 2004). Existen además resistencias cruzadas en las que la 

resistencia conferida por un fármaco puede darse también en otro de distinta familia 
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antihelmíntica; y resistencias colaterales, entre fármacos de la misma familia y con 

similar modo de acción. Sin embargo, si el mecanismo de resistencia se debe, total o 

parcialmente a modificaciones en la concentración plasmática del fármaco, diferentes 

antihelmínticos con el mismo modo de acción no tienen por qué mostrar el mismo nivel 

de resistencia (Prichard & Tait, 2001). 

Como hemos indicado, el grupo de fármacos más empleado en el control antiparasitario 

es el de los bencimidazoles y su mecanismo de acción se basa en su unión a la β-

tubulina, provocando una despolimerización de los microtúbulos y, en consecuencia, 

una alteración de los procesos en que están involucrados (Stitt & Fairweather, 1993). 

Tal es el caso de la secreción de enzimas digestivas, impidiendo su correcto 

funcionamiento y alterando la función digestiva del parásito. Sin embargo, en relación 

al triclabendazol se piensa que produce una inhibición del mecanismo de actuación de 

los microtúbulos como modo de acción, aunque otros lo consideran un inhibidor de la 

síntesis proteica y del desacoplamiento de la fosforilación oxidativa (Stitt et al., 1995). 

En los nematodos gastrointestinales se ha visto que la resistencia a los bencimidazoles 

se produce cuando aparecen mutaciones en el gen que codifica para el isotipo 1 de la β-

tubulina dando lugar a alteraciones en el receptor de alta afinidad localizado en el 

extremo N-terminal de dicha proteína (Prichard et al., 1980). Estas mutaciones de 

cambios de aminoácidos se describieron inicialmente en H. contortus (Geary et al., 

1992; Kwa et al., 1993), donde en la posición 200 de individuos resistentes, la 

fenilalanina se reemplaza por tirosina. Según Dobson et al. (1996), las especies más 

resistentes a los benzimidazoles son H. contortus, T. colubriformis y Teladorsagia 

circumcincta. 
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Tras la secuenciación del gen que codifica para el isotipo 1 de la β-tubulina de F. 

hepatica (Robinson et al., 2001), no se han encontrado diferencias en la secuencia 

primaria de aminoácidos entre cepas resistentes y sensibles al triclabendazol (Robinson 

et al., 2002). En el caso de F. hepatica, la posición 200 está ocupada por un residuo de 

tirosina en ambas cepas de vermes, a diferencia de los nematodos (Robinson et al., 

2002). 

Martinez-Valladares & Rojo Vázquez (2014) analizaron parte de las secuencias de los 

genes mitocondriales NADH y COX1 en huevos de F. hepatica con diferentes orígenes 

y niveles de resistencia, concluyendo que la presencia de adultos resistentes no daba 

lugar a una mayor diversidad genética en el ADN mitocondrial de los huevos. Aunque 

en este estudio las cepas resistentes presentaban un mayor número de haplotipos, así 

como una mayor frencencia de SNPs, sobre todo en la unidad COX1, las diferencias no 

fueron significativas con las cepas susceptibles. Otro estudio de Vara del Río et al. 

(2007) sobre el gen que codifica para la subunidad 28S del ADN ribosómico, confirmó 

que ciertas variaciones en un fragmento de 510 pb guardan relación con un fenotipo 

resistente, aunque estos hallazgos se deberían extrapolar a un mayor número de 

muestras. 

El seguimiento de los cambios en los diferentes tejidos del parásito podría proporcionar 

información sobre la eficacia del fármaco. El tegumento es el principal punto de 

contacto del fármaco con los vermes y por ello es importante observar los posibles 

cambios en el mismo (McConville et al., 2009). Mediante estudios con el microscopio 

electrónico, se han descrito las posibles modificaciones que tienen lugar en el 

tegumento de las fasciolas sensibles y resistentes tras la incubación con el sulfóxido de 

triclabendazol. Estos estudios han confirmado una escasa alteración del tegumento de 



 
 

80 
 

las formas resistentes e incluso de sus funciones reproductoras, em comparación con las 

cepas susceptibles (Hanna et al., 2010). 

Se ha observado que algunos parásitos tienen varias estrategias para alcanzar la 

resistencia, como reducir la absorción del fármaco, una expulsión activa o una 

modificación sobre el punto de acción o del propio fármaco (Ouellette, 2001). Por 

ejemplo, en Plasmodium spp., existen unos transportadores que cuando presentan una 

mutación actúan como una “bomba” facilitando la expulsión de la cloroquina (Foote et 

al., 1990). También, en el nematodo Caenorhabditis elegans, la mutación simultánea de 

tres genes que codifican para los canales de glutamato dependientes de cloro, confieren 

alta resistencia a la ivermectina lo que sugiere que tanto la mutación como la 

consecuente alteración en el transporte pueden conducir a la resistencia de este fármaco 

(Dent et al., 2000). 

Estudios in vitro han demostrado que adultos de F. hepatica resistentes al triclabendazol 

presentan una mayor metabolización del fármaco (Mottier et al., 2006) que podría 

deberse a un mayor número de transportadores de membrana dependientes de ATP o 

transportadores ABC (ATP Binding Cassette) como la glucoproteina-P (Pgp) (Jones & 

George, 2005). La Pgp tiene como función mediar en la salida de diversos componentes 

del interior de la célula al exterior, tales como hormonas, toxinas y fármacos (Sangster, 

1994). Ya que es utilizada como sistema de detoxificación de fármacos, si existe un 

mayor número de dichos transportadores, el triclabendazol se eliminaría más fácilmente 

sin permitir su acción a nivel celular. Una posible reversión de la resistencia al 

triclabendazol podría darse en presencia de un fármaco capaz de bloquear estos 

transportadores como puede ser la ivermectina, ya que se ha demostrado que es un 

sustrato para la Pgp (Didier & Loor, 1996; Pouliot et al., 1997).  Esto se deduce porque 
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la administración conjunta de ivermectina y triclabendazol, observada tras recoger 

ejemplares adultos de fasciolas resistentes, provoca que la concentración de 

triclabendazol intracelular sea mayor posiblemente debido a un bloqueo de la Pgp por la 

ivermectina (Mottier et al., 2006).  Todas las Pgps estudiadas en C. elegans y H. 

contortus parece que están expresadas en un alto nivel en células intestinales (Lincke et 

al., 1992,1993; Broeks et al., 1995; Smith & Prichard, 2002), en la faringe (Broeks et 

al., 1995; Smith & Prichard, 2002) y en células excretoras (Lincke et al., 1992) 

 

7.2.1.3. Control del desarrollo de las resistencias 

Como alternativas para evitar este problema, cabe la posibilidad de proporcionar una 

dosificación correcta en función del peso de cada animal o rotar los antihelmínticos de 

forma anual con fármacos de grupos distintos (Anderson et al., 1988; Fairweather & 

Boray, 1999b). 

