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RESUMEN

Introduccidn: La fascioliasis es un parasitismo producido por dos trematodos del género
Fasciola, Fasciola hepatica y Fasciola gigantica. Este parasitismo tiene una especial relevancia
en paises como Asia, Africa y América del Sur, sin embargo, se han notificado casos en todos los
continentes. Objetivos: Revisidon del tratamiento del parasitismo y comparacién entre los
distintos métodos diagndsticos. Metodologia: Se ha recurrido a diversas fuentes de informacién
como libros, tesis doctorales, bases de datos, revistas y recursos electronicos. Resultados y
discusidn: Triclabendazol es el tratamiento de eleccidn del parasitismo, aunque debido a su uso
masivo se ha notificado la aparicién de resistencia. Por ello, en la actualidad se estan buscando
alternativas terapéuticas, como son Closantel y Oxiclozanida entre otros. En el diagndstico
contamos con métodos parasitoldgicos, inmunoldgicos y genético-moleculares. Los métodos
parasitolégicos resultan muy simples y baratos; no obstante, son laboriosos y su sensibilidad es
especialmente baja, lo que obliga a tener que repetir numerosas veces las pruebas para poder
obtener resultados fiables. Los métodos inmunoldgicos se basan en el uso de la técnica de
Enzimoinmunoandlisis de Adsorcidn (ELISA) y estos suponen un aumento de la sensibilidad
respecto a los anteriores. Existen dos tipos: ELISA para la deteccidon de anticuerpos, que se
considera la técnica mds sensible, y ELISA para la deteccidon de antigenos, que se consideran
técnicas muy especificas. Los métodos genético-moleculares son los mas recientes. Hay que
destacar principalmente dos técnicas: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) vy
Amplificacién Isotérmica Mediada por Bucle (LAMP). Ambas son técnicas de amplificacion de
material genético y presentan buenos resultados de sensibilidad, aunque, como en el caso de
los métodos inmunoldgicos, presentan el inconveniente de la necesidad de laboratorios con
instrumentacién especializada. Conclusiones: A pesar del gran avance en las técnicas de
diagnédstico, muchas zonas endémicas con pocos recursos no pueden acceder a ellas y esto limita

enormemente su capacidad diagndstica.
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1. INTRODUCCION

La fascioliasis, fasciolosis o distomatosis hepatica es un parasitismo producido por dos
trematodos del género Fasciola (familia Fasciolidae), Fasciola hepatica y Fasciola gigantica. A
estas especies se las conoce vulgarmente como duelas hepaticas (Kelly et al., 2019; Sumruayphol
et al., 2020).

Este parasitismo fue considerado hasta el afio 1990 un problema en el campo de la
veterinaria y la ganaderia; pero fue a partir de ese afio cuando, debido al aumento de casos en
humanos y al registro de las primeras zonas endémicas, la fascioliasis humana empezé a cobrar
importancia (Ai et al.,, 2019; Mas-Coma et al., 2018). Recientemente, en el afio 2013 la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha incluido la fascioliasis en la lista de enfermedades
tropicales desatendidas (Mas-Coma et al., 2018). Esta decisidon se tomé teniendo en cuenta
numerosos factores, uno de los mas importantes fue el descubrimiento del gran efecto que el
cambio climatico y los cambios globales (modificaciones antropogénicas del paisaje, viajes e
importacién/exportacién de ganado) ejercen sobre la prevalencia, la intensidad y la
diseminacién de esta patologia (Bargues et al., 2016; Mas-Coma, 2020; Takeuchi-storm et al.,
2018). Esto parece deberse a la estrecha relacién entre las caracteristicas climaticas y los
estadios larvales de Fasciola y los caracoles de la familia Lymnaeidae, que ejercen como vectores
en el parasitismo (Bargues et al., 2017).

En la actualidad, se estima que hay cerca de 17 millones de personas infectadas a nivel
mundial y otros 180 millones de personas se encuentran en riesgo de ser infectadas
(Khademvatan et al., 2019). En la ganaderia, nos encontramos con que mas de 600 millones de
animales se infectan anualmente (Gao et al., 2020; George et al., 2017; Martinez-Pérez et al.,
2012; Uruburu Gémez et al., 2013), suponiendo una pérdida a la industria ganadera de mas de

3 billones de ddlares al afio (Duthaler et al., 2010; Elliott et al., 2015; George et al., 2017).

1.1. Morfologia

Los parasitos causantes de esta enfermedad son helmintos. Concretamente estos
pardsitos pertenecen al phylum Plathelmintes, y dentro de este grupo subclase Digenea, orden
Echinostomida, familia fasciolidae (Wikipedia). Los digénidos presentan una serie de

caracteristicas morfoldgicas generales (Cortés Carbonell and Fried, 2019):
Son parasitos planos y no segmentados.

Presentan dos 6rganos de fijacion denominados ventosas.



+ Todos son hermafroditas (a excepcién de Schistosoma sp.), es decir, en el parasito

encontramos aparato reproductor masculino y femenino

Los adultos presentan una forma de
hoja muy caracteristica, con una proyeccion
cOnica en la parte anterior denominada cono
cefdlico. F. hepatica (Fig. 1 y 3) es mas
pequefia y ancha (29 mm x 14,1 mm);
mientras que F. gigantica (Fig. 2) tiene una
forma mds alargada y estrecha (52,3 mm x
11,8 mm). Presentan dos ventosas: la ventosa
oral, que se encuentra localizada en el cono

cefdlico, y la ventosa ventral, que se localiza

Figuras 1y 2. Corte transversal de F. hepdtica (izq.)
y F. gigantica (der.) (Mas-Coma et al., 2019)

en la base del cono cefélico. El intestino se encuentra profundamente ramificado y se bifurca en

la parte anterior del cuerpo, dando lugar a dos ramas principales llenas de ramificaciones. En el

caso de F. gigantica las ramificaciones son mucho mds numerosas. Presentan dos testiculos,

también ramificados, localizados en la parte media del cuerpo, y una bolsa del cirro grande, que

contiene un cirro protusible espinoso. El ovario, igualmente ramificado, en F. gigantica mucho

mas ramificado que en F. hepatica, se localiza por encima de los testiculos, en la parte derecha

del cuerpo. El Utero es corto y estd localizado en la zona entre el ovario y la bifurcacién del

intestino (Mas-Coma et al., 2019).

En algunos paises hay especies hibridas de F. hepaticay F. gigantica que presentan unas

caracteristicas morfolégicas difusas, que encajan con ambas especies, lo que impide su

identificacion dentro de una especie concreta (Ai et al., 2011; Sumruayphol et al., 2020).
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Figura 3. Corte transversal de F. hepdtica con las partes caracteristicas de su

morfologia (Garcia mds et al., 2008)



En cuanto a los huevos (Fig. 4 y 5), en ambas especies son iguales, simplemente varian
en el tamafio, ya que el huevo de F. gigantica (129,6 —204,5 um x 61,6 — 120 um) es ligeramente
mas grande que el de F. hepdtica (73,8 —162,2 um x 58,1 — 104,6 um). Son ovoides, amarillentos,
presentan un pequefio opérculo en la parte superior y en la parte inferior, una especie de
engrosamiento; estos dos detalles los hace muy caracteristicos. En el momento de la
ovoposicién, son liberados sin embrionar y maduran una vez que son liberados al exterior

(Mathison and Pritt, 2018; Mas-Coma et al., 2019).

Figuras 4y 5. Huevos de Fasciola, a la izquierda (Lance Wheeler, 2018) a la derecha (Bioimagen)

Por ultimo, sefialar algunas caracteristicas morfolégicas de los estadios larvarios de Fasciola. La
primera fase larvaria es el miracidio (Fig. 6), que se caracteriza principalmente por su cubierta
ciliada. La segunda fase larvaria es el esporocisto, que esta conformado por una masa de células
germinales, alargada y estrecha. La tercera fase, la redia (Fig. 7), es morfolégicamente parecida
al esporocisto, pero mas corta y ancha. La cuarta fase es la cercaria (Fig. 8), su morfologia es
muy caracteristica ya que presenta cola y una “cabeza” ovalada. Por ultimo, la quinta fase seria
la metacercaria (Fig. 9), que presenta una forma redondeada y una cubierta con tres estratos

(Moazeni and Ahmadi, 2016; Pose, 2012).

