PROLOGO

Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Ciencias Veterinarias
Excmas. Sras. Académicas y Excmos. Sres. Académicos

Querida Pepa, queridos hijos y conyuges

Queridos amigos y amigas

Seforas y Sefores

Es dificl que entre la Parasitologia y mi estado emocional me
proporcionen palabras para mostrarles mis sentimientos de agradecimiento tan auténticos
y profundos como los que siento en lo mas hondo de mi ser. Me encuentro sumido en
aquella insuficiencia en lenguaje que aqueja a todo aquél que busca encontrar las
palabras méas oportunas y ajustadas para expresar lo que siente el corazén y tener la
facultad para poder transmitirlo con la mayor naturalidad y espontaneidad a cuantos me
escuchais. Efectivamente, no siempre lo que se pretende encontrar se halla, mi busqueda
se encamina en pos de la claridad deseada, sin embargo las palabras, fiel reflejo de lo
gue se piensa, se tornan escurridizas, huidizas y un tanto confusas, fruto del pensamiento
alborotado, por el jubilo, que ocupa mi mente aqui y ahora. Lo arduo, es encontrar el
término exacto que dé significacién a todo cuanto quiero decir. No sé como resultara mi
intervencién, pero quiero que sepan que cuanto diga en este preambulo seran palabras
sinceras dictadas por el corazon.

Si tengo claro que sélo la benevolencia de esta insigne Corporaciéon y no los
meéritos que me acompafan, ha permitido que una persona como yo, cuya cortedad de
espiritu, constrefido por la responsabilidad del momento, sea capaz de percibir el gesto
bondadoso de haber sido elegido para tan alto honor a quien por tantos motivos estaba
tan lejos de conseguirlo.

Antes de entrar de lleno en la graculatoria y con objeto de cumplimentar un deber
reglamentario, permitanme decir unas palabras de admiracién y reconocimiento hacia mi
antecesor en la posesion de la medalla ndmero 30, el hoy Académico Supernumerario
Excelentisimo Sr. D. Carlos Compairé Fernandez. Que desempefid su actividad principal
como Veterinario del Cuerpo Nacional en la Jefatura de la Seccion de Higiene y Sanidad
Pecuaria de la Direccion General de Ganaderia. En los albores de mi formacién, tuve
ocasion de conocerlo formalmente en persona, durante el transcurso de unas
conferencias celebradas en Sevilla en 1971 sobre Enfermedades Parasitarias de los
Rumiantes, cuya intervencion, muy amena, me sirvi0 para percibir sus grandes
cualidades como comunicador y conocedor de la problematica ganadera. Luego, por



2

circunstancias de tipo geografico, profesional y de coincidencia no tuvimos ocasion de
repetir nuevos encuentros, por tal motivo no puedo amenizar este relato con anécdotas y
vivencias comunes, como hubiera sido mi deseo. Sin embargo si sé que su actividad es
reconocida por el mundo de la Veterinaria, que supo ganarse el respeto profesional por
sus actividades relacionadas principalmente con las enfermedades contagiosas del
ganado. A ellas dedic6 amplios estudios monogréaficos y de divulgacion, con especial
atencién a aquellas patologias que representaban en la produccién animal un problema
sanitario y por tanto econdmico, entre ellas habria que destacar por su numero y calidad
las de Hipodermosis. De hecho cuando empezamos a trabajar en Parasitologia algunas
de sus monografias utilizadas en nuestra formacién, documentadas con una excelente
actividad practica, determinaron que llegara a €l a través de sus escritos, haciendo de su
nombre referencia cotidiana en nuestro entorno. Curiosamente el tema de mi discurso
gue desarrollaré a continuacion con motivo de mi toma de posesion no sera otro que el
de la Hipodermosis.

Pretendo ser equilibrado en mi testimonio y apreciaciones con la intencién de
conseguir que mis agradecimientos sean lo suficientemente explicitos para que las
personas que hicieron posible este momento reciban publicamente las palabras mas
sinceras de reconocimiento.

Quisiera expresar mi agradecimiento al Excmo. Sr Presidente de la Real Academia
de Ciencias Veterinarias, a la Junta Directiva por admitir y tramitar con diligencia mi
solicitud y por la cordialidad y afecto demostrados, como también a todos cuantos
Académicos votaron mi candidatura y que hoy, gracias a su generosidad, hacen que me
sienta y me considere como un integrante mas de esta docta Corporaciéon. Con la
esperanza puesta en que mi incorporacion a la vida activa de la Academia sea llevada a
cabo con el mismo entusiasmo que ha marcado mi vida en la Universidad, en la creencia
de poder atender con el decoro necesario, dentro de mis posibilidades y limitaciones,
cuantas tareas me sean encomendadas, y con la confianza de poder desempefar
fielmente mis deberes de Académico, pongo a disposiciéon de VE, mi animosidad y
entrega para que el desempefio de tales cometidos sean los mas acertados.

Me honro en dar las gracias a los Excmos. Sres. Académicos D. Antonio
Ramon Martinez Ferndndez que me animO a presentar mi candidatura ademas de
aceptar con generosidad y entusiasmo la contestacion de este discurso, a mi admirado D.
Guillermo Suéarez y a mi respetada D Maria del Carmen Cuéllar que avalaron mi solicitud
como Académico de Numero. Igualmente quisiera hacer mencidén expresa por su apoyo y
estimulo al académico Prof. D. Francisco Antonio Rojo Vazquez que, deseandolo, no
pudo acompafiar con su firma mi instancia dada su condicion de miembro de la Junta
Directiva y porque, siendo el teléfono moévil un elemento vehicular de transmision de
noticias, tuvo la atencién de notificarme oportunamente la buena nueva a pesar de las
deficiencias de cobertura que asistian a la comunicacion.

Hoy, les puedo asegurar que es uno de los dias mas venturosos de mi vida.
En este presente les digo que me siento poseido por un cumulo de sensaciones
desordenadas, algunas indescifrables, otras desdibujadas o difuminadas en la mente y
otras, sin embargo, muy concretas y precisas entre las que no falta el gozo, el
entusiasmo y el temor.

Temor porque no pueda estar a la altura esperada, como estuvieron aquéllos
gue sin merma de cualidades me precedieron en este trance. Temor porque mis
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aptitudes profesionales no se encuentren en la dimensién deseada en comparacién con
la aureola intelectual y cientifica que orla esta docta Institucion. Temor por no saber llegar
a todos vosotros, mis queridos amigos, que esperdis encontrar en mi palabra el
comentario oportuno y amable que referencie vivencias compartidas y disfrutadas en el
pasado. Temor ante el riesgo que se corre por no saber cumplir convenientemente lo que
tan facil me parecia en lo lejano.

He dicho gozo, por conseguir algo anhelado, algo que alegra el corazén, algo
por lo que uno puede sentirse muy honrado, muy feliz y muy contento, algo que supone
un mucho de distincién y prestigio. EI momento Unico que estoy viviendo lo saboreo, lo
degusto y lo disfruto con placidez, como lo haria cualquier persona que estuviese siendo
halagada con la generosidad prédiga de los ilustres miembros de esta Corporacion, los
presentes, los ausentes y la de aquellos otros que con su apoyo hicieron posible esta
realidad. Espero no defraudarles.

También dije emocion, situacion animica mas dificil de expresar, porque se
relaciona con los sentimientos y en unas personas se exterioriza con un estado de
nerviosismo, euforia o0 exaltacion y, en cambio, en otras se manifiesta bajo una forma
mas relajada, mas proxima a un estado de bienestar, de paz y de sosiego. No sé
distinguir cual de las dos expresa mis sensaciones y tal vez sea una mezcla de ambas. Si
tengo una cosa clara, que me siento a gusto y complacido, aunque mi fibra sensible esté
a punto de quebrar mi voz, porque es mi alma quien me dicta y es mi boca la que habla.
Tengo que deciros que mis sentimientos son positivos, porque estoy en un estado de
sublimacién compatible con la alegria y la felicidad. Por eso permitanme que saboree el
momento con serena placidez disfrutando cada instante, cada tempo, porque no siempre
en la vida se consigue lo que se anhela, y precisamente hoy ese deseo contenido se
transforma en realidad.

