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1.- INTRODUCCION

Entre los objetivos principales de la Politica Agraria Comun
aprobada por la Unién Europea en 1992, destacaban garantizar un nivel
de vida equitativo para los ganaderos, promover el incremento de la
productividad ganadera y la explotaciéon de algunas especies animales,
como la ovina y la caprina. En esta linea, se ha favorecido el desarrollo
armonico en areas donde el producto interior bruto es inferior al 75% de la
media comunitaria, siendo Galicia una de las 50 regiones desfavorecidas
(regiones FEDER tipo I) de la Unién Europea, que comprende el 22% de la
poblacion (Osoro y Martinez-Vasallo, 2000).

Para conseguir estos objetivos se concedieron importantes ayudas
econdmicas al sector, y de este modo aumenté el niimero de cabezas de
ovino y caprino que se explotan en algunas zonas. En la provincia de
Lugo, este impulso contribuyé a que el censo de ganado ovino se
incrementase en un 37'7% entre los afios 1992 y 2000 (Anuario Estadistica

Agraria, 2000).

En el ganado ovino, la transicion del modelo intensivo al extensivo
supuso una apreciable mejora de la eficiencia reproductiva de los animales
y contribuy6 a optimizar el manejo de los pastos, lo que increment6 la
rentabilidad de las explotaciones ganaderas. En esta linea se concedieron

ayudas para incrementar la produccién, desarrollar estructuras ttiles para
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mejorar las condiciones de higiene de las explotaciones, y en consecuencia,

alcanzar el objetivo final de obtener productos de mayor calidad.

No obstante, la explotacion en extensivo conlleva dificultades para
el control parasitario del ganado, que unido a las caracteristicas edéficas y
climatolégicas de Galicia en general, y en especial de la provincia de Lugo,
favorecen el desarrollo de los ciclos biolégicos de ciertos parasitos. En
consecuencia, un elevado porcentaje de ovinos padecen infecciones
parasitarias, como se ha comprobado en estudios previos realizados en la
Catedra de Parasitologia y Enfermedades parasitarias de esta Facultad de
Veterinaria de Lugo (Diez Bafios et al., 1989; Sdnchez-Andrade et al., 2001;
Paz-Silva et al., 2003; Pedreira et al., 2006).

Entre los procesos parasitarios que afectan al ganado ovino, la
oestrosis presenta una elevada prevalencia. Se ha comprobado que la
infeccién por Oestrus ovis disminuye la rentabilidad de las explotaciones,
al reducirse la ingesta de alimentos (Saynar et al., 1986; Kaufman, 1996;
Urquhart et al., 2001), ocasionando hasta un 22% de menor ganancia de
peso, un 16% de disminucion en la produccioén de lana (Shcherban, 1973) y
hasta el 10% de descenso de la produccién lactea (Ilchman et al., 1986).
Ademas, aunque las molestias que O. ovis provoca en el ganado ovino y
caprino, son escasos los estudios desarrollados para conocer las tasas de
prevalencia e incidencia en la Peninsula Ibérica. Los datos, ademas,
difieren apreciablemente segtin la técnica de estudio utilizada, la época de

toma de muestras y el area geografica. En Espafa los estudios de
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prevalencia realizados en matadero revelan cifras de infestacion del 48 al
91% (Lucientes et al., 1998). En Extremadura, Reina et al. (2002) mediante
ELISA-indirecto, comprobaron que el 80% de los ovinos estaban

parasitados por O. ovis.

De estos resultados se deduce la importancia de disponer de un
método de diagnostico especifico de la oestrosis ovina, rapido,
automatizable, capaz tanto de detectar las infestaciones que cursan sin
sintomatologia clinica como de evaluar la eficacia antiparasitaria. El
conocimiento de que el estrecho contacto de las larvas con la mucosa nasal
estimula la respuesta inmunitaria por parte del hospedador ha constituido
la base para el diagnostico de la oestrosis mediante técnicas
inmunoenziméticas (Nguyen et al., 1999; Caracappa et al., 2000; Scala et al.,
2002). Sin embargo, relacionar la respuesta inmunitaria con la fase

endogena del ciclo de O. ovis entrafa algunas dificultades.
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Al tener en cuenta las consideraciones sefaladas en el apartado
anterior, planteamos un estudio, que dividimos en varios capitulos,
orientado fundamentalmente a la consecucién de los siguientes

OBJETIVOS:

1.- Estimar la validez de la técnica ELISA utilizando
antigenos de excrecion/secrecion de Oestrus ovis para

el diagnoéstico de la oestrosis ovina.

2.- Profundizar en el estudio de la respuesta inmunitaria
humoral de las inmunoglobulinas IgG, IgM e IgA
frente a O. ovis y su relacion con la presencia de los

distintos estadios larvarios.

3.- Conocer la prevalencia de la oestrosis en ganado ovino

de Galicia en distintas épocas del ano.

4.- Determinar la influencia de la infestaciéon por O. ovis

sobre las series roja y blanca en ganado ovino.

5.- Analizar la posible relacion entre la seroprevalencia de

O. ovis y las variaciones de las células de la sangre.
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2.1. ETIOLOGIA DE LA OESTROSIS

La oestrosis es una miasis
obligatoria y especifica de las
cavidades nasales y sinusales
del ganado ovino y caprino
mantenido en pastoreo,
producida por las larvas de

Oestrus ovis (Linneo, 1761). Se

trata de una afecciéon de curso
crénico y presentacion estacional, caracterizada clinicamente por catarro
nasal, acompafiado de flujo de consistencia variable, estornudos, lagrimeo,
dificultad respiratoria y movimientos anormales de la cabeza (Bunch,
1979; Hall y Wall, 1995). Esta enfermedad es propia de la ganaderia
extensiva, donde los animales estdan en contacto con el medio natural,
mientras que ocurre de forma excepcional en los animales explotados en

régimen intensivo (Pérez et al., 1996).

Como se puede apreciar en la foto, las
moscas adultas de O. ovis miden 12-14 mm,
tiene ojos pequefios y amplia zona frontal,

con piezas bucales rudimentarias, y por lo

tanto no se alimentan. El térax es de color
amarillo palido, con 4 bandas oscuras longitudinales, las alas son

transparentes, marcadas por tres manchas negras en la base. El abdomen,
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gris oscuro, estd recubierto por una fina pilosidad grisdcea o blanquecina.

Las hembras son larviparas (Puebla Dominguez et al., 2005).

Las larvas 1 (L-1) miden 1 mm de longitud al
comienzo de su desarrollo, son translacidas o
blanquecinas, con escaso desarrollo de sus ganchos
bucales, poseen tres coronas de finas espinas que
circundan sus segmentos corporales, y su extremo
caudal es bilobulado y con

espinas (Yacob et al., 2004b).

Las L-2 miden 6 mm de longitud, son blanco-amarillentas y la dotacion de
espinas corporales y ganchos es menor que la de L-1. Tras
la segunda muda larvaria se forma la L-3, de unos 2-3 cm
de largo y 7-10 mm de ancho, su cuerpo es robusto, con la
parte dorsal convexa y con franjas de finas espinas
Unicamente en la cara ventral, que le sirven para

desplazarse; cuando estd completamente desarrollada

posee en la cara dorsal unas bandas quitinosas

transversales caracteristicas (Lapage, 1975).

En la foto adjunta, se puede comprobar que en el

altimo segmento de las L-2 y L-3 se distinguen las
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placas estigmaticas negruzcas, pentagonales, de angulos redondeados y
perforadas por numerosos poros y el botén central. Los tres estados

larvarios tienen respiracion aerobia.
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2.2. CICLO BIOLOGICO Y CRONOBIOLOGIA

El agente etiologico de la oestrosis es un pardsito de amplia
distribucién y su presencia estd generalizada en todos los rincones del
mundo donde se cria ganado ovino y caprino (Zumpt, 1965). En el cuadro

1 se representa el ciclo biologico de Oestrus ovis.

Cuadro 1.- Ciclo bioldgico de O. ovis.
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Cuando la temperatura esta comprendida entre 20-30°C, las moscas
copulan en el suelo y a continuacion las hembras comienzan a revolotear
alrededor del hospedador, probablemente atraidas por estimulos quimicos
(productos respiratorios como CO,y el propio olor del animal) y depositan
entre 30-50 larvas en cada puesta, inmersas en un liquido pegajoso, en
zonas cercanas a la boca y a la nariz; inicidndose de este modo la fase
interna o endégena del ciclo biolégico. Las larvas de primer estadio
ascienden hasta las cavidades nasales y sinusales, pese a los esfuerzos del
hospedador, a base de estornudos y movimientos bruscos de la cabeza,

para desalojarlas (Dorchies, 1997).

El desarrollo de las L-1 depende
de la generacion a la que
pertenezcan, ya que
evolucionardn con rapidez, en
un par de semanas en el caso de
que hayan sido depositadas en

mayo-agosto, mientras que las

larvas que se depositaron en
septiembre-octubre experimentan un estado de quiescencia larvaria (en
estadio de L-1) que puede extenderse hasta los 9 meses. La inhibicién del
desarrollo larvario es el resultado de la conjugacion de factores climaticos
(frio, reduccion del fotoperiodo) y de otros propios del parasito y de

naturaleza genética (Dorchies y Alzieu, 1997). Bart y Minar (1992)
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comprobaron que la mayor parte de las L-1 mueren durante el periodo de

hipobiosis, debido en gran parte a las reacciones del hospedador.

Al cabo de 2 semanas, la L-1 muda a L-2 que migra preferentemente
a los cornetes superiores, etmoides y senos frontales. Rogers y Knapp
(1973) demostraron que aproximadamente el 92% de las L-1 no llegaban al

estadio de L-2.

Después de la segunda muda larvaria
se forma la L-3 que se sitta
preferentemente en cornetes y senos
frontales y maxilares. Esta larva se

alimenta de sangre, mucus y tejidos

del hospedador, y una vez que ha
terminado su desarrollo realiza el camino inverso, desplazandose hacia los
orificios nasales gracias a las espinas de la cara ventral. En esta etapa es
ayudada por los estornudos del hospedador y no se alimenta durante todo
el trayecto, ya que previamente ha almacenado los materiales necesarios
para la pupacion y la vida adulta. Cepeda-Palacios et al. (1999)
comprobaron que el mayor incremento de peso de las larvas tiene lugar

después de la segunda muda.

El desarrollo de O. ovis de L-1 a L-3, es decir la fase endégena del

ciclo, puede durar entre 1 y 11 meses, dependiendo de la época del afio en

que hayan sido depositadas las L-1 en el hospedador, mientras que la fase
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externa se prolongard de 1 a 2 meses, en funciéon de las condiciones

climaticas (Ruiz-Martinez et al., 1992; Lucientes et al., 1993).

La fase externa del ciclo de O. ovis se inicia cuando la L-3 cae al
suelo, y la formaciéon completa del pupario dura entre 3-4 dias. La
metamorfosis completa que dard lugar a las moscas
adultas varfa entre 1 y 2 meses, en funcién de las
condiciones climaticas. Las pupas son especialmente

sensibles al frio y a la falta de humedad. El fenémeno por

el cual se prolonga el tiempo de pupaciéon cuando las
condiciones climaticas son adversas puede considerarse como una
hipobiosis externa (Biggs et al., 1998) y constituye un mecanismo de
supervivencia. Breev et al. (1980) comprobaron

que la temperatura minima para el desarrollo de

‘ las moscas dentro del pupario es de 1271° C para

los machos y de 11°5° C para las hembras. Rojas

(2002) sefialé que la aparicion de nuevas moscas

se detiene cuando la temperatura es inferior a 20° C.

Algunos factores extrinsecos como la temperatura y la humedad
relativa influyen en el desarrollo del ciclo. En ganado ovino de la isla de
Cerdena (Italia), Scala et al. (2002) comprobaron que existia una
correlacion positiva entre la humedad relativa y el ntimero de L-1, y entre
la temperatura media y el de L-2. Por el contrario, estos autores

demostraron que el nimero de L-1 disminuye al aumentar la temperatura,
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y que el de L-2 lo hace cuando se incrementa la humedad relativa. Al tener
en cuenta que entre octubre y febrero se observaban las condiciones
climéticas més desfavorables para el desarrollo del ciclo de O. ovis
(temperaturas mds bajas y precipitaciones maximas), estos autores

concluyeron que en Cerdefa la diapausa tiene lugar durante este periodo.

Otro de los factores extrinsecos que influye en el desarrollo del ciclo
exégeno de O. ovis es la altitud a la que estan situados los pastos. Es
necesario destacar que la presencia de moscas adultas es poco frecuente en
altitudes superiores a 1500 metros (Ruiz-Martinez et al., 1995). En el
suroeste de Espafia, Alcaide et al. (2005) observaron que las cabras de
explotaciones situadas por encima de 650 metros estaban menos

parasitadas que las que se encontraban a menor altitud.

El niimero de generaciones de moscas adultas depende del clima de
las distintas areas: en zonas de clima Atlantico, con temperaturas que
oscilan entre 6° y 23° C. Yilma et al. (1991) sefialan que hay tres
generaciones de moscas: en marzo-abril, mayo-junio y en septiembre-
octubre. En zonas en las que el clima es continental, con inviernos frios y
largos y veranos cortos, sélo hay una generaciéon de adultos en el periodo
estival, mientras que en zonas de clima mediterraneo, con inviernos
suaves y veranos calurosos y no demasiado secos, las moscas pueden estar

activas durante todo el afio (Puebla Dominguez et al., 2005).
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En zonas con clima atlantico, cuando las condiciones climaticas son
6ptimas y el ciclo en el hospedador esta activo (de marzo a septiembre);
segun Jacquiet y Dorchies (2002), los animales estdin muy parasitados y la
evolucion de L-1 a L-3 dura 4 semanas, estando la poblacién parasitaria

constituida por un 40-70% de L-1, 10-40% de L-2 y 10-30% de L-3.

Como se expuso anteriormente, si las condiciones son desfavorables
(temperaturas muy bajas en invierno), en los paises con clima atlantico, las
L-1 entran en diapausa, su desarrollo se detiene provisionalmente y su
porcentaje aumenta hasta el 80-100% de la poblacién parasitaria total
(Dorchies y Alzieu, 1997). Asimismo, Tabouret et al. (2001b) demostraron
que este fendmeno implicaba la reduccion marcada de la actividad

metabdlica y migratoria de estas larvas.

En el sur de Francia el periodo de vuelo de las moscas transcurre de
junio a septiembre, y durante estos meses el desarrollo de L-1 a L-3 es de
aproximadamente 20 dias. Al estudiar las poblaciones de larvas en ovejas
sacrificadas, Tabouret et al. (2001c) encontraron porcentajes similares de L-
1y L-3 (25%-35%), lo que parece indicar que existe un rapido desarrollo de
las L-1 y que ademas hay muchos adultos emergiendo de los puparios en
esta época. Al principio del otofio comienza la hipobiosis, y se acumulan
las L-1 en los senos, de modo que ya no se observan moscas adultas hasta

tinales de la primavera siguiente.
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En Cerdena (Italia) Scala et al. (2002) observaron que el porcentaje
de L-1 oscilaba entre 2'4% (mayo) y 90'4% (noviembre); el de L-2 entre
3’4% (diciembre) y 71'4% (mayo), y el de L-3 entre 0 % (invierno) y 26'2%
(mayo). Estos autores definieron 3 fases en el ciclo de O. ovis en Cerdefa:
diapausa de octubre a febrero, fase activa del ciclo endégeno de marzo a

septiembre, y salida de las moscas de los puparios de mayo a septiembre.

En algunas regiones de clima mediterraneo suave, como Marruecos
o Sicilia, las moscas pueden estar activas durante todo el afio y el
porcentaje de L-1 es del 35 al 65%, lo que quiere decir que no hay
hipobiosis (Pandey y Oubhelli, 1984; Di Marco et al., 2000; Caracappa et al.,
2000). De igual modo, en zonas en las que hay estaciones muy secas y
calurosas, Pangui et al. (1988) y Tibayrenc et al. (1999) comprobaron que no
hay un verdadero periodo de hipobiosis, aunque el ciclo se desarrolla con
maés rapidez en los meses en los que la sequedad no es extrema. Tabouret
et al. (2001b) observaron que cuando se encuentran porcentajes similares
de los tres estadios larvarios en las cavidades nasales de los hospedadores,
el desarrollo de Oestrus no se interrumpe, y que existen varias

generaciones conviviendo al mismo tiempo.
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2.3. RELACION PARASITO-HOSPEDADOR

2.3.1. Respuesta inmunitaria

Los mecanismos de defensa frente a la infeccién parasitaria resultan
de la accién conjunta de las barreras anatémicas (piel y mucosas),
fisiolégicas (pH estomacal), y de la respuesta inmunitaria inespecifica,
natural o innata (Pefia, 1999). Sin embargo, en ocasiones esta respuesta es
insuficiente para defender al hospedador, y entonces se desarrolla una
respuesta inmunitaria especifica, que s6lo se produce ante estimulos
antigénicos con los que el organismo ha tenido contacto previo,

participando linfocitos T, linfocitos B, linfocinas y anticuerpos.