Figuras 6 y 7. A la izquierda corte transversal del miracidio (Bioimagen); a la derecha corte
transversal de la redia (Bioimagen)
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Figuras 8 y 9. A la izquierda corte transversal de la cercaria (Bioimagen); a la derecha
corte transversal de la metacercaria (Lance Wheeler, 2018)

1.2.  Ciclo biolégico
El ciclo bioldgico es similar para ambas especies (Fig. 10).

Los adultos de Fasciola se localizan a nivel de los conductos y la vesicula biliares de
animales herbivoros, donde comienzan a eliminar huevos. Estos huevos, sin embrionar, son
liberados al exterior a través de las heces y, una vez en el exterior, solo podrdn ser viables si
llegan a un medio acuatico. Una vez alli, si las condiciones son favorables, el miracidio se
desarrollara en su interior en un plazo de 9-21 dias. Posteriormente el huevo eclosiona, se abre
el opérculo y se libera el miracidio, que nada, gracias a su superficie ciliada, hasta entrar en
contacto con el hospedador intermediario que actia como vector, el caracol de la familia
Lymnaeidae. Una vez que el miracidio entra en contacto con el caracol, penetra en su interior y
se desprende de la cubierta ciliada que lo caracteriza, dando lugar a otro estadio denominado
esporocisto. El esporocisto, en el interior del caracol, evoluciona a otro estadio denominado

redia, que posteriormente dara lugar a las cercarias (Bonilla-Quintero, 2016; Mas-Coma et al.,

2019; Pose, 2012).

Las cercarias seran las que abandonaran el cuerpo del hospedador intermediario y
volveran de nuevo al medio acuatico; la cola que poseen les sirve para nadar durante un corto
periodo de tiempo (1h) hasta entrar en contacto con una superficie sélida, generalmente plantas
acudticas o semiacuaticas. En el momento en que se produce ese contacto, las cercarias pierden
su cola y se enquistan dando lugar a otro estadio, metacercaria. La metacercaria constituye la
fase infectante para los hospedadores definitivos. Cuando este hospedador definitivo, bien
mamiferos rumiantes o bien el ser humano, consumen las plantas acuaticas infestadas con
metacercarias, estas atraviesan todo el sistema gastrointestinal hasta llegar al intestino. En el
intestino se produce el desenquistamiento 1 hora después de la ingestidn, y se obtiene un adulto

joven que se conoce como adolescaria. Estas adolescarias atravesaran la pared intestinal vy,



finalmente, llegaran al higado unos 6 dias después del desenquistamiento. Una vez dentro del
higado migran por el tejido hepatico alimentandose de él, hasta que penetran en los conductos
biliares y maduran dando lugar a los adultos (Bonilla-Quintero, 2016; Mas-Coma et al., 2019;

Pose, 2012).
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Figura 10. Ciclo bioldgico de Fasciola (Traduccion propia del original de la pdgina del CDC)

En humanos se ha visto que el periodo que tardan en adquirir la madurez sexual es de
entre 3 y 4 meses en el caso de F. hepatica; para F. gigantica el periodo de tiempo necesario

seria de 1 0 2 semanas mas (Mas-Coma et al., 2018).

1.3. Vectores

Este parasitismo se transmite por medio de especies de caracoles de la familia
Lymnaeidae. Gracias a la relacién tan especifica existente entre el caracol y el parasito, estos
pueden ser utilizados como biomarcadores de la enfermedad (Bargues et al., 2016).

F. hepatica se transmite principalmente a través de caracoles del género Galba,
especialmente la especie Galba truncatula; sin embargo, F. gigantica se transmite a través de
especies del género Radix, principalmente la especie Radix natalensis (Bargues et al., 2016;
Mas-Coma et al., 2019). Esto supone una explicacion al hecho de que F. hepatica posea una

distribucién global y F. gigantica Gnicamente se encuentre en Africa y Asia (Bargues et al.,



2016). También hay otras especies que, en
circunstancias excepcionales, pueden actuar como
vectores para ambas especies, como es el caso de
Pseudosuccinea columella con distribucién mundial
(Bargues et al., 2016); Lymnaea neotropica que se

encuentra en zonas altas peruanas y en Argentina;

Lymnaea Viato, en Argentina y Uruguay (Bargues
a. Galba truncatula y b. Radix natalensis

etal., 2017). (Mas-Coma et al., 2019)

Estos caracoles suelen encontrarse en
zonas humedas; y aqui podemos incluir habitats artificiales, como los que se crean mediante el
uso de determinadas técnicas de riego en la agricultura (Elliott et al., 2015; Kelley et al., 2020).
Son capaces de resistir tanto a la sequia como al frio, debido a su capacidad para estar
enterrados en el barro durante largos periodos, hasta el momento en el que las condiciones

vuelvan a ser mas favorables (Beesley et al., 2018).

1.4. Patologia y manifestaciones clinicas
La enfermedad consta de cuatro fases clinicas (Ai et al., 2019):

++ Fase de incubacién. Comienza en el momento en que el individuo ingiere el estadio de

“metacercaria” y termina cuando aparecen los primeros sintomas. En humanos esta fase no

parece estar muy bien definida, puede durar entre varios dias y varios meses (Ai et al., 2019).

7
0.0

Fase invasiva o aguda. En esta fase tiene lugar la migracién de Fasciola desde el intestino a

los conductos biliares. Durante esta fase se pueden observar sintomas como fiebre, dolor

abdominal, sintomas gastrointestinales, urticaria, prurito y eosinofilia (Perrodin et al., 2019).

7
0.0

Fase latente. Los parasitos maduran hasta convertirse en adultos y comienzan el proceso de
ovoposicion. Durante esta fase, los parasitos van desplazandose por el higado, lo que
supone un dafio al tejido, que puede verse reflejado en un aumento de las enzimas hepaticas
(Perrodin et al., 2019). Es una fase larga cuya duraciéon tampoco esta bien definida, puede
durar entre varios meses y varios afios. Normalmente es una fase asintomatica; aunque, si
el paciente presenta una alta carga infectiva, pueden presentar una marcada eosinofilia o

puede aquejarse de molestias gastrointestinales (Perrodin et al., 2019).

10



+»+ Fase biliar, crénica u obstructiva. Durante esta fase los parasitos producen el engrosamiento

y la dilatacién de los conductos biliares, dando lugar a la aparicidon de cdlicos biliares y
colangitis (Guerrero-Espejo and Bernad-Anso, 2019), ademas de sintomas como fuerte dolor
abdominal, pérdida de peso y fatiga (Perrodin et al., 2019). Esta fase puede llegar a durar

hasta 13,5 afios en humanos (Mas-Coma, 2020).

Las complicaciones mas graves que derivan de esta patologia son las afecciones
neuroldgicas y oftalmicas, ya que estan asociadas a secuelas permanentes e incluso la muerte
(Mas-Coma et al., 2018). Estas complicaciones predominan en los paises desarrollados, como
Espafia, que resulta ser el segundo pais con mds casos de secuelas neurolégicas asociadas a
fascioliasis. Esto supone un problema afiadido, ya que muchos médicos no son consiguen
relacionar estos problemas neuroldgicos con la fascioliasis (Guerrero-Espejo and Bernad-Anso,
2019; Mas-Coma, 2020).

Por ultimo, también se ha observado en algunos estudios que estos parasitos tienen la
capacidad de modular el sistema inmune del hospedador en fascioliasis crénicas, disminuyendo
la respuesta frente a nuevas infecciones con otros parasitos o bacterias (Beesley et al., 2018;

Charlier et al., 2014; Mas-Coma, 2020).

1.5. Epidemiologia

La principal fuente de infeccidn en este parasitismo es la ingestion de plantas acuaticas
crudas, bien salvajes o cultivadas, principalmente del género Nasturtium sp. (berros); sin
embargo, hay otros géneros que también presentan un papel importante, como son Taraxacum
sp., Valerianella sp. y Mentha sp. El consumo de estas plantas acudaticas se ha incrementado
ultimamente en los paises desarrollados, debido en parte a la creciente necesidad de recurrir a
productos mas naturales, y esto podria ligarse a la aparicién de brotes (Gandhi et al., 2019; Mas-
Coma et al., 2018; Zoghi et al., 2019).

La fascioliasis es un parasitismo de distribucion mundial. Como podemos observar en la
(Fig. 11), F. hepatica presenta una distribucidn mas cosmopolita, pudiendo encontrarse en todos
los continentes; sin embargo, F. gigantica se distribuye principalmente en Africa y Asia, donde
se produce solapamiento entre ambas especies. En estas zonas se ha descrito también la

presencia de especies hibridas (Afshan et al., 2014).