Una vez presentada la resistencia, se podrían combinar fármacos para favorecer su 

“sinergismo”. Con estas combinaciones, la posibilidad de utilizar dosis inferiores a las 

normales reduce el uso de fármacos y sus efectos secundarios, así como la presencia de 

residuos de medicamentos en los tejidos del hospedador y en el entorno (Meaney et al., 

2006). 

Algunos estudios han demostrado el valor potencial de las combinaciones 

farmacológicas de diversos grupos químicos frente a cepas tanto susceptibles como 

resistentes (Boray, 1993,1997). En el estudio realizado por Boray (1997) se consiguió 

una buena eficacia en cepas resistentes de seis semanas al administrar de forma 

simultánea triclabendazol y clorsulón en una quinta parte de sus dosis recomendadas; 



 
 

82 
 

también al administrar closantel combinado con triclabendazol o clorsulón frente a 

parásitos resistentes al closantel. Recientemente, Martínez-Valladares et al. (2014) han 

confirmado la eficacia de hasta un 95% al combinar albendazol y clorsulón, a dosis 

terapeútica, frente a formas maduras e inmaduras de cepas resistentes a ambos 

fármacos. Por otra parte, fármacos como el nitroxinil pueden ser una de las alternativas 

terapeúticas frente a cepas resistentes al triclabendazol (Martínez-Valladares et al., 

2010a). 

En el caso de nematodos gastrointestinales, otras combinaciones como la administración 

conjunta de albendazol e ivermectina en cepas resistentes de nematodos resistentes 

(Entrocasso et al., 2008), o mebendazol y levamisol en Haemonchus contortus resistente 

(Bennet et al., 1980), han demostrado tener efectos aditivos y sinérgicos en el ganado 

ovino, respectivamente. 

 

7.2.2. Inmunoprofilaxis 

Como consecuencia de la aparición de las resistencias a los fármacos antihelmínticos y 

debido a la persistencia de sus residuos en el medio ambiente, así como en la carne y en 

la leche, se viene desarrollando la inmunoprofilaxis como alternativa al control de la 

fasciolosis (Dalton & Mulcahy, 2001). 

Las estrategias vacunales se podrían agrupar en: 

 Inmunización pasiva por transferencia de suero inmune y linfocitos 

sensibilizados de animales infectados a sanos: Corba et al. (1971) demostraron 
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una reducción significativa del número de parásitos en vacas tras la 

administración de este suero. 

 Vacunas irradiadas atenuadas: comprobándose que la radiación ionizante 

reduce la patogenicidad de las formas parasitarias sin afectar su potencial 

antigénico (Dawes, 1964). Se han obtenido niveles de protección de hasta un 

70% en bovinos (Nansen, 1975; Acosta et al., 1989) y de 56% en ratas (Armour 

& Dargie, 1974), pero escasos en ovejas y conejos (Hughes, 1962; Creaney et 

al., 1995). Sin embargo, en vacas y ovejas protegidas frente a F. gigantica 

mediante la inmunización con metacercarias irradiadas se consiguieron 

reducciones en la carga parasitaria del 98 y 80%, respectivamente (Bitakaramire, 

1973; A’Gadir et al., 1987).  

 Estimulación de la resistencia por productos de excreción/secreción: al 

sensibilizar al individuo con estos productos procedentes de vermes maduros no 

se han obtenido buenos resultados (Lehner & Sewell, 1979; Sandeman et al., 

1980), aunque en algún caso, si procedían de vermes inmaduros sí que se ha 

comprobado su capacidad protectora en ratas y ratones (Chapman & Mitchell, 

1982a). 

 Inmunización heteróloga: mediante el empleo de vacunas que utilizan como 

antígeno vivo un agente diferente del que produce la enfermedad aunque 

presente factores antigénicos comunes al agente original. Antígenos purificados 

de Fasciola, debido a su reactividad cruzada con anticuerpos generados frente a 

Schistosoma mansoni (Hillyer, 1987), produjeron infertilidad en el parásito y 

una disminución de los vermes en animales infectados (Hillyer, 1995). 

 Vacunas con antígenos definidos: consisten en copias del polipéptido completo 

o incompleto de los antígenos proteicos. Las proteínas son la opción elegida ya 
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que son fáciles de identificar, modificar y producir en forma recombinante en 

grandes cantidades de forma económica. Estas interactúan en el metabolismo del 

parásito pudiendo ser útiles para alterar sus funciones (Hein & Harrison, 2005). 

Algunos antígenos purificados que se detallan a continuación han mostrado tener 

potencial inmunoprofiláctico (McManus & Dalton, 2006):  

1. Proteínas de unión a ácidos grasos (FABP) que se encuentran en el 

tegumento del parásito funcionando como transportadores (Muro et al., 

1997). F. hepatica es incapaz de sintetizar sus propios ácidos grasos por lo 

que emplea las FABP para obtenerlos del hospedador; según Smith & 

Zarlenga (2006), la inmunización con estas proteínas bloquearía este 

mecanismo. Las FABP nativas (nFh12) y recombinantes (rFh15) de F. 

hepatica fueron empleadas induciendo niveles significativos de protección 

de un 55% en vacas con nFh12 (Hillyer, 1987) o un 43% en ovejas con 

rFh15 (López-Aban et al., 2007).  

2. Glutatión S transferasa (GST), isoenzimas involucradas en la detoxificación 

de compuestos tóxicos endógenos y localizadas en el intestino y tegumento 

del parásito (Smith & Zarlenga, 2006). Se ha comprobado que confieren una 

protección del 57% en ovejas (Sexton et al., 1990) y de un 19-69% en vacas 

(Morrison et al., 1996). 

3. Proteínas tipo saposina (SAPs) que participan en la interacción con lípidos 

de membrana y son responsables de la lisis de eritrocitos en el intestino del 

parásito, primer paso necesario para que las proteasas puedan proceder a la 

degradación de la hemoglobina en su interior (Bruhn, 2005). En un estudio 

llevado a cabo en conejos por Espino & Hillyer (2004), hubo una reducción 

de la carga parasitaria del 81%.  
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4. Hemoglobina de F. hepatica, implicada en el transporte y almacenamiento 

de oxígeno en los vermes, los cuales están en un ambiente anaerobio. En 

terneros, Dalton et al. (1996) demostaron una protección de un 43% y una 

disminución de huevos recogidos de un 60%. 

5. Proteasas que están implicadas en la invasión, migración y alimentación, así 

como en la evasión del sistema inmune. Entre ellas se han descrito las cisteín 

proteasas donde se incluyen las catepsinas L y B (Carmona et al., 1994; 

Harmsen et al., 2004; Cancela et al., 2008). En vacas vacunadas con la 

catepsina L1, se redujeron los vermes de un 42 a un 69% (Dalton et al., 

1996) y Piacenza et al. (1999) testaron L1 y L2 en ovino, con disminuciones 

del 33 y 34%, respectivamente. También se han descrito las leucinas 

aminopeptidasas, las cuales tienen un papel fundamental en la homeostasis 

celular, crecimiento y desarrollo del parásito (Matsui et al., 2006); Piacenza 

et al. (1999), demostraron una protección de hasta un 89% en oveja y algo 

menor, 78%, combinada con las catepsinas L1 y L2. 