Es hora, pues, que sepan que cuanto soy se lo debo a un sinfin de personas,
puesto que por mi parte sélo he puesto un poco de aficion y un poco de tesén, eso si
aderezado con un mucho de ilusién y un tanto de esperanza, para que en cada momento
de mi vida poder resolver con cierto tino los ofrecimientos que el azar ponia ante mi. Tuve
suerte en saber elegir oportunamente y hoy puedo decir con satisfaccion que no he
errado, que lo que mi instinto me indicé, lo escogi, de tal manera que lo seleccionado por
mi marcd mi trayectoria profesional. Les puedo asegurar que las decisiones tomadas
tienen como punto de apoyo la colecta de un fruto, recogido con habilidad entre distintas
personas, mas 0 menos cercanas a mi, pero relacionadas por un vinculo afectivo que se

encargaron de moldear mi filosofiadevivir 'y ent ender | a vida, marc

rutao por donde transitar. Con todas el |l as t e
En primer lugar a mis padres, él salmantino, sobrio, recio, sacrificado,

autodidacta, padre tradicional y como era costumbre en la época, un poco autoritario, de

® | aprend? gue para conseguir Aser un hombr

esforzarse y sobre todo trabajar. Fallecié cuando tenia 16 afios, por lo que cuanto me

ensefid a tan temprana edad, no tuvo el arraigo esperado hasta pasado unos cuantos

afos. Mi madre extremefa y entregada con ge

batallaba conmigo, la que me moldeaba, la que con sus peroratas fustigaba mi
conciencia. Preferia mejor un zurriagazo que una reprimenda. Nada de cuanto me decia
quedod en saco roto, mi &nimo, primero quebrado por la regafiina y luego resucitado por la
meditacion, hacia que mi mente se activara, para hacerme sentir en principio una
sensacion de culpabilidad y luego, mas reposadamente en mi aislamiento interior,
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reflexionar para recomponerme e intentar dar sentido a mi vida. Se entregd en cuerpo y

alma a hacer de m2 un Ahombre de provechoo.

recuerdo que es algo que instintivamente le dedico casi a diario, sino la dicha y el orgullo
de su hijo en un dia tan sefialado como el de hoy.

En segundo lugar agradecer a mi familia, a mi comparfiera Pepa, soporte y
sustento de mi vida por haber sabido comprenderme y por darme los animos y alientos
necesarios para que decisiones tomadas en momentos puntuales y criticos, que
condicionaron los designios de nuestras vidas, fueran los acertados. A mis hijos Esther,
Antonio, Miguel y Javier, a sus cényuges y a mis nietos que llenan con agrado el tiempo
amable de la vida. A todos vosotros, gracias por la comprension, el carifio y el respeto
gue me habéis brindado y que me obsequidis a cada instante, como también por la
paciencia y el temple demostrado. Muchas gracias por vuestras bondades vy
generosidades.

Ahora ha llegado el momento de hablar de mis Maestros. Tengo obligacion y
me honro en citar en primer lugar al Prof. Dr. D. Francisco de Paula Martinez Gémez,
Paco, mi amigo y formador, fallecido en acto de servicio a temprana edad, en un
momento de gran actividad cientifica e intelectual. Supo con sumo tacto hacer que el
germen brotara y fructificara, hizo despertar en mi, aptitudes ocultas hasta entonces por
mi desconocidas. Fue mi guia, mi amigo y como tal supo inculcarme preceptos éticos,
conceptos cientificos, bases criticas para el enriqguecimiento del pensamiento, estimulo y
amor al trabajo y un sin fin de buenas maneras que pergefiaron y conformaron la mente y
el espiritu del Profesor Universitario. Tu semilla, tus sensaciones y tu filosofia conceptual
de la Parasitologia crearon escuela e hicieron de mi un discipulo, un seguidor, un
continuador y difusor de tu Escuela. Tu idea de vivir y entender la Universidad prendi6 y
fructifico, y alli donde fuimos, transmitimos lo que sentiamos, un estilo mas que un saber.
Gracias Paco por haber hecho posible que los suefios y las ilusiones de antafio,
edificados sobre la base de muchas dudas y dificultades propias de aquél tiempo, se
hayan tornado en realidad.

Tengo que dedicar un recuerdo especial al amigo que siendo maestro no dejo
de ser dsc2 pul o. Cierto es gue aventajado,
sobrepasa al Maestroo. Mi admiraci -n y
Navarrete, de él hago mencion ahora como Maestro, con él comparti ciencia y trabajo,
diseflamos protocolos experimentales codo con codo y nunca desfalleci6 ante los
obstaculos que se le mostraron en el camino, con teson y empefo los superaba con
mayor o menor dificultad, de tal manera que cuanto mas dificil era, mayor tenacidad
ponia. Fue mi fiel amigo, del que pude disfrutar de su saber y estar durante mas de 30
afios. A mi amigo y Maestro, a parte del recuerdo imperecedero que merece, mi
agradecimiento mas profundo por haber prodigado en torno suyo la simiente de la
amistad inequivoca y del afecto. Tu fallecimiento prematuro ha imposibilitado que tu dicha
se hubiera visto culminada con la satisfaccién del momento presente. Otra vez te repito:
gracias Ignacio.

Un agradecimiento especial merecen mis amigos y comparfieros de la
Parasitologia Cordobesa, Cristébal Becerra, Teodoro Moreno, Pedro Nolasco Gutiérrez
Palomino, Setefilla Martinez Cruz y Alvaro y Francisco Javier Martinez Moreno, y de la
Parasitologia cacerefia, David Reina Esojo, con los que he compartido el tiempo y el
trabajo durante, cuanto menos, mas de veinte afios, personas de indudable valor humano
y profesional, pero sobre todo amigos, personas para estar ahi, para ayudarte en el

pue
dev
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momento necesario, cuando las fuerzas se tornan quebradizas o cuando la mente se
debilita, se bloquea, se obceca, o se nubla ante situaciones que de vez en cuando nos
asisten, nos acosan y nos debilitan. Nunca he notado en ellos ni desanimo, ni desaliento,
sino todo lo contrario. Gracias por la ayuda, el apoyo y el carifio que me habéis mostrado
durante tanto tiempo. De verdad que sois inmejorables, estupendos.

He dejado para esta ocasion un tratamiento particular para mi mentor y
amigo el Prof. Antonio Ramon Martinez Fernandez, el cual conoci en 1971 con motivo del
mismo acontecimiento ya relatado ocurrido en Sevilla. Pero fue unos afios después, en
1980, con motivo de la obtencién de mi plaza de Profesor Agregado de Parasitologia en
la Facultad de Farmacia en Alcala de Henares, al estar mas cercano a ti, cuando te traté
mas cercanamente, mas intimamente y hoy puedo decir con satisfaccion, que siendo
entonces conocedor de tus muchos méritos y aptitudes, fue a partir de ese momento
cuando el vinculo se estrech6 y se consolidé, por eso tengo que decir, y lo digo
complacido y con agrado que su saber ya no me sorprende, me maravilla, sus
conocimientos me apabullan, su rectitud me resulta admirable y su probidad envidiable,
es para mi un referente en el que poder mirarme. Gracias Antonio por tu amabilidad y por
tu docencia y por poder decir ahora que disfruto holgadamente de tu amistad.