Los continentes donde la prevalencia de este parasitismo es mas significativa son
Africa, Asia y América, mas concretamente América del Sur (Kueakhai et al., 2019; Mehmood

et al., 2017; Zoghi et al., 2019). En general, se ha observado que la prevalencia de la

11



enfermedad es mas alta en los paises en desarrollo, lo que parece estar relacionado con la

falta de conocimiento sobre el parasitismo y su tratamiento (Mehmood et al., 2017).

- F. hepatica *
B F. gigantica

Bl Ambas especies presentes

Figura 11. Distribucion mundial del género Fasciola (Giacaman, 2011)

En Espafia la incidencia de la enfermedad es baja en comparacién con las zonas que he
mencionado anteriormente. La mayoria de los casos se registran en la zona del norte y centro
de la peninsula. En zonas como Ceuta, donde las tasas de inmigracién son elevadas, la mayoria
de los casos que se registran son importados (Guerrero-Espejo and Bernad-Anso, 2019).

Es importante destacar que en ocasiones se subestima el numero total de casos ya que
en muchos paises, como es el caso de Espaia, Unicamente se cuantifican las personas que han
necesitado hospitalizacion, que suele ser un porcentaje menor (Guerrero-Espejo and Bernad-

Anso, 2019).

1.6. Profilaxis
Para evitar laincontrolable expansion de este parasitismo es recomendable llevar a cabo
una serie de medidas:

+ Fomentar el diagndstico y el tratamiento precoz, tanto en animales como en humanos (Ai
etal., 2019; Koéstenberger et al., 2017). También es importante promover el uso responsable
de los antihelminticos con el fin de evitar la aparicién de resistencias (Takeuchi-storm et al.,
2018)

+ Instruir a la poblacién sobre educacidn sanitaria e higiene, especialmente en paises en
desarrollo (Ai et al., 2019).

+  Prestar especial atencion al lavado de los vegetales que se consuman crudos (Ai et al., 2019).

+  Desecar, cercar o evitar las zonas donde se encuentran los caracoles que actian como

vectores (Bonilla-Quintero, 2016; Kostenberger et al., 2017; Takeuchi-storm et al., 2018).

12
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2. OBIETIVOS

En este trabajo se ha querido llevar a cabo una revisidn bibliografica de los aspectos
mas importantes de la Fascioliasis, centrando la atencion especialmente en el diagndstico y
tratamiento de la misma. Asimismo, esta revision recoge informacidn de relevancia para

comprender la situacion actual del parasitismo.

Los objetivos especificos que se persiguen son los siguientes:

+  Revisar la evolucién del tratamiento y la problematica asociada a su uso, poniendo especial

énfasis en la aparicidn de resistencia y las posibles alternativas terapéuticas.

+ Exponery comparar las distintas técnicas de diagndstico con el fin de identificar las

ventajas e inconvenientes asociados a ellas.

14



3. METODOLOGIA

En la busqueda de la informacién necesaria para realizar este trabajo fin de grado se ha
recurrido a diversas fuentes de informacidn, como pueden ser libros, tesis doctorales, bases de

datos, revistas y recursos electrénicos.

Las dos principales bases de datos utilizadas en el trabajo han sido PubMed y Dialnet.
En ambas se han utilizado una serie de filtros para realizar una busqueda mas selectiva: al inicio
se usaron filtros que acotaban la busqueda a 10 afos y texto completo; y posteriormente se

paso a usar el filtro de 5 afios, para obtener la informacién mas actual.

En cuanto a los recursos electrénicos, cabe destacar el uso de numerosos sitios web para
busqueda inicial de informacidn, revistas electrdnicas y el uso de la herramienta Google Scholar.
También ha resultado de mucha utilidad el uso de la herramienta Fama de la Biblioteca de la

Universidad de Sevilla, que permite acceder a un extenso catalogo de recursos electrénicos.

Para la busqueda de informacién se usé un intervalo de tiempo de 10 afios (2010-2020)
e inicialmente se recurrid a una serie de palabras clave basicas, como Fascioliasis, Fasciola
hepatica, Fasciola gigantica y “Liver fluke”. A medida que se avanzaba en el trabajo, se
utilizaron palabras clave secundarias mas especificas como diagnéstico (“diagnosis”),
tratamiento (“treatment”), ELISA, PCR, triclabendazol (“triclabendazole”), profilaxis

(“prophylaxis”), etc.

Para gestionar toda la bibliografia recabada se ha usado el programa Mendeley. Este
programa ha servido tanto para archivar toda la bibliografia encontrada como para la redaccion

de las referencias bibliograficas.

Para la realizacion de las estructuras quimicas de triclabendazol, closantel, oxiclozanida

y clorsuldn se recurrié al programa ChemSketch.

La mayor parte de los recursos utilizados en este trabajo estaban en inglés, por ello, para
facilitar su entendimiento se ha recurrido al sitio web WordReference, que ha facilitado la

traduccion de determinados términos.

15



16



4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Tratamiento

Los farmacos usados para la fascioliasis se dividen principalmente en cuatro grupos

(Ceballos et al., 2017; Pose, 2012):

Benzimidazoles (Albendazol, triclabendazol)
Fenoles halogenados (Niclofolan, nitroxinil)
Salicilanilidas (Closantel, oxiclozanida, rafoxanida)

Sulfonamidas (Clorsulén).

La OMS, la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) y el Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC) coinciden en la recomendacion de triclabendazol (Fig. 12)
como farmaco de eleccién. Recientemente, la FDA (Food and drug administration) aprobd el uso
de triclabendazol en Estados Unidos para el tratamiento de |a fascioliasis humana (Gandhi et al.,
2019; Mas-Coma, 2020). Esta unanimidad en la eleccion de triclabendazol como tratamiento se
debe a la eficacia que este farmaco ha demostrado frente a los estadios adultos y juveniles de
Fasciola, incluso con la administracion 2 dias después del inicio de la infeccién (Bonilla-Quintero,
2016; Ceballos et al., 2017; Elliott et al., 2015; Gandhi et al., 2019; Mas-Coma, 2020; Pose, 2012;
Novobilsky et al., 2012; Novobilsky and Hoéglund, 2015; Robles-Pérez et al., 2013). Por el
contrario, el resto de farmacos comienzan a hacer efecto entre 6-14 semanas tras el inicio de la
infeccidn, cuando los parasitos alcanzan la madurez (Beesley et al., 2018).

La elevada eficacia de triclabendazol ha supuesto su uso o
en masa para el tratamiento del ganado, y esto ha Cléoﬁ: S,CHa
desencadenado la aparicién de resistencia en numerosas al N/>'
regiones, principalmente zonas endémicas (Elliott et al., 2015;  Figura 12. Estructura quimica
Graham-Brown et al., 2019; Kelley et al., 2020; Mehmood et al., de triclabendazol
2017; Perrodin et al., 2019). La resistencia a triclabendazol se notificé por primera vez en
Australia y posteriormente en otros paises como Reino Unido, Irlanda, Paises Bajos, Espafia y
Peru (George et al., 2017). También se han notificado casos de resistencia a triclabendazol en
humanos en zonas donde la resistencia en el ganado es algo frecuente (Gandhi et al., 2019).
Debido a esto, se comenzaron a buscar alternativas terapéuticas de utilidad:
++ Closantel (Fig. 13). Es eficaz a partir de las 6 semanas de infeccidn con una eficacia del 95-

100%. Ha sido probado en varias ocasiones frente a cepas resistentes a triclabendazol con

muy buenos resultados (Novobilsky and Hoglund, 2015).
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Oxiclozanida (Fig. 14). Varios estudios establecieron que este farmaco producia una
reduccion del 99,6% en el recuento de huevos en heces frente a cepas resistentes a

triclabendazol (Elliott et al., 2015).
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Figuras 13 y 14. A la izq. estructura quimica de closantel, a la der. estructura quimica de oxiclazanida
(ChemSketch)

Derivados de artemisinina. Artesunato y artemeter son farmacos antimalaricos que han
sido investigados para el tratamiento de la fascioliasis. Ambos son capaces de actuar sobre
los estadios adultos, reduciendo las cargas parasitarias 91,3% y 91,9% respectivamente, y
artemeter ha demostrado su eficacia incluso frente a una cepa resistente a triclabendazol
(Pose, 2012). En humanos, los ensayos con artemeter no han dado buenos resultados, por
lo que no se considera como alternativa (Pose, 2012).