Marchenko y Marchenko (1989), en un rebafio de ovejas al que se
habia administrado un tratamiento inmunosupresor, observaron que el
60% estaban parasitadas por L-1 de O. ovis, frente al 36% de los animales

pertenecientes a otro rebafio que no habian recibido el tratamiento citado.

Duranton et al. (1997) comprobaron, en estudios realizados in vitro,
que la degranulacion de los eosinéfilos provocaba la rdpida mortalidad de
las larvas de primer estadio de O. ovis. Aunque no se conoce bien el
mecanismo de accién en las miasis, en otras parasitosis como la provocada
por Schistosoma mansoni esta asociado a mecanismos de citotoxicidad

celular anticuerpo-dependiente (Butterworth et al., 1975).
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En condiciones 6ptimas, en la mucosa de las vias respiratorias
superiores se desencadena una rapida respuesta inflamatoria local frente a
la agresion parasitaria provocada por larvas de O. ovis (Dorchies, 1997).
Esta respuesta juega un importante papel en la interacciéon pardsito-
hospedador, ya que disminuye la velocidad de desarrollo de las larvas y
provoca el aumento de su mortalidad, lo que se traduce en la disminucién

de la carga parasitaria (Nguyen et al., 1999a; Cepeda-Palacios et al., 2000).

Frugére et al. (2000) inmunizaron animales con productos de
excrecién/secrecion de L-3 y concluyeron que estos productos no
protegen a los hospedadores de reinfestaciones, pero producen un efecto

inhibidor sobre el crecimiento larvario.

La presencia de larvas en la mucosa de
las vias respiratorias provoca un
aumento (local) de la cantidad de
linfocitos T y B, macréfagos (imagen
adjunta), eosinéfilos y mastocitos
(Tabouret et al., 2003a). Esta respuesta es
mas intensa en el etmoides y los senos

(lugares de desarrollo de L-2 y L-3), que
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Como se aprecia en la imagen, las
reacciones inflamatorias locales provocan
ademds un aumento de la permeabilidad
de la mucosa, lo que favorece el paso a la

zona de proteinas plasmaticas, que juegan 1o Tay,

cvino n* 451

un papel central en el desarrollo de la
inmunidad especifica, porque reconocen los antigenos y a continuacién
segregan una serie de citoquinas que provocan la liberaciéon de
mediadores de la inflamacién; como consecuencia la mucosa se transforma
en un ambiente hostil para las larvas, que tienden a alejarse del lugar en el
que se habian fijado, aumentando asi las posibilidades de su expulsion
(Dorchies, 1997; Tabouret et al., 2003a). La estimulacién de la produccion
de IgG e IgA especificas frente al parasito, estd provocada por antigenos
de las glandulas salivares de las larvas y en menor medida por productos

antigénicos procedentes del tracto digestivo de las mismas.

Se ha comprobado que en respuesta a la presencia de larvas de
Oestrus, en la mucosa del tracto respiratorio anterior de las ovejas se
produce un aumento significativo de las poblaciones de mastocitos,
linfocitos y eosinéfilos, reduciéndose sus valores en la circulacién general
(Nguyen et al., 1996; Jacquiet et al., 2005). Aunque no se ha demostrado en
la oestrosis, algunas investigaciones sefialaron la participacion de
eosinéfilos y mastocitos en los mecanismos de defensa frente a infecciones

por nematodos gastro-intestinales, a través de reacciones de citotoxicidad
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celular anticuerpo-dependiente (ADCC) (Sinski et al., 1995; Rainbird et al.,
1998; Stear et Spooner, 1983).

Yacob et al. (2004b) comprobaron que en
ovejas con infeccién experimental por O.
ovis, se desarrollaba una respuesta

inmunitaria celular caracterizada

’ fundamentalmente por el aumento de
eosinodfilos, mastocitos y linfocitos,
observandose inflamacion de las mucosas (como se puede apreciar en la
imagen adyacente), no s6lo de la mucosa nasal sino de otras
anatomicamente distantes. Esta reaccion inflamatoria “a distancia” influye
en el desarrollo de posteriores infecciones por Trichostrongylus

colubriformis en la mucosa intestinal (Yacob et al., 2002; 2004a).

Existen muy pocos estudios en los que se hayan valorado los
parametros hematicos de ovejas con oestrosis. Terefe et al. (2005) después
de infectar experimentalmente ovejas con O. ovis, comprobaron que el
numero de eosinéfilos alcanzaba a la 3* semana p.i. valores de 450.000 ml”

de sangre; estos autores no detectaron anemia en las ovejas infectadas.
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a) Respuesta inmunitaria humoral del hospedador

Las inmunoglobulinas o anticuerpos son el elemento efector final
de la respuesta inmunitaria humoral. Este término fue propuesto para
designar todas las sustancias con capacidad anticuerpo que reaccionan con
el antigeno. Las inmunoglobulinas pueden ser IgM, IgA, IgG, IgD, IgE. La
unién al antigeno es especifica, no covalente, débil y reversible
estableciéndose un equilibrio dindmico entre antigenos y anticuerpos

(Pefa, 1999).

Las IgG representan el 70-75% del total de inmunoglobulinas, se
distribuyen ampliamente y de manera uniforme entre los espacios
intravascular y extravascular y son los principales anticuerpos implicados
en la respuesta inmunitaria secundaria. La IgM constituye
aproximadamente el 10% del total de las inmunoglobulinas, esta
confinada practicamente al espacio intravascular y es el anticuerpo
predominante en la respuesta primaria contra los microorganismos

infecciosos antigénicamente complejos (Abbas et al., 1999).

La IgA representa el 15-20% del total de inmunoglobulinas séricas,
predomina en las secreciones sero-mucosas, como saliva, secrecion

traqueobronquial, calostro, leche y secreciones genitourinarias.

Las IgD e IgE séricas alcanzan so6lo una concentraciéon infima,

representan menos del 1% de las inmunoglobulinas plasmaéticas totales.
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No se conoce con exactitud cual es la funcién biolégica de la IgD,
pero se sabe que existe en la membrana de muchos linfocitos B circulantes
y que puede intervenir en la diferenciacion linfocitaria desencadenada por
los antigenos. La IgE se halla en la membrana de los baséfilos y mastocitos
de todos los individuos y se asocia con fenémenos de hipersensibilidad

inmediata como los provocados por muchos parasitos.

Marchenko y Marchenko (1989) infestaron corderos con 1000 L-1 de
O. ovis, y comprobaron mediante ELISA-indirecto que se producia un
incremento significativo en los valores de las IgG a partir de los 14 dias
p.i.; sin embargo, al realizar la infestacion con 80-160 L-1 de Oestrus se
necesitaron 21 dias p.i. para que se hiciese evidente la seroconversion.
Estos autores concluyeron que el ELISA es un buen test de confirmacién
in vivo de esta parasitosis, y util en el diagnéstico diferencial con otras

enfermedades como cenurosis, scrapie o listeriosis.

En estudios posteriores, Marchenko et al. (1991) observaron que la
respuesta inmunitaria humoral frente a O. ovis estd relacionada con la
biomasa y la ontogénesis del parasito, pero no con el namero de larvas
que soporta el hospedador; asimismo, comprobaron que la respuesta IgG

era mas intensa en los animales primoinfestados que en los reinfestados.

Dorchies et al. (1998) apreciaron que los valores de IgG frente a
antigeno de O. ovis se incrementaban en los meses anteriores al periodo de

vuelo de las moscas, cuando las L-2 y L-3 estan activas.
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Innocenti et al. (1995) demostraron que la saliva de las larvas de
Oestrus contiene proteinas con gran capacidad inmundégena. Tabouret et al.
(2001a) comprobaron la existencia de un complejo proteinico de 28 kDa,
capaz de estimular la respuesta humoral en las ovejas infestadas; no
obstante, tras realizar la necropsia no encontraron correlacién entre los
niveles de anticuerpos y el nimero de larvas recuperadas. Por el contrario,
Jacquiet et al. (2005), en infecciones experimentales, detectaron los valores

maés elevados de IgG en los animales que tenian mayor namero de larvas.

Nguyen et al. (1999b) y Tabouret et al. (2003b) demostraron que la
presencia de L-1 y su migracién por la mucosa inducia una respuesta
humoral local (IgG e IgA) y sistémica (IgG); ademads, comprobaron que en
la mucosa del tracto respiratorio superior aumentaba la presencia de

eosinoéfilos y mastocitos.

Scala et al. (2002) en ovejas de Sassari (Cerdefia), demostraron que
la respuesta IgG se incrementaba a partir de abril y alcanzaba los valores
maximos en junio y septiembre. Ademads, encontraron una correlaciéon
positiva entre los valores de IgG y la temperatura media mensual; por el
contrario, obtuvieron una correlacion negativa entre la respuesta IgG y la

precipitacion.

En ganado ovino de Grecia, Papadopoulos et al. (2001)
comprobaron que los valores de anticuerpos eran mas altos entre los

meses de marzo y julio que en el invierno.



Revision bibliogrdfica 24

Suarez et al. (2005) demostraron que, en corderos con
primoinfestaciéon por O. ovis, las IgG aumentaban en junio y alcanzaban

los valores maximos en septiembre.

En estudios recientes se ha observado correlaciéon entre los
diferentes estadios larvarios y la respuesta inmunitaria humoral. Tabouret
et al. (2001b), en ovejas con infestacién experimental, comprobaron que los
valores de IgG eran superiores en verano que en invierno, concluyendo

que la respuesta humoral estaba asociada a la presencia de L-2 y L-3.

Utilizando sueros de corderos de Sassari (Cerdefa, Italia), Suarez
et al. (2005) compararon la cronobiologia de O. ovis con las respuestas IgG,
IgA e IgM, y demostraron que la presencia de L-1 estimulaba la respuesta
IgM, mientras que cuando estaba activa la fase enddgena del ciclo la
respuesta predominante era la IgG; estos resultados coinciden con los de
Jacquiet et al. (2005), quienes comprobaron que la respuesta IgG estaba

relacionada con la presencia de L-2.
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b) Factores que condicionan la respuesta inmunitaria en ganado ovino

La resistencia a las infecciones parasitarias es muy variable debido

a los multiples factores que la condicionan, entre los que destacan:

« El agente etiolégico: las larvas en estado de
hipobiosis durante largos periodos de tiempo pueden
sufrir cambios en su estructura proteica
desencadenando una respuesta menos intensa
(Windon, 1990). Abo-Shehada et al. (2000)
comprobaron que el nimero de larvas por animal era

mayor en las ovejas de mas edad.

+ El estado fisiologico del hospedador, la edad, los
niveles de ciertas hormonas, el estado de nutricion,
etc. Los animales jovenes menores de seis meses no
poseen capacidad de respuesta inmunitaria (Miller,
1996), lo que se manifiesta en niveles inferiores de
anticuerpos (Watson y Gill, 1991; Cuquerella et al.,
1991).

# La presencia de otras infecciones parasitarias
concurrentes. Yacob et al. (2002), después de infestar

experimentalmente ovejas con O. ovis y
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Trichostrongylus  colubriformis, comprobaron que Ila
infeccién por estos nematodos gastro-intestinales no
modificaba la biologia de las larvas de O. ovis. Sin
embargo, la presencia de larvas de O. ovis indujo una
menor eliminaciéon de huevos del nematodo. Ademas,
estos autores denunciaron que existia una correlacion
negativa entre la parasitacion por nematodos gastro-

intestinales y O. ovis.
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2.4. DIAGNOSTICO DE LA OESTROSIS

2.4.1. Signos clinicos.

Las moscas adultas producen desasosiego, y estados de estrés en el
ganado, debido a su revoloteo, asi como a la insistencia de aproximarse a
las fosas nasales, lo que impide a los animales mantener la tranquilidad,
comer con normalidad, etc, provocando -carreras aisladas, incluso

estampidas, capaces de provocar traumatismos (Lancaster y Meisch, 1986).

La presencia de L-1 provoca en los ovinos encorvamiento, debido al
deseo de frotarse el hocico contra el suelo, introduciéndolo practicamente
en la tierra. Igualmente, por la irritacién del epitelio nasal, ocasionan

estornudos de forma reiterada.

Las migraciones y el crecimiento
larvario, son responsables de una
accion mecanica de mnaturaleza
irritante, debido a la accién de los
ganchos bucales y de las espinas
sobre las mucosas afectadas
(Dorchies, 1997, Yacob et al.,

2004b). Por este motivo se origina

irritacion e hinchazén de las mucosas con abundante secrecién nasal de la

que se alimentan las larvas, pero que puede ser tan abundante como para
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salir por las fosas nasales. Se produce asi rinitis, sobre todo en épocas

estivales, que puede ser serosa, mucosa o mucopurulenta.

Posteriormente, cuando las larvas adquieren mayor tamafio pueden
ejercer una accion obstructiva de los orificios sinusales, impidiendo el
drenaje de dichos senos y apareciendo procesos sinusiticos, sobre todo en
épocas otofiales e invernales (Tabouret et al., 2001c). Igualmente se pueden
producir obstrucciones de la cavidad esofagico-traqueal, que dan lugar a
trastornos respiratorios como disnea, taquipnea, ronquidos, estertores,

lagrimeo, rinorrea, etc.

En general los signos clinicos y las lesiones estan en concordancia
con el ciclo evolutivo del parasito y difieren segun la estaciéon. Se ha
demostrado la relacion entre los fendémenos de hipersensibilidad
generados por el desarrollo de las larvas, fundamentalmente debidos a
sustancias polipeptidicas eliminadas por sus glandulas salivares, y la
aparicion de los signos clinicos. En opinién de diferentes autores (Cepeda-
Palacios et al., 1999; Frugére et al., 2000; Tabouret et al., 2003a), estos
fenémenos tienen mas importancia en la patogenia del proceso que el
tamafio de las larvas, o la accién traumatica generada por los ganchos del

cefaloesqueleto.

Durante el desarrollo de las larvas tiene lugar la liberacion de
productos de actividad inmunosupresora, que junto a la accién

vehiculadora de microroganismos como Pasteurella o Clostridium, pueden
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inducir la apariciéon de infecciones secundarias. Las muertes son
excepcionales, pero en ocasiones se producen debido a infecciones
oportunistas, especialmente ocasionadas por gérmenes pidgenos, que
reblandecen los tejidos adyacentes, lo que favorece la colonizacién del
SNC (Lancaster y Meisch, 1986). En casos de infecciones masivas, puede
originarse un proceso encefalitico purulento, con sintomas como vértigo,
hiperexcitacién con fases depresivas de inmovilidad, posturas anémalas,
giros de cabeza y cuello, incoordinacion, y en general sintomas semejantes
a la cenurosis, por lo que esta enfermedad se conoce como “falsa modorra
o torneo” (Innocenti et al., 1997). Tras la eliminacién de las L-3, es habitual

que los signos clinicos remitan paulatinamente.

En un estudio realizado en Evora (Portugal), Ruiz-Martinez et al.
(1994) observaron que la oestrosis ovina cursaba con sintomas como leve
inflamacién nasal y pelo de la cara hirsuto e inflamacién supraciliar y
maxilar en animales con elevada carga parasitaria. Sin embargo, los signos
clinicos mas frecuentes fueron de tipo respiratorio como rinorrea
(unilateral o bilateral), con secreciéon de consistencia variable de serosa a
purulenta. La respiracion se volvié entrecortada con accesos de taquipnea,
acompafiada de ronquidos, estertores y lagrimeo. Asimismo, el
comportamiento de los animales también resulté afectado, con violentas
sacudidas de la cabeza, pateos del suelo con las extremidades anteriores,
carreras continuadas, la cabeza contra otros congéneres para protegerse
frente al ataque de las moscas adultas, edemas periorbitales,

incoordinacidn o torneo.
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2.4.2. Métodos directos.

Las larvas de Oestrus no producen elementos de diseminacion, y
por tanto resulta dificil realizar un analisis parasitolégico directo en el
animal vivo; sélo el azar lo haria posible y siempre estaria vinculado a la
eliminacion de L-3 maduras, por lo que los signos clinicos mas
caracteristicos de la enfermedad, descritos anteriormente, deben de
analizarse teniendo en cuenta el conocimiento de la zona y su relacién con
la biologia del parasito (época de vuelo, nimero de generaciones,

momento del contagio).

Aunque la obtencién de las larvas de forma directa puede
intentarse en el animal vivo mediante rinoscopia tradicional o mediante
fibra optica, el diagnéstico directo se realiza habitualmente sobre el
cadaver (Yilma y Dorchies, 1991). Una vez abierta la cabeza
longitudinalmente, las larvas se observan alojadas en las distintas
cavidades nasales y sinusales, y también pueden encontrarse en faringe,
esofago y traquea. Por lo general, las larvas de O. ovis suelen constituir un

hallazgo de matadero.
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2.4.3. Técnicas inmunoenzimaticas.