No sé qué mas puedo deciros, amigos que me acompafais y que habéis
venido de fuera para compartir la alegria del momento, s6lo sé que vuestras caras y
vuestros nombres me son conocidos y muchos de vosotros sabéis cuantos y cuéles han
sido los momentos de jubilo y regocijo que hemos compartido en el trabajo, en los viajes,
en |l a mesaé! Sabe Dios en cuantos sitiosa
gue se repitan en el tiempo, para que lleguen a formar parte de nuestro patrimonio
humano y personal y que como resultado de tales relaciones rebrote y se consolide una
fecunda y provechosa amistad.

Por



HIPODERMOSIS BOVINA: BASES BIOLOGICAS Y EPIDEMIOLOGICAS PARA EL
DIAGNOSTICO Y CONTROL DE LA ENFERMEDAD

1. INTRODUCCION

La hipodermosis es una de las primeras parasitosis del ganado vacuno de los
gue se encuentran noticia escrita, referidos tanto al efecto de las moscas adultas sobre el
ganado como a la accion de las larvas debajo de la piel de los hospedadores, ya que
segun la interpretacion dada por Von Oefele, en el capitulo IV del papiro de Kahun,
escrito en hieratico a finales de la Xl dinastia faradnica del Imperio Medio, hay una
referencia a |l a presencia de Ani domge dilee sey

usan

interpretada cC omo una d e provocados por las lahvas delo s i

Hypoderma.

Por otra parte, en la Odisea, Homero (siglo VIII a.C.) hace referencia al
comportamiento de ciertos animales, aterrorizados por la persecucion insistente de las
moscas para efectuar la puesta de huevos. Parece ser que las moscas de referencia no
son otra cosa que adultos de Hypoderma y se afirma que los autores griegos conocian
perfectamente la existencia de semejantes moscas y tabanos, capaces de asustar al
ganado y provocar auténticas estampidas, si bien no las asociaban con las larvas

productoras de | os Abarroso conocidos co
como Virgilio, S®neca o Plinio | e diremamos
de oriente en el siglo X el de fAimiopesao

Entre los médicos arabes que destacaron en el conocimiento de las enfermedades
humanas y animales, sobresale la figura de Avenzoar, médico andalusi del siglo XII que
describe un caso humano de miasis causada por Hypoderma spp y hace notar que los
gusanos se localizan inter eutem et carnem en las vacas produciendo un cierto tipo de
enfermedad.

En revisiones histéricas realizadas a mediados del siglo XIX, se cita como
primer trabajo relevante el de Vallisnieri, médico de la Universidad de Padua que public
varios libros sobre hallazgos de parasitos humanos y animales, a caballo entre los siglos
XVII'y XVIII, relacionados con el origen, desarrollo y costumbre de algunos insectos.
Linneo en su Systema naturae, décima edicion, describe Hypoderma bovis, aunque con
el nombre de Oestrus bovis. La asignacion al género Hypoderma, asi como la primera
descripcion del ciclo del parasito fue realizada por Brauer en 1863, completando la
descripcion de la larva | y su capacidad de penetrar activamente la piel del hospedador.
La segunda especie productora de hipodermosis es H. lineatum, que fue primitivamente
descrita como Oestrus lineatus. Es muy dificil separar en la literatura clasica si las
referencias a la hipodermosis estan dedicadas a una u otra especie, ya que ambas
pueblan territorios comunes y han sido estudiadas simultaneamente.

El verdadero avance se produce durante el siglo XX, donde a principios del
mismo se descubre, en contra de la creencia general, que la larva penetra a través de la
piel y no por via oral, como se tenia asumido hasta entonces, se describen por vez
primera la larva | asi como todos los estadios larvarios de Hypoderma, como también que

n el

como
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aguéllas son capaces de penetrar activamente por la piel, con la ayuda de los ganchos
bucales una vez eclosionada de los huevos. Un poco mas tarde se empiezan a conocer
con mas exactitud los lugares de reposo de las larvas de primer estadio, que en el caso
de H. bovis es en el canal medular y en el de H. lineatum en la submucosa esofagica.
Sobre los afios 50 se citan casos clinicos de naturaleza nerviosa provocados por larvas
situadas en el tejido medular y se empieza a considerar la hipodermosis como una fuente
importante de pérdidas en la empresa ganadera, por lo que empiezan a instaurarse
programas de lucha que intentan disminuir tanto la prevalencia como la intensidad de
parasitacion mediante tratamientos con insecticidas. Poco a poco se va conociendo con
mas detalle la enfermedad, tanto desde el punto de vista etiopatogénico como clinico o
diagnostico y empiezan a aparecer estudios sobre inmunidad en animales de
experimentacion como el conejo y se ensayan diversas técnicas serolégicas como la HAI.

La importancia de la enfermedad se reconoce en 1975 en un congreso de la
WAAP donde se le asigna una sesién monogréafica para tratar su erradicacion, se toma
como base de actuacion el uso de insecticidas sistémicos que presentan una eficacia del
95%. Igualmente se llega a la conclusién de que la época mas idénea para su aplicacion
debe ser entre la finalizacion de la época de vuelo de la mosca adulta y antes de la
llegada de la larvas a los lugares de reposo de invierno, por lo que habra que buscar
para cada zona la temporalidad del ciclo biolégico. Paralelamente empiezan a citarse
distintos tipos de reacciones adversas post-tratamiento con 6rganofosforados y se intenta
conocer el motivo de semejantes efectos.

Los estudios sobre las repercusiones econdmicas de la hipodermosis son llevadas
a cabo en distintas partes del mundo, aunque con preferencia son Canada, EE.UU,
Francia y Gran Bretafia donde se aborda el problema y se intenta valorar en moneda
corriente las pérdidas que provoca la infeccion y que desde luego son considerables. Se
apuntd que los agujeros que provoca la larva en la piel produce un deterioro del valor del
cuero del 10%, sin embargo es la emigracion de la larva a través de los tejidos la que
provoca mayor quebranto econémico debido a la disminucion de la produccién lactea
entre el 15% y el 20% durante 60-70 dias que dura la infeccion, lo que para el periodo
citado supone aproximadamente unos 100 litros de leche, a un retraso en el crecimiento
cifrado en 30 Kg al afio y un deterioro de la canal por la afectacion de los musculos
subyacentes al trayecto, cuyos tejidos se tornan de consistencia gelatinosa y que por
tanto tienen que ser decomisados.

En 1979 un grupo de cientificos convocados por Chantal Boulard, bajo los
auspicios del INRA, en Tours (Francia) inicia su andadura. Pertenecen a Gran Bretafa,
Espafia y Suiza. Por parte de Espafia forman parte del grupo el Prof. Martinez Gémez y
quien les habla. Dicho contacto sirve para intercambiar experiencias y conocimientos y
saber cuales son los temas prioritarios que deben abordarse para afrontar una profilaxis
con ciertas garantias de éxito, para ello se establecen las siguientes lineas de actuacion:

Prevalencia y distribucion de la enfermedad.

Cronobilogia por zonas geograficas

Legislaciones nacionales relacionadas con la hipodermosis.
Evaluacion de las pérdidas econdmicas

Programas de control en curso.

E

En reuniones posteriores, donde se agregan representantes de Austria, Bélgica,
Alemania, Grecia, Irlanda, Holanda, Chequia, Dinamarca y Luxemburgo, se acometen
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nuevas actuacines encaminadas a conocer los diferentes programas de control, analizar
las diferencias, desarrollar métodos de diagndéstico para la estimacion de las prevalencias
gue sean Utiles y fiables y determinar la epidemiologia de la hipodermosis para cada zona
incluyendo al ciervo y a la cabra.