Compuesto alfa. Es un derivado de triclabendazol y tiene eficacia contra adultos y contra
estadios inmaduros; sin embargo, no ha resultado eficaz frente a parasitos resistentes a
triclabendazol (Pose, 2012).

Combinacidon de clorsuldén (Fig. 15) e ivermectina. Se ha

e . .y . H-N
notificado que esta combinacién es eficaz a la hora de 2 Ng o
Cl —0
eliminar adultos resistentes a triclabendazol; aunque otros C'\l/ QP
. . cl S
estudios solo recogen una reduccién del 73,2% en el NH;
NH,

recuento de huevos en heces (Elliott et al., 2015).

Combinacion de triclabendazol y clorsulén. La  Figura 15. Estructura quimica de
L. L, . clorsulén (ChemSketch)

administracién conjunta de ambos ha presentado efectos

sinérgicos frente a cepas resistentes a triclabendazol (Pose, 2012).

Como se puede observar, hay varias alternativas posibles; no obstante, seguira

surgiendo el problema de la aparicién de resistencia mientras el control del parasitismo siga

basandose Unicamente en el uso de antihelminticos (Bonilla-Quintero, 2016; Pose, 2012). Por

ello, resulta fundamental, no solo la inversién y la incentivacién en la busqueda de nuevos

farmacos (Charlier et al., 2014), sino también la puesta a punto de las medidas profilacticas, el

desarrollo de protocolos de tratamiento estandarizados y el uso de métodos diagndsticos que

permitan detectar la infeccidn y evaluar la efectividad del tratamiento (Pose, 2012).
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4.2. Diagnéstico

Desde el punto de vista de la ganaderia, la fascioliasis presenta un gran impacto en la
productividad: un 9% de pérdida de peso de los animales, una reduccién del 10% en la
produccién de leche, descenso de la fertilidad y aumento de la mortalidad (Charlier et al., 2014;
Graham-Brown et al.,, 2019). En los paises endémicos muchos ganaderos administran
directamente tratamiento a todo el ganado, independientemente de si estdn infectados o no, lo
gue supone una pérdida de tiempo y dinero; ademds puede aumentar la aparicidon de resistencia
al tratamiento. En muchos casos, esto se podria evitar usando un método diagndstico fiable
(Kelley et al., 2020).

En lo referente al diagndstico en humanos, en muchos paises se realiza un mal
diagndstico de la enfermedad por la falta de conocimiento al respecto. Esto puede suponerle al
paciente numerosas intervenciones terapéuticas y diagndsticas innecesarias. Por tanto, seria
conveniente el fomento y desarrollo de un protocolo adecuado de diagndstico que facilite la
identificacion de la enfermedad (Ai et al., 2019; Mas-Coma, 2020; Perrodin et al., 2019).

Las principales técnicas diagndsticas empleadas en la actualidad son las siguientes:

4.2.1. Métodos parasitolégicos

Tradicionalmente el diagndstico de la fascioliasis se ha realizado mediante la deteccion
de huevos en heces (Calvani et al., 2018; Charlier et al., 2014; Dacal and Koster, 2020; Delgado,
2012; Duthaler et al., 2010; Kueakhai et al., 2019; Mathison and Pritt, 2018; Munita et al., 2019);
y este es considerado por muchos el “patron de oro” en el diagndstico de este parasitismo
(Mirzadeh et al., 2018; Husch et al., 2020).

Debido a su simplicidad, las técnicas mas usadas son las de sedimentacién (Arifin et al.,
2016; Calvani et al., 2018; Calvani et al., 2017; Charlier et al., 2014; Duthaler et al., 2010; George
et al., 2017; Graham-Brown et al., 2019; Martinez-Pérez et al., 2012; Robles-Pérez et al., 2013).
Con estas se ha notificado la deteccién del parasitismo entre las semanas 7-10 tras la infeccidon
(Calvani et al., 2018; Martinez-Pérez et al., 2012; Robles-Pérez et al., 2013); aunque también ha
habido casos en los que la deteccidén ha sido mds tardia, entre las semanas 11-16 (Martinez-
Pérez et al., 2012). En lo que respecta a la sensibilidad, esta resulta baja, del 33% en muestras
con baja caga parasitaria (< 10 huevos por gramo de heces) (Calvani et al., 2018). Sin embargo,
se ha observado que esta puede verse incrementada si se aumenta el volumen de muestra o se
realiza el proceso por duplicado, alcanzandose valores de sensibilidad del 66% (Calvani et al.,
2018), llegando incluso a un 90% (Charlier et al., 2014). Sin embargo, la realizacién de las técnicas

por duplicado supone un aumento del tiempo de procesamiento que resulta contraproducente
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en el diagndstico a gran escala (Calvani et al., 2018; Munita et al., 2019). A pesar de esto, estas
técnicas siguen siendo las mds usadas debido a que no requieren de instrumentacién muy
sofisticada (vidrio cdnico, solucion salina, mortero y pistilo), lo que permite que se lleven a cabo
€N zonas con menos recursos y un acceso limitado a la tecnologia (Duthaler et al., 2010). Algunas
de las mas usadas son el método de sedimentacidén etil-acetato-formalina o formalina-
etilacetato, la técnica de sedimentacién espontanea en tubo (TSET), la técnica de sedimentacion
rapida o técnica de lumbreras (TSR) y la técnica de Dennis.

También se usan con cierta frecuencia las técnicas de flotacion (Calvani et al., 2018;
Charlier et al., 2014; George et al., 2017). Recientemente ha surgido el método FLOTAC Yy se ha
notificado que un Unico FLOTAC presenta una sensibilidad del 92,6%, frente a |la obtenida tras el
procesamiento de ocho portaobjetos de sedimentacidn, con los que se obtuvo una sensibilidad
del 85,2%; también se observd que si en lugar de 8, solo se procesan 2 — 4 portaobjetos la
sensibilidad baja a un rango de 63 - 77,8%. Ademas, el método FLOTAC permite la obtencion de
resultados mas rapidamente, ya que Unicamente tomé 21 minutos para su procesamiento y
lectura, pero se necesitaron 114 minutos para la realizacidn de las 8 pruebas de sedimentacion
(Fig. 16) (Duthaler et al., 2010). Por lo tanto, no solo un Unico FLOTAC es mas sensible que
multiples lecturas de sedimentacidn, sino que ademds su procesamiento es 5-6 veces mas
rapido. El principal inconveniente de esta técnica es la necesidad de laboratorios relativamente
bien equipados (centrifuga, diferentes soluciones de flotacién, densitometro). Teniendo en
cuanta todas las caracteristicas, FLOTAC podria ser el método parasitolégico de eleccidon en
aquellos laboratorios que cuenten con este material basico y en los que la sensibilidad y la
velocidad resulten esenciales (Duthaler et al., 2010).

T M I FLOTAC preparation

T Reading time

Sedimentation 05h 4k

Reading time

2h HF
-

Figura 16. Comparacion del tiempo empleado en la realizacion de Pruebas de sedimentacion
y prueba FLOTAC (Duthaler et al., 2010)

Finalmente se encuentra la técnica Kato-katz, que es simple y barata; ademas esta
estandarizada, lo que permite que los resultados puedan contrastarse en diferentes

laboratorios. En un estudio en el que se compard esta técnica con diferentes técnicas de
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sedimentacion (TSET y TSR) se obtuvo una sensibilidad significativamente superior con la técnica
TSR, con una sensibilidad del 75%, frente a la técnica Kato-katz, con una sensibilidad del 45%;
sin embargo, esta Ultima presenté una mayor sensibilidad que la técnica TSET, con tan solo un
10% (Delgado, 2012). Aunque su sensibilidad no es demasiado elevada, esto podria solucionarse
con el procesamiento repetido de la muestra, aunque aumentaria el tiempo empleado (Ai et al.,
2019).

La prueba de reduccién del recuento de huevos en heces (FECRT) se ha utilizado para el
seguimiento del tratamiento y la deteccidn de resistencias (Arifin et al., 2016). Segun Robles-
Pérez et al. (2013), la FECRT no es capaz de detectar con precision la resistencia a antihelminticos
debido a la baja sensibilidad de sus pruebas y, ademads, los huevos no empiezan a liberarse hasta
la octava semana aproximadamente (Novobilsky et al., 2012). A pesar de estas limitaciones es

una de las técnicas mas usadas a la hora de detectar resistencia a antihelminticos.