El objetivo principal de una técnica eficaz de diagnéstico consiste en
detectar animales parasitados precozmente, que permitié actuar antes de
que el parasito produzca las correspondientes lesiones. Entre estas
técnicas destacan el test de intradermo-reaccién (Ilchmann y Hiepe, 1985),
la hemaglutinacién indirecta con antigeno de L-2 de O. ovis (Bautista et al.,
1988), y la técnica de inmunoensayo en capa delgada (Murguia-Olmedo et
al., 1988). Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron del todo
satisfactorios, y en la actualidad el enzimoinmunoensayo indirecto o
ELISA-indirecto, desarrollado por Yilma y Dorchies (1993), es la técnica

mas utilizada para la realizaciéon de encuestas seroepidemiolégicas.

En el diagnéstico de oestrosis por ELISA-indirecto se han utilizado
diferentes antigenos: somaticos o de excrecién/secrecion (Goddard et al.,
1999); de L-1, L-2 6 L-3 (Scala et al., 2001). Posteriormente, Sanchez-
Andrade et al. (2005) demostraron que los mejores resultados se obtenian

con antigeno de excrecién/secrecion de L-2.
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2.5. PREVALENCIA DE LA OESTROSIS

2.5.1. Por métodos directos.

En Espafa los trabajos destinados a conocer la importancia de la
oestrosis se refieren al centro y sur peninsular, y no se tienen datos

suficientes acerca de la presencia de esta parasitosis en el norte del pais.

En un matadero del sur de Espafia, Ruiz-Martinez et al. (1992)

recogieron larvas de O. ovis en el 56% de los ovinos sacrificados.

En estudios realizados en ungulados silvestres, Moreno et al. (1999)
estimaron que el 46% de los muflones del sur de Espafia estaban
parasitados por larvas de O. ovis con una intensidad media de 976 larvas

por animal.

En el suroeste de Espafia, Reina et al. (2000) detectaron que el 80°6%
de los ovinos sacrificados en un matadero de Coria tenian larvas de O.
ovis. Esta prevalencia es muy superior a la denunciada por Garcia-
Cuadrado et al. (1995) en un estudio realizado en 91 corderos sacrificados

en Extremadura, en el que constataron una prevalencia media anual de 31

“87%.

Pérez et al. (1996) realizaron un estudio sobre la prevalencia de la

oestrosis en cabras pirenaicas (Capra pyrenaica) en el Parque Natural de
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Sierra Nevada, y comprobaron que el 74% estaban parasitadas, porcentaje
superior al 39°4% que sefalaron Alcaide et al. (2005) en cabras del centro

de Espania.

Lucientes (2000) denuncié que el 71"18% de los ovinos examinados

en mataderos del Valle medio del Ebro estaban parasitados.

En el sur de Portugal, Ruiz-Martinez (1997), sefial6 que el 91% del

ganado ovino sacrificado estaba parasitado por larvas de Oestrus.

En Marruecos, Pandey y Ouhelli (1984) observaron que la
prevalencia de la infeccién por Oestrus variaba desde el 10% en el mes de
junio al 100% en septiembre, y el mayor niimero de larvas recogidas en un

animal fue 35 en el mes de septiembre.

Dorchies et al. (2000) en un estudio realizado durante un afio en el
sur de Francia, obtuvieron una prevalencia media del 43°4%; los valores
mas bajos se detectaron en el mes de febrero (14°3%) y los méas elevados en
octubre (65%) que es cuando comienza la hipobiosis larvaria. Estos
resultados son similares a los observados por Alziev et al. (1994) en la
region de Limousin y a los de Bergeud et al. (1994) en la de Aveyron.
Asimismo, en la regién de Pamires situada en el suroeste francés, Yilma y
Dorchies (1991), realizaron un estudio sobre ovinos adultos, obteniendo

una prevalencia media anual del 55%.
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En Sicilia (Italia) con un clima igualmente mediterraneo, pero con
estaciones menos marcadas, Di Marco et al. (2000) observaron que el 557 %
de las ovejas adultas sacrificadas en un matadero local de Messine estaban
infestadas por larvas de Oestrus. Estos autores afirmaron que en Sicilia no
se puede identificar el periodo de diapausa ya que la distribucién de los
distintos estadios larvarios es similar durante todo el afio; asimismo,
constataron la presencia de dos a tres generaciones de adultos de O. ovis al
afo, la primera en abril, la segunda de junio a julio y la tercera de agosto a

septiembre.

Los datos anteriores coinciden con los aportados por Caracappa et
al. (2000) también en Sicilia, quienes citaron una prevalencia media anual
del 55°8%, con una tasa de infestacion media de 974 larvas por animal. El
porcentaje de los distintos estados larvarios fue similar durante todo el
afio, por lo que concluyeron que en las condiciones climéaticas de Sicilia no

se producia el fenémeno de hipobiosis.

Scala et al. (2001) comprobaron que en Cerdefia (Italia), el 73'8% del
ganado ovino sacrificado tenia larvas de O. ovis, y definieron ademas tres
periodos claros del ciclo del parasito, diapausa de octubre a febrero, fase
endoégena activa del ciclo de marzo a septiembre, y fase externa de mayo a

septiembre.

En Jordania, Abo-Shehada et al. (2000) observaron que entre marzo

de 1996 y julio de 1997 la prevalencia media anual de O. ovis era del 58%.
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El mayor namero de L-1 se obtuvo entre los meses de julio a octubre,

siendo el porcentaje de L-1 del 75-78% sobre el total de larvas.

En la India, Chapra y Ruprah (1976) comprobaron que el 80°9% de
los animales examinados en un matadero de Izar se hallaban parasitados,
y D’Souza et al. (1992) constataron que el 90% de los ovinos procedentes

de Hebbal tenian larvas de O. ovis.

Los estudios sobre la prevalencia de la oestrosis en paises
semiaridos de Africa son muy numerosos. En Nigeria, Bin y Nwosu (1999)
obtuvieron una prevalencia del 53'8% en cabras de raza Borno-white Sahel;
el mayor porcentaje de L-3 lo detectaron entre los meses de mayo y
septiembre, mientras que las L-1 fueron las mas numerosas entre junio y
octubre. En Libia, Gabaj et al. (1993) observaron una prevalencia del 18°4%

en ovejas y cabras.

En Zimbabwe, Pandey (1989) observé que la prevalencia variaba
del 6% en el mes de abril al 52% detectado en noviembre, siendo en este
mes cuando encontraron también el mayor nimero de larvas por cabeza
(57). Ademas afirmaron que en Zimbabwe existen al menos tres

generaciones de moscas al afio.

Vassiliades (1987) en un estudio realizado en Dakar (Senegal), entre
marzo y diciembre, comprobd que la prevalencia de oestrosis en ovejas y

cabras de dicha regién era del 46°39% y 57°89%, respectivamente.
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En Surafrica, Horak (1977) apreci6 que entre la primavera y el final
del verano los corderos de 1 mes de edad ya estaban parasitados por
larvas de O. ovis. Horak y Butt (1977) realizaron un estudio durante 13
meses con cabras sacrificadas en un matadero de Johannesburgo, y
comprobaron que la prevalencia media era del 73°8% y la media de larvas

por cabeza de 474.

En Cuba, Puebla Dominguez et al. (2005) indicaron que la oestrosis
constituye un problema en la provincia de Guantanamo por su elevada

incidencia.

En ganado caprino de Perd, Rojas (2000) comprobé que la

incidencia de oestrosis oscilaba entre el 50 y el 60%.

Incluso en regiones con inviernos muy frios como Siberia, Migunov
y Timofeev (1991) sefialaron que la prevalencia media anual se situaba en
el 48°76%, con una intensidad de infestaciéon que oscilaba entre 13 y 18

larvas por animal.

En el cuadro 2 se representa el mapa climatico de Koppen, dividido
en diferentes zonas en funcién de algunos parametros como temperaturas
maximas y minimas, humedad relativa, etc. Asimismo, se recogen los
porcentajes de prevalencia de oestrosis de algunos paises de Europa y

Africa obtenidos mediante diagnéstico directo.
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10-100%

Cuadro n°® 2.- Mapa climatico de Koppen, en el que figuran los porcentajes de
oestrosis en diferentes d4reas hallados mediante TECNICAS |
DIRECTAS DE DIAGNOSTICO.

BSk: estepa calida y fria. Caf: templado mediterraneo.
Cbf: templado ocednico. Cc: oceanico.

Csa: templado mediterraneo. Csb: templado mediterraneo.
Daf: continental suave. Dbf: continental fresco.

Dcf: continental subartico. H: tundra.



Revision bibliogrdfica 38

2.5.2. Mediante ELISA-indirecto.

La respuesta inmunitaria de los ovinos frente a O. ovis ha sido
estudiada mediante distintas técnicas y usando extractos de los distintos
estadios larvarios como antigeno: intradermo reaccién (Ichmnann y Hiepe,
1985), hemoaglutinacién indirecta (Bautista et al., 1988) y sobre todo
mediante ELISA (Marchenko y Marchenko, 1991; Yilma, 1992; Scala et al.,
2002; Sanchez-Andrade et al., 2005; Alcaide et al., 2005; Suarez et al., 2005).

El primer test ELISA en el que se tuvieron en cuenta las condiciones
climaticas y como consecuencia la fase del ciclo para valorar los
resultados, fue descrito por Goddard et al. (1999) en Inglaterra. Estos
autores utilizaron como antigeno extracto crudo de larvas de primer
estadio, y destacan que las posibles diferencias en las poblaciones de los
hospedadores y las variaciones estacionales y regionales del parasito hay
que considerarlas a la hora de valorar los resultados de los estudios

epidemiol6gicos sobre oestrosis cuando se utiliza la técnica ELISA.

Sanchez-Andrade et al. (2005) demostraron que con el antigeno
metabdlico de L-2 se obtenian los mejores resultados para el diagnéstico,

mediante ELISA, de las infecciones por O. ovis.

La mayor parte de los estudios publicados en los que se valora la
respuesta inmunitaria humoral frente a O. ovis, utilizan ELISA-indirecto y

productos metabdlicos de L-2, aunque otros autores como Alcaide et al.
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(2005) demostraron que la especificidad de esta técnica mejora cuando se
utiliza como antigeno productos metabdlicos de L-1 en invierno y de L-2

en el verano.

En Espafia, los primeros estudios seroepidemiolégicos demostraron
que el 56'5% de las ovejas del sur de Espiia y Norte de Marruecos eran
positivas a O. ovis (Ruiz-Martinez et al., 1992). En Extremadura, Reina ef al.
(2002) comprobaron que el 80'43% de los rebafios ovinos eran

seropositivos.

Asimismo, en Extremadura, en un estudio posterior, Alcaide et al.
(2002) analizaron 2000 sueros procedentes de todas las comarcas
cacerefas, resultando que la seroprevalencia era del 74%. Estos mismos
autores, en un estudio mas amplio que incluy6 explotaciones ovinas del
suroeste espafiol, localizadas en Badajoz, Céaceres y Cérdoba, detectaron
una seroprevalencia similar (74’4%). Al realizar un estudio similar en
cabras, Alcaide et al. (2005) encontraron que el 91% tenian valores de IgG

considerados positivos.

En Europa, la situacién varia en funcién del clima de los distintos
paises. Distintos autores han realizado trabajos encaminados a conocer la
seroprevalencia de la oestrosis, todos ellos denuncian valores muy
elevados, aunque el mayor porcentaje de animales infestados se describe

en el drea mediterranea.
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En Cerdena (Italia), Scala et al. (2002) detectaron que el 91% del
ganado ovino adulto tenfa niveles de anticuerpos séricos considerados
positivos. Al analizar los resultados obtenidos por explotacién, estos
autores denuncian que en el 100% de los rebafios ovinos de la zona habia

hay algtin animal seropositivo.

En Grecia, Papadopulos et al. (2001) realizaron un estudio para
establecer la seroprevalencia de ovejas y comprobaron que el 100% de las
ovejas tenian valores de IgG considerados positivos frente a O. ovis
durante todo el afio; los titulos mas elevados de anticuerpos se detectaron

entre marzo y julio y los mas bajos en invierno.

En paises en los que el clima varia mucho con las estaciones, Bauer
et al. (2002) en una encuesta seroepidemiolégica sobre 110 rebafios del
suroeste de Alemania, observaron que entre el 68 y el 85% de las
explotaciones eran positivas y que la seroprevalencia individual se situaba

era del 50%.

En Inglaterra, Goddard et al. (1999) sefalaron que la prevalencia de
oestrosis en explotaciones ubicadas en distintas regiones alcanzaba el 80%,

declarando endémica la regién sur del pais.

En el cuadro n° 3 se resumen los porcentajes de seroprevalencia de

oestrosis en diferentes paises europeos.
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Cuadro n° 3.- Mapa climatico de Koéppen, en el que figuran los porcentajes de
seroprevalencia de oestrosis en diferentes paises europeos hallados

MEDIANTE ELISA.
BSk: estepa calida y fria. Caf: templado mediterraneo.
Cbf: templado ocednico. Cc: oceanico.
Csa: templado mediterraneo. Csb: templado mediterraneo.
Daf: continental suave. Dbf: continental fresco.

Dcf: continental subartico. H: tundra.
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Los estudios sobre la seroprevalencia de la oestrosis en Africa son
muy numerosos. Dorchies et al. (1999) tras la estandarizacion de la técnica
inmunoenzimética ELISA, realizaron encuestas seroldgicas en siete paises.
En Burkina-Faso se detect6 que el 86% de los ovinos eran positivos, en
Costa Ivory el 68%, en Nigeria el 98’3%, en Togo el 88'6%, en Senegal el
90'1%, en Etiopia el 54'7% y en Gabén el 752%.

En el continente americano, Murguia et al. (2000) detectaron que en
la provincia de Yucatan (México) el 77% de los rebafios presentaban al
menos un animal con anticuerpos frente a O. ovis, siendo la

seroprevalencia individual en dicho estado del 30%.
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2.6. TRATAMIENTO DE LA OESTROSIS

Desde hace algunos afios, la mayoria de los tratamientos frente a las
larvas de O. ovis se basan en la administracién de lactonas macrociclicas
empleando diferentes vias. Es importante destacar que en todos los
ensayos realizados hasta la fecha, la eficacia terapéutica de los diferentes
farmacos se determiné mediante la necropsia de los animales

transcurridos 15-30 dias de la aplicacion de los antiparasitarios.

En un ensayo para analizar el efecto de una dosis de 7’5 mg kg p.V._l
de rafoxanida por via oral, Sanyal et al. (1986) observaron que a los 2
meses del tratamiento las ovejas habian ganado 3’52 kg de peso; ademas,

tras su sacrificio, no encontraron larvas de O. ovis.

Yazwinski et al. (1983) evaluaron el efecto de una dosis de 200 pg kg
p.V._l de ivermectina, administrada por via oral, sobre las larvas de O. ovis

en ganado ovino y comprobaron que la eficacia era del 100%.

En ovejas con oestrosis natural, Lucientes et al. (1998) comprobaron
que la eficacia del tratamiento con 0’2 mg kg p.V._l de ivermectina via oral,

era del 100% de las larvas.

Dorchies et al. (1997) llevaron a cabo un experimento para estudiar
la eficacia de closantel e ivermectina frente a la oestrosis ovina. En un

grupo de animales tratados con una dosis de 10 mg kg p.V.-l de closantel
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via oral, comprobaron que se eliminaba el 100% de las larvas e idéntico
resultado obtuvieron cuando utilizaron 200 pg kg p.v.'1 de ivermectina via

subcutdnea; mientras que cuando utilizaron ivermectina oral la eficacia

fue del 98%.

En ovejas con oestrosis natural, Dorchies et al (2001) utilizaron 200
ug kg p.v.'l de doramectina intramuscular, y tras el sacrificio de las ovejas
observaron que la eficacia del tratamiento sobre las larvas 1 del parésito

fue del 100%.

Rugg et al. (1997) valoraron la eficacia de una capsula de liberaciéon
retardada de ivermectina en ovejas con oestrosis, y observaron que su
eficacia era del 100% en todos los animales; estos resultados son similares
a los hallados por Rehbein et al. (1998) cuando administraron una capsula
de liberaciéon de controlada de ivermectina a un grupo de ovejas de raza
merino infestadas de forma natural por O. ovis, comprobando que se

conseguia la eliminacion de mas del 99% de las larvas del parésito.

En los dltimos afos se ha probado la administracion de
antiparasitarios por via pour on. En ovejas con oestrosis natural, Hoste et
al. (2004) comprobaron quela eficacia de una dosis de 0’5 mg kg p.V._l de
eprinomectina pour on era del 97'7%. En una experiencia posterior, Habela
et al. (2006) comprobaron que la eficacia de una dosis de 0’5 mg kg p.V.-l y
otra de 1 mg kg p.v._1 de eprinomectina pour on, en ovejas infestadas de

forma natural, era del 83'5% y del 100%, respectivamente.
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2.6.1. Determinacion de la eficacia del tratamiento frente a O.

0vis.

Hasta la fecha, el procedimiento para la evaluacion de la eficacia de
los diferentes tratamientos disponibles frente a la infestacion por O. ovis
implican el sacrificio de los animales, examen de la cabeza e identificacion

de los diferente estadios larvarios.