Fruto del trabajo desarrollado por los miembros del grupo se elabora el
memorandum correspondiente como soporte de una peticion a la Union Europea de una
Accion COST que fue concedida en 1991 y que tuvo una duracion de 6 afios, como
COST ACTI ON 811 con el t2tulo de Al mprovement
|l ivestocko, en | a que como representantes d
Committee entramos a formar parte el Prof. Ignacio Navarrete y quien le dirige ahora la
palabra, ya que para estas fechas, solo unos meses antes, el Prof. Martinez Gomez nos
habia dejado. Desde 1997 y hasta 2003 se continta con otra denominada COST ACTION
833. En este contexto iniciamos en nuestro equipo de Coérdoba, al que se agrego el
entonces Dr. Martinez Moreno, una serie de trabajos encaminados a conocer la situacion
de la hipodermosis en nuestra regién de acuerdo con las directrices y recomendaciones
marcadas por el comité de expertos. No sélo el trabajo fue llevado a cabo en Cérdoba,
sino que también tuvo su protagonismo en Caceres de la mano del los Profesores Ignacio
Navarrete y David Reina Esojo. Juntos y siempre unidos, los cuatro, acudimos a los
distintos foros y a todas las sesiones con nuestras aportaciones. Esta circunstancia hizo
gue dentro del grupo se nos conociera, ya que estamos hablando de moscas y en
consonancia con | a eufon?2a del t®r mino, como

La informacion que voy a ofrecer no es otra cosa que el fruto del trabajo realizado
en un principio por el Prof. Francisco Martinez y por mi mismo y posteriormente por los
llevados a cabo de manera conjunta por los equipos de Cérdoba y Caceres, donde el
mérito de la labor desarrollada estuvo a cargo de los Profesores Francisco Javier
Martinez Moreno y David Reina Esojo, mientras que el Prof. Ignacio Navarrete y yo, no
fuimos méas que meros coordinadores.

La hipodermosis es una miasis (del griego myia = mosca) provocada por
larvas de moscas que se han especializado en vivir en una parte de su ciclo biolégico en
los 6rganos internos del hospedador, desarrollando una vida parasitaria obligada. Las
especies que parasitan al ganado vacuno son Hipoderma bovis y H. lineatum, que tienen
una distribucion geografica limitada al hemisferio norte entre los paralelos 18° y 60°. La
mosca adulta de H. bovis es la especie mas grande y robusta, con cabeza y 0jos muy
separados entre si, su cuerpo presenta una pilosidad lanuda en cabeza, térax y
abdomen, formando bandas alternas de colores amarillentos y negros. H. lineatun es la
mosca m8s pequefYa de | os barros, Il l amada t atl
cuartillaso, su color es m8s wuniforme, m8s ot
distribuidos aleatoriamente por su cuerpo sin formar bandas. Los adultos no se alimentan
y tienen una vida efimera entre 3 y 14 dias. La coOpula la llevan a cabo en el suelo,
aunque también se ha comprobado que pueden realizar un vuelo nupcial, para
inmediatamente comenzar la puesta de huevos sobre los pelos de los hospedadores. La
conducta durante la puesta es particular para cada especie. H. lineatum vuela
repetidamente sobre el animal seleccionado, situando el ovopostor en la base del pelo,
recorriéndolo hasta la punta para depositar en serie un nimero de huevos, colocados a
modo de empalizada entre 3 y 30 que son fijados por una especie de abrazadera a
peciolo, preferentemente en los miembros anteriores y pecho del animal. H. bovis es
mas insistente en sus acosos durante la puesta, lo corriente es que en cada aproximacion
deposite un solo huevo en la base del pelo, lo que implica un nimero mayor de ataques
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en el hospedador, llegando a situar hasta 100 huevos en un mismo animal. Los lugares
predilectos son los protegidos del sol, desde las costillas hasta el bajo vientre, ijares y
parte baja del pecho. Las hembras de ambas especies ponen entre 200 y 800 huevos
durante su fugaz vida.

Al cabo de 4-6 dias de puesta, eclosionan las larvas, se deslizan por el eje del pelo
hasta la base, contactan con la piel y penetran en ella ayudadas por sus estructuras
cefélicas y por las secreciones enzimaticas proteoliticas hasta llegar al tejido conjuntivo
subcutaneo. El comportamiento emigratorio dentro del hospedador es particular para
cada especie, conduciéndose por rutas distintas hasta dirigirse hacia los lugares de
reposo denominadas por Mart2nez G- mez como i
avanza la larva aumenta de tamafo, desde la dehiscencia (0.6 mm.), hasta el final de su
crecimiento en los lugares de reposo (17 mm.) poco antes de mudar a LII.

La ruta emigratoria de H. lineatum no esta totalmente aclarada, primero llega a
la submucosa del eséfago donde se desplaza y permanece entre 1y 7 meses. El trayecto
seguido no se conoce en detalle, aunque se admite que se dirige hacia el diafragma ,
contintia por el borde caudal de las costillas cavidad toracica, musculos intercostales para
finalizar en el tejido conectivo subcutaneo del dorso, donde perfora la piel, creando un
orificio por donde respirar, luego muda a LIl y mas tarde a LIl la cual crece
considerablemente de tamafo, sobre todo de anchura y maduran. H. bovis sigue una ruta
neurotropa a lo largo de los nervios isquiético y radial, plexos lumbar y sacro hasta llegar
a la grasa epidural del canal raquidiano de la region lumbar que es su lugar de reposo. A
través de los orificios intervertebrales, alcanza el lomo y luego el tejido conectivo
subcutédneo, donde evoluciona de manera semejante que H. lineatun. En estas zonas se
producen abultamientos bien visibles a simple vista que conforman un nédulo o foranculo
gue se conoce con el nombre de barro. Maduras las LIIl, abandonan por el orificio
respiratorio cutaneo al hospedador, caen al suelo, donde se entierran y pupan. En
condiciones propicias emerge del pupario la mosca adulta. H. bovis requiere de suelos
hamedos con humus y hojarasca mientras que H. lineaturm es mas propia de climas
aridos y suelos arenosos.

Ambos ciclos, el exdgeno y el enddgeno, se ven influenciados poderosamente por
la climatologia local. De la misma manera, también determina que una especie
predomine sobre otra. Asi en el suroeste espafiol la relacion se establece a favor de H.
lineatun en un 65%, mientras que, por ejemplo, en el Reino Unido se invierte a favor de
H. bovis en un 85%. De ahi que sea necesario conocer para cada regién e incluso para
cada zona ecoldgica, la naturaleza y duracion de la infeccion, la etiologia, el posible
solapamiento de la biologia de ambas especies y consecuentemente la epidemiologia. Se
trata, pues, de conocer mas para luchar mejor.

Las contribuciones realizadas por nosotros estan referidas geograficamente al
suroeste de la Peninsula Ibérica: Andalucia occidental, Extremadura y Sur de Portugal,
lugares en los que se han llevado a cabo un estudio puntual y detallado de la posible
variabilidad cronoldgica del ciclo. La informacién que ofrecemos ha sido obtenida a nivel
de mataderos y sobre animales en el campo con objeto de conocer la realidad de las
infecciones naturales. Como complemento, se han llevado a cabo infecciones
experimentales con objeto de contrastar, desde el punto de vista biolégico ambos
resultados. Otras actuaciones se han encaminado a conocer y desarrollar los
fundamentos y mejora de los métodos de diagndstico indirectos, que son esenciales para
conocer el estatus epidemioldgico de cualquier region geografica, antes y después de las
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actuaciones que se pudieran llevar a cabo en las distintas camparfias de lucha contra la
enfermedad.

2. CRONOBIOLOGIA DE LAS INFECCIONES NATURALES

Entre las recomendaciones acordadas en el seno del grupo de Expertos
Europeos en Hipodermosis esta la de averiguar las particularidades de la infeccién en un
espacio geogréfico concreto, definiendo con precisibn las peculiaridades de la
cronobiologia real de cada zona. Los primeros estudios en este contexto que tuvieron
lugar en Cordoba se realizaron sobre una muestra de 632 animales que fueron
sacrificados en el Matadero de la ciudad. El estudio fue acompafado por un trabajo de
campo sobre animales vivos basado en la comprobacion visual de los ndédulos
subcutaneos tan caracteristicos de la parasitacion y también en la observacion, entre el
pelaje de los lugares donde tienen costumbre desovar las moscas, de los huevos
depositados por las distintas especies de Hypoderma. La observancia de la disposicion
de dichos elementos en los pelos, ayuda a la determinacion de la especie en cuestion, ya
gue las modalidades de puesta son diferentes, o se disponen formando grupos a modo
de empalizada, o se situan aisladamente (Fig.1).