Las principales ventajas de los métodos parasitolégicos para la deteccidon de la

fascioliasis son los siguientes (Tabla 1):

Capacidad de detectar infecciones en curso (Charlier et al., 2014; Graham-Brown et al.,
2019; Munita et al., 2019).

Bajo coste y minimo equipamiento requerido, lo que permite su uso en zonas endémicas,
con pocos recursos y laboratorios con un bajo perfil tecnolégico (Dacal and Késter, 2020;
Delgado, 2012; Duthaler et al., 2010; George et al.,, 2017; Graham-Brown et al., 2019;
Mubanga et al., 2019; Zarate-Renddn et al., 2019).

Valores de sensibilidad razonables en el caso de infecciones con cargas parasitarias
moderadas o intensas (Duthaler et al., 2010; Pose, 2012).

Util para evaluar la eficacia del tratamiento y la aparicién de resistencias (Arifin et al., 2016).

Los principales inconvenientes de los métodos parasitologicos para la deteccidn de la

fascioliasis son los siguientes (Tabla 1):

Sensibilidad intrinsecamente baja, especialmente en muestras con cargas parasitarias leves
(Calvani et al., 2018; Duthaler et al., 2010; Mirzadeh et al., 2018; Pose, 2012; Husch et al.,
2020; Uruburu Gémez et al., 2013).
Técnicas muy laboriosas, que requieren de mucho tiempo (Dacal et al., 2020; George et al.,
2017; Kelly et al., 2019; Kueakhai et al., 2019; Munita et al., 2019).

-~ Necesidad de personal técnico cualificado para la identificacidon de los huevos de Fasciola
(Dacal et al., 2020; Delgado et al., 2012; Kueakhai et al., 2019; Munita et al., 2019; Ricciardi
and Ndao, 2015).
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Unicamente permite detectar la infeccidén cuando esta se vuelve patente, es decir, cuando
comienzan a aparecer huevos en las heces; esto ocurre aproximadamente a las 7-12
semanas de infeccidn. A estas alturas, el parasitismo ya es crénico y el daio hepatico es
avanzado (Beesley et al., 2018; Calvani et al.,, 2018; Kueakhai et al., 2019; Martinez-
Valladares and Rojo-Vazquez, 2016; Mirzadeh et al., 2018; Pose, 2012; Uruburu Gémez et
al., 2013).

Aparicion de falsos negativos cuando la infeccidn es leve y la carga parasitaria es muy baja,
o durante los periodos en los que no se liberan huevos, ya que esta liberacién no se produce
de forma continua (Ghodsian et al., 2019; Mathison and Pritt, 2018; Mirzadeh et al., 2018;
Munita et al., 2019; Husch et al., 2020). Los huevos también son indetectables en casos de
fascioliasis ectopicas (Husch et al., 2020).

Aparicion de falsos positivos debido a la retencidon de huevos en la vesicula biliar hasta 2
semanas después de la curacion del paciente (Beesley et al., 2018) o debido al consumo de
higado de alguin animal infectado (Mathison and Pritt, 2018).

Dificultad a la hora de distinguir los huevos de F. hepatica respecto a los de F. gigantica
(Calvani et al., 2017; Dacal et al., 2020), y respecto a los de otros trematodos patégenos
como Fasciolopsis buski (causante de la Fasciolopsiasis) y Gastrodiscoides hominis (causante
de la gastrodiscoidiasis), que son endémicas en la India y en el sudeste de Asia (Ai et al.,

2019; Beesley et al., 2018; Mathison and Pritt, 2018).

Ventajas Inconvenientes

Bajo coste y minimo equipamiento Laboriosa y requiere tiempo
Buena sensibilidad para cargas parasitarias
Baja sensibilidad para cargas parasitarias leves
moderadas o intensas
Permiten la deteccién de infecciones en activo Debe realizarla personal técnico cualificado
Unicamente pueden detectar infecciones a
Evaluacién del tratamiento y deteccion de
partir de 8-10 semanas del inicio de la
resistencias
infeccién
Falsos negativos
Falsos positivos

Dificil distinguir entre especies

Tabla 1. Ventajas e inconvenientes de los métodos parasitoldgicos
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4.2.2. Métodos inmunoldgicos

Las pruebas de enzimoinmunoandlisis de adsorcién (ELISA) suponen un aumento de las
sensibilidad y un diagnéstico precoz del parasitismo, a partir de las 4 semanas tras el comienzo

de la infeccién (Beesley et al., 2018; Munita et al., 2019).

«» ELISA para la deteccidén de anticuerpos

Esta técnica es considerada una de las mas

. .y e . Placa cubierta con
sensibles para la deteccién del parasitismo (Charlier et al., ol a:ﬁggm

2014; Graham-Brown et al.,, 2019). Se basa en Ia

deteccién de anticuerpos generados contra el parasito lncub-:mfn mm:l suero
al pacenta

durante la infeccidn (Fig. 17). Principalmente las pruebas

ELISA van a detectar IgG, ya que hay un alto titulo de estas  jhcubacion con el anticusrpo
de deleccidn
inmunoglobulinas en el 100 % de los pacientes (Beesley

et al., 2018; Pose, 2012; Uruburu Goémez et al., 2013).
Adicidn del sustrato y deleccidn
Para la deteccidn de los anticuerpos, se utilizan diferentes thel emmhin dia aolor E E

antigenos de Fasciola. Los mas usados son los productos

Figura 17. ELISA para la deteccion de
de excrecidn-secrecién (ES) (Charlier et al., 2014; anticuerpos (Herndndez Ramirez and

Graham-Brown et al., 2019; Kelly et al., 2019; Mirzadeh et Cabiedes, 2010)
al., 2018; Pose, 2012); estos presentan la ventaja de que son faciles de producir, aunque se ha
notificado la apariciéon de reacciones cruzadas con anticuerpos contra otros helmintos como
Dictyocaulus viviparus y Dicrocoelium dendriticum, dando lugar a la notificacidon de falsos
positivos. En general, las pruebas ELISA que utilizan estos antigenos, como el kit comercial
Svanovir, presentan una buena sensibilidad y especificidad, 86-100% y 83-96% respectivamente
(Charlier et al., 2014; Mirzadeh et al., 2018). Uno de los productos ES mas utilizados son las
catepsinas L, que son proteinas secretadas durante todas las etapas del ciclo vital del parasito;
estas son muy inmunogénicas y los anticuerpos frente a ellas pueden detectarse a partir de los
10 primeros dias de infeccién (Pose, 2012). La prueba comercializada que utiliza como antigenos
las catepsinas L, el kit BIO K 211, presenta una sensibilidad del 99% y una especificidad del 100%
(Charlier et al., 2014), y ademas permite la deteccidén del parasitismo a partir de la segunda
semana tras la infeccién (Uruburu Gémez et al., 2013).

También se ha desarrollado una prueba ELISA basada en el uso de catepsina L1
recombinante, el kit comercializado lldana, que no depende de la disponibilidad de parasitos
vivos para la obtencién del antigeno; sin embargo, la sensibilidad y especificidad obtenidas son

significativamente inferiores a las ELISA que usan antigenos naturales (Charlier et al., 2014),

entorno al 98% de sensibilidad y especificidad (Munita et al., 2019).
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Otro antigeno que se utiliza es una subfraccion de los productos ES, el antigeno f2
(Beesley et al., 2018; Charlier et al., 2014). En la actualidad se encuentra comercializado el kit
IDEXX, que usa este tipo de antigeno y presenta una sensibilidad de 88-98% y una especificidad
de 84-98% (Charlier et al., 2014). Algunos estudios indican valores de sensibilidad y especificidad
del 100%, sin embargo, otros arrojan resultados mas moderados con una especificidad del 56%
(Munita et al., 2019).

Diferentes estudios han demostrado que los niveles de anticuerpos en suero estan
relacionados con los niveles de anticuerpos en leche (Pose, 2012; Uruburu Gémez et al., 2013).
De esta forma, la leche se convierte en una muestra alternativa al suero, con unos valores
similares de sensibilidad y especificidad, pero con la ventaja anadida de ser una muestra menos
invasiva y mas econdmica (Charlier et al., 2014; Uruburu Gémez et al., 2013). Se han reportado
valores de sensibilidad del 92-98% y de especificidad del 80-96%; sin embargo, en el estudio de
Uruburu Gémez et al., (2013) los valores fueron inferiores, con una sensibilidad del 80% y una
especificidad del 72,2 %.