Como alternativa a las vacunas, existe la posibilidad del empleo de inmunomoduladores 

para modificar los mecanismos de defensa del hospedador y controlar los procesos 

parasitarios. La combinación de estos inmunomoduladores con los antígenos citados 

anteriormente van a estimular aún más la inmunidad protectora a través de la 

producción de anticuerpos y de linfocitos Th (Coffman et al., 2010). En la actualidad, 

Martínez-Pérez et al. (2013, 2014a) administraron el lipopolisácarido de Ochrobactrum 

intermedium como inmunomodulador tras una infección experimental en ovejas 

comprobando una reducción en la eliminación fecal de huevos, con valores al final del 

estudio de hasta 500 huevos de diferencia entre los grupos control y los tratados; 
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también se observó que los animales tratados presentaron un peso y condición, al igual 

que mejores niveles de glóbulos rojos, blancos, hemoglobina y hematocrito. 

7.2.3. Nutrición 

La nutrición del hospedador es muy importante en cualquier parasitosis, ya que una 

malnutrición provoca que todos los daños que guardan relación con el sistema 

inmunitario se vean incrementados (Carroll & Forsberg, 2007). Es por ello que la 

influencia de la nutrición en la relación entre parásito y hospedador se considera una 

medida a tener en cuenta para el control de la infección (Coop & Kyriazakis, 2001).  

Como consecuencia de la enfermedad, existe una elevada demanda de nutrientes, 

fundamentalmente proteínas, para la reparación de los tejidos y para la síntesis de los 

componentes del plasma (Fox, 1997). Al igual que una dieta pobre en proteínas 

exacerba los síntomas de la enfermedad (Boray, 1969), las dietas ricas en proteínas 

pueden paliar las consecuencias de la fasciolosis (van Houtert & Sykes, 1996) y mejorar 

los parámetros sanguíneos (Coop & Holmes, 1996).  

La eficacia de la suplementación proteica y la selección genética para mejorar la 

resistencia de las ovejas a la infección por los nematodos gastrointestinales, han sido 

estudiadas por diversos autores. Kahn et al. (2003) confirmaron que las proteínas 

administradas antes del parto favorecían el aumento del peso del animal y la 

disminución de la excreción de huevos. Por otra parte Bricarello et al. (2003), 

observaron que la administración de suplementos proteicos en corderos de razas 

resistentes como la raza Santa Innes aumentó la resistencia a Haemonchus contortus 

aunque en la raza Île de France, susceptible a la infección, la dieta proteica no mejoró la 

resistencia a la infección. También, Martínez-Valladares et al. (2005), compararon el 
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efecto de una dieta baja en proteínas en dos grupos de ovejas de la raza Churra, 

resistentes y susceptibles a Teladorsagia circumcincta, confirmando la influencia de la 

dieta con  el desarrollo de la respuesta inmune.  

Diversos estudios han confirmado que la adición de zinc a la ración evita los daños del 

estrés oxidativo existente en las infecciones por Fasciola spp. (Gabrashanska et al., 

2008). Martínez-Pérez et al. (2014b), administraron dos dietas suplementadas con 

vitamina E y aceite de linaza a ovejas infectadas por F. hepatica, observándo una 

disminución de la carga parasitaria y una menor oxidación lipídica en el hígado tras la 

administración de vitamina E y un menor tamaño de los parásitos, con altos niveles de 

células blancas, tras la administración de aceite de linaza. 

 

7.2.4. Acción directa sobre el manejo de los hospedadores definitivos 

El empleo de métodos a través de la gestión ganadera ha tenido interés, sobre todo antes 

de que se descubriera el primer tratamiento eficaz contra la fasciolosis. La 

recomendación más sencilla es mantener el rebaño lejos de las áreas donde están 

presentes las metacercarias mediante un cercado o directamente evitar todo contacto con 

estas zonas en los períodos de alto riesgo de infección. Además, un programa de 

rotación de pastos sería muy útil para reducir los riesgos (Rojo-Vázquez et al., 2012).  

Una buena estrategia sería comenzar con un programa de desparasitación de las ovejas 

adultas al final de primavera y principios de verano con un fármaco eficaz frente a 

fasciolas adultas, seguido de la desparasitación en otoño de todo el rebaño frente a 

formas inmaduras y otro en invierno de todo el rebaño frente a ambas formas (Cordero 

del Campillo & Rojo-Vázquez, 1999; Rojo-Vázquez et al., 2012).  
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El objetivo general del presente proyecto de Tesis Doctoral ha sido desarrollar, aplicar y 

evaluar nuevos métodos de diagnóstico y control frente a la fasciolosis ovina. 

Los objetivos parciales que se han pretendido han sido los siguientes: 

 

1) Estudiar la variabilidad genética de diversas poblaciones mundiales de F. 

hepatica mediante el uso de la técnica de PCR de intersecuencias simples 

repetidas (Inter Simple Sequence Repeat-PCR, ISSR-PCR) con la finalidad de 

conocer la variabilidad intrapoblacional e interpoblacional. 

2) Mejorar el diagnóstico de la infección por F. hepatica mediante la puesta a 

punto de técnicas de biología molecular como la “reacción en cadena de la 

polimerasa” (PCR), basada en la amplificación del gen que codifica para el 

espaciador interno transcrito 2 (ITS2) del ADN ribosomal. La sensibilidad de la 

técnica se comparó con otras tres técnicas de diagnóstico de fasciolosis tales 

como la reducción fecal de huevos en heces (FECRT) y la detección del 

coproantígeno mediante un ELISA sándwich. 

3) Emplear la PCR anteriormente descrita para la detección de resistencias 

antihelmínticas en rebaños de ovejas infectados de forma natural por F. 

hepatica. 

4) Desarrollar una técnica in vitro como es el ensayo de eclosión de huevos (egg 

hatch assay, EHA), para la detección de resistencias antihelmínticas al 

albendazol y triclabendazol en diferentes cepas de F. hepatica. 
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En esta sección se han resumido los resultados globales para cada uno de los trabajos 

publicados. 

I. “Analysis of genetic variability of Fasciola hepatica populations from different 

geographical locations by ISSR-PCR”.  

- Se seleccionaron cinco primers de la base de la Universidad de British Columbia 

(UBC846, UBC848, UBC855, UBC856 y UBC881) para llevar a cabo una ISSR-PCR. 

Estos primers generaron 13, 6, 5, 7 y 8 bandas, respectivamente, siendo el total de 39 

(7.8 bandas por primer), con un tamaño que va aproximadamente desde 200 a 1.000 

pares de bases. De ellas, 28 fueron polimórficas (71,79%), considerando todas las 

poblaciones de parásitos en su conjunto. Si tenemos en cuanta las poblaciones de forma 

individual, el porcentaje de bandas polimórficas osciló entre 10,26% en la cepa Sp4 y 

48,72% en la Sp1.  