Se ha aplicado la técnica ELISA para la estimacion de la
seroprevalencia de oestrosis en ganado ovino en diversas areas europeas,
como ya se ha reflejado con anterioridad, pero son muy escasos los
estudios en los que se han aplicado estos procedimientos
inmunoenziméticos para la valoracion de tratamientos frente a O. ovis.
Ramirez et al. (2006) comprobaron que en ovejas tratadas con ivermectina,
la respuesta inmunitaria IgG disminuia a las 6 semanas del tratamiento, y
que el porcentaje de animales positivos por ELISA pasaba del 100% al
56%.
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2.6.2. Efecto del tratamiento frente a O. ovis sobre la salud de las

ovejas.

En la bibligrafia disponible son escasas las referencias a los signos
clinicos que cursan con la oestrosis en ganado ovino. La mayoria de las
investigaciones han tratado de establecer la patogenicidad de las larvas
sobre las mucosas de las vias respiratorias (Duranton et al., 1997; Tabouret

et al., 2003a; Jacquiet et al., 2005).

Terefe et al. (2005) comprobaron que en ovejas con oestrosis
experimental se alcanzaban valores de eosinofilos de 450.000 ml" a la 3°
semana post-infeccién; estos autores no detectaron anemia en las ovejas

infestadas.

Tampoco existen referencias a las variaciones de los parametros
hematicos experimentadas por las ovejas después del tratamiento. Las
Unicas menciones hacen alusién a la desaparicién de signos clinicos como

exudado nasal, torneo, disnea (Lucientes, 2000).



3.- CAPITULO I:
INMUNODIAGNOSTICO DE
OESTROSIS CON PRUEBAS

INMUNOENZIMATICAS
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Immunological Investigations, 34: 91-99, 2005.

Comparison of Oestrus ovis Metabolic and Somatic Antigens for the
Immunodiagnosis of the Zoonotic Myiasis Oestrosis by
Immunoenzymatic Probes
R. Sanchez-Andrade, J.A. Romero, J.L. Suarez, J. Pedreira, P. Diaz, M.

Arias, A. Paz-Silva, R. Panadero, P. Diez-Banos, P. Morrondo, A. Scala

RESUMEN

El control de las zoonosis implica la reduccién de los hospedadores
animales infectados, y la primera medida consiste en disponer de pruebas
de diagnoéstico adecuadas y fiables. Se desarroll6 un estudio experimental
para determinar el antigeno (metabdlico o somatico) mas apropiado para
la deteccion de la miasis zoonésica oestrosis (Oestrus ovis) mediante
pruebas inmunoenzimaticas. Para conseguir este objetivo, un rebafio de 23
cabras no infestadas se mantuvo en un pasto en Sassari (Cerdefia, Italia)
para permitir su infestacion. Se tomaron muestras de sangre de las cabras
con periodicidad mensual y los sueros se procesaron mediante ELISA
indirecto. Después de comparar los resultados de la cronobiologia de O.
ovis, observamos que la respuesta inmunitaria humoral IgG frente a los
antigenos metabdlicos aumentaba s6lo durante el periodo de riesgo real
de infestacion (cuando las moscas vuelan, de mayo a septiembre),
mientras que las absorbancias frente a los productos somaéticos fueron

positivas desde el inicio del estudio (en enero, antes de la infestacion).
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Concluimos que los productos de excreciéon/secreciéon son mas utiles y
apropiados para el inmuodiagndstico de oestrosis en cabras, porque
posibilita el establecimiento de una relacién directa entre el desarrollo de
O. ovis y la respuesta inmunitaria humoral IgG, lo que facilita un

diagnostico més preciso.

PALABRAS CLAVE: oestrosis, antigenos de excrecién/secrecion,

antigenos somaticos, ELISA, diagndstico de zoonosis

INTRODUCCION

La oestrosis es una zoonosis parasitaria provocada por las moscas
de Oestrus ovis que afecta principalmente al ganado ovino y caprino,
aunque también puede hacerlo a personas (Dar et al., 1980; Delhaes et al.,
2001). Las moscas adultas depositan sus estadios juveniles (larvas L1) en
los ollares, penetran activamente en las cavidades nasales y migran hacia
el etmoides, donde mudan a L2. En los senos tiene lugar la transformacién
de L2 en L3, que son expulsadas del hospedador al suelo, donde pupan
(Hall y Wall, 1995).

La infestacion en ovejas y cabras estd asociada con rinitis crénica y
sinusitis con descarga mucopurulenta (Goddard et al., 1999). Se trata de un
proceso que cursa con pérdida de apetito, emaciacién y conjuntivitis

(Dorchies et al., 1993).
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Aunque las personas en contacto con animales (granjeros, pastores,
cuidadores de camellos) intentan reducir la posibilidad de infestacion
mediante la colocacién de un pafiuelo alrededor de la cara, o fumando
mientras estan en contacto con los animales (Pampiglione et al., 1997), se
produce la infestacion por estos dipteros, que puede dar lugar a diferentes
presentaciones. Existen dos formas principales: oftalmomiasis y miasis
faringea (Fekry et al., 1997), y los sintomas se hacen visibles de forma
stbita, con una sensacion de hipertermia y dolor en el trota, seguido de tos
y otros signos respiratorios, nasales, oculares o auriculares (Masoodi y
Hosseini, 2003). Se ha demostrado que el 80°3% de los pastores del area
del Etna (Sicilia, Italia) han contraido miasis por las larvas de O. ovis

(Pampiglione et al., 1997).

Esta miasis ocurre en regiones secas y cédlidas como los paises del
Mediterraneo, donde esta zoonosis es endémica, y también se ha
diagnosticado en paises de América Central (Murguia et al., 2000).
Asimismo, ha sido detectada en Arabia Saudi (Alahmed, 2000), Norte de
Jordania (Abo-Sehada et al., 2000), Egipto (Amin et al., 1997), Libia (Gabaj
et al., 1993), Italia (Caracappa et al., 2000; Scala et al., 2001), Sur de Espana
(Alcalde et al., 2003) y Sur de Francia (Dorchies et al., 2000). También se ha
diagnosticado en los condados mas calidos del Sur del Reino Unido

(Goddard et al., 1999) y Suroeste de Alemania (Bauer et al., 2002).

En rumiantes, la oestrosis se diagnostica de forma rutinaria

mediante la observacién de larvas de O. ovis en los animales una vez que
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han sido sacrificados, pero es una necesidad importante detectar esta
zoonosis parasitaria en personas. Se han aplicado algunas pruebas
inmunoenziméticas como el ELISA-indirecto para el diagnostico de
oestrosis (Goddard et al., 1999; Caracappa et al., 2000; Scala et al., 2002); no
obstante, aunque se pueden emplear dos preparados antigénicos de larvas
de O. ovis, metabdlicos y somaéticos, su idoneidad no ha sido probada
todavia. El antigeno somético se obtiene de la rotura de las larvas con un
homogeneizador  tisular, mientras que los antigenos de
excrecion/secreciéon son productos liberados por las larvas durante su

incubacién en medios adecuados.

En la presente investigacion se compararon los antigenos somaéticos
y de excrecién/secrecién de O. ovis para determinar cual es méds adecuado
para el diagnéstico de oestrosis por ELISA. Para este propésito, se
mantuvo un rebafio de cabras en primer afio de pastoreo, en condiciones
semi-extensivas en Sassari (Cerdefia, Italia) con objeto de facilitar su
infestacion. Cada mes se obtuvieron sueros de estos animales y se
analizaron para el diagnostico de oestrosis. Los resultados se compararon
con la cronobiologia de este pardsito en la misma region (Scala et al., 2002),
para estimar con qué antigeno se establecia la mejor correlacién entre el

riesgo de infestacion por O. ovis y la respuesta inmunitaria humoral IgG.
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MATERIAL Y METODOS

Cabras

En este estudio se emplearon 2 grupos de cabras de 3 meses de
edad sin infestar por O.ovis y se mantuvieron en una granja de Sassari
(Cerdenia, Italia). El G-1 estaba constituido por 23 cabras que pastaron
durante todo el afio, y el G-2 por 6 cabras que se mantuvieron estabuladas

para evitar su infestaciéon por O. ovis.

El rebafio en pastoreo (G-1) se alimentaba en general de pastos
naturales, caracterizados principalmente por especies vegetales anuales.
Las cabras del G-2 se alimentaron con heno y hierba. Como practica
comin en la regiéon donde se realizé este estudio, el grupo G-1 se
mantenia en el exterior y solo se llevaba a los apriscos durante la noche. Se
obtuvieron muestras de sangre cada mes de la vena yugular, y los sueros

se mantuvieron a -35°C hasta su utilizacion.

Preparacion de los antigenos de O. ovis

Para obtener las larvas de O. ovis, en un matadero local se
recogieron cabezas de cabras con infestacién natural y se abrieron para
recuperar las larvas en el septum, y en las cavidades sinusales, etmoideas
y turbinas. Después de identificar las larvas, se seleccionaron las L2 y se
lavaron en tampon salino fosfato PBS (pH 774) antes de la preparacién de

los antigenos (Scala et al., 2002).
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Los antigenos de excrecion/secrecion (ESA) se obtuvieron tras la
incubacién de larvas L2 en medio de cultivo RPMI a temperatura
ambiente durante 3 dias; el medio se recogia y se renovaba cada 3 horas.
Para preparar el antigeno somatico (SA), las larvas de segundo estadio se
fragmentaron con un homogeneizador tisular y a continuacion se
centrifugdé el producto resultante. El sobrenadante asi obtenido se
conservd a -70°C hasta su empleo. Antes de ello, se estim6 la

concentracién proteica de ambos antigenos con el kit BCA de Pierce.

ELISA-indirecto

Los antigenos de O. ovis se diluyeron en PBS hasta una
concentracion de 1 pg ml” (ESA) 6 3 pg ml” (SA) para tapizar los pocillos
de placas de microtitulaciéon (Costar, Corning Inc.,, NY, USA). Las
muestras de suero se diluyeron 1:50 en PBS con Tween al 0°05% y leche
desnatada al 1%, empledndose como inmunoconjugado un anticuerpo
monoclonal anti-IgG de cabra marcado con peroxidasa (y heavy chain
specific, Sigma-Aldrich Co., MO, USA) a dilucién 1:1500. A continuacién
se afladieron a cada pocillo 100 pl de substrato compuesto por 10 mg de
orto-fenilendiamina disueltos en 12 ml de tampén citrato (pH 5) y 10 pl de
H,0, al 30%. Las placas se incubaron en oscuridad durante 15 minutos y a
temperatura ambiente. La reaccion colorimétrica se detuvo colocando 100
pl de H,SO, 3N, y las absorbancias se leyeron en un espectrofotémetro a

492 nm (Titertek Multiskan, Hameenlina, Finland).
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Como testigos positivos y negativos se emplearon mezclas de
sueros de 5 cabras infestadas y otras 5 sin infestar, respectivamente. Los
sueros testigo positivos se obtuvieron de animales que albergaban un
ndmero importante de larvas de O. ovis cuando fueron sacrificadas en el
matadero, y los sueros testigo negativos de las cabras del G-2. Es
importante destacar que tras el sacrificio de estos animales (G-2), no se

encontraron larvas en sus cabezas.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con un andlisis de varianza
(ANOVA), considerando que existian diferencias significativas si p< 0705.
La prueba de correlacion de Pearson se empled en la evaluaciéon de la
existencia de correlacion entre las diferentes variables consideradas. Todas
las estimaciones se realizaron con el paquete estadistico SPSS, version

11.5.1. (SPSS Inc., 2002).

RESULTADOS

La Figura la representa la respuesta IgG humoral frente a los
antigenos ESA de O. ovis en cabras con infestacion natural. Desde enero
hasta abril, los valores de IgG fueron negativos en ambos grupos y con
ANOVA se comprobé que no existian diferencias significativas entre ellos.
Los niveles de IgG comenzaron a aumentar de forma significativa en
mayo y continuaron haciéndolo hasta el mes de julio. Después de

disminuir en agosto, los anticuerpos alcanzaron el valor maximo en
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septiembre, y a continuacién se redujeron hasta diciembre, aunque las
absorbancias del G-1 siempre fueron superiores a las del G-2. Con
ANOVA se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

los meses de mayo y diciembre.

Figura 1a.- Cinética de anticuerpos séricos IgG frente a antigenos
de excrecidon/secrecién de O. ovis en cabras en primer afo
de pastoreo.
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La cinética de anticuerpos frente a los productos SA de O. ovis se
representa en la Figura 1b. Se detectaron valores positivos desde el mes de
enero, alcanzdndose el maximo en junio. Entre julio y diciembre, se

apreci6 una disminucion significativa en los valores de IgG, aunque nunca
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se aproximaron a las absorbancias de los testigos negativos. Las
diferencias entre el G-1 y el G-2 resultaron significativas en todos los

meses del estudio.

Figura 1b.- Dinamica de anticuerpos IgG frente a antigenos
somaticos de O. ovis en cabras en primer afio de pastoreo
en Cerdena (Italia).
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La evolucion mensual de la prevalencia de oestrosis caprina se
muestra en la Tabla 1. Con los ESA comprobamos que el porcentaje de
cabras con valores positivos de IgG oscilaba entre el 0% (enero-abril) y el
100% (mayo-julio). Al emplear SA la prevalencia de oestrosis vari6 entre el

2272% (enero-marzo) y el 100% (mayo-septiembre).
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Tabla 1.- Porcentaje mensual de cabras positivas a los antigenos somaticos y de
excrecion/secrecion de L2 de Oestrus ovis en Sassari, Cerdeiia, Italia.
Cal3ras positivas a los Cabras positivas a los
antigenos de . e
. . antigenos somaticos de L2 de
excrecion/secrecion de L2 de ;
) Oestrus ovis

Oestrus ovis
Enero 0 2272 (4/18)
Febrero 0 2272 (4/18)
Marzo 0 2272 (4/18)
Abril 5575 (10/18) 55°5 (10/18)
Mayo 100 (18/18) 100 (18/18)
Junio 100 (18/18) 100 (18/18)
Julio 100 (18/18) 100 (18/18)
Agosto 8879 (16/18) 100 (18/18)
Septiembre 94’5 (17/18) 100 (18/18)
Octubre 8879 (16/18) 8373 (15/18)
Noviembre 8373 (15/18) 100 (18/18)
Diciembre 8373 (15/18) 94°5 (17/18)

DISCUSION

La oestrosis es una enfermedad parasitaria frecuente en ovejas y
cabras de algunos paises. El control adecuado de esta enfermedad se basa
en el diagnostico correcto, tratamiento eficaz y evaluacién de la eficacia de
este tratamiento. Sin embargo, esta miasis se detecta frecuentemente
mediante la observacién de larvas en los animales una vez que han sido
sacrificados.

El ELISA-indirecto permite el diagnéstico de oestrosis, aunque falta

por determinar el antigeno a utilizar, metabdlico o somatico. Con este



Capitulo 1: Inmunodiagnostico de oestrosis con pruebas inmunoenzimdticas 58

objetivo, en la presente investigacion se analiz6 la respuesta inmunitaria
humoral IgG frente a antigenos de excreciéon/secrecién y somaéticos de O.
ovis, en cabras en primer afio de pastoreo. Con los productos metabdlicos
la cinética de IgG aumenté de mayo a septiembre. Sin embargo, la
respuesta anticuerpo frente a los productos somaéticos se increment6 de
enero a junio, disminuyendo posteriormente hasta diciembre. En Cerdefia,
la fase activa del ciclo ex6geno (moscas adultas) tiene lugar entre marzo y
septiembre, de modo que este es el periodo de mayor riesgo de infestaciéon

para animales y personas (Scala et al., 2002).

Teniendo en cuenta nuestros resultados, el incremento de las
absorbancias frente a los antigenos metabdlicos en marzo parece deberse
al estimulo antigénico que provoca la infestacién por los primeros estadios
de O. ovis, de modo que el cese de tal estimulo es responsable de la

reduccién de la respuesta IgG.

Mas aun, los resultados obtenidos con los antigenos somaéticos
indican que las cabras presentan valores positivos de absorbancias en
enero, lo que no guarda relaciéon con la cronobiologia de este parésito
porque no es posible la aparicion de moscas hasta marzo-abril,

imposibilitando por tanto la infestacion de las cabras (Hall y Wall, 1995).

Las zoonosis parasitarias se pueden transmitir de animales a
personas de varios modos, en funcién del ciclo vital del parasito, tipo de

hospedadores y distribucién geografica de las especies. Se ha publicado
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que un elevado porcentaje de pastores contrajeron oestrosis en la regiéon
del Etna (Sicilia, Italia) y en el Sur de Iran. Diferentes investigaciones
hacen notar que esta miasis deberia considerarse como una enfermedad
ocupacional entre los granjeros que cuidan ovejas, cabras e incluso

camellos (Pampiglione et al., 1997; Masoodi y Hosseini, 2003).

El riesgo de transmisiéon de esta enfermedad por los animales se
puede reducir tomando algunas medidas de control, y la primera deberia
consistir en la aplicacion de técnicas adecuadas para el diagnéstico
correcto en los hospedadores animales, asi como su tratamiento cuando
sea necesario. En este trabajo, se puso de manifiesto que se puede
conseguir la deteccién mas adecuada y precisa de oestrosis si se emplean

antigenos de excrecién/secrecion para el analisis de la respuesta IgG.