La deteccidn de anticuerpos en leche se puede realizar a escala individual o a escala
colectiva, mediante la técnica de tanque de leche denominada “Bulk tank milk” (Pose, 2012).
Esta técnica ha demostrado ser especialmente Util a la hora de establecer la prevalencia y
distribucion de la fascioliasis y presenta, en general, buenos valores de sensibilidad y
especificidad, llegando al 100% en rebafios con una prevalencia igual o superior al 12%; no
obstante, la sensibilidad puede verse reducida drasticamente, a un 87,9%, en rebafios con una
prevalencia entre el 0-7% (Uruburu Gémez et al., 2013; Villa-Mancera and Reynoso-Palomar,
2019). En un estudio realizado por Munita et al., (2019), en el que se comparaban diferentes kits
ELISA para la deteccidn de anticuerpos en leche “Bulk tank milk”, se observé que lldana, IDEXX
y BIO K 211 presentaban sensibilidades y especificidades del 100%; aunque Svanovir presenté
una sensibilidad muy inferior, del 59,1% y una especificidad del 95,8%. Todas las pruebas
detectaron el parasitismo 6 semanas antes de la deteccién de huevos en heces por técnicas
coproldgicas (Munita et al., 2019).

En general, las pruebas ELISA para la deteccidn de anticuerpos anti-Fasciola permiten
llevar a cabo un diagndstico precoz del parasitismo, ya que es posible detectar los anticuerpos a
partir de las 2-4 semanas tras la infecciéon (Graham-Brown et al., 2019; Martinez-Sernandez et
al.,, 2016; Pose, 2012; Uruburu Gomez et al.,, 2013). Ademas, permiten el procesamiento
simultaneo de varias muestras, aumentando el rendimiento y disminuyendo asi el tiempo de
diagndstico (George et al., 2017). Sin embargo, los niveles de 1gG se mantienen elevados al
menos 2-4 meses tras el tratamiento, generando un gran numero de falsos positivos (Beesley et

al.,, 2018; Calvani et al., 2018; George et al., 2017). Esto impide usar esta técnica para la
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evaluacion de la eficacia del tratamiento e impide también detectar reinfeccién (Calvani et al.,
2018; Novobilsky et al., 2012). Esta técnica tampoco permite diferenciar entre las distintas
especies causantes del parasitismo (Calvani et al., 2017).

Por lo tanto, esta técnica solo resultaria Util para evaluar la exposicion al parasito (Arifin
et al., 2016; Calvani et al., 2018); cribar rapidamente un nimero elevado de muestras (Kelly et
al., 2019); y diagnosticar infecciones en fase aguda y crénica en combinacién con las técnicas
coprolégicas (Mirzadeh et al., 2018; Pose, 2012).

/7

«+ ELISA para la deteccidon de antigenos

Estas técnicas se basan en la deteccién de productos metabdlicos o componentes
estructurales del parasito, que son liberados a la sangre (antigenos circulantes) y/o a las heces

(coproantigenos) del hospedador (Fig. 18) (Elliott et al., 2015; Pose, 2012).

Los anticuerpos empleados son sintetizados frente

a estos antigenos, principalmente productos ES; aunque Substrato(4 )
estos presentan epitopos comunes a otros helmintos, lo b
gue puede generar la aparicién de reacciones cruzadas "
. . Anticuerpo de {é
(Mirzadeh et al., 2018; Pose, 2012), dando lugar a falsos o e v N
. L . , Vi
positivos. Las principales ventajas de los métodos de (\A,,ﬁgeny @
deteccion de antigenos son su elevada sensibilidad y 7
L A . . Anticuerpo de ("1_:,\;
especificidad; ademas solo detectan infecciones en curso captura -

(Elliott et al., 2015; Martinez-Pérez et al., 2012; Pose,  Figura 18. ELISA para la deteccién de
antigenos (British society of

2012), a diferencia de la técnica ELISA de deteccidon de
immunology; Horlock C)

anticuerpos. Esta técnica supone un aumento del

rendimiento respecto a la técnica de sedimentacion tradicional (Calvani et al., 2018).

La deteccion de antigenos circulantes es posible desde 1-2 semanas tras la infeccidn; sin
embargo, los niveles de antigenos Unicamente se mantienen hasta las 6-8 semanas, cuando los
pardsitos alcanzan los canaliculos biliares. Debido a esta corta presencia en sangre, este método
no es recomendable para el diagndstico rutinario (Pose, 2012).

Por otro lado, los coproantigenos se mantienen mientras el parasito sigue siendo
metabdlicamente activo (Pose, 2012). Con esta técnica se pueden analizar las muestras fecales
de forma individual o combinarlas de manera que se obtenga una Unica muestra global, y asi
poder evaluar un mayor nimero de muestras; en ambos casos la sensibilidad y especificidad es
elevada, incluso en muestras con una baja carga parasitaria. Las muestras compuestas podrian

permitir el cribado del ganado a gran escala (Elliott et al., 2015).
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Actualmente solo hay una técnica copro-ELISA (cELISA) comercializada (ELISA kit BIO K
201), que se basa en el uso del anticuerpo monoclonal MM3 para la deteccion de catepsinas L.
Esta es altamente sensible y especifica, cerca del 100 %, incluso con solo 1-2 parasitos (Charlier
et al., 2014), y no presenta reactividad cruzada con Paramphistomum cervi, Taenia hydatigena,
Dicrocelium dendriticum, Moniezia spp., Echinococcus spp. y varios nematodos
gastrointestinales (Beesley et al., 2018; George et al., 2017). Ha habido autores que han
informado de sensibilidades inferiores, del 30-40%; estas discrepancias en los valores de
sensibilidad podrian achacarse a ligeras variaciones en el procedimiento (Graham-Brown et al.,
2019), pero también a la elevada variabilidad en la concentracién de catepsina L en la muestra
(Beesley et al., 2018). Se ha demostrado que permite detectar coproantigenos entre 1-5
semanas antes de que aparezcan los huevos en heces; sin embargo, en todos los casos, el total
de las muestras no se detectaron hasta el comienzo del periodo patente (Calvani et al., 2018;
Charlier et al., 2014; Martinez-Pérez et al., 2012; Pose, 2012; Robles-Pérez et al., 2013). Al igual
gue ocurria con la deteccion de anticuerpos, esta técnica no nos permite diferenciar entre las

distintas especies causantes del parasitismo (Calvani et al., 2017).

Los niveles de antigenos fecales suelen reducirse a los 7-17 dias tras el tratamiento, este
hecho permite que se pueda utilizar esta técnica a la hora de evaluar la eficacia de un
tratamiento y la aparicidn de resistencia al mismo (Charlier et al., 2014; George et al., 2017).
Ademads, esta técnica en ocasiones permite detectar la infeccidn antes de la aparicion de huevos
en las heces, lo cual resulta especialmente beneficioso para la deteccidon de resistencia a
farmacos que actuan durante las primeras semanas tras la infeccién como, por ejemplo,
triclabendazol (George et al., 2017; Novobilsky et al., 2012). Tanto la prueba de reduccién de
coproantigenos (CRT) como la prueba de reduccién del recuento fecal de dvulos (FECRT) son los
métodos mas adecuados para la determinacién de la eficacia farmacoldgica y la deteccion de
resistencia al tratamiento. Por tanto, se recomienda el uso conjunto de ambas técnicas para

obtener un resultado éptimo (Arifin et al., 2016; George et al., 2017).

Las principales ventajas de los métodos inmunolégicos para la deteccidon de la fascioliasis
son las siguientes (Tabla 2):
Obtencion de resultados de forma rapida (Dacal et al., 2020; Ricciardi and Ndao, 2015).
Técnicas practicas, no especialmente laboriosas y relativamente asequibles (Dacal et al.,
2020; Ricciardi and Ndao, 2015).
No requieren personal altamente cualificado para la interpretacion de los resultados

(Ricciardi and Ndao, 2015).
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Administracion simultdanea de un elevado numero de muestras, gracias a su facil
automatizacion, obteniéndose un alto rendimiento (Bonilla-Quintero, 2016; Charlier et al.,
2014; George et al., 2017; Graham-Brown et al., 2019; Martinez-Sernandez et al., 2016).
Aplicacién en diferentes matrices como suero, leche y heces (Charlier et al., 2014; George
et al., 2017).