- Respecto a los valores del número de alelos por locus (A) y el número efectivo de 

alelos por locus (Ae), si estos fueran idénticos, se consideraría que se ha alcanzado la 

máxima variabilidad. Sin embargo, Ae fue menor que A, ya que uno de los alelos fue 

más frecuente que el otro, en los loci polimórficos. 

- La estructura de la variabilidad entre los adultos estudiados de diferentes poblaciones 

se estimó mediante varios parámetros, teniendo relevancia la diferenciación 

interpoblacional (Gst) con un valor de  0.547. Esto indica que un 54,7% de la variación 

es debida a diferencias entre las poblaciones frente al 45,3% restante, que sería debido a 

diferencias dentro de las poblaciones. 

- Mediante las distancias de Nei obtenidas, se construyó un dendrograma UPGMA, para 

determinar las relaciones interpoblacionales. De acuerdo con el dendrograma, los 
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parásitos de la región central de España (Sp4) fueron claramente diferentes del resto de 

las muestras. Dentro del conjunto en el que la mayoría de las poblaciones estaban 

agrupadas, se observaron pequeñas distancias genéticas entre algunas poblaciones 

geográficamente cercanas, como la de Eng e Ir, por una parte, y Sp1, Sp2, Sp3, del 

noroeste español, junto con la de Mex, por otro. También se calculó la distancia de Nei 

teniendo en cuenta el tipo de hospedador, y este caso los valores oscilaron entre 0,091-

0,230 en ovejas y 0,150-0,337 en vacas. Esto indica que las poblaciones de ovejas 

estaban más próximas entre sí que las de vacuno. 

- Además, las relaciones genéticas entre todos los adultos de F. hepatica se 

determinaron mediante un análisis de coordenadas principales (PCA) después de 

calcular el índice de similitud de Jaccard. De nuevo, todos los individuos de la cepa Sp4 

estuvieron ubicados por separado en un grupo diferente del resto. Por otra parte, no 

hubo diferenciación entre los adultos de las poblaciones Sp1, Sp2, Sp3 y Mex. 

II. “The diagnosis of fasciolosis in feces of sheep by means of a PCR and its 

application in the detection of anthelmintic resistance in sheep flocks naturally 

infected” 

- Tras la realización de una PCR usando primers específicos que amplifican un 

fragmento de 292 pb de la secuencia del espaciador transcrito interno (ITS2) del ADN 

ribosomal, para el diagnóstico de una infección experimental por F.hepatica  a partir de 

muestras fecales, se confirmó la detección de la infección a partir de la segunda semana 

pi, mostrando el producto de PCR amplificado un 100% de similitud con el ITS2 de F. 

hepatica (GQ231547.1) del GenBank. 



 
 

133 
 

- La especificidad de esta técnica se confirmó mediante otra PCR usando muestras 

fecales de ovejas no infectadas e infectadas experimentalmente con los nematodos 

gastrointestinales, Teladorsagia circumcincta y Haemonchus contortus. La ausencia de 

producto de amplificación en esta PCR confirmó su especificidad. 

- Una vez puesta a punto la técnica, se empleó esta PCR para la detección de 

resistencias antihelmínticas en ovejas infectadas de forma natural de dos explotaciones. 

La PCR se llevó a cabo a partir de muestras de ADN procedentes de heces de ovejas 

recogidas los días 0, 7, 15, y 30 después del tratamiento con ABZ, CL y TCBZ., 

confirmándose una reducción del número de animales positivos en ambos rebaños 

durante todo el estudio para todos los fármacos, siendo todos los individuos negativos el 

dia 30 pt tras la administración del TCBZ. 

- Los resultados obtenidos por PCR se compararon el test de reducción de huevos en 

heces (FECRT). Por esta técnica, se confirmó para ambos rebaños la resistencia al ABZ 

y CL de las formas maduras el día 7 pt, con porcentajes del 50,1 y 74,9% 

respectivamente en la explotación de Palencia, y del 66,6 y 88,8% en la de León. 

Respecto al TCBZ, en la explotación de Palencia se confirmó la susceptibilidad tanto de 

las formas maduras como de las inmaduras, y en la de León, la resistencia de las formas 

maduras el día 7 pt con un porcentaje del 86,8%. 

- Para confirmar los resultados de PCR y FECRT, se realizó también un ELISA 

sándwich en el rebaño de Palencia. El día de la administración de los fármacos, el valor 

de la densidad óptica (DO) media medida a 450 nm fue superior a 0.150 en todas las 

ovejas en todos los grupos, lo que confirma que todos los animales estaban infectados. 

En los días 7, 15 y 30 pt, los valores medios de la DO fueron inferiores a 0.150 sólo 

después del tratamiento con TCBZ. 



 
 

134 
 

- Para comparar las tres técnicas, se calculó el porcentaje de animales positivos de cada 

explotación con cada tratamiento en todos los días del estudio, observándose que la 

PCR fue la técnica  más sensible ya que detectó un mayor número de positivos.  

III. “Development of an egg hatch assay for the detection of anthelmintic 

resistance to albendazol in Fasciola hepatica isolated from sheep” 

- Tras la realización del EHA con dos cepas, una susceptible (SA) y otra resistente (RA) 

al ABZ, se observó que en la cepa SA, los porcentajes de eclosión disminuyeron al 

aumentar la concentración del fármaco, oscilando estos valores entre un 8 y un 29%, 

presentando el control una eclosión del 33%. El porcentaje de huevos desarrollados 

osciló entre 21 y 70%, siendo del 72% para el control. Además se confirmaron 

diferencias significativas entre el control y las tres concentraciones más altas en el caso 

de la eclosión y con las dos más altas para el desarrollo. Para la cepa RA, los 

porcentajes apenas variaron independientemente de la concentración empleada. Los de 

eclosión oscilaron entre un 44 a un 53%, con un valor de 49% para el control, y los de 

desarrollado entre un 69 y un 75%, siendo el control de un 67%. En esta cepa no se 

observaron diferencias significativas para ninguna concentración. 

- Dado que los porcentajes de eclosión y desarrollo variaron tanto entre cepas, se 

calculó un ratio de cada concentración respecto a su control, confirmando en todos los 

casos, una mayor eclosión y desarrollo en la cepa RA.  

- También se comparó el porcentaje de eclosión y desarrollo en huevos de ovejas 

infectadas con la cepa RA en los días 0, 7 y 15 pt. En el día 7 pt, los porcentajes de 

eclosión variaron del 16 al 39%, con un 57% para el control y los de desarrollo entre un 

52 a un 80%, con un 71% para el control. En el día 15 pt, estos porcentajes fueron de un 
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36 a un 52% para la eclosión y de un 36 a un 73% para el desarrollo, siendo los 

porcentajes para la concentración más alta de un 0 y un 5%, respectivamente.  