La detecciéon correcta de oestrosis en rumiantes es el primer
parametro necesario para el control de esta parasitosis en estos animales, y
reducir de este modo las posibilidades de infestacién en personas. A
través de este estudio llegamos a la conclusiéon de que los productos de
excrecion/secrecion son mas utiles que los somaticos para el
inmunodiagndstico de oestrosis, puesto que es posible establecer una
correlacion directa entre la respuesta inmunitaria humoral IgG y la
infestacion por larvas de O. ovis, permitiendo un diagnéstico mas
apropiado. Recomendamos su empleo en encuestas epidemioldgicas,
necesarias para obtener una estimacion real de la distribucion de esta

miasis.
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Analysis of the humoral immune response to Oestrus ovis in ovine
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Diaz, P. Morrondo, P. Diez-Bafios, R. Sdnchez-Andrade

RESUMEN

Se analiz6 la respuesta anticuerpo (IgG, IgM e IgA) frente a Oestrus
ovis en ovejas adultas y en corderos en primer afio de pastoreo en Cerdefia
(Italia), mediante una prueba ELISA y antigenos de excrecién/secrecion
de larvas 2 de O. ovis. Antes de ser sacrificadas, se obtuvieron muestras de
sangre de 208 ovejas, y posteriormente se retiraron las cabezas y se
abrieron a lo largo del eje longitudinal para recoger los parasitos de las
cavidades nasales, turbinales y sinusales. Ademads, durante un afio se
tomaron mensualmente muestras de sangre de los corderos del G-1
(mantenidos en régimen semi-intensivo) y del G-2 (estabulados para evitar
la infestacion por O. ovis). En las ovejas se observé una correlacion
significativa y positiva entre el nimero de larvas de primer estadio de O.
ovis y los valores de IgM, y entre las larvas de segundo estadio y las
absorbancias IgG. En los corderos del G-1, todas las clases de anticuerpos
aumentaron de forma significativa a partir del mes de julio. Los valores
mas elevados de IgG se alcanzaron en septiembre y disminuyeron en

noviembre-diciembre. La respuesta IgM mads intensa se observé en el mes
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de noviembre, y la respuesta IgA mostré valores muy pequenos durante

todo el estudio.

Comparando estos datos con la cronobiologia de O. ovis en esta
region, llegamos a la conclusién de que la primera infestaciéon ocurre en
mayo, y supone un estimulo para la producciéon de anticuerpos
humorales. En el mes de octubre comenzé la reduccién de los valores de
IgG, lo que significa el comienzo de la fase de diapausa, mientras que la
respuesta IgM parece asociarse a la presencia de L1 en las cavidades
nasales. Los datos obtenidos nos inducen a proponer un tratamiento
precoz del ganado ovino en junio-julio, que evitaria la maduracion de las
larvas L1 de O. ovis, impidiendo el desarrollo de manifestaciones clinicas e

interrumpiendo el ciclo vital de este parasito.

PALABRAS CLAVE: Oestrus ovis, ganado ovino, IgG, IgM, IgA, ELISA

INTRODUCCION

La oestrosis es una miasis que afecta principalmente al ganado
ovino y caprino, aunque también puede afectar a pacientes humanos
(Lucientes et al., 1997). Masoodi y Hosseini (2003) observaron algunos
casos de personas con alteraciones faringeas y manifestaciones
respiratorias en el Sur de Iran, aunque las infestaciones oculares son las

maés prevalentes (Pampiglione et al., 1997; Prosl y Meyer, 2003).
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Las moscas adultas depositan el primer estadio larvario en los
ollares de las ovejas, y las larvas migran al interior de las cavidades
nasales. Las larvas 1 (L1) se dirigen al etmoides donde mudan a L2. En los
senos, las larvas L2 se transforman en L3, que son expulsadas mediante
estornudos y caen al suelo, donde pupan (Hall y Wall, 1995). Las moscas
adultas tienen un aparato oral rudimentario y no funcional, por lo que son
incapaces de nutrirse. Las larvas, en contacto estrecho con las mucosas del
hospedador, desempefian un papel esencial en el proceso de acumulacién

de nutrientes para los tres estadios del ciclo vital.

La oestrosis es endémica en algunas regiones de clima célido en las
que predominan las estaciones secas, como los paises del Mediterraneo, y
se ha descrito en muchos paises de Africa (Kilani et al., 1986; Horak et al.,
2001), Arabia Saudi (Alahmed, 2000), Norte de Jordania (Abo-Sehada et al.,
2000), Egipto (Amin et al., 1997), Italia (Caracappa et al., 2000; Scala et al.,
2001, 2002), Sur de Francia (Dorchies et al., 2000) y también en otras
localizaciones como en los condados del Sur del Reino Unido (Goddard et

al., 1999) y en el Suroeste de Alemania (Bauer et al., 2002).

Las interacciones entre las larvas de O. ovis y el sistema inmunitario
de los hospedadores se han investigado insuficientemente. Tabouret et al.
(2003) evaluaron las respuestas IgG e IgA en la mucosa nasal de ovejas
infestadas de forma experimental con O. ovis, en tanto que algunos
estudios investigaron la variacién estacional de IgG especificas frente a O.

ovis en ganado ovino (Papadopoulos et al., 2001; Scala et al., 2002).
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El principal objetivo del presente estudio fue evaluar la cinética de
las respuestas sistémicas IgG, IgM e IgA en ganado ovino frente a O. ovis.
Este conocimiento puede resultar de utilidad para conocer de forma
detallada la cronobiologia del parésito, identificar los periodos de mayor
riesgo, asi como el periodo mas adecuado para administrar un tratamiento
precoz con el que prevenir el desarrollo de lesiones en animales
infestados. Para este propoésito, se disefiaron dos experimentos. En el
primero, se analiz6 la respuesta inmunitaria humoral en ovejas con
oestrosis natural y los parasitos se recogieron de sus cavidades nasales. En
el segundo estudio, la respuesta inmunitaria sistémica se evalué durante
un afio en corderos, a través de la obtencién mensual de muestras de
sangre de dos grupos de animales, uno mantenido en pastoreo y el otro

estabulado desde su nacimiento para evitar la infestacion.

MATERIAL y METODOS

Experimento 1

En febrero de 2004 se obtuvieron muestras de suero de 208 ovejas
adultas antes de su sacrificio en matadero local (Sassari, Cedefia, Italia), y
posteriormente se retiraron las cabezas y se cortaron a lo largo del eje
longitudinal para recoger los parasitos de las cavidades nasales, turbinas y
senos segun el protocolo descrito por Yilma y Dorchies (1991). Los sueros
se analizaron con un ELISA-indirecto empleando antigenos de

excrecion/secrecion de L2.
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Experimento 2

Se obtuvieron mensualmente muestras de sangre de corderos de
raza autoctona Sarda en una explotacion ganadera de Sassari. Los sueros
se mantuvieron a -35° C hasta su empleo. Los animales se dividieron en
dos grupos, el G-1: 14 animales de 3 meses de edad que se mantuvieron en
pastoreo y el G-2: 5 corderos de la misma edad que permanecieron

estabulados con objeto de evitar la infestacién por O. ovis.

Los corderos del G-1 se mantuvieron pastos naturales, compuestos
principalmente por especies vegetales anuales. Los del G-2 se alimentaron

con hierba verde y heno.

Preparacion de los antigenos de excrecion/secrecion de O. ovis

El empleo de los antigenos de excrecién/secrecion se fundamenta
en investigaciones previas en las que se demostr6 su utilidad (Scala et al.,
2002; Séanchez-Andrade et al., 2005). Estos productos se obtuvieron
mediante la incubacién de larvas L2 en medio de cultivo RPMI a
temperatura ambiente durante 3 dias; el medio se recogia y se renovaba

cada 6 horas.

Las larvas L2 se recogieron de las ovejas del experimento 1. Una vez
identificadas, se lavaron en tampén salino fosfato (PBS, pH 774), y a

continuacién se incubaron en medio de cultivo RPMI.
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El punto de corte se estableci6 como la media de las absorbancias
consideradas negativas del G-2 mas 3 veces la desviacion estandar (Scala

et al., 2002); de este modo, el valor fue de 0"3634 para la IgM y de 03415
para la IgG.

ELISA-indirecto

Para analizar la respuesta IgG, los antigenos de excrecién/secrecion
de O. ovis se diluyeron en PBS hasta una concentracion de 3 pg ml”, con la
que se sensibilizaron los pocillos de placas de microtitulacion (Costar”,
Corning Inc., NY, USA), segtin Scala et al. (2002). Las muestras de suero se
diluyeron 1:50 en PBS con Tween al 0°05% y leche desnatada al 1%,
empledndose como inmunoconjugado un anticuerpo policlonal anti-IgG
de oveja marcado con peroxidasa (Sigma-Aldrich Co., MO, USA) a
dilucién 1:1500. A continuacién se afiadieron a cada pocillo 100 pl de
substrato compuesto por 10 mg de orto-fenilendiamina disueltos en 12 ml
de tampon citrato (pH 5) y 10 pl de H,O, al 30%. Las placas se incubaron
en oscuridad y a temperatura ambiente durante 15 minutos. La reaccion
colorimétrica se detuvo con la adiciéon de 100 pl de H,SO, 3N, y las
absorbancias se leyeron en un espectrofotometro a 492 nm (Titertek

Multiskan, Hiameenlina, Finland).

La evaluacion de los anticuerpos IgA e IgM se realiz6 con una
concentraciéon de antigeno de 10 pg ml” y 2 pg ml”, respectivamente. Los

sueros se diluyeron a 1:50, el anticuerpo (mouse) anti-IgA a 1:500, el anti-
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IgM a 1:750, y el inmunocojugado se utiliz6 a 1:500 y 1:1000, para cada

caso.

Como testigos positivos y negativos se emplearon mezclas de
sueros de 5 animales infestados y de otros 5 sin infestacion,
respectivamente. Los sueros testigo positivos se obtuvieron de las ovejas
del experimento 1, en las que se hallaron larvas de O. ovis cuando fueron
sacrificadas en el matadero, y los sueros testigo negativos de los corderos

del G-2.

Anualisis estadistico

El anélisis estadistico se realiz6 con un analisis de varianza
(ANOVA), utilizandose el contraste de Bonferroni cuando existian
diferencias significativas (p< 0°05). Los valores de absorbancias asi como

los de las cargas parasitarias se analizaron mediante t de Student.

La prueba de correlacion de Pearson se emple6 en la evaluacién de
la existencia de correlaciéon entre las diferentes variables consideradas.
Todas las estimaciones se realizaron con el paquete estadistico SPSS,

version 11.5.1. (SPSS Inc., 2002).
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RESULTADOS

Experimento 1

El ntmero total de larvas de O. ovis que se recogieron de las cabezas
de las ovejas fue de 1360 (Tabla 1), con una media de 654 + 725 y

prevalencia del 75%. El nimero de larvas por oveja oscil6 entre 0 y 24.

La prevalencia de O. ovis fue del 75% (156/208) y como se recoge
en la Tabla 1, el porcentaje de L1 fue 80"15%, 9°5% de L2 y 10"35% de L3,
con una carga parasitaria media de 539 + 5775 para las larvas de primer
estadio, 064 *+ 1°31 para las de segundo estadio y 069 + 1°01 para las de

tercer estadio.

Tabla 1.- Namero y porcentaje de los diferentes estadios de O. ovis en
ovejas de Sassari (Cerdenia, Italia) (1= 208).
Namero Porcentaje
Larvas L1 1090 8015
Larvas L2 129 95
Larvas L3 141 10'35
Total 1360

La Tabla 2 muestra los porcentajes de sensibilidad, especificidad,

valores predictivos positivo y negativo y prevalencia aparente.
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Tabla 2.- Parametros estadisticos para IgM e IgG frente a
antigenos de excrecién/secrecion de L2 de O. ovis
(Cerdena, Italia) (n= 208).

IgM IgG

Sensibilidad (%) 97’4 96’1

Especificidad (%) 90’4 55’8

Valor predictivo positivo (%) 96’8 86’7

Valor predictivo negativo (%) 922 82'8

Prevalencia aparente 75’5 83’2

Mediante la prueba de Pearson se comprobdé que habia una
correlacion significativa y positiva entre el namero de L1 y las
absorbancias IgM (r2= 07655, p= 0°001), y entre el nimero de larvas L2 y las
densidades 6pticas de IgG (r2= 07731, p= 07001).

Experimento 2

La Figura 1 refleja la cinética de IgG. En los corderos del G-1 los
valores de absorbancia aumentaron de forma significativa desde junio y
alcanzaron el valor méximo en septiembre, descendiendo desde este mes
hasta noviembre. En el grupo testigo (G-2) la respuesta IgG fue constante
durante todo el estudio. Con ANOVA se comprobé que las diferencias
entre los corderos infestados y los testigos resultaron significativas (p< 0

“05) desde julio a diciembre.
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Figura 1.- Dinamica de anticuerpos IgG frente a antigenos de
excrecion/secrecion de O. ovis en corderos en primer afo
2,81 grupo
—G2 - G2
— G-1 o G-
2,4
2,0
1,61
1,2
0,8
0,4
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En Fb Mz Ab My Jn J Ag St Oc Nv Dc
mes

En los corderos del G-1 la respuesta IgM (Fig. 2) aument6 en junio,
mientras que en el G-2 los valores se mantuvieron constantes durante todo
el afio de estudio. En el G-1 los anticuerpos IgM alcanzaron un valor
meseta de julio a octubre, y a continuacién aumentaron de nuevo. Con
ANOVA se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p< 0°05)
entre los corderos del G-1 y los del G-2 entre los meses de junio y

diciembre.
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Figura 2.- Dinamica de anticuerpos IgM frente a antigenos de
excrecion / secrecion de O. ovis en corderos en primer afio
de pastoreo en Cerdeiia (Italia).
0,9 Grupo
—G2 - G2
—G1 v G
0,6
0,31
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En la Figura 3 se puede comprobar que la respuesta IgA fue muy

similar en los corderos del G-1 y del G-2, siendo en ambos grupos los

valores de absorbancia muy bajos. Sélo se aprecié un débil y significativo

incremento en el G-1 a partir del mes de julio.
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Figura 3.- Dinamica de anticuerpos IgA frente a antigenos de
excrecién / secrecion de O. ovis en corderos en primer
afo de pastoreo en Cerdeiia (Italia).
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En los corderos del G-1, la respuesta mas elevada se obtuvo con los
anticuerpos IgG y la més pequenia con los IgA. El test de Pearson mostré
que existia correlacién significativa entre las curvas de IgG e IgM (r2= 0
543, p=07001), IgG e IgA (r2= 07407, p= 0001) y también de IgM e IgA (r2=
07542, p=0"001).
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DISCUSION

En Cerdefa la cronobiologia de la oestrosis tiene tres periodos
(Scala et al., 2002); la diapausa (octubre-febrero), la fase activa del ciclo

enddgeno (marzo-septiembre) y la fase exdgena (mayo-septiembre).

La deteccion de la oestrosis se lleva a cabo generalmente mediante
la necropsia de los animales en el matadero, aunque el conocimiento de
que la exposicién a antigenos de O. ovis estimula la producciéon de
anticuerpos IgG especificos se ha utilizado en el diagnéstico mediante
pruebas ELISA (Caracappa et al., 2000; Papadopoulos et al., 2001; Scala et
al., 2002). En el presente estudio, la evaluaciéon de la cinética de IgG en
corderos en primer afio de pastoreo en Cerdefia (Italia) mostr6 que los
anticuerpos aumentaban a partir del mes de junio y alcanzaban el méximo

valor en septiembre.

Todos los estudios previos analizaron la respuesta IgG, pero es
necesario tener en cuenta que los valores considerados positivos sélo
indican el contacto previo con los antigenos parasitarios y, como hemos
comprobado en otros estudios sobre trematodos, no necesariamente la
presencia de infecciéon activa (Sanchez-Andrade et al., 2001). Por esta
razon, se procedi6 al andlisis de las respuestas IgA e IgM. Los anticuerpos
IgM aumentaron desde junio y el valor maximo se obtuvo en noviembre-

diciembre; la respuesta IgA fue muy baja y experimentéd pequefias
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variaciones, lo que concuerda con los resultados de Jacquiet et al.

(comunicacién personal).

En un intento de explicar estos resultados se desarrollé un estudio
para establecer la posible relacién entre los diferentes estadios de O. ovis y
la respuesta anticuerpo en ganado ovino. De este modo se comprob6 que
los valores de IgM y la presencia de L1 estaban correlacionados, asi como

las L2 y la respuesta IgG.

En corderos en primer afio de pastoreo, el incremento observado en
la respuesta inmunitaria humoral IgG desde junio-julio parece indicar que
la produccion de estos anticuerpos depende del metabolismo activo de las
larvas de O. ovis, lo que coincide con los resultados de Dorchies et al.
(1998), y el desarrollo de L1 a L2 y L3 estimula la produccion de
anticuerpos IgG. Sin embargo, durante la diapausa (que transcurre entre
octubre y febrero en Cerdena), las L1 depositadas al final de verano
reducen su actividad y metabolismo, permaneciendo quiescentes en las
cavidades nasales, de modo que no se produce presentaciéon de antigenos
al sistema inmunitario, o se hace en muy pequefios niveles (Goddard et al.,

1999).