Figl. Huevos depositados en los pelos del ganado va@)td. bovis(B)H. lineatum

La informacion es obtenida con facilidad en animales de pelaje obscuro y con
cierto nivel de mansedumbre, en tanto que en otros es practicamente imposible realizar
este cometido. Es importante saber si los huevos estan larvados o vacios (recientes o
antiguos), para ello es recomendable recoger una muestra de un penacho de pelos
arrancados del animal e identificarlos mas tarde en un estéreomicroscopio. Teniendo en
cuenta la vida media de las moscas, se puede determinar con cierta aproximacion su
periodo de vuelo.

Como ya se ha comentado, la LI que emerge del huevo penetra a través de la
piel para realizar una migracion intraorganica. Soélo la LI de H. lineatum puede ser
detectada a su paso por la submucosa del eséfago (Fig.2). Esta operacion se realiza con
relativa facilidad a nivel de matadero, puesto que una vez que se ha sacrificado el animal,
el esdéfago, que forma parte del paquete visceral toracico que se extrae de la canal,
permite manipularlo de manera independiente sin interferir la cadena de carnizacion. La
parte mas dificultosa esta en descubrir las larvas situadas en el canal raquidiano y grasa
epidural, qgue ha de hacerse necesariamente tras la separacion de las dos semicanales.
El problema que presenta es que la inspeccion detenida de la zona resulta practicamente
imposible de hacer dada la celeridad con que se realiza el procesado de la canal.
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Traducido a la realidad, quiere decir que, dada la dificultad comentada, no hemos tenido
la oportunidad de observar las LI en estas localizaciones. La informacién obtenida en el
matadero tiene por objeto conocer la duracion de su paso por el esofago, la intensidad de
parasitacion y la relacion entre el nimero de larvas vivas y muertas durante el trayecto.

Fig.2. LI dél. lineatum(A) En submucosa esofagica. (B) Extraidas del eséfago

El examen de los barros se realiza ante mortem en el matadero, por
observacion directa y por palpaciéon, y también post mortem sobre la piel del animal
desollado, mediante inspeccion visual de la linea media dorsolumbar por su cara interna,
en busca de las LIl y LIII subcutaneas e identificarlas mas tarde. En todos los casos se
anotan la fecha y el nimero de larvas recogidas. Con los datos recabados durante dos
periodos consecutivos se puede establecer con cierta fiabilidad la cronobiologia de
ambas especies de Hypoderma (Fig.3).

@ Adulto
B L2-L3
B L1

Fig. 3. Cronobilogia de las dos especiedyfmderma

No obstante hay que tener en cuenta que las condiciones meteoroldgicas tales
como la pluviosidad y la temperatura hacen que en aquellos afios en los que las
primaveras son mas templadas, los inviernos suaves y cdlidos los veranos, el ciclo se
adelanta mas cuanto mas significada sea esta circunstancia. La actividad de las moscas
adultas también se ve influenciada por los agentes atmosféricos tales como la
luminosidad y el viento, en el sentido de que cuando se reiteran los dias nublados y
ventosos la ovoposicion es mucho mas limitada, hecho que se comprueba porque a la
primavera siguiente la carga parasitaria y el nimero de animales parasitados es menor.
No obstante, la repeticion bianual esporadica llevada a cabo en distintos lugares del
suroeste espafiol y en distintas ocasiones, con objeto de obviar dichas variables, ha
demostrado que el patron biol6gico obtenido resulta ser bastante constante de unos
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entornos con respecto a otros, lo que indica que el modelo establecido puede hacerse
extensivo para todo el territorio que disfruta de un clima comun.

Sin embargo los datos de prevalencia pudieran variar en el tiempo, debido,
ademas de la dependencia climatica, al cambio que, de manera paulatina, se viene
observando en los sistemas de produccidén hacia formas eminentemente intensivas. De
hecho la mayoria de los sacrificios que se realizan ahora se hacen a expensas de vacuno
de cebo para la produccion de carne y de desecho de los colectivos de carne y de leche,
gue proceden normalmente de explotaciones intensivas o semiintensivas, donde las
posibilidades de contagio estan bastante limitadas. En relacion con estos supuestos
hemos podido comprobar que, paralelamente a los hechos comentados, las prevalencias
han ido mostrando una tendencia hacia la disminucion, desde un 36% en 1984 a un 22%
en 1992 y hasta un 18.3% en 1999.

Aparte de esta casuistica que, como hemos visto, de hecho puede influir en cierto
modo sobre las prevalencias e intensidad de parasitacion, existen otros factores tales
como los dependientes del hospedador que también pueden condicionarlos. De esta
manera hemos comprobado que los animales jovenes hasta 2 afios, son los mas
frecuentemente parasitados (66,37%), los mas propensos a presentar una intensidad de
parasitacion mayor, especialmente los de mas de seis meses de edad, que es
precisamente cuando empiezan a decrecer los niveles de los anticuerpos calostrales.
Contrariamente, conforme aumenta la edad y se incrementan los contactos estacionales
con el parasito, también se acrecienta la respuesta inmune y por tanto la resistencia
frente a nuevas infecciones, siendo los animales de entre 2 y 5 afios o mayores (10,04%),
los que muestran una predisposicion a estar menos parasitados. No obstante los datos
obtenidos en el matadero, que pudieran tener un cierto sesgo dada la variabilidad con
gue manifiesta la infeccion, siguen siendo de utilidad cuando se acomodan para otros
fines epidemioldgicos como son los relacionados con la duracion de la etapa parasitaria y
con la localizacién de las formas evolutivas que si son considerados como de gran valor
por su caracter aplicativo.

Los resultados de este primer estudio efectuado sobre una poblacion de 632
animales, han reportado que la estancia de las LI de H. lineatum en eséfago se produce
normalmente entre septiembre y diciembre, aunque puede prolongarse algo de mas
tiempo, de hecho se pueden encontrar larvas durante el mes de mayo, se trata de
parasitaciones esporadicas, mas bien testimoniales que no guardan una constancia en su
presentacion, no obstante es el mes de octubre el que exhibe un nimero mayor de
eso6fagos parasitados con una carga parasitaria muy variable siendo la mas frecuente la
gue tiene un numero de larvas comprendido entre 1 y 10 larvas con el 64% de los
animales examinados. El resto de informacion obtenida tanto en el campo como en el
matadero ha sido de gran utilidad para determinar la cronobiologia de H. bovis y de H.
lineatum cuyos cronogramas se explicitan en el grafico de la Fig.3.

Los métodos de diagnostico basados en examenes directos como el empleado
por nosotros, sobre los animales sacrificados en los mataderos como también sobre los
animales vivos en el campo, incluso en los mercados de pieles, ha sido utilizado durante
afios en distintos paises de Europa, como soporte para la realizacidon de campafias de
lucha y control de la enfermedad. Tiene la ventaja de que junto al dato obtenido sobre las
prevalencias, se pueden conocer también los relacionados con la calidad, cantidad y
naturaleza de la parasitacion sin embargo, este tipo de trabajo presenta el inconveniente
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de su laboriosidad, dificultad y alto coste, toda vez que es necesaria la participacion de
personal especializado.

3. CRONOBIOLOGIA EN LAS INFECCIONES EXPERIMENTALES

Para establecer la cronobiologia o mas exacta posible de Hypoderma en
nuestra region, asi como para solventar las dificultades existentes en la obtencion de
informacion en el matadero, se disefila un protocolo experimental acomodado a
condiciones naturales, aunque controladas, el cual se llevd a cabo durante dos afios
consecutivos, desde los primeros dias febrero del afio 1 hasta junio del afio 2.