IV. “Screening of anthelmintic resistance to triclabendazole in Fasciola hepatica 

isolates from sheep by means of an egg hatch assay” 

-  En primer lugar se llevó a cabo un EHA con huevos procedentes de bilis para 

comparar dos cepas, ambas procedentes de ovejas infectadas de forma experimental, 

una susceptible (ST) y otra resistente (RT) al TCBZ. Los porcentajes de eclosión en la 

cepa ST disminuyeron a medida que aumentamos la concentración del fármaco, 

oscilando entre un 43% y un 53%, siendo el control  de un 63%. También se observaron 

diferencias significativas entre el control y las dos concentraciones más altas. Por otra 

parte, el porcentaje de huevos eclosionados en la cepa RT varió de un 19 a un 21%, 

siendo un 22% en el pocillo control. En esta cepa, no se observaron diferencias 

significativas entre las concentraciones. 

- Se calculó un ratio entre los porcentajes de cada concentración respecto a su control, 

para determinar cuál de las dos cepas presentaba mayor eclosión, confirmándose que 

fue la cepa RT.  

- Para los ensayos llevados a cabo con huevos procedentes de heces,  se compararon dos 

cepas susceptibles. La cepa ST presentó unos porcentajes del 17 al 23%, observándose 

diferencias significativas entre el control y la concentración más alta. Para confirmar 

estos resultados, se realizó otro EHA con una cepa susceptible de campo, la FST, 

presentando unos porcentajes similares, del 19 al 29%, pero en este caso no se vieron 

diferencias significativas.  
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Discusión general 
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El primer objetivo de la presente Tesis Doctoral fue el estudio de la variabilidad 

genética de diversas poblaciones mundiales de F. hepatica mediante el uso de la técnica 

de PCR de intersecuencias simples repetidas (“Inter Simple Sequence Repeat-PCR”, 

ISSR-PCR), técnica empleada por primera vez en este parásito. Los resultados 

obtenidos han sido publicados en el trabajo titulado: “Analysis of genetic variability of 

Fasciola hepatica populations from different geographical locations by ISSR-

PCR”.  

La variabilidad genética se estudió entre un total de 40 ejemplares adultos procedentes 

de diversas localizaciones geográficas como España (León, La Coruña, Cáceres), Reino 

Unido, Irlanda y México, recogidos a partir de ganado ovino y bovino. La ISSR-PCR se 

llevó a cabo con primers específicos para determinados microsatélites y que por lo tanto 

amplifican regiones intermicrosatélites; estos fueron seleccionados a partir de una base 

de secuencias microsatélites de la Universidad de British Columbia (UBC). Tras la 

amplificación, las bandas resultantes son secuencias de genoma situadas entre dos 

primers de microsatélites idénticos, con una orientación opuesta en la cadena de ADN 

(Zietkiewicz et al., 1994). Mediante el programa informático POPGENE(1.32), se 

obtuvieron una serie de  parámetros para estudiar las posibles variaciones poblacionales 

como son el número de alelos por locus (A), el número efectivo de alelos por locus 

(Ae), la diversidad genética total (Ht), la variabilidad intrapoblacional (Hs) y la 

diferenciación interpoblacional (Gst). 

El porcentaje de bandas polimórficas obtenidas utilizando cinco parejas de primers 

seleccionados fue elevado (71,79%), lo que indica que esta técnica puede producir un 

importante número de marcadores polimórficos que pueden ser útiles en estudios 

poblacionales de F. hepatica. Sin embargo, cuando se consideraron las poblaciones 
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individuales, el nivel de bandas polimórficas fue bastante inferior, oscilando entre un 

10,26% y un 48,72%.  Este bajo rango de diversidad genética dentro de las poblaciones, 

con una media de 34,40%, indica que una gran proporción de la variación residió en 

diferencias entre las poblaciones. Resultados similares fueron recopilados por Zhao et 

al. (2009), los cuales utilizaron la técnica ISSR-PCR para el estudio de poblaciones de 

Schistosoma japonicum, obteniendo un 82,24% de bandas polimórficas entre 

poblaciones de China y Japón. 

En nuestro estudio, todos los valores de Ae fueron inferiores a los de A, lo cual indica 

que las poblaciones estudiadas no habían alcanzado la máxima variabilidad posible 

porque uno de los alelos fue más frecuente que otro en los loci polimórficos. 

La diferenciación interpoblacional (Gst) fue de 0.547, lo que demuestra que un 54,7% 

de la variación genética se debe a diferencias entre poblaciones frente al 45,3% debido a 

diferencias entre los individuos de cada población. Este resultado indica un alto nivel de 

estructuración genética, que también se refleja en los valores de las distancias genéticas 

de Nei, que van desde 0,091 hasta 0,337. El aislado de Cáceres fue la principal 

contribuyente al alto valor de diferenciación de la población, ya que cuando se llevó a 

cabo el análisis con exclusión de esta población, el valor Gst se redujo a 0.308. Estos 

resultados contrastan con los de Vázquez-Prieto et al. (2011), quienes estudiaron tres 

poblaciones de vacuno españolas utilizando aloenzimas como marcadores y 

describieron un nivel de diferenciación poblacional de 0.006 y unas distancias de Nei 

entre 0.003 y 0.010. Esto podría ser debido a que estas poblaciones procedían de la 

misma región geográfica, dando lugar a una baja diferencación interpoblacional. 

Morozova et al. (2002) obtuvieron valores de diferenciación poblacional de 0.078, 
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utilizando marcadores RAPDs pero las muestras también procedían de una misma 

región ucraniana. 

En otro estudio de Vilas et al. (2012), las distancias de Nei y el valor Gst fueron de 

0.023-0.094 y 0.087 para vacuno y de 0.033-0.156 y 0.170 para ovino, respectivamente, 

sugiriendo que en ovejas existía una mayor variación estructural a nivel 

infrapoblacional. Sin embargo, estas distancias en nuestro estudio fueron menores en 

ovejas (0.091-0.230) que en las muestras procedentes de ganado bovino (0.150-0.337), 

lo que indica que las poblaciones de ovino presentaban una estructuración menor. El 

motivo de no emplear el Gst para compararlas, ha sido debido a que no se conocía si los 

parásitos procedían de uno o varios individuos.  

Haciendo referencia al valor de diversidad genética (H) en el estudio de Vilas et al. 

(2012), éste fue de 0.411 y 0.360 en vacuno y ovino, respectivamente, mientras que en 

el nuestro, osciló entre 0,109 y 0.177, excluyendo el aislado procedente de Cáceres. 

Esto se puede atribuir al hecho de que los marcadores analizados en el estudio de estos 

autores (loci isoenzimáticos y microsatélites) no se pueden considerar como una 

muestra aleatoria de loci: en primer lugar, los loci isoenzimáticos elegidos son 

conocidos como polimórficos en sus poblaciones, y en segundo lugar, los microsatélites 

empleados son altamente polimórficos, detectando muchos alelos por locus. Sin 

embargo, la ISSR-PCR detecta dos alelos en función de la presencia o ausencia de 

banda, y se tienen en cuenta todos los loci, ya sean o no polimórficos. 