Elevada sensibilidad, incluso en muestras con cargas parasitarias bajas (Charlier et al., 2014;
Duthaler et al., 2010).

Permiten la deteccién precoz del parasitismo en el periodo prepatente (Bonilla-Quintero,

2016).

Los inconvenientes de los métodos inmunoldgicos para la deteccion de la fascioliasis son

los siguientes (Tabla 2):

Obtencién de un gran numero de falsos positivos, bien por reacciones cruzadas o por la
permanencia de los anticuerpos en circulacién meses después de la administracion de
tratamiento (Beesley et al., 2018; Charlier et al., 2014; George et al., 2017; Pose, 2012).
Requieren equipo costoso e infraestructuras, escasos en entornos con recursos limitados
(Delgado et al., 2012; Mubanga et al., 2019).

No permiten confirmar la especie causante del parasitismo (Calvani et al., 2017; Mas-Coma,
2020).

No permiten evaluar la carga parasitaria (Mas-Coma, 2020).

Ventajas Inconvenientes
Resultados rapidos Falsos positivos
Técnicas practicas y asequibles Equipo e infraestructuras costosas

No requieren personal altamente cualificado | No se utilizan en zonas con escasos recursos

Elevado rendimiento No permite la diferenciacion de especies

Eficaz en diferentes matrices (suero, leche y

No permite evaluar la carga parasitaria
heces)

Elevada sensibilidad

Permiten una deteccion precoz

Tabla 2. Ventajas e inconvenientes de los métodos inmunoldgicos
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4.2.3. Métodos genético-moleculares

Las técnicas genético-moleculares se desarrollaron con el fin de aumentar la sensibilidad y

especificidad de los diagndsticos convencionales (Beesley et al., 2018).

+* Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica (Fig. 19) presenta un gran potencial como herramienta diagnédstica debido

a su gran rendimiento, reproducibilidad y sensibilidad (Calvani et al., 2017).

Uno de los factores clave en el disefio de PCR es la eleccidon del marcador genético. Por
lo general, en el caso de Fasciola, los marcadores mds usados son los espaciadores internos
transcritos (ITS) (Calvani et al., 2018; Dacal et al., 2020; Robles-Pérez et al., 2013) y diversas
secuencias de ADN mitocondrial, principalmente ssu rARN (Dacal et al., 2020). Estos marcadores
son genes multicopia, lo que supone un aumento considerable de la sensibilidad ya que existen
multiples dianas en la reaccién inicial de amplificacién. Sin embargo, estas secuencias gendmicas
se han conservado bien evolutivamente hablando y pueden detectarse en otras especies
cercanas; esto puede suponer la notificacion de falsos positivos, debido a una amplificacién
inespecifica (Dacalet al., 2020). El genoma mitocondrial evoluciona mas rapido, de forma que
resulta mas util para identificar a nivel de especie (Ai et al., 2011). También juegan un papel
crucial en estos métodos la cantidad de muestra fecal utilizada y el tipo de kit comercial usado

para la extraccién de ADN (Arifin et al., 2016).
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Figura 19. Ciclo de PCR (Blog de laboratorio)

Calvani et al., (2017) ha notificado una sensibilidad del 91-100% en bovinos con una baja
carga parasitaria (menos o igual a 10 huevos por gramo de heces) usando un método de
concentracién de la muestra mediante sedimentacion previo a la PCR. Sin embargo, otros
estudios han obtenido valores de sensibilidad considerablemente mas bajos, del 10,7% (Arifin

et al., 2016). Estos valores tan bajos parecen estar relacionados con el procedimiento de
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extraccién de ADN y el volumen de muestra (Arifin et al., 2016). En algunos estudios como
Calvani et al., (2018) y Martinez-Valladares and Rojo-Vazquez, (2016) se optd por aumentar el
volumen inicial de muestra recomendado por el fabricante del kit de extraccién, aumentando

asi la sensibilidad de la técnica.

Muchos estudios han notificado la elevada especificidad de la técnica: Robles-Pérez et
al., (2013) ha realizado PCR en muestras de ovejas no infectadas e infectadas con nematodos
gastrointestinales, donde la ausencia de productos de amplificacién confirmo la especificidad de
la técnica; también Calvani et al.,, (2017) probd la técnica con ADN de huevo de
Paramphistomum y no se produjo la amplificacién de este en infecciones concurrentes de ambos
pardsitos; por ultimo, Martinez-Pérez et al., (2012) ha notificado que tras exponer la técnica PCR
a nematodos gastrointestinales no se obtuvo ningun producto de amplificacion.

La técnica PCR permite detectar el parasitismo de forma muy temprana, incluso 1-2
semanas después de la infeccién (Calvani et al., 2018; Charlier et al., 2014; Martinez-Pérez et al.,
2012; Robles-Pérez et al., 2013). Varios autores han relacionado esta deteccién precoz con la
presencia en heces de material celular o ADN del propio pardsito inmaduro. Este ADN parece
provenir de células desprendidas del tegumento de los parasitos inmaduros y algunos adultos
como consecuencia del ataque del sistema inmune (Calvani et al., 2018; Martinez-Pérez et al.,
2012). Sin embargo, la principal fuente de material genético son los huevos, que se detectan
aproximadamente a partir de la semana 7-8; de manera que la deteccién precoz del parasitismo
mediante esta técnica estaria limitada a la presencia de “ADN libre” en las heces (Calvani et al.,
2018).

A diferencia de las técnicas anteriores esta permite la diferenciacion entre especies
(Calvani et al., 2017), pudiendo identificar asi el parasitismo producido por F. hepdtica, F.
gigantica o los hibridos intermedios. Esto supone una gran ventaja sobre todo en zonas donde
se produce solapamiento entre ambas especies y sus formas intermedias hibridas (Ai et al.,

2019).

Numerosos estudios han comparado la técnica PCR con FEC y cELISA. En el estudio de
Robles-Pérez et al., (2013) se llegd a la conclusidn de que la técnica PCR era la mas sensible,
seguida de cELISA y, por ultimo, FEC (sedimentacion). En cuanto a la deteccién de resistencia al
tratamiento, también se detectaron mas positivos con PCR, por lo tanto, esta técnica puede
resultar util en este aspecto. A diferencia del anterior, Arifin et al., (2016) concluyé que las
técnicas FECy cELISA seguian siendo mas sensibles, ya que PCR y LAMP no detectaron F. hepatica
en las muestras fecales. Tanto PCR como cELISA permiten un mayor rendimiento, especialmente

si se requiere repetir la FEC varias veces para aumentar la sensibilidad de la técnica (Calvani et
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al., 2018). Ya solo la diferenciacidon de especies y el aumento del rendimiento suponen claras
mejoras respecto al resto de técnicas (Calvani et al.,, 2017); por ello, esta técnica estd
reemplazando en Europa y EEUU a las pruebas microscépicas como primera linea en el

diagndstico (Dacal et al., 2020).

El principal inconveniente que limita mucho su uso es la necesidad de un equipo
especializado para realizar la prueba, Unicamente disponible en algunos laboratorios; aunque se
ha visto que las muestras pueden conservarse en etanol 70% y transportarse a otros laboratorios
con una capacidad diagndstica superior (Calvani et al., 2017).También se han notificado algunos

problemas en cuanto a la reproducibilidad entre laboratorios (Beesley et al., 2018).

«»  Amplificacion isotérmica medida por bucle (LAMP)

La técnica de Amplificacion Isotérmica Medida por Bucle o LAMP (Fig. 20) se desarrollé
como alternativa a la PCR (Beesley et al., 2018; Martinez-Valladares and Rojo-Vazquez, 2016).
Se trata también de un procedimiento de amplificacidon genética, pero en este caso el proceso
es isotérmico, es decir, la reaccién se produce a una temperatura constante (61-62 2C) (Ai et al.,
2011; Charlier et al., 2014).

3. Elongacion

b. Pasos de la reaccion de LAMP
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Figura 20. Proceso de la técnica LAMP (Carmona et al., 2018)

El hecho de que el proceso se lleve a cabo a una temperatura constante supone una

gran ventaja frente a la PCR convencional, ya que no requiere instrumentacién tan especifica
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-concretamente no requiere termociclador-, lo cual permite que esta técnica se pueda llevar a
cabo en zonas con menos recursos o con tecnologia mas limitada (Beesley et al., 2018; Charlier
et al., 2014; Ghodsian et al., 2019; Martinez-Valladares and Rojo-Vazquez, 2016).