Durante los primeros meses del afio 1 se seleccionaron 6 animales donantes
de LIl de 6-7 meses de edad y un peso aproximado de 200-220 Kg parasitados con
barros incipientes en el dorso. Dichos animales, naturalmente infestados por H. lineatum,
se trasladaron a los establos de la Facultad de Veterinaria en el momento en que las
larvas comenzaban a aparecer a ambos lados de la linea media dorsal. Este momento es
el elegido para permitir la monitorizacion del desarrollo larvario, desde su aparicion en la
superficie de la piel hasta la posterior dehiscencia. El alojamiento es un recinto cubierto
totalmente con una tela mosquitera. En estas condiciones se inician las actuaciones para
conseguir cerrar completamente el ciclo biologico de Hypoderma. El primer paso fue
diseflar un método lo suficientemente eficaz que fuera capaz de recoger las larvas de
tercer estadio en el momento de su dehiscencia. La eleccion del artefacto recolector se
erige como necesario para la obtencion de las larvas con las suficientes garantias de
vitalidad y asi poder proseguir con los estudios relacionados con su ciclo de vida y poder
llegar a determinar su cronobiologia. Dicho procedimiento debe ofrecer la mayor
viabilidad posible de las larvas, reduciendo al maximo el riesgo de mortalidad por el
manejo posterior.

Con objeto de subsanar la problematica causada por los métodos utilizados hasta
ahora, algunos bastante antiguos, donde el nimero de muertes larvarias era bastante
elevado, actuamos en el momento preciso en que los relieves cutaneos producidos por
LIl eran evidentes en el dorso de sus hospedadores, para a continuaciéon proceder a la
colocacion de unos apdsitos individuales en forma de copa invertida sobre cada uno de
los abultamientos. El objetivo no es otro que el de recoger las larvas recién emergidas y

evitar | o m8s posible | a manipulaci-n humana

artesanalmente con un trozo de tul unido a un circulo de cartén que constituye la base de
dicho apésito, mas o menos como un sombrero de copa invertido (fig. 4). Se intentdé que
ambos materiales poseyeran un efecto mimético, similar al color del pelaje del animal en
el lugar de la colocacion y que pasara lo mas inadvertido posible. Se adhirieron a la piel
con cola de contacto antialérgica, previa depilaciébn de la zona, situando el relieve
producido por el crecimiento larvario en el centro del anillo de carton.
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Fig.4. Apositos para la recogida de LIII

Todos los animales fueron inspeccionados diariamente con objeto de detectar
la aparicion de posibles nuevos foranculos, y en su caso, colocar nuevos artefactos. Una
vez situados todos los apdsitos sobre el dorso de los animales, se inspeccionaron 3
veces al dia para comprobar las dehiscencias espontaneas de las larvas, las cuales una
vez detectadas eran recogidas con una gasa humeda (Fig. 5).

Agujero de salida

R ¢ Y > B
Fig.5. Dehiscencia de LIII. (A) Libre debajapiésito. (B) Traslado para pupaciéon
(C) Aguijero de salida

Méas tarde eran depositadas en unos contenedores de plastico perforados
provistos de humus con un porcentaje de humedad del 60-70% (Fig.6A). Luego se
trasladaron a un alojamiento cubierto con tela mosquitera enterrados parcialmente a 3-4
cm de profundidad inaccesibles para los animales alli alojados. En dicha instalacion, se
intentd reproducir lo mas fiel posible las condiciones ambientales. Diariamente se
registraban las temperaturas maximas y minimas Yy se inspeccionaban las pupas para
detectar posibles eclosiones.
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Fig.6.(A) Contenedoresle plastico para la pupacion)( copulacion

En total, se recogieron 21 larvas. Las cuales fueron obtenidas entre el 10 de marzo
y el 2 de mayo, todas de H. lineatum. Tras lo cual emergieron 12 adultos de un total de
21 pupas (57% eclosion) con una relacibn macho/hembra de 1:1. La pupacion oscilé
entre 23-36 dias y como era de esperar la evoluciébn fue mas rapida cuanto mas
elevadas fueron las temperaturas. La Fig.7 muestra la relacion entre la temperatura
registrada y la cronobiologia obtenida durante la primera época de estudio, que conforme
a los resultados obtenidos los adultos de H. lineatum pueden ser observados desde la
primera mitad de abril hasta la primera mitad de mayo.
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Fig.7 Relacion entre temperaturas (medias semanales) y cronobiologia
durante el prirar periodo de estudio

En las mismas condiciones de aislamiento se alojaron dos terneros lactantes
en el mencionado establo, con el fin de reproducir una infeccion controlada y evitar la
infeccion natural descontrolada. Las moscas adultas eclosionadas, procedentes de las
LIl de los animales donantes, fueron trasladadas a contenedores de plastico por parejas,
un macho y una hembra o con dos hembras y un macho, para facilitar el apareamiento
(Fig. 6B), una vez observada la coOpula, eran liberadas dos dias después en el
alojamiento experimental (Fig.8). La primera evidencia de la infeccion, usando métodos
de observacion directa, se produjo el dia 14 de diciembre del afio 1, a partir de esa fecha



1€

se observaron 4 barros en un animal y cinco en el otro. Con lo que el sistema
experimental planteado resulté ser un éxito

V- ok R

Fig.8 Imagos. (A) Recién eclosionaf®) Suelto en el estahlo

Con objeto de corroborar los resultados obtenidos durante el primer periodo de
estudio, se repitio el experimento usando un solo animal donante. Una hembra de 15-18
meses de edad y de unos 300 Kg. de peso vivo, la cual estaba altamente parasitada
cuando fue trasladada al modulo experimental. Fue sometida al mismo protocolo de
actuacion que los animales del afio 1. Se obtuvieron 25 larvas de H. lineatum entre el 2 'y
el 23 de marzo y 3 larvas de H. bovis entre el 29 de abril y el 25 de mayo. En este afio 2,
después de 19-27 dias, eclosionaron 21 adultos de 25 larvas de H. lineatum, con un
porcentaje de éxito del 84% mucho mejor que en el afio 1. La ratio macho/hembra fue de
1:1, igual que en el afio 1 (Fig.9).
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Fig.9. Relacion entre temperaturas (medias semanales) y cronobiologia
durante elsegundo periodo de estudio

La cronobiologia de H. lineatum, la principal especie en esta region, revela que
bajo estas condiciones las LIl en el dorso estan presentes hasta el mes de abril. Los
adultos, después de un periodo de pupacién de menos de un mes, pueden verse en abril
y mayo. Las tres larvas de H. bovis eclosionaron tras un periodo pupal mas corto (17-25
dias), aunque la dehiscencia de LIl y, en consecuencia, la aparicion de adultos sufrié un
retraso aproximado de dos meses con respecto a H. lineatum.
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Los adultos de H. lineatum obtenidos en el segundo afo, conforme al método
descrito, fueron liberados en el mismo alojamiento con los dos mismos terneros del afio 1
con objeto de producir su reinfeccion en las mismas condiciones en que se produjo la
primoinfeccion. El éxito de la reinfeccion se evidencid, primero por la respuesta serologica
en ambos animales, y mas tarde por la observacion, desde el mes de noviembre, de los
barros en el dorso. Terminando esta segunda experiencia el 15 de junio del afio 2. En
resumen se puede concluir que los estudios realizados durante dos periodos
experimentales consecutivos para conocer la cronobiologia de H. lineatum, especie mas
prevalente en el suroeste espafiol, permite detectar barros (LII-LIII) entre octubre y abril,
gue la dehiscencia de LIl se produce durante los meses de marzo-abril y que tras un
periodo de pupacion normalmente algo menor a un mes, los adultos pueden verse en
abril-mayo (Fig.10).