El incremento de los anticuerpos IgM durante la fase activa y la
diapausa muestra que esta respuesta inmunitaria humoral no esta
asociada al metabolismo activo de larvas de O. ovis. Ademas, los valores

mas elevados de IgM se obtuvieron precisamente durante la diapausa
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(noviembre-diciembre), lo que indica que el estimulo antigénico para la
produccién de IgM guarda relacion con la presencia de larvas L1, que
predominan en este periodo (Dorchies et al., 1998; Caracappa et al., 2000;
Scala et al., 2001).

Scala et al. (2002) comprobaron que en Cerdefia el periodo de vuelo
de las moscas adultas tiene lugar entre los meses de marzo y septiembre,
por lo que nuestros resultados parecen indicar que la infestaciéon primaria
de los corderos ocurre en mayo, y explica que todos los anticuerpos

analizados no aumentasen hasta junio-julio.

La oestrosis es responsable de pérdidas econémicas importantes, de
modo que es necesario establecer medidas apropiadas para su control y
prevencién. Rogers y Knapp (1973) observaron que las larvas maduran
mas rapidamente y en mayor nimero en corderos que en animales adultos
expuestos a infestaciones previas, por lo que son responsables del

mantenimiento de esta miasis.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en la presente
investigacion, y que en Cerdefia el periodo de nacimiento de los corderos
ocurre en noviembre-diciembre, aconsejamos a los ganaderos de ovejas de
esta zona que consideren la posibilidad de aplicar un tratamiento precoz a
los corderos en junio-julio, como una medida eficaz para prevenir la
maduraciéon de larvas L1, evitando asi el desarrollo de manifestaciones

clinicas en los corderos infestados y reduciendo las pérdidas econémicas
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provocadas por la oestrosis. Se estan desarrollando maés estudios para
conseguir un mayor conocimiento sobre el papel de la IgM en la oestrosis
ovina y su relaciéon con la presencia de L1 en las cavidades nasales del

ganado ovino.
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RESUMEN

Se desarrollaron dos experimentos para conocer la distribucién y
control de la oestrosis en ovejas. En el primero se realizé una encuesta
serolégica para conocer la prevalencia estacional de oestrosis en ovejas de
una zona con clima ocednico (noroeste de Espafia). En la primera
experiencia, a lo largo de las 4 estaciones del afio, se recogieron 669

muestras de sangre seleccionadas de forma aleatoria de ovejas adultas en
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pastoreo, que se analizaron para evaluar la presencia de anticuerpos IgA,
IgM e IgG mediante ELISA y antigenos de excrecién/secreciéon de L2 de
Oestrus ovis. En el segundo experimento se evalu6 el efecto de un
tratamiento con ivermectina sobre la respuesta inmunitaria humoral (IgA,
IgM, IgG); para ello se tomaron dos muestras de sangre, una antes del

tratamiento y otra después, en un rebafio de ovejas con oestrosis natural.

El porcentaje de animales positivos a IgA fue del 34%, a IgM del
54% y a IgG del 55%. La seroprevalencia mas baja se observé en primavera
frente a IgA e IgM, y en invierno para IgG. Los valores mas elevados de
positividad a IgA se observaron en otofio, a IgM en verano y a IgG en

invierno.

No se observaron ovejas con valores positivos de IgM tras la
administraciéon del tratamiento, en tanto que la reducciéon mediante IgA-
ELISA fue del 58% y del 27% con IgG-ELISA. Estos resultados parecen
poner de manifiesto que la oestrosis es una enfermedad parasitaria que
precisa vigilancia en regiones con clima ocednico. La valoracién de la
eficacia del tratamiento se puede realizar con el andlisis de la respuesta

sérica IgM.

PALABRAS CLAVE: ganado ovino, Oestrus ovis, ELISA, seroprevalencia,

tratamiento
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INTRODUCCION

La oestrosis es una miasis nasal que afecta principalmente a
pequefios rumiantes provocada por las larvas de la mosca Oestrus ovis
(Linneo, 1761, Diptera: Oestridae). Aunque el ganado ovino parece ser el
mejor hospedador (Papadopoulos et al., 2006), O. ovis puede infestar otros
rumiantes como las cabras. Se han publicado algunos casos de oftalmitis o

miasis faringea/nasal en personas, causadas por las larvas L1 del parasito

(Delhaes et al., 2001; Masoodi and Hosseini, 2003; Pérez et al., 2008).

La presencia de oestrosis es una enfermedad endémica en areas del
Mediterraneo, donde temperaturas calidas y periodos secos favorecen la
fase externa de esta miasis (Caracappa et al., 2000; Dorchies et al., 2000;
Scala et al., 2002; Papadopoulos et al., 2006). Sin embargo, algunas
investigaciones probaron la existencia de oestrosis en ovejas de areas

calidas de zonas como el Reino Unido o Alemania (Bates, 1997; Goddard

et al., 1999; Bauer et al, 2002).

El desarrollo de larvas en las cavidades y senos nasales puede
provocar signos acusados que podrian derivar en importantes pérdidas

econdmicas (Dorchies et al., 1998; Papadopoulos et al., 2006).

La posibilidad de infestaciéon en humanos subraya la necesidad de
disponer de medidas apropiadas para su control, como la quimioterapia

(Fekry et al., 1997). Aunque existen diferentes antiparasitarios para el
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tratamiento de oestrosis, no existe suficiente informacidon sobre los

procedimientos adecuados para evaluar su eficacia.

En el presente estudio se plantearon dos ensayos. El primero
consisti6 en una encuesta seroldgica para determinar la prevalencia
estacional de oestrosis en ovejas de un area con clima ocednico (NO
Espafia), mediante la valoracién de la respuesta inmunitaria humoral IgA,
IgM e IgG con una técnica ELISA y antigenos de excrecion/secreciéon de
larvas 2 O. ovis. En el segundo se analizo el efecto de un tratamiento con
ivermectina sobre la respuesta inmunitaria humoral (IgA, IgM e IgG) en

un rebafio con oestrosis natural.

Material y Métodos

Disefio del experimento 1

Entre el mes de diciembre de 2004 y noviembre de 2005, se
recogieron muestras de sangre de 669 ovejas adultas (1-10 afios), y los
sueros se conservaron a -35C hasta su empleo. Las muestras se obtuvieron

de forma aleatoria en invierno, primavera, verano y otofio (Tabla 1).

La mayoria de los rebafios salen durante el dia al pasto, y se
recogen en los establos durante la noche. Los corderos nacen en

noviembre-diciembre, y se destetan con aproximadamente 1 mes de edad.
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La alimentacion de los rebafios en el pasto consiste en especies vegetales

naturales, caracterizadas por variedades anuales.

Disefio del experimento 2

Se utilizé un rebafio de 100 ovejas adultas para evaluar el efecto de
un tratamiento a base de ivermectina sobre la respuesta inmuntaria
humoral frente a los antigenos de L2 de O. ovis. En el mes de noviembre
de 2005 se administré el tratamiento a 80 animales, y los otros 20 se

mantuvieron sin tratar como testigos.

Un mes después de la administracion de la lactona macrociclica, se

recogieron 2 muestras de sangre de cada animal.

Preparacién de antigenos de excrecion/secrecion de L2 de O. ovis

Basandonos en los resultados de estudios previos (Suarez et al.,
2005), consideramos adecuada la utilizacion de estos productos
antigénicos. Las larvas 2 se obtuvieron de ovejas infestadas de forma
natural y sacrificadas en un matadero de Sassari (Cerdefia, Italia). Las L-2
se lavaron en tampén fosfato PBS (pH 7'4) y a continuacién se
mantuvieron en medio liquido RPMI a temperatura ambiente durante 6
horas. El medio se recogio, se dializ6é de forma exhaustiva frente a agua y

se liofiliz6 para asegurar su correcta conservacion.
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ELISA

Los sueros se analizaron mediante un ELISA indirecto y productos
de excrecion/secreciéon de L2 de O. ovis (Suérez et al., 2005). El antigeno se
diluy6 en PBS hasta una concentracion de 3 pg ml” para sensibilizar los
pocillos de placas de microtitulaciéon (CostarD, Corning Inc., NY, USA).
Para analizar la respuesta IgG, se afiadieron los sueros (diluidos 1:50 en
PBS con 005% Tween y 1% de leche descremada); como
inmunoconjugado se emple6 rabbit anti-ovine IgG (Sigma-Aldrich Co.,
MO, USA) a 1:1.500 y las absorbancias se leyeron en un espectrofotémetro

de placas a 492 nm (Titertek Multiskan"”, Himmelina, Finland).

Para evaluar las respuestas IgA e IgM, se emple6 una concentracién
de antigeno de 10 y 2 g ml’, respectivamente; los sueros se utilizaron a
1:50, como segundo anticuerpo se emplearon mouse anti-ovine IgA y IgM
a 1:500 y 1:750, respectivamente, mientras que como inmunoconjugado se

emple6 HRP-labelled rabbit anti-mouse IgG a 1:500 y 1:1000.

Como sueros testigo positivos y negativos se utilizaron muestras de
5 ovejas infestadas y de otras 5 no infestadas. Los sueros positivos se
obtuvieron de ovejas que en la necropsia tenian un ntmero elevado de
larvas de O.ovis. Las muestras séricas negativas procedian de 5 corderos
que siempre se mantuvieron estabulados para evitar la infestacién por el
parésito. El punto de corte se determindé como el valor medio de las

densidades 6pticas de los sueros negativos mas 3 veces la desviaciéon
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estandar (Sudrez et al., 2005). De este modo, se consideraron como valores
positivos absorbancias superiores a 0°3415 para la IgG, de 0’3241 para la
IgA y de 0’3634 para la IgM.

Valoracion del tratamiento
La eficacia de la ivermectina se determiné mediante el calculo de la

reduccién de los valores de los porcentajes de ovejas positivas (Porcentaje

de Eficacia 1, PE1) y de los valores de absorbancias (PE2) segtn las

férmulas:
PE1= N ovejas p051t1ve}s -N cye;as negativas 100
N ovejas positivas
PED= DO ovejas positivas - DO ovejas negativas <100

DO ovejas positivas

Variaciones de parametros climaticos

Para establecer el modelo climético del area donde se desarroll6 el
estudio, se recogieron los valores medios mensuales de temperatura
maxima, minima, precipitacion y humedad relativa. Los valores se

obtuvieron de estaciones meteorolégicas automatizadas.

Analisis estadistico
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La presencia de diferencias entre los diferentes parametros se
establecié con ayuda de analisis de varianza (ANOVA), considerando que

existia significacién si p< 0°05.

Se aplico el test de Pearson para analizar las correlaciones entre las

diferentes variables consideradas. Todas las pruebas se realizaron con el

programa SPSS, version 15 (SPSS Inc., 2007).

Los resultados de seroprevalencia se expresaron como porcentajes y

el Intervalo de Confianza al 95% (IC 95%).

RESULTADOS

Modelo climéatico

Los valores medios mensuales de la temperatura maxima y
minima, precipitaciones y humedad relativa se representan en la Figura 1.
La precipitacion maés elevada se obtuvo en noviembre-diciembre y
después en abril. Las temperaturas mas altas se obtuvieron en los meses
de verano y las mas bajas en los de invierno. El porcentaje de humedad
relativa alcanz6 valores mds o menos constantes durante todo el afio,

oscilando entre el 58% en enero y el 71% en noviembre.

Figura 1.- Parametros climaticos caracteristicos de un clima oceanico
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Experimento 1

Las variaciones en la seroprevalencia de oestrosis se resumen en la
Tabla 1. El porcentaje de animales positivos a IgA vari6 entre el 17% (11,
23) en invierno y el 54% (47, 61) en otofo; la seroprevalencia de IgM oscil6
entre el 48% (40, 56) en verano y el 60% (52, 68) en invierno, en tanto que
la seroprevalencia de ovejas con valores considerados positivos de IgG se
situd entre el 31% (24, 38) en invierno y el 75% (68, 82) en verano. Estas
diferencias resultaron significativas mediante anélisis de Chi cuadrado (p<

0°05).
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En la Tabla 1 se representan los valores de absorbancias IgA, IgM e

IgG. Tal como se habia observado para las seroprevalencias, los mayores

valores se obtuvieron en otofio para la IgA, en invierno para la IgM y en

verano para la IgG. Con ANOVA se comprob6 que estas diferencias eran

significativas (p< 0'05).

Mediante el analisis de Pearson, se observé que las absorbancias IgA e

IgM estaban correlacionadas (r2= 0’618, p= 0'001).

Tabla 1.- Prevalencia estacional de oestrosis determinada mediante anticuerpos séricos (IgA, IgM and
IgG) en un drea con clima oceanico (NO de Espaiia) (n= 669). Valores de absorbancia
(expresados como media + SD) frente a antigeno de excrecion / secrecion de L-2 de Oestrus ovis.

IgA IgM IgG
ESTII:CIO N° Positive oD Positive oD Positive oD

~ 0°160£0 03630 0721 £

Otofio 174 94 028 92 124 129 0225
. 00920 05840 0474 £

Invierno 163 28 032 98 142 51 0256
. 01230 04910 0475

Primavera 169 56 039 96 297 66 0'174
0°150£0 02610 0812+

Verano 163 49 042 78 133 122 0381

F=13

X>= 20 S X=10 o X=14 ,
Etadisi ws B2 X Esne X s
P=0'011 P=0'018 P=0'008
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El analisis global de la respuesta inmunitaria humoral frente a los
antigenos de larvas 2 de O. ovis se muestra en la Tabla 2. El porcentaje de
ovejas positivas s6lo a IgM o IgG fue similar (11-12%; 9, 13), y no se

observaron casos Gnicamente con valores positivos de IgA.

Tabla 2.- Respuesta humoral (IgA, IgM, IgG) frente a antigeno excretor / secretor de L-2 de Oestrus
ovis en ovejas mantenidas en pastoreo en un area con clima oceanico (NW de Espaiia) (n= 669).

IgA IegM IgG n
- - - 178
+ - - 0
- + - 79
- - + 74
+ + - 44
+ - + 53
- + + 111
+ + + 130

El porcentaje de ovejas positivas a alguna de las inmunoglobulinas
fue del 73% (70, 76), variando entre el 34% (30, 38) a IgA, 54% (50, 58) a
IeM y 55% (51, 59) a IgG. Al determinar la presencia de respuestas
multiples, comprobamos que el 7% (5, 9) de las ovejas eran positivas a IgA
+ IgM, el 8% (6, 10) a IgA + IgG, y el 17% (14, 20) a IgM + IgG. Al

considerar las 3 inmunoglobulinas, la seroprevalencia de oestrosis fue del
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19% (16, 22). Se estableci6 una correlacion significativa entre el diagnéstico

de IgA y de IgM (k= 0"179, p= 0"030).

Experimento 2

Antes de la administracién de la ivermectina, la seroprevalencia de

oestrosis en el grupo G-T vari6 entre el 41% (31, 51) por ELISA-IgA y el
62% (52, 72) por ELISA-IgG (Tabla 3).

Tabla 3.- Evaluacién mediante el estudio de la respuesta inmune (IgA, IgM and IgG) de la eficacia de
un tratamiento con ivermectina frente a larvas de Oestrus ovis.

IgA IgM IegG
0.1202 + 0.677 +
0 41 000 48 039140214 62 o
0.042 + 0.1450 + 0302 +
! 17 0.020 0 0.0917 35 0.170
G-
f PEI 59% 100% 43%
80)
PE2 31% 61% 41%
Statis  x=11.268 F=32.860 = F=54.225 X'= 20.205 F=
tics  P=0.003 p-ogor B2 P=0.001 p=oon1 S8
Sa;mp Positive oD Positiv Sample Positiv
c c (]
G- 0 10 0(')1361; 9 0423+0.183 13 06626_,?;
s . .
( 0.129 + 0.644 +
20) 1 10 073 9  0399+0.19 11 o
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No se observaron ovejas positivas a IgM después de Ila
administraciéon de la ivermectina, y el porcentaje de animales positivos a

IgA e IgG experiment6 una reduccion significativa.

El porcentaje de eficacia 1 (PE1) fue del 59% (49, 69) para la IgA y
del 43% (33, 53) para la IgG. No se observaron variaciones en la

seroprevalencia del G-C.

Mediante ELISA se comprobé que existia una reducciéon
significativa en los valores de absorbancias, y el PE2 alcanz¢ cifras del 61%
para la IgM y el 41% para la IgG (Tabla 3). Con ANOVA se observaron
diferencias para las densidades 6pticas IgA, IgM e IgG en el G-T (p< 0°05),
en tanto que las absorbancias fueron similares en el G-C. Es importante
destacar que ninguna de las ovejas tratadas mostré efectos adversos o

alteraciones después de la administracion de la ivermectina.