Es una técnica muy sensible (Charlier et al., 2014), resulta hasta 105 veces mas sensible
que la técnica PCR (Ai et al., 2011). Sin embargo, hay estudios en los que se han aportado valores
de sensibilidad realmente bajos, del 17,9% (Arifin et al., 2016). Como ocurria con los resultados
obtenidos con la PCR en este mismo estudio, estos valores tan bajos parecen estar relacionados
con el procedimiento de extraccién de ADN y el volumen de muestra usado (Arifin et al., 2016).

Con LAMP se ha permitido detectar ADN en las heces desde una semana después de la
infeccion en estudios experimentales (Calvani et al., 2018; Martinez-Valladares and Rojo-
Vazquez, 2016). Ademas es un método rapido, ya que su duracién es de 1 hora y 10 minutos, en
comparacion con la PCR estandar, cuya duracion es de 3 horas (Beesley et al., 2018; Martinez-
Valladares and Rojo-Vazquez, 2016).

Presenta una elevada especificidad, del 97,2% (Arifin et al., 2016); esto se debe al uso
de cebadores o “primers” muy especificos. Concretamente requiere de entre 4-6 cebadores, a
diferencia de la PCR que Unicamente usa 2. Estos cebadores se unirdn a seis regiones objetivo
en el ADN (Ai et al.,, 2011; Ghodsian et al., 2019). Los mas usados son los que se citan a

continuacién (Arifin et al., 2016; Martinez-Valladares and Rojo-Vazquez, 2016):

( F3 -GCTGGCGTGATCTCCTCTA- \
B3 -AACGTGCCTGGTATGGAATT-
FIP (F1c-F2) -TCTGCCAAGACAAGGGTGCATGTGAGGTGCCAGATCTATGG-

BIP (B1c-B2) -GTGCAGTGGCGGAATCGTGGTGTGCCGACTAGGGGATC-

& J

Debido a todas estas caracteristicas, el desarrollo de la técnica LAMP resulta

prometedor, principalmente para el cribado de muestras en estudios epidemioldgicos (Dacal et

al., 2020; Ghodsian et al., 2019).

Las ventajas de los métodos genético-moleculares para la deteccion de la fascioliasis son

las siguientes (Tabla 3):

Permite un elevado grado de automatizacion, lo que supone un aumento considerable del
rendimiento diagndstico, ya que permite procesar un mayor nimero de muestras en menos
tiempo (Calvani et al., 2018; Calvani et al., 2017; Dacal et al., 2020).

Posibilita la comparacion de resultados entre laboratorios, ya que los resultados son

reproducibles (Calvani et al., 2017; Dacal et al., 2020).
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Alta sensibilidad, incluso en muestras fecales con baja carga parasitaria (< 10 huevos por
gramo de heces), y alta especificidad (Arifin et al., 2016; Calvani et al., 2017; Martinez-
Valladares and Rojo-Vazquez, 2016).

Permite la diferenciacidn entre especies (Calvani et al., 2017).

Permite la deteccion precoz de “ADN libre” en la heces, 1-2 semanas tras la infeccidn

(Martinez-Valladares and Rojo-Vazquez, 2016).

Los inconvenientes de los métodos genético-moleculares para la deteccion de la

fascioliasis son los siguientes (Tabla 3):

La principal fuente de ADN en las heces son los huevos, de manera que, si no se detecta
“ADN libre”, no se produciria diagndéstico precoz de la enfermedad y su uso quedaria
limitado Unicamente al diagndstico tras la finalizacion del periodo prepatente, cuando ya se
pueden detectar los huevos en las heces (Calvani et al., 2018; Charlier et al., 2014).
Requieren el uso de equipo costoso e infraestructuras (Martinez-Valladares and Rojo-
Vazquez, 2016; Mubanga et al., 2019), por lo que no es posible su uso en zonas con escasos
recursos y tecnologia limitada (Mubanga et al., 2019).

En la muestra de heces hay sustancias como polisacaridos, fenol y urea, que actian como
inhibidores de la PCR y pueden llevar a un fallo en la amplificacién del ADN (Arifin et al.,
2016).

Notificacion de falsos positivos, bien debido a los marcadores genéticos, detectables en
otros parasitos, o bien debido a la retencién de huevos en la vesicula biliar y su posterior
liberacion semanas después de la administracion de tratamiento (Dacal et al.,, 2020;

Martinez-Valladares and Rojo-Vazquez, 2016).

Ventajas Inconvenientes
Automatizacidén y elevado rendimiento Huevos como principal fuente de ADN
Resultados reproducibles Equipo e infraestructuras costosas
Elevada sensibilidad y especificidad Interferencias en la amplificacidn del ADN

Permite la diferenciacidn entre especies

Falsos positivos
Permite una deteccion precoz

Tabla 3. Ventajas e inconvenientes de los métodos genético-moleculares
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Técnicas
Sedimentacion
Parasitoldgicos Flotacién
Kato-Katz

Ac en suero

Ac en leche
(Individual)

Ac en leche

L. (“Bulk tank milk”)
Inmunolégicos

Ag circulantes

Copro-Ag
PCR
Genético-
moleculares
LAMP

Deteccion Muestras
parasitismo
Fase patente Heces
Sangre
Fase prepatente
(2-4 semanas)
Leche
Fase prepatente Sangre
(1-2 semanas)
Fase patente Heces
Fase prepatente
(ADN libre)
o
Heces

Fase patente
(ADN huevos)

Equipo
Basico
Mas complejo

Basico

Equipo
especializado

Equipo
especializado

Sensibilidad

33-90%

92,6 %

45 %

86 —100 %

80-98%

59,1 -100 %

30-100 %

10,7 — 100 %

17.9%

Tabla 4. Comparacion de las diferentes técnicas
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Diferenciacion
especies

Dificil

No

Si

Deteccion
resistencia

Si

No

No

No

No

Si

Si



5. CONCLUSIONES

+ La fascioliasis es un parasitismo causado por F. hepatica y F. gigantica, que afecta

principalmente a la industria ganadera y, cada vez mds, a los seres humanos.

+ Para el tratamiento de este parasitismo, el farmaco de eleccién es triclabendazol; sin
embargo, debido a la aparicién de resistencia, en la actualidad se estdn buscando
alternativas terapéuticas, principalmente Closantel y Oxiclozanida. A pesar de ello, parece
previsible que siga apareciendo resistencia al tratamiento si el control del parasitismo sigue

basandose Unicamente en el uso de antihelminticos.

+ El diagndstico de este parasitismo se basa en el uso de métodos parasitoldgicos,
inmunoldgicos y genético-moleculares. Un diagndstico éptimo exige el uso combinado de

varias técnicas.

+  Los métodos parasitoldgicos son los mas empleados, ya que, a pesar de que presentan una
sensibilidad muy baja y es necesario repetir el procedimiento para obtener un resultado

fiable, son muy simples y no requieren de una instrumentacidon muy sofisticada.

+ Los métodos inmunoldgicos suponen un aumento en la sensibilidad del diagnéstico. Entre
ellos hay que destacar la ELISA para la deteccidn de corpoantigenos porque resulta mucho
menos laboriosa y especialmente sensible y especifica. Asimismo la ELISA para la deteccion
de anticuerpos permite un descubrimiento precoz del parasitismo y, a pesar de no indicar si

la infeccion estd en curso, resulta muy util para el cribado de muestras.

+ Los métodos genético-moleculares son los de uso mas reciente y, aunque presentan una
gran variabilidad en cuanto a su sensibilidad diagndstica, se postulan actualmente como una
de las opciones de diagnéstico mas adecuada. Esto es debido a que, no solo permiten
distinguir entre las especies causantes del parasitismo, sino que ademas permiten evaluar

la eficacia del tratamiento.

+ Los métodos inmunoldgicos y genético-moleculares han supuesto un gran avance y una
enorme mejora en el diagndstico de la fascioliasis, sin embargo, en la actualidad las zonas
endémicas que cuentan con una instrumentacién diagndstica mas precaria no pueden
acceder a ellas y siguen dependiendo en exclusiva de los métodos parasitoldgicos. Esto

supone para estas zonas una gran limitacidn en su capacidad diagndstica.
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