H. lineatum

Experimental

[ Adulto
[ L2-L3 (barros)
[] Dehiscencia

Fig.10. Cmobiologia de la infeccion experimental

El trabajo realizado demuestra que la técnica descrita supone un método eficiente
para la recoleccion de LIl dehiscentes sobre los hospedadores, puesto que la totalidad
de las mismas fueron recogidas por este procedimiento, consiguiendo ademas, que los
animales no se retiraran o dafiaran los apésitos mediante rozamiento con la pared o con
otros animales. Se pone de manifiesto que las larvas recogidas presentan una gran
viabilidad posterior, por lo que los resultados obtenidos, en todo caso, son los mejores de
los denunciados hasta ahora. Igualmente permite la obtencion de larvas en el momento
preciso en que estan listas para pupar ya que de otro modo podria verse seriamente
comprometida la evolucion ulterior. Nuestro método evita la friccion entre el tejido
colector y las larvas, como ocurre, por ejemplo, con el método de Barret basado en la
colocacién de una gasa extendida sobre el dorso a modo de manta. Tiene la ventaja
afiadida de que los apositos individuales (uno por larva) reduce el riesgo de pérdidas de
larvas dehiscentes. En suma, se trata de un método mas, pero mas fiable y efectivo, que
determina con mayor exactitud la duracion del periodo pupal al conocerse el dia en que
se produce la dehiscencia de cada larva.

En definitiva, y a tenor de los hechos comentados, puede concluirse que este logro
supone un importante avance para el desarrollo de estudios bioldgicos, cronobiolégicos,
epidemioldgicos y cuantos pretendan realizar avances en el control de la hipodermosis.
La metodologia para la obtencion de larvas dehiscentes en condiciones naturales,
aunque controladas, es original y novedosa, alcanzandose una viabilidad de pupas e
imagos muy superiores a los conseguidos hasta la fecha, como también es el haber
logrado la reproduccion forzada de adultos en un ambiente artificial. En segundo lugar,
por la consecucion de dos infecciones experimentales sucesivas, tremendamente
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similares a las acontecidas de modo natural, sin intervencion humana, y porque a partir
de imagos generados en el propio proyecto cientifico se llega a cerrar totalmente el ciclo
biolégico, logro no realizado hasta la fecha. Todo lo alcanzado supone una aportacion
importante al conocimiento aplicado de la cronobiologia de Hypoderma en nuestra zona
geografica, con una clara repercusion en el terreno practico en lo que concierne al
tratamiento y a la prevencion de la hipodermosis bovina.

4. INMUNODIAGNOSTICO

La deteccion de las infecciones por la mosca de los barros en el vacuno vivo
basada en los signos clinicos y en la palpacién de los nédulos cutaneos producidos por
LIl 'y LIl en los animales infectados sélo es posible durante los meses de invierno y
primavera, por lo que los resultados ofrecidos sobre prevalencias son siempre
aproximados y por lo general inferiores a la realidad. Dado que Hypoderma permanece
oculta como un endoparasito la mayor parte del afio, resulta dificil conocer la situacion de
la infeccion en cuanto a la extension y afectacion de los colectivos ganaderos, por tal
motivo continuamos nuestras investigaciones hacia la busqueda de otros métodos de
diagndstico, como los seroldgicos, que fueran capaces de detectar de manera indirecta a
animales positivos durante la etapa oscura de la enfermedad.

Los métodos indirectos utilizados en un principio como pruebas
inmunodiagnosticas fueron la floculacién, la difusién en gel, o la doble difusion en gel de
agar con la que era posible evidenciar la presencia de precipitinas, pero solo en los
sueros animales que habian sido previamente inmunizados, sin que se consiguieran
resultados satisfactorios Los primeros test de diagnostico serolégico efectivos de la
hipodermosis se llevaron a cabo mediante el uso de un antigenoibr ut oo pr
Boulard a partir de la LI de H. lineatum. Tenia la particularidad de compartir epitopos
comunes con los antigenos de H. bovis. Dado que la LI de H. lineatum en su trayecto por
el es6fago es més accesible que la de H. bovis, que se localiza en la grasa epidural vy,
teniendo en cuenta, su reactividad cruzada, resulta facil entender que son los antigenos
preparados a expensas de la primera, los utilizados para la realizacion de pruebas
seroldgicas con fines diagnésticos, ya que tienen la propiedad afiadida de detectar las
infecciones producidas por cualquiera de las dos especies. La HAI o hemaglutinacién
pasiva es la primera prueba serolégica con cierta fiabilidad que se aplico al diagnéstico
indirecto de la hipodermosis. No obstante se sefiala que los resultados fueron variables
porque la sensibilidad cambia segun el momento de la infeccion y porque la especificidad
se ve influenciada tanto por el tipo de antigeno como por los eritrocitos empleados,
aunque el problema principal estriba en lo engorroso de la técnica.

Dada la naturaleza de estos inconvenientes, se empiezan a buscar otros
procedimientos seroldgicos mas automatizados, con capacidad para el procesamiento de
un numero importante de muestras y por supuesto con mayor fiabilidad. Se postula como
la prueba ideal para estos menesteres la técnica ELISA. Hacia ella se dirigié nuestro
punto de mira con la intencion de determinar las caracteristicas y comportamiento de los
distintos antigenos con posibilidad de ser utilizados en la técnica y también hacia esos
otros aspectos orientados a intentar resolver las posibles causas que condicionaban la
variabilidad de los resultados, debido principalmente a la diversidad de los protocolos
empleados. Por todo ello orientamos nuestras pesquisas en clarificar el nivel de
incidencia de distintas modificaciones introducidas al protocolo original de la técnica, en

epar
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aras de hallar un modelo estandar que fuera aceptado por los investigadores de nuestro
entorno y cuyos resultados pudieran ser homologables en la mayoria de los laboratorios
donde se realizan pruebas de diagnostico. La técnica idonea deberia contar con los
criterios fundamentales de precocidad, fiabilidad y economia. Para ello se hizo necesario
identificar qué factores metodologicos eran los que incidian de manera mas notable en
los resultados de la prueba. Desde luego, habria que contar que, entre los
verdaderamente importante, estaban en primer lugar, los dependientes del antigeno
(fuente, preparacion, tipos, almacenamiento) en segundo lugar los relativos a la
naturaleza y procesado de la muestra (momento, individuales o colectivas, diluciones) y
finalmente, otros, como los derivados del soporte, de los reactivos, de la linea de corte y
de la interpretacion de los resultados.

4.1. CARACTERIZACION DE ANTIGENOS

En relacion a la obtencién de antigenos con fines inmunodiagnésticos y con objeto
de valorar la bondad de sus aplicaciones, procedimos primeramente a estudiar las
cualidades de los antigenos extraidos de larvas de primer estadio de Hypoderma lineatum.
Uno de ellos fue un antigeno bruto elaborado a partir de una fraccion soluble extraida de los
constituyentes sométicos (estructurales) de las LI mediante homogenizacion vy
centrifugacion, el otro fue un antigeno excretor/secretor (E/S) obtenido por cultivo de las LI
en el medio RPMI-1640. Ambos antigenos fueron sometidos a distintos procedimientos con
objeto de determinar su composicion, para ello se procedio de la siguiente manera:

1).- Separaciébn de los distintos componentes mediante el uso de dos
metodologias, la electroforesis en gel de poliacrilamida y desnaturalizacion
posterior con sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE), procedimiento que
permite conocer las fracciones proteicas segin su peso molecular y el
isoelectroenfoque (IEF) que las identifica segun su punto isoeléctrico (IEF).