Debido al número limitado de aislados que hemos estudiado en la presente Tesis 

Doctoral, sería muy interesante continuar los estudios con un número mayor de 

poblaciones, con diferente localización geográfica para poder conocer con más detalle 

algunos aspectos de la genética de F. hepatica. La ISSR-PCR nosha proporcionado un 
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gran número de marcadores polimórficos y mostró que la diversidad genética en las 

cepas estudiadas de F. hepatica está estructurada, encontrándose la variabilidad 

intrapoblacional al mismo nivel que la diferenciación interpoblacional. Por lo tanto, esta 

técnica podría ayudar para diferenciar genéticamente variaciones entre cepas de F. 

hepatica, por ejemplo susceptibles o resistentes a determinados fármacos 

antihelmínticos. 

El control de la fasciolosis se basa en una serie de actuaciones donde el primer aspecto 

clave a tener en cuenta es el diagnóstico temprano y certero de la enfermedad. Para ello 

actualmente contamos con métodos in vivo e in vitro con diferente especificidad y 

sensibilidad. Entre éstos, el más convencional aunque también el más utilizado, es la 

identificación de huevos en heces mediante sedimentación, aunque solamente presenta 

una sensibilidad del 30% (Happich y Boray, 1969). Entre los métodos inmunológicos se 

encuentra el ELISA sándwich para la identificación de antígenos en heces y/osuero 

(Moustafa et al., 1998) y el ELISA indirecto para la detección de anticuerpos en suero 

(Almazán et al., 2001). Actualmente nuestro grupo de trabajo ha desarrollado una PCR 

que permite la detección del ADN del parásito a partir de muestras de heces (Martínez-

Pérez et al., 2012). El estudio comparado de todos estos métodos, y su aplicación bajo 

condiciones de campo, ha sido el objetivo del trabajo titulado: “The diagnosis of 

fasciolosis in feces of sheep by means of a PCR and its application in the detection 

of anthelmintic resistance in sheep flocks naturally infected”, que constituye uno de 

los recopilados en esta Tesis Doctoral. 

A diferencia de la PCR descrita por Martínez-Pérez et al. (2012) que amplifica regiones 

del ADN mitocondrial de F. hepatica, en el presente trabajo se puso a punto una PCR 

que permitiera la detección de F. hepatica en heces a partir de unos primers que 
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amplifican el gen que codifica para el espaciador transcrito interno 2 (ITS2) del ADN 

ribosomal. El diagnóstico coprológico mediante técnicas moleculares se ha abordado en 

diversas ocasiones y en diferentes modelos parásito/hospedador. Por ejemplo, Dinkel et 

al. (1998), confirmaron una elevada sensibilidad del coprodiagnóstico por PCR en 

zorros infectados con Echinococcus multilocularis. En el actual trabajo la especificidad 

de la técnica se confirmó analizando heces de animales infectados por F. hepatica, 

animales no infectados y observándose que no existían reacciones cruzadas con heces 

de ovejas infectadas por nematodos gastrointestinales, helmintos también presentes en 

ovejas en pastoreo. Para determinar la sensibilidad de la técnica se infectaron 

experimentalmente ovejas con 200 metacercarias de F. hepatica pudiéndose detectar la 

infección desde la segunda semana p.i. en adelante. Estos resultados concuerdan con los 

de Martínez-Pérez et al. (2012), quienes también diagnosticaron la infección en la 

segunda semana p.i. pero mediante una PCR anidada en heces y amplificando una 

región del ADN mitocondrial; sin embargo, esta PCR requiere un mayor tiempo de 

realización que la descrita en la presente Tesis Doctoral. Una vez puesta a punto la 

técnica, la PCR se utilizó para la detección de resistencias a fasciolicidas en dos rebaños 

de ganado ovino infectados de forma natural y procedentes de las provincias de León y 

Palencia. Para ello, se llevó a cabo de forma simultánea el ensayo de reducción de 

huevos en heces (FECRT), la reducción del nivel de coproantígeno en las heces y la 

reducción de animales positivos mediante PCR en heces tras la administración de tres 

antihelmínticos; albendazol, clorsulón y triclabendazol. En todos los animales se 

confirmó la infección el día cero del estudio, día en que se trataton, mediante un 

recuento fecal de huevos, por coproantígeno y tras realizar la PCR en heces. 

Posteriormente, se analizó la eficacia de los tres tratamientos mediante la utilización de 

estas tres técnicas los días 7, 15 y 30 post tratamiento (p.t.). 
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 De los tres fármacos, sólo el triclabendazol es eficaz frente a las formas maduras e 

inmaduras del parásito (Boray et al., 1983), mientras que el albendazol y clorsulón sólo 

eliminan las formas maduras (McKellar y Scott, 1990; Geurden et al., 2012) aunque 

tienen una cierta eficacia frente a las inmaduras (Fairweather y Boray, 1999a). En 

nuestro estudio, en ambos rebaños se confirmó la resistencia al albendazol y clorsulón 

en las formas maduras en el día 7 p.t. con porcentajes de reducción del 50,1% y74,9%, 

para ambos fármacos respectivamente en el rebaño de Palencia y del 66,6% y 88,8% en 

el de León. Los huevos presentes los días 15 y 30 p.t. procedían de las fasciolas adultas 

resistentes y de las inmaduras que habían alcanzado la fase de madurez en ese 

momento. Respecto al triclabendazol, en la explotación de Palencia se confirmó la 

susceptibilidad tanto de las formas maduras como inmaduras y en la de León, la 

resistencia de las formas maduras en el día 7 p.t. con un porcentaje de reducción del 

86,6%. Para comparar los resultados del FECRT con la reducción de animales positivos 

mediante el diagnóstico por PCR en heces, se calculó el número de animales positivos 

cada día de muestreo mediante la detección de huevos en heces y por PCR. De esta 

forma se comprobó que el número de animales que seguían infectados tras el 

tratamiento fue mayor por PCR, por lo que se considera una técnica más sensible para el 

diagnóstico de la infección. Tal es así, que en el rebaño de Palencia el % de animales 

positivos tras la administración del albendazol el día 30 p.t. fue del 42,9% tras observar 

la presencia de huevos en heces, y del 85,7% por PCR.  

Con objeto de confirmar los resultados del FECRT y de la reducción de animales 

positivos mediante el diagnóstico por PCR en heces, se llevó a cabo un ELISA 

sándwich en la explotación de Palencia para la detección del coproantígeno en heces 

cada uno de los días del estudio. De esta forma se llevó a cabo el test de reducción de 

coproantígeno (CRT).  Según Valero et al. (2009), la detección del coproantígeno es 
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posible incluso entre 4 y 5 semanas antes que la detección de huevos en el caso de F. 

hepatica y dos semanas antes en F.gigantica. Flanagan et al. (2011) estiman que un 

tratamiento es eficaz cuando no se detecta el coproantígeno el día 14 p.t., es decir, a las 

dos semanas p.t. En nuestro estudio se compararon los porcentajes de animales positivos 

mediante la PCR y el CRT, observándose el mismo porcentaje de animales positivos en 

cada día del muestreo al administrar clorsulón (42,9%). Respecto al albendazol, los 

porcentajes también fueron los mismos (100% en el día 7 p.t. y 85,7% en el día 15 p.t.), 

excepto en el día 30 p.t., donde por PCR fue del 85,7% y por ELISA sándwich del 

71,4%. Tras la administración de triclabendazol, los porcentajes de animales positivos 

los días 7 y 15 p.t. fueron superiores mediante PCR (62,5% y 12,5%, respectivamente) 

que utilizando el ELISA sándwich (12,5% y 0%), habiendo un 0% el día 30 p.t. 

utilizando ambas técnicas. Sin embargo, a diferencia de nuestros resultados, Lahmar et 

al. (2007) obtuvieron una sensibilidad del 82,8% por ELISA sándwich respecto a un 

25,9% mediante una PCR en heces para la detección de E. granulosus en perros. En ese 

trabajo detectaron el ADN del parásito a los 21 días p.i., antes de la excreción fecal de 

huevos y para ello, amplificaron el gen que codifica para la enzima Hae III de 

Haemophilus aegyptius. 