DISCUSION

En investigaciones previas se ha demostrado que bajo condiciones
climaticas desfavorables, caracterizadas por temperaturas bajas, elevadas
precipitaciones y porcentajes de humedad relativa, las larvas 1 de O. ovis
estan en la fase de diapausa (Scala et al., 2002). En el 4area en la que se
efectud el presente estudio, estas condiciones se dan entre los meses de
octubre y abril. Las condiciones climéticas mejoran de mayo a septiembre,
observandose un incremento significativo de la temperatura junto con una

reduccion de las precipitaciones.



Capitulo 3: Seroprevalencia y quimioterapia 97

La presencia de larvas L1 quiescentes en las cavidades nasales,
fenémeno que predomina en el periodo de diapausa, se ha relacionado
con un incremento de la intensidad de la respuesta inmnunitaria IgM
(Suérez et al., 2005). En el presente estudio, la observacién de los mayores
valores de IgM en invierno y primavera, cuando las condiciones son
desfavorables para el desarrollo de la fase externa de O. ovis, podria
asociarse a la actividad reducida de las L1 en las ovejas infestadas, como

se demostr6 en investigaciones previas.

Diversos estudios muestran que el metabolismo activo de las larvas
de O. ovis en el interior de las cavidades nasales, caracterizada por el
desarrollo de L1 a L2 y a L3, estimula la sintesis de anticuerpos IgG
(Dorchies et al., 1998; Goddard et al., 2002). En ovejas mantenidas en
pastoreo, se comprob6 que la respuesta IgG aumentaba en verano-otofio y
disminuia en invierno-primavera, lo que parece sustentar la hipétesis de
que durante estos periodos transcurren las fases activa y de diapausa,

respectivamente (Scala et al., 2002).

Se ha dedicado escasa atencion a la interpretacion de los resultados
de serologia que proceden del andlisis de la respuesta inmunitaria
humoral frente a O. ovis. Suarez et al. (2005) demostraron en corderos de
primer afio de pastoreo que los valores de IgA eran bajos y que
aumentaban débilmente después de la infestacion. Esta respuesta
inmunitaria se ha asociado con frecuencia a un estimulo local en el epitelio

de conductos, mucosas, etc., lo que podria explicar los bajos valores de
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IgA en las muestras analizadas. En el presente estudio, las asorbancias IgA
mas elevadas coincidieron con las condiciones externas favorables para la
fase de salida del parasito, de modo que parece muy probable la
asociacion entre estas dos observaciones. Por el contrario, la respuesta IgA
mas reducida tuvo lugar en invierno, lo que podria indicar la reduccion
del metabolismo de las larvas de O. ovis durante esta estacion, de acuerdo

con los resultados obtenidos para la respuesta IgG.

Se ha demostrado que la oestrosis es endémica en pequeiios
rumiantes en 4areas de clima mediterrdineo como el sur de Europa
(Papadopoulos et al., 2007; Caracappa et al., 2000; Dorchies et al., 2000;
Scala et al., 2002). Sin embargo, en una encuesta desarrollada en el suroeste
de Alemania, Bauer et al. (2002) comprobaron mediante el analisis de la
respuesta IgG que la seroprevalencia de oestrosis ovina era del 50%. Estos
resultados coinciden con los de Bates (1997) en los condados mas céalidos

del Reino Unido.

Si consideramos la asociacion entre la respuesta IgM y la presencia
de L1 en las cavidades nasales, el hallazgo de que ninguna oveja era
positiva a IgM después del tratamiento con ivermectina parece indicar que
la lactona macrociclica provocé la eliminacién de las larvas L1 de O. ovis
en los animales tratados.

La reduccién significativa en las respuestas IgA e IgG en las ovejas
tratadas podria atribuirse a una disminucién en el estimulo antigénico

provocado por la presencia de larvas del parasito. Estos resultados
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subrayan la utilidad de este ensayo para evaluar la eficacia de un
tratamiento con ivermectina, evitando la necesidad del sacrificio de los

animales.

CONCLUSIONES

Estos resultados demuestran que la infestaciéon por Oestrus es
importante en pequefios rumiantes de 4reas con un clima a priori no
demasiado favorable, como en el noroeste de Espafia, donde concurren
condiciones climaticas de tipo ocednico, de modo que se deben tener en
cuenta medidas encaminadas a su control. Con este proposito, se
desarrollé un ensayo para estimar la utilidad del estudio de la respuesta
inmunitaria humoral para evaluar la eficacia de un tratamiento con
ivermectina en ovejas con oestrosis natural. La lactona se administré en
noviembre, de acuerdo a las indicaciones de Scala et al. (2002), quienes
recomendaron la quimioterapia en la fase de diapausa, puesto que de esta

forma se evitaria el desarrollo de L1 a L2, y de L2 a L3.

En este estudio concluimos que la oestrosis también es una miasis
extendida en los pequefios rumiantes de areas de clima oceédnico. El
control de estas parasitosis se puede realizar mediante la administraciéon
de un tratamiento, y su eficacia valorada mediante el andlisis de la

respuesta IgM.
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Variaciones de los parametros hematicos en ovejas con oestrosis natural

INTRODUCCION

En general los signos clinicos y las lesiones se corresponden con las
fases del ciclo evolutivo del parasito. La presencia de L-1 se ha asociado a
posiciones de encorvamiento en el ganado ovino. Cuando las larvas
adquieren mayor tamafio llegan a obstruir los orificios sinusales,
impidiendo el drenaje de dichos senos y apareciendo procesos sinusiticos,
sobre todo en épocas otonales e invernales (Tabouret et al., 2001). Estas
obstrucciones también pueden aparecer en la cavidad esofagico-traqueal,
y pueden dar lugar a trastornos respiratorios como disnea, taquipnea,

ronquidos, estertores, lagrimeo, rinorrea, etc.

Las moscas adultas producen desasosiego, y estados de estrés en el
ganado ovino, que pueden provocar carreras aisladas, incluso estampidas,
capaces de provocar traumatismos (Lancaster y Meisch, 1986). Sanyal et al.
(1986) observaron que en ovejas con oestrosis se producia una ganancia de
peso de 3’52 kg a los 2 meses de la administracion de un tratamiento con

rafoxanida.

La mayoria de las investigaciones que tratan de establecer la
patogenicidad de las larvas de O. ovis se han centrado en el estudio de las

mucosas de las vias respiratorias (Duranton et al., 1997; Tabouret et al.,
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2003; Jacquiet et al., 2005). Existen muy pocos estudios en los que se hayan
valorado los parametros hematicos de ovejas con oestrosis. Terefe et al.
(2005) después de infectar experimentalmente ovejas con O. ovis,
comprobaron que el nimero de eosindfilos alcanzaba a la 3% semana p.i.
valores de 450.000 ml" de sangre; estos autores no detectaron anemia en

las ovejas infectadas.

Con objeto de proporcionar mayor informacién acerca de las
alteraciones provocadas por la infestacion de larvas de O. ovis en las ovejas
a nivel sistémico, se desarrolld un estudio en el que se analizaron las
variaciones de los pardmetros hemaéticos de las series roja y blanca en
ovejas de la Comunidad Auténoma Gallega. Estos resultados se
relacionaron con el diagnéstico de oestrosis mediante el analisis de las

respuestas inmunitarias humorales IgA, IgM e IgG.
MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental

Durante el afio 2004 se recogieron 2 muestras de sangre (una con
heparina y otra sin ella) de 304 ovejas seleccionadas de forma aleatoria de
dos zonas diferentes de Galicia. Zona I, 134 muestras de la Costa de A
Corufia, y Zona II, 170 muestras de la zona interior de Lugo. Las muestras
se obtuvieron en los periodos de primavera, verano, otofio e invierno,
como se aprecia en el cuadro n° 1. La estimacion del namero de muestras

necesario se hizo considerando un valor de precision (I) de 0°06, y una



Capitulo 4: Alteraciones de los parametros hemadticos en ovejas con oestrosis 106

prevalencia del 50%, de forma que se necesitarian 267 muestras

(Thrusfield, 1997).

La sangre heparinizada se analiz6 en un Coulter-Counter con objeto
de establecer el grado de alteraciéon que supone la presencia de oestros en
la cavidad nasal. Las muestras sin heparina se dejaron desuerar a
temperatura ambiente; los sueros se analizaron mediante un ELISA y

antigeno OL2ES, para determinar la cinética de IgG, IgA e IgM.

Cuadro 1.- Distribucién de las muestras de ovejas de Galicia.

Primavera

Verano 41

Otoiio 44

Invierno 45

Primavera Verano Otofio Invierno Total

Total 77 74 79 74 304
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Obtencion de antigenos de excrecion secrecion de Oestrus ovis.

El  proceso seguido para  conseguir  antigenos de
excrecion/secrecion de larvas 2 de O. ovis (OL2ES) se inici6 con la
obtencion de 208 cabezas de ovejas sacrificadas en un matadero local de
Sassari (Cerdefia, Italia); las cabezas se abrieron en sentido sagital para

recoger las larvas del parasito (Yilma y Dorchies, 1991) (cuadro n° 2).

Las larvas identificadas como L-2 se lavaron en tampén fosfato PBS,
y a continuacién se incubaron en estufa a 37°C y atmésfera de CO, al 5%
durante 3 dias, renovandose el medio cada 6-8 horas aproximadamente
(Suérez et al., 2005). El antigeno asi obtenido se pas6 por un filtro de 0'22
pm para eliminar los detritus, y se congel6 a -80°C. Se calcul6 la

. . - .. . . ®
concentraciéon proteica antes de su utilizaciéon mediante el kit BCA

(Pierce, Illinois, USA).

ELISA-indirecto

Las muestras se analizaron mediante un ELISA y antigeno de
excrecion-secrecion de larvas 2 de O. ovis (cuadro 7) (Scala et al., 2002). Se
utilizaron placas de microtitulacién de P.T.E.G. (polyethylene terephtalate
glycol) de fondo plano (Costar, Fast-Binder). Con el fin de minimizar en lo
posible las variaciones debidas a las placas, todas las que se emplearon
pertenecian al mismo lote. Las sales y detergentes empleados para la

preparacion de soluciones tampoén fueron de la firma Panreac.
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Cuadro 2.- Obtencion de antigenos OL2ES.

Lavado de larvas L2 en

tampon fosfato PBS

Medio de incubacién RPM\

Incubacién a 37° C y atmésfera de CO; al 5% durante 3 dias.
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Las soluciones utilizadas en el ELISA fueron:

Tampon fosfato salino (PBS) pH= 7,5 Tampon citrato fosfato pH= 4
* Cloruro sédico (NaCl) 0'14 M « Acido citrico 24’3 mM
* Cloruro potasico (KCI) 2’7 mM » Fosfato disédico 51'4 mM

» Fosfato monopotasico (KHPOy) 1’5 mM
* Fosfato disédico (Na,HPO,) 8 mM

PBS-Tween (PT) PTL
* Detergente Tween 20 diluido al 0'1% en PBS ¢ Leche en polvo diluida al 2% en
PT

Acido sulfarico 3N

Antes de procesar las muestras séricas, y con objeto de determinar
cudles eran las condiciones en las que se obtenian mayores diferencias
entre los sueros de animales infectados (positivos) y de los testigos
(negativos), se hicieron las pruebas correspondientes con diferentes
diluciones de los antigenos, sueros e inmunoconjugados. Ademas, en cada
placa se disponian un grupo de sueros positivos y otro de negativos, que
procedian de muestras de animales cuyos antecedentes respecto a su
infeccion por O. ovis se conocian. El protocolo de la técnica ELISA para la

deteccion de IgG se recoge en el Cuadro 3.
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Cuadro 3.- Protocolo del ELISA-indirecto para la deteccion de anticuerpos
especificos (IgG) en sueros de corderos.

1. Sensibilizacién de las placas. OL2ES 3 pg proteina ml™

2. Bloqueo puntos unién inespecifica. PBS + Tween + leche desnatada

3. Muestras problema. Sueros 1/50

4. Inmunoconjugado. Marcado con peroxidasa 1/1500

5. Substrato. OPD + citrato + H;O,

La determinacion de IgM e IgA se hizo de acuerdo al protocolo

anterior, con algunas modificaciones: la concentracién de OL2ES fue de 2
-1 . 1e 2 . .

y 10 pug ml , respectivamente, y se utilizé6 como inmunoconjugados mouse

anti-ovine IgM e IgA a1/750 y 1/500 (Suérez et al., 2005).

Para determinar si un suero se consideraba positivo o negativo
frente a OL2ES, se estableci6 el punto de corte, que se calculé6 como el
valor medio de las absorbancias del G-2 mas 3 veces la desviacion
estandar (Scala et al., 2002), de modo que este valor result6é 0’3634 para la

IgM, 0'1123 para la IgA y 0°3415 para la IgG.

Analisis hematolégicos

Como se expuso con anterioridad, de cada animal se extrajeron 2
muestras de sangre, una con heparina y otra sin ella. En las muestras
heparinizadas se determind la cifra total de eritrocitos y glébulos blancos,
y contenido en hemoglobina, wutilizando para ello un contador

hematoldgico electrénico semi-automéatico Microcell Counter modelo F-
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800 (Sysmex"), que emplea un diluyente isotonico (Cellpack”) cuyos

componentes activos son:

NaCl 638 g1
Acido bérico 10gl!
Tetraborato de Na* 02gl!

Heparina sédica

Ademas, se utilizé un hemolizante diferencial para dos poblaciones

(Quicklyser I17).

Los valores de hematocrito se determinaron mediante la técnica de
Strumia et al. (1954), que consiste en el empleo de tubos capilares de 75 x
1"l mm muy heparinizados en un borde, que se llenaban de sangre por
capilaridad. A continuacién se sellaban con plastilina y se centrifugaban a
1500 x g durante 6 minutos en una centrifuga orto-clino. Posteriormente,
con ayuda de una regla graduada se calcul6 la proporcién porcentual del

volumen globular con respecto al total.

Analisis estadistico

Todos los datos recogidos en las distintas fases de este estudio se
procesaron con ayuda de la hoja de célculo Microsoft Excel version 12. El
andlisis estadistico de los resultados se llevé a cabo con el paquete

estadistico SPSS para Windows version 12.
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En el apartado de estadistica descriptiva, se determiné la media
como indicador de tendencia y la desviacion tipica como medida de
dispersion. Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos se utilizé un
analisis de varianza. La relacion o dependencia entre las diferentes
variables se midi6 mediante el andlisis de correlacion de rangos de

Pearson.

RESULTADOS Y DISCUSION

a) Seroprevalencia de oestrosis en ganado ovino de Galicia

Para conocer la presencia de anticuerpos frente a O. ovis en ganado
ovino de Galicia, se llevd a cabo una encuesta en la que se analiz6 la
presencia de las inmunoglobulinas IgG, IgM e IgA frente a los antigenos

de excrecion/secrecion de larvas 2 del pérasito (OL2ES).

El porcentaje de ovinos con valores considerados positivos para la
IgG fue del 68'8% (209/304), del 33'5% (102/304) para la IgM y del 54'3%
(165/304) para la IgA (cuadro 9).

Se han desarrollado algunos estudios para establecer la
seroprevalencia de oestrosis mediante ELISA-indirecto, en los que se ha
evaluado la respuesta IgG. En el sur de Espafia, Ruiz-Martinez et al. (1993)
observaron que el 56’5% de las ovejas tenian valores de IgG considerados
positivos frente a O. ovis, y en un estudio posterior, Reina et al. (2000)

comprobaron que este porcentaje era del 804% en Extremadura.
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Caracappa et al. (2000) obtuvieron en ovinos de Sicilia (Italia) un
porcentaje similar al observado en el presente estudio (55'1%) y fue
inferior al observado en Cerdena (91%) por Scala et al. (2001). En
Alemania, Bauer et al. (2002) observaron que el porcentaje de ovejas del

suroeste del pais con anticuerpos frente a O. ovis oscilaba entre el 48 y el

53%.

Como se aprecia en el Cuadro 4, las seroprevalencias mas elevadas
se obtuvieron en verano para la IgG, invierno para la IgM y en primavera
para la IgA. No se observaron diferencias significativas de estos
porcentajes en relaciéon con la época de toma de muestras. Dorchies y
Alzieu (1997) afirmaron que cuando las condiciones climaticas son
desfavorables, en especial temperaturas bajas y porcentajes elevados de
humedad relativa, tiene lugar la fase de diapausa, y las larvas de O. ovis

estan inactivas.

Cuadro 4.- Porcentaje de ovejas positivas a la detecciéon de
diferentes inmunoglobulinas frente a OL2ES.

IgG IgM IgA
Primavera 31’5 30'3 63’4
Verano 897 14’6 29’3
Otofio 852 301 60’3
Invierno 72’5 51’9 51’9
Media 68’8 33’5 54’3
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Es importante tener en cuenta que en la zona donde se desarroll6 el
presente estudio, las condiciones climaticas son especialmente adversas
para el desarrollo del ciclo del parésito en invierno y primavera, dado que
se alcanzan las temperaturas minimas del afio, y las precipitaciones son
abundantes. Por el contrario, en verano y principios de otofio las
temperaturas son moderadas-elevadas y las precipitaciones son escasas, lo

que favorece la fase exégena del ciclo de Oestrus.

b) Estudio hematolégico de ganado ovino en Galicia

Con objeto de establecer la existencia de alteraciones patolégicas
asociadas al padecimiento de oestrosis, y concretamente su influencia
sobre algunos parametros sanguineos, se analiz6 una muestra de sangre
entera de cada uno de los ovinos empleados, y los resultados se
compararon con el diagnéstico obtenido tras el andlisis de las diferentes

inmunoglobulinas.

En el cuadro 5 se pueden observar los valores medios de los
parametros sanguineos en funcién de la respuesta IgM. En las células de
la serie roja s6lo se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre las cifras de plaquetas; en la serie blanca se obtuvieron diferencias en
los leucocitos y porcentajes de linfocitos, monocitos y granulocitos. Las
ovejas consideradas positivas a oestrosis alcanzaron valores mas altos de

linfocitos, y mas bajos de monocitos y granulocitos.
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Cuadro 5.- Parametros hematicos y su relacién con la respuesta IgM.
IgM - IgM + F P

Eritrocitos 11706 + 2’39 1058 £ 3'26 > 005
Hemoglobina 10'68 + 2’55 9’87 +1'47 > (005
Hematocrito 4598 £1023 41'78 £5'62 > (0’05
Plaquetas 23522 £102'35 156’76 + 73’46 8296 0'006
Leucocitos 528 £1'92 720+3'15 8452 0’005
% Linfocitos 53727 £12'98 68’11 £12'12 16’59 0001
% Monocitos 1045+ 2'71 774 £ 378 9687 0003
% Granulocitos 3399+ 1044 24’15+ 915 11'625 0001

Diversos estudios han asociado la respuesta IgM a la presencia de
L-1 en la cavidad nasal de las ovejas (Jacquiet et al., 2005; Suarez et al.,
2005). Las larvas 1 de O. ovis se alimentan de mucus, células descamadas,
etc., y estdn provistas de unos ganchos en su cuticula que pueden
provocar pequefias hemorragias en la mucosa nasal (Bart y Minar, 1992;
Innocenti et al., 1995). La observacién de un descenso significativo de los
niveles de plaquetas en las ovejas positivas a IgM podria ser debido a su

participacion en la resolucién de pequefias hemorragias en la mucosa.

En el presente estudio no se apreciaron diferencias en los valores de
hematocrito, lo que coincide con los resultados obtenidos por Terefe et al.

(2005).

Cuando las L-1 penetran en la cavidad nasal, estimulan de forma

especifica la produccién de linfocitos (Jacquiet et al., 2005), al tiempo que
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granulocitos y monocitos disminuyen con objeto de reducir o dificultar el
avance de las larvas, mediante una serie de reacciones tisulares de
naturaleza inflamatoria entre las que destacan los granulomas (Tabouret et
al., 2003). Esto podria explicar la reduccién significativa de monocitos y
granulocitos que se aprecié en las ovejas que presentaban valores
considerados positivos de IgM frente a los productos OL2ES. En diversos
estudios se ha demostrado que en la mucosa del tracto respiratorio
superior de ovejas con oestrosis se produce un incremento significativo de
mastocitos y eosindfilos, mientras que su presencia en el torrente

sanguineo se reduce notablemente (Nguyen et al., 1996; Yacob et al., 2004).

El cuadro 6 recoge los valores medios de los diferentes parametros
sanguineos teniendo en cuenta si los animales presentaban valores
considerados positivos de IgG o no. Como se puede comprobar, se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las cifras de
leucocitos, y porcentajes de linfocitos, monocitos y granulocitos, mientras
que no se observaron diferencias respecto a las células de la serie roja. Las
ovejas consideradas positivas a oestrosis (L-2 y L-3) presentaron valores
maés bajos de linfocitos, mientras que los porcentajes de monocitos y

granulocitos fueron superiores.
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Cuadro 6.- Parametros hematicos y su relacién con la respuesta IgG.
IgG - IgG + F P

Eritrocitos 1066 £ 3°08 11°06 + 2'43 > (005
Hemoglobina 1025 £ 216 10'55 £ 2'42 > 005
Hematocrito 42’2+ 6'02 46’09 £ 10740 > 005
Plaquetas 188 £ 9523 225’73 £102'58 > (005
Leucocitos 6'95+3'19 526+1'80 7029 0’010
% Linfocitos 65’58 +£13'22 53’42 £13'22 11'383 0’001
% Monocitos 823 £3'69 1041 +2'79 6’612 0013
% Granulocitos 26’18 10746 33’72 £10'45 7002 010

Se ha comprobado que a medida que las L-1 continttan su
migracion hacia los cornetes nasales, aumentan de tamafio y pasan a L-2,
liberando diferentes productos de actividad proteolitica que facilitan su
avance, y que estimulan la respuesta inmunitaria del hospedador debido a
su naturaleza antigénica (Cepeda-Palacios et al., 1999; Jacquiet et al., 2005).
Otros autores (Suarez et al., 2005) demostraron que la produccién de
anticuerpos IgG estaba correlacionada significativamente con la presencia

de L-2 y L-3 en corderos infectados con O. ovis.

Una vez que se alcanzan los estadios de L-2 y L-3, el estimulo
antigénico es mds intenso, produciéndose el incremento de los valores de
IgG e IgM, y de granulocitos y eosinoéfilos (Nguyen et al., 1996; Jacquiet et

al., 2005). La presencia de estas larvas en la mucosa nasal provoca
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reacciones de naturaleza inflamatoria que intentan englobar las formas
parasitarias (Nguyen et al., 1999). Esto podria explicar la reducciéon
significativa en los valores de linfocitos en las ovejas con cifras

consideradas positivas de IgG.

La interpretacion de los anélisis hemaéticos respecto a la deteccion
de IgA revel6 que estos valores eran muy similares entre si (cuadro 7). No
se observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los
pardmetros analizados en funcién del diagnoéstico de oestrosis. Como ya
se menciond anteriormente, en diversos estudios se destacé la dificultad
para relacionar la respuesta IgA en ovejas infestadas por O. ovis y su ciclo

endégeno (Dorchies et al., 1998; Suérez et al., 2005; Jacquiet et al., 2005).

Cuadro 7.- Parametros hematicos y su relacién con la respuesta IgA.
IgA - IgA + F P

Eritrocitos 1124 £1'32 10090 £ 2’71 > 005
Hemoglobina 11'80 + 3’56 10'36 +2'22 > 005
Hematocrito 46’27 £ 6'7 44’71+ 952 > 005
Plaquetas 139’5 £135'8 21854 £ 97'62 > 0’05
Leucocitos 58+147 581 +2'52 > 005
% Linfocitos 52'77 £ 2'68 57'73 + 14’75 > 005
% Monocitos 1097 £ 2'67 96+3'3 > (005
% Granulocitos 3622+ 443 3090 £11'22 > (005

En el cuadro 8 se resumen los resultados obtenidos del anélisis

inmunolégico y hematico en ovejas de Galicia. Es interesante destacar la
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asociacion que se establece entre la presencia de L-1, el incremento de los
valores de IgM sérica y de linfocitos, y la reduccién de las poblaciones de
granulocitos y plaquetas. Cuando el ciclo progresa, y se producen las
mudas a L-2 y L-3, la inmunoglobulina sérica predominante es la IgG,

acompafiada de un aumento de los granulocitos y descenso de linfocitos.

| IigM
i?‘l'\’:‘ l PIa;ugtas

t Linfocitos
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Cuadro 8.- Resumen de los resultados obtenidos del diagnéstico de
oestrosis en ganado ovino de Galicia.

Los resultados del presente trabajo muestran que en Galicia

existen cifras elevadas de seroprevalencia de oestrosis ovina, en
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especial cuando se determinan mediante el analisis de la respuesta
IgG frente a los antigenos OL2ES. Del andlisis hematico de los
animales utilizados es posible concluir que esta miasis cursa con
algunas alteraciones patolégicas importantes, sobre todo de

pardmetros sanguineos de la serie blanca.
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De los resultados obtenidos en este trabajo, se extraen las siguientes

conclusiones:

1.- El empleo del ELISA con antigenos de excrecién/secrecion
de larvas 2 de Oestrus ovis (OL2ES) posibilita el diagnéstico de

oestrosis activa en ganado ovino.

2.- En areas de clima mediterraneo templado, la cronobiologia
de la oestrosis tiene tres periodos: diapausa (octubre-febrero),
fase activa del ciclo endégeno (marzo-septiembre) y fase

exogena (mayo-septiembre).

3.- La presencia de L-1 de O. ovis estimula en el ganado ovino
la produccién de IgM y linfocitos, y reduce las poblaciones de

granulocitos y plaquetas.

4.- El desarrollo de L-2 y L-3 en el interior de las cavidades y
senos nasales de ovejas con oestrosis estd compafiado de un
incremento de anticuerpos séricos de IgG, y al descenso de

linfocitos.
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5.- En zonas de clima oceanico concurren las condiciones
adecuadas para el desarrollo del ciclo externo de O. ovis. La
eficacia de la administraciéon de un tratamiento para el control
de esta miasis se puede valorar mediante el analisis de la

respuesta IgM.

6.- La administracién de un tratamiento precoz a los corderos
en junio-julio es una medida eficaz para prevenir la
maduracién de larvas L1, evitando asi el desarrollo de
manifestaciones clinicas y reduciendo las pérdidas

econdmicas.
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Entre los procesos parasitarios que afectan al ganado ovino, la
oestrosis presenta una elevada prevalencia en algunos paises. En
rumiantes, se sospecha de oestrosis ovina cuando aparecen algunas
manifestaciones clinicas (rinitis, tos, dispnea, hemorragias nasales), y se
diagnostica de forma rutinaria mediante la observacién de larvas de O.

ovis en los animales una vez que han sido sacrificados.

Existe una necesidad importante detectar esta zoonosis parasitaria
en personas. Se han aplicado algunas pruebas inmunoenzimaticas como el
ELISA-indirecto para el diagnostico de oestrosis; no obstante, aunque se
pueden emplear antigenos metabdlicos y somaticos, su idoneidad no ha

sido probada todavia.

Por estas razones, se disefid un estudio que se articul6 en cuatro
apartados. En el capitulo I se desarrollé6 un estudio experimental para
determinar el antigeno (metabdlico o soméatico) més apropiado para la
deteccion de la miasis zoonoésica oestrosis (O. ovis) mediante pruebas
inmunoenzimaéticas. Se mantuvo un rebafio de 23 cabras no infestadas en
un pasto en Sassari (Cerdefia, Italia) para permitir su infestacion. Se
tomaron muestras de sangre de las cabras con periodicidad mensual y los
sueros se procesaron mediante ELISA indirecto. Después de establecer la
cronobiologia de O. ovis y la respuesta inmunitaria en las cabras,
observamos que la respuesta IgG frente a los antigenos metabdlicos
aumentaba s6lo durante el periodo de riesgo real de infestaciéon (cuando

las moscas vuelan, de mayo a septiembre), mientras que las absorbancias



Resumen 129

frente a los productos somaéticos fueron positivas desde el inicio del
estudio (en enero, antes de la infestacion). Concluimos que los productos
de excreciéon/secrecion son mdas tutiles y apropiados para el

inmunodiagnéstico de oestrosis.

El conocimiento de la cronobiologia de O. ovis permite establecer
los periodos de mayor riesgo de infestacién, y aquellos més adecuados
para administrar un tratamiento precoz con el que prevenir el desarrollo
de lesiones en animales infestados. El principal objetivo del capitulo II fue
evaluar la cinética de las respuestas sistémicas IgG, IgM e IgA en ganado
ovino frente a O. ovis, empleando ovejas adultas y corderos en primer afio
de pastoreo en Cerdefia (Italia), mediante una prueba ELISA y antigenos
de excrecion/secrecion de larvas 2 de O. ovis. Antes de ser sacrificadas, se
obtuvieron muestras de sangre de 208 ovejas, y posteriormente se
retiraron las cabezas y se abrieron a lo largo del eje longitudinal para
recoger los pardsitos de las cavidades nasales, turbinales y sinusales.
Durante un afio se tomaron mensualmente muestras de sangre de los
corderos del G-1 (mantenidos en régimen semi-intensivo) y del G-2
(estabulados para evitar la infestacion por O. ovis). En las ovejas se
observé una correlacion significativa y positiva entre el nimero de larvas
de primer estadio de O. ovis y los valores de IgM, y entre las larvas de
segundo estadio y las absorbancias IgG. En los corderos del G-1, todas las
clases de anticuerpos aumentaron de forma significativa a partir del mes

de julio. Los valores mas elevados de IgG se alcanzaron en septiembre y
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disminuyeron en noviembre-diciembre. La respuesta IgM mads intensa se
observé en el mes de noviembre, y la respuesta IgA mostr6 valores muy

pequefios durante todo el estudio.

Del analisis de los resultados llegamos a la conclusién de que la
primera infestacién ocurre en mayo, y supone un estimulo para la
produccién de anticuerpos humorales. En el mes de octubre comenz6 la
reduccién de los valores de IgG, que indica el comienzo de la fase de
diapausa, mientras que la respuesta IgM parece asociarse a la presencia de
L1 en las cavidades nasales. Los datos obtenidos nos indujeron a proponer
un tratamiento precoz del ganado ovino en junio-julio, que evitaria la
maduracién de las larvas L1 de O. ovis, impidiendo el desarrollo de

manifestaciones clinicas e interrumpiendo el ciclo vital de este parasito.

La posibilidad de infestaciéon en humanos subraya la necesidad de
disponer de medidas apropiadas para su control, como la quimioterapia.
Aunque existen diferentes antiparasitarios para el tratamiento de
oestrosis, no existe suficiente informaciéon sobre los procedimientos
adecuados para evaluar su eficacia. En el capitulo III se desarrollaron dos
experimentos para conocer la distribuciéon y control de la oestrosis en
ovejas. En el primero se realizdé una encuesta seroldgica para conocer la
prevalencia estacional de oestrosis en ovejas de una zona con clima
ocednico (noroeste de Espafia), recogiéndose a lo largo de las 4 estaciones

del afio, se recogieron 669 muestras de sangre seleccionadas de forma
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aleatoria de ovejas adultas en pastoreo, que se analizaron para evaluar la
presencia de anticuerpos IgA, IgM e IgG mediante ELISA y antigenos de
excrecion/secrecion de L2 de Oestrus ovis. En el segundo experimento se
evalu6 el efecto de un tratamiento con ivermectina sobre la respuesta
inmunitaria humoral (IgA, IgM, IgG); para ello se tomaron dos muestras
de sangre, una antes del tratamiento y otra después, en un rebafio de

ovejas con oestrosis natural.

El porcentaje de animales positivos a IgA fue del 34%, a IgM del
54% y a IgG del 55%. La seroprevalencia mas baja se observé en primavera
frente a IgA e IgM, y en invierno para IgG. Los valores més elevados de
positividad a IgA se observaron en otofio, a IgM en verano y a IgG en

invierno.

No se observaron ovejas con valores positivos de IgM tras la
administraciéon del tratamiento, en tanto que la reducciéon mediante IgA-
ELISA fue del 58% y del 27% con IgG-ELISA. Estos resultados parecen
poner de manifiesto que la oestrosis es una enfermedad parasitaria que
precisa vigilancia en regiones con clima ocednico. La valoraciéon de la
eficacia del tratamiento se puede realizar con el analisis de la respuesta

sérica IgM.

En general los signos clinicos y las lesiones se corresponden con las

fases del ciclo evolutivo del parasito. La presencia de L-1 se ha asociado a



Resumen 132

posiciones de encorvamiento en el ganado ovino. Con objeto de
proporcionar mayor informacién acerca de las alteraciones provocadas
por la infestacién de larvas de O. ovis en las ovejas a nivel sistémico, en el
capitulo IV se desarrollé un estudio en el que se analizaron las variaciones
de los pardmetros hematicos de las series roja y blanca en ovejas de la
Comunidad Auténoma Gallega. Estos resultados se relacionaron con el
diagnoéstico de oestrosis mediante el andlisis de las respuestas

inmunitarias humorales IgA, IgM e IgG.

El porcentaje de ovinos con valores considerados positivos para la
IeG fue del 68'8% (209/304), del 33'5% (102/304) para la IgM y del 54'3%
(165/304) para la IgA. Como se aprecia en el Cuadro 4, las
seroprevalencias mdas elevadas se obtuvieron en verano para la IgG,
invierno para la IgM y en primavera para la IgA. No se observaron
diferencias significativas de estos porcentajes en relaciéon con la época de

toma de muestras.

Unicamente se estableci6 relacién entre las variaciones de plaquetas
y la presencia de IgM; se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los valores de los leucocitos y porcentajes de linfocitos,
monocitos y granulocitos en funcién del diagnoéstico de IgG y de IgM. Las
ovejas consideradas positivas a oestrosis alcanzaron valores mas altos de
linfocitos, y més bajos de monocitos y granulocitos. La interpretacion de
los anédlisis hematicos respecto a la deteccion de IgA reveld que estos

valores eran muy similares entre si.
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Los resultados del presente trabajo muestran que la aplicacion
de técnicas inmunoenzimaticas supone un gran apoyo para el
diagnostico y control de la oestrosis ovina, y que es posible el
diagnostico de infestacion activa, asi como evaluar la eficacia de un

tratamiento antiparasitario.
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