Flanagan et al. (2011), también compararon los niveles de resistencia en ovinos 

infectados experimentalmente mediante el FECRT y CRT en cuatro cepas diferentes de 

F. hepatica y obtuvieron resultados similares con ambas técnicas. En nuestro estudio, 

observamos que en el día 7 p.t. en el grupo del triclabendazol hubo un animal positivo 

mediante coprología (sedimentación) pero no por ELISA. Este resultado podría tratarse 

de un falso positivo debido a la presencia de huevos en la vesícula biliar varios días 

después de la administración de un tratamiento eficaz (Flanagan et al., 2011), hecho 

también observado por Novolbilský et al. (2012), quienes detectaron un número mayor 
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de animales positivos por sedimentación que utilizando un kit comercial para detectar el 

coproantígeno en heces. 

Con la finalidad de detectar de forma más sencilla y temprana la presencia de la 

resistencia antihelmíntica en cepas de F. hepatica, otro de los objetivos de la presente 

Tesis Doctoral fue el desarrollo de métodos in vitro y en concreto de un ensayo de 

eclosión de huevo (egg hatch assay, EHA), técnica empleada inicialmente para la 

detección de resistencias a los bencimidazoles en cepas de nematodos gastrointestinales 

(Coles et al., 2006). El EHA se basa en la capacidad de los huevos de cepas resistentes 

de embrionar y eclosionar en concentraciones más altas de antihelmíntico que las de una 

cepa susceptible (Whitlock et al., 1980). Algunos autores como Álvarez et al. (2009) y 

Fairweather et al. (2012) han realizado estudios preliminares con cepas susceptibles y 

resistentes de F. hepatica utilizando para ello huevos procedentes de la vesicula biliar 

de animales infectados. En la presente Tesis Doctoral, incluimos los resultados de un 

EHA llevado a cabo con huevos de diferentes cepas de F. hepatica para evaluar su 

resistencia al albendazol, en el trabajo publicado con el título: “Development of an egg 

hatch assay for the detection of anthelmintic resistance to albendazol in Fasciola 

hepatica isolated from sheep”. 

En este estudio, se emplearon dos cepas de F. hepatica: una susceptible procedente del 

Reino Unido, y otra de campo (infección natural) resistente al albendazol, procedente de 

ovinos de la provincia de Palencia (España). Para llevar a cabo los EHAs se aislaron 

huevos procedentes de las heces y se utilizaron concentraciones de fármaco en un rango 

de 0.0002 a 2 µg/ml, siendo en este trabajo la primera vez que se utilizan huevos 

procedentes de heces para el desarrollo de la técnica. En la cepa susceptible, los 

porcentajes de eclosión y de desarrollo de los huevos disminuían a medida que se 
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aumentaba la concentración de fármaco, oscilando entre un 8-29% para la eclosión y un 

21-70% para el desarrollo embrionario, confirmando de esta forma el efecto del 

albendazol. Sin embargo, en la cepa resistente al fármaco, los valores del porcentaje de 

eclosión de huevos oscilaron entre un 44-53% y los de desarrollo entre un 69-75%, 

porcentajes similares para cada cepa independientemente de la concentración empleada. 

Álvarez et al. (2009), confirmaron el efecto ovicida del albendazol en huevos 

procedentes de bilis en una cepa susceptible de F.hepatica, obteniendo porcentajes de 

eclosión muy bajos y próximos a los nuestros (3,7-13,2%), aunque en ese caso las 

concentraciones probadas fueron entre 0.0135 y 1.35 µg/ml. Canevari et al. (2013), 

obtuvieron porcentajes de eclosión entre un 13 y 28% en cepas susceptibles, utilizando 

una concentración de 0.0135 µg/ml y con huevos procedentes de bilis; sin embargo, al 

utilizar huevos procedentes de cepas con sospecha de resistencia, el porcentaje se 

incrementó hasta un 75-90% utilizando la misma concentración de fármaco. 

Por otra parte, la detección de la resistencia al albendazol también se realizó mediante 

un EHA con huevos recogidos en heces los días 7 y 15 p.t. tras la administración de este 

fármaco en un rebaño con sospecha previa de resistencia. Hay que tener en cuenta que 

el albendazol solamente es eficaz frente a fasciolas adultas, de más de 12 semanas 

(McKellar & Scott, 1990), por lo que los huevos recuperados el día 7 p.t. procedían de 

las formas maduras resistentes al tratamiento, y los del día 15 p.t. de nuevo de éstas pero 

también de formas inmaduras que habían alcanzado la madurez en ese momento. En el 

caso de los huevos procedentes de las formas inmaduras, éstas se considerarían fasciolas 

con un menor grado de resistencia, pues no habían sido expuestas al tratamiento 

antihelmíntico. Tal es así que el día 7 p.t. no se encontraron diferencias entre las 

concentraciones de fármaco probadas en el porcentaje de eclosión ni de desarrollo de 

los huevos, que variaron entre un 16-39% y un 52-80%, respectivamente. Los resultados 
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de los porcentajes de eclosión y desarrollo encontrados en el día 15 p.t. con la 

concentración máxima (2 µg/ml), fueron del 0 y 5% respectivamente, 

significativamentre menores que para el resto de concentraciones (0,0002 a 0,2 µg/ml). 

Es por ello que el día 15 p.t. se considera que tiene un perfil con una mayor 

susceptibilidad que el descrito para el día 7 p.t., ya que en ese momento coinciden dos 

generaciones de F. hepatica con diferentes grados de resistencia. 

Continuando con el mismo objetivo del anterior trabajo, nos planteamos el desarrollo de 

otra técnica in vitro pero en este caso para la detección temprana de la RA al 

triclabendazol en cepas de F. hepatica y utilizando de nuevo el EHA. Los resultados 

están recogidos en la publicación, cuyo título es: “Screening of anthelmintic 

resistance to triclabendazole in Fasciola hepatica isolates from sheep by means of 

an egg hatch assay”. 

Para ello, se emplearon tres cepas de F. hepatica con diferente grado de resistencia a 

triclabendazol. Una procedente de Reino Unido (ST) y cuya susceptibilidad fue 

confirmada en un ensayo anterior por Martínez-Valladares et al. (2010a), otra resistente 

(RT) procedente de León (España) y caracterizada por Álvarez-Sánchez et al. (2006) y 

finalmente, una cepa de campo susceptible (FST) procedente de un rebaño de ovejas 

infectadas de forma natural de la provincia de Palencia (España), cuya susceptibilidad 

fue confirmada con anterioridad por Robles-Pérez et al. (2013).  

El primer objetivo del estudio fue determinar la capacidad ovicida de una formulación 

comercial de triclabendazol mediante un EHA utilizando para ello huevos procedentes 

de vesícula biliar de las cepas ST y RT. Anteriormente al presente trabajo, Álvarez et al. 

(2009) habían probado una formulacion de triclabendazol en huevos recogidos de la 

vesícula biliar de una cepa susceptible y encontraron porcentajes de eclosión que 
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oscilaron entre el 45-80%, con concentraciones de fármaco entre 2 y 7 µg/ml. Ya que 

estos autores no confirmaron ningún efecto ovicida, en nuestro estudio establecimos un 

rango de concentraciones mayor, entre 0,05 y 25 µg/ml. En el caso de ST, los 

porcentajes disminuyeron a medida que se aumentaba la concentración de fármaco, 

oscilando los mismos entre 43-53%. Se confirmaron diferencias significativas (p<0,05) 

en el porcentaje de eclosión entre el control (63%) y las dos concentraciones más altas, 

5 µg/ml (43%) y 25 µg/ml (45%), sugiriendo por tanto el efecto ovicida del 

triclabendazol sobre la cepa susceptible. En el caso de RT, los porcentajes de eclosión 

fueron similares, sin apenas variación, entre un 19-21% y no se observaron diferencias 

significativas con el control (22%). Recientemente Fairweather et al. (2012) utilizaron 

huevos de esta misma cepa RT en un EHA y obtuvieron porcentajes de eclosión muy 

bajos, menores al 2%, por lo que la clasificaron como susceptible. La razón de los 

diferentes resultados entre estudios podría ser que estos autores emplearon otro fármaco 

diferente al nuestro, el metabolito sulfóxido de triclabendazol y además a una 

concentración mayor a la nuestra, 60 µg/ml. Debido a que en nuestro estudio los 

porcentajes de eclosión ente las cepas ST y RT fueron tan distintos, se calculó para cada 

cepa un ratio de cada concentración con respecto a su control, confirmándose un mayor 

nivel de eclosión en la cepa resistente que en la susceptible. 

Por otra parte, con la finalidad de evitar el sacrificio de animales para llevar a cabo el 

EHA, se evaluaron los porcentajes de eclosión en cepas susceptibles a partir de huevos 

recuperados de las heces de animales infectados. Para ello se utilizaron las cepas 

susceptibles ST y FST, ésta última procedente de animales infectados de forma natural. 

En la cepa ST, los valores oscilaron entre un 17-23% y se observaron diferencias 

significativas entre el control (26%) y la concentración más alta empleada de 25 µg/ml 

(17%) (p<0,05). Para confirmar estos resultados, se realizó el EHA utilizando huevos 
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procedentes de la cepa de campo FST, obteniéndose porcentajes de eclosión similares a 

los de ST, entre el 19 y 29%, aunque en este caso no se observaron diferencias 

significativas entre las distintas concentraciones y el control (33%). Al comparar los 

resultados de la cepa ST tras realizar el ensayo con huevos procedentes de bilis y heces, 

el número de los mismos que eclosionaron en los pocillos control fue menor al aislarlos 

de las heces (26%) que de la bilis (63%). La causa de estas diferencias es probablemente 

debido a la presencia de detritus o impurezas en los huevos recogidos de las heces, de 

tal forma que interfieren en la disponibilidad del fármaco para que tenga lugar su 

mecanismo de acción en los huevos. En el trabajo anterior de la presente Tesis Doctoral,  

Robles-Pérez et al. (2014), para detectar la resistencia al albendazol a partir de huevos 

de F. hepatica recuperados de las heces, los porcentajes de eclosión en los pocillos 

control fueron del 33% utilizando huevos de la cepa susceptible, y del 49% al 71% en el 

caso de la cepa resistente. Debido a esta gran variabilidad en los porcentajes de eclosión 

utilizando huevos de heces, será necesario desarrollar un método para estandarizar la 

manera de recuperar los huevos, antes de poder comparar resultados entre las cepas 

sensibles y resistentes. 
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I. “Analysis of genetic variability of Fasciola hepatica populations from 

different geographical locations by ISSR-PCR”. 

Según nuestro conocimiento, tras utilizar por primera vez la técnica de la ISSR-

PCR para conocer la diversidad genética en poblaciones de F. hepatica de 

España, Reino Unido, Irlanda y México, hemos podido concluir que: 

a) La diversidad genética está estructurada de tal forma que la variabilidad 

intrapoblacional se encuentra al mismo nivel que la diferenciación 

interpoblacional.  

b) Todas las poblaciones están agrupadas excepto una española procedente 

de Cáceres. En el resto, se han observado pequeñas distancias génicas 

entre poblaciones del Reino Unido e Irlanda, por un lado, y las restantes 

poblaciones españolas y la de México, por otro. 

 

II. “The diagnosis of fasciolosis in faeces of sheep by means of a PCR and its 

application in the detection of anthelmintic resistance in sheep flocks 

naturally infected”. 

a) En condiciones experimentales, es posible detectar la fasciolosis a partir 

de la segunda semana post infección mediante PCR amplificando un 

fragmento de la subunidad ITS2.  De la misma manera, hemos podido 

detectar resistencia o suceptibilidad a determinados antihelmínticos en 

animales infectados de forma natural. 

b) En infecciones naturales, el porcentaje de animales positivos que se 

detecta mediante PCR es superior que el ensayo de reducción de huevos 

en heces.  
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c) Para detectar resistencia a los antihelmínticos, la PCR es más sensible 

que el ensayo de reducción de coproantígeno en animales infectados de 

forma natural, ya que detecta un mayor porcentaje de animales positivos. 

III. “Development of an egg hatch assay for the detection of anthelmintic 

resistance to albendazol in Fasciola hepatica isolated from sheep”. 

a) El ensayo de eclosión de huevos a concentraciones entre 0,2 ng/ml y 2 

µg/ml ha resultado ser una técnica adecuada para identificar cepas de  

Fasciola hepatica resistentes y susceptibles al albendazol, aunque es 

necesario realizar estudios con un número mayor de cepas para confirmar 

estos resultados. 

IV. “Screening anthelmintic resistance to triclabendazole in Fasciola hepatica 

isolated from sheep by means of an egg hatch assay”. 

a) A partir de una concentración de 5 µg/ml de triclabendazol, hemos 

confirmado la acción ovicida de este antihelmíntico en huevos 

obtenidos de la vesícula biliar y se ha comprobado que la eclosión es 

mayor en cepas resistentes que en las susceptibles. 

b) En los huevos de cepas susceptibles de Fasciola hepatica aislados 

por primera vez  de las heces para un ensayo de eclosión de huevos, 

la técnica no permite concluir que haya diferencias.  
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