2).- Estudio de las propiedades antigénicas e inmundgenas de cada fraccion
por medio de inmunoelectrotransferencia  (inmunoblotting) o
enfrentamiento, en un film de nitrocelulosa, de las distintas fracciones
emigradas con sueros inmunes y no inmunes.

pH
PM 4 5 R — ——— 5.3
— — a— 48
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Fig.11.(A)SDSPAGE. Tincién con colorante de pldfa) Isoelectroenfoque(A)
PM: PesosnolecularesLineas 1 y 2Antigeno excretor/secretor. Linea 3: Patron de pesos moleculares.
Lineas 4 y 5: Antigeno sométlcéB) Lineas 1y 2: Antigeno ELSnea 3: Antigeno somatico
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Cuando el antigeno bruto (Fig.11.A y B) es sometido a la accion de SDS-
PAGE permite reconocer 4 fracciones proteicas de diferente peso molecular (Pm), tres méas
densas, es decir con mayor concentracion de antigeno (antigenos mayores) y una de
densidad mas tenue. Las bandas reveladas por medio de colorantes, como la plata, permite
identificar, con respecto a la muestra patron, cuatro proteinas de Pm de 27, 23, 22 y 21
kilodaltons (kDa), siendo la fraccién de 22 kDa la que ofrece la menor densidad de todas.
Por otra parte, el extracto bruto larvario fue sometido a la accion de isoelectroenfoque con
el que se obtuvieron 12 fracciones proteicas diferentes con puntos isoeléctricos (pl) que
oscilaban entre 3,9y 5,3; a saber: 3,9; 4,0; 4,2; 4,3; 4,6; 4,7; 4,8; 4,9; 5,0; 5,1, 5,2y 5,3.

Las fracciones antigénicas evidenciadas por ambos procedimientos son enfrentadas
seguidamente a los sueros inmunes especificos para esclarecer el tipo de reaccién que
presentan (fig.12)

1).- Las fracciones emigradas con SDS-PAGE, muestran reaccion positiva en
tres de las cuatro bandas, que son precisamente las de mayor densidad
(27, 23y 21 kDa).

2).- Las fracciones separadas por isoelectroenfoque, evidencian una reaccion
positiva en 7 de las 12 fracciones, a saber: las de 3,9; 4,2; 4,7; 4,8; 4,9;

52y5,3.
Antigeno bruto Antigeno excretor/secretpr
SDS-PAGE kDaBlotting | IEF pl| Blotting |SDS-PAGE kbaBlotting | IEF pl| Blotting
27, + 3,9 + 27| +
23 + 4 23 +
22 4,2 + 22 4,2, +
21 + 4,3 21 + 4,3
4,6
4,7 + 4.7
4,8 + 4,8 +
4,9 + 4,9
5 5
5,1 5,1
5,2 + 5,2 +
53 + 53 +

Fig.12 Fracciones proteicas de ambos antigenos separadas por dos metodologias.
En gel de poliadamida (SD®AGE) e isoelectroenfoque (IEF).
kDa kilodalton pl:punto isoelédrico. Blotting: reaccién con suero inmune

Con respecto el antigeno excretor/secretor (Fig.11 A y B) se caracterizd
siguiendo los mismos protocolos que en el caso del antigeno bruto. En primer lugar a la
accion de SDS-PAGE constatando que las fracciones proteicas obtenidas son las mismas
gue las del antigeno bruto. Mientras que el nimero de fracciones obtenidas por IEF fueron
so6lo 9, con puntos isoelectricos (pl) comprendidos entre 4,2 y 5,3; concretamente las de
42; 4,3; 4,7, 4,8; 4,9; 50; 5,1; 5,2 y 5,3. Las distintas fracciones obtenidas por ambas
metodologias son enfrentadas ahora a un suero bovino positivo cuyos resultados fueron los
siguientes:

1).- Las bandas separadas por SDS-PAGE de 27, 23 y 21 kDa dieron
reaccion positiva, resultado idéntico al obtenido con el antigeno somatico.

2).- De las 9 fracciones identificadas por IEF, s6lo 4 dieron reaccion positiva,
las de pl 4,2, 4,8, 52 y 5,3, que segun el orden en la carrera de
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emigracion se corresponden con las bandas 7, 5, 3y 2, siendo la 3 la de
menor densidad, la que muestra la reaccion mas débil (Fig.13).

Las bandas 7, 5, 3y 2, cuyos pl 5,3; 5,2; 48y 4,2 que dan reaccion positiva
con ambos antigenos, son extraidas, eluidas y transferidas a un gel granulado para
someterlo a una electroforesis con el fin de conocer sus pesos moleculares , resulta que se
trata de las fracciones proteicas de Pm 27, 21, 22 y 23 KDa (Fig.13). La fraccion 3
practicamente desaparece en el proceso. Se trata de las tres hipoderminas A, By C
descritas por Pruett en el extracto bruto antigénico o colagenasa bruta, denominada asi por
su actividad colagenolitica; las dos primeras son proteinasas de la familia de la tripsina y la
tercera es una colagenasa de potente accion enziméatica.

Fraccion Peso MoleculatkDa) pl Proteina
7 27 5.3 | (A)
5 21 4.8 Il (B)
2 23 4.2 Il (C)

Fig.13 Relacién entre las fracciones proteicas 7, 5y 2, Peso molecular y punto isoeléctrico

Resumiendo, de acuerdo con lo descrito anteriormente se concluye que los
antigenos estudiados por electroforesis tienen gran similitud entre si y sus caracteristicas
antigénicas e inmundgenas son muy parecidas si no idénticas. No obstante, mediante
isoelectroenfoque, se apreci6 una mayor complejidad en el antigeno somético, con
proteinas estructurales y de superficie ademas de las elaboradas en el interior de la larva,
que dié lugar a doce fracciones diferentes, en tanto que el excretor/secretor, con proteinas
metabdlicas Unicamente, lo hizo sélo en nueve, cuyos perfiles de pl coinciden con otras
tantas del antigeno somaético. La reaccion enzimética observada por la aplicacion del
"western-blotting" sobre las fracciones separadas isoeléctricamente, indicd que fueron siete
las del antigeno bruto que dieron reaccion positiva y cuatro las del excretor/secretor, lo que
indicé que, también, la diversidad antigénica es mayor en el primero que en el segundo. Es
de destacar, que este trabajo fue el primero en el que se realiza un estudio completo y
comparado de los antigenos estructurales y metabdlicos de la LI de H. lineatum, como
también el que se efectudé para conocer su comportamiento y naturaleza por mediop del
empleo de distintas metodologias desarrolladas en soporte fisico como la
electroinmunotransferencia.

Una vez caracterizados los antigenos y conocida su reactividad frente a los sueros
inmunes especificos, llegd el momento de trasladar los conocimientos adquiridos a la
practica. Para ello desarrollamos una prueba ELISA basada en el empleo de ambos
antigenos, cuyos resultados obtenidos fueron contrastados con un test de comprobacion
por electroinmunotransferencia (western-blotting), consistente en el empleo del complejo
biotina-estreptavidina (B-S), donde la biotina va unida al antisuero y la estreptavidina al
conjugado. El sistema viene marcado por una alta afinidad para la formacion del complejo
B-S, lo que da lugar a reacciones altamente especificas, reduciendo, incluso eliminando el
ruido de fondo.

Para valorar las calidades de los antigenos se empled la prueba ELISA sobre una
muestra de 2469 sueros vacunos procedentes de 58 granjas andaluzas que se
enfrentaron a los dos tipos de antigenos. Los resultados indican que el nUmero de sueros
positivos con el antigeno E/S fue de 909 (36,81%), mayor que con el somatico 545
(22,07%). Sin embargo el nimero de muestras que presentaron resultados dispares 0
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dudosos fueron 238, los cuales fueron sometidas a una nueva comprobacion mediante
western-blotting con el fin de valorar la concordancia o discrepancia de los resultados

(Fig.14).
Prueba ELISA Western-Blotting
N° muestras N° de muestras
Antigeno - D Total + - D
E/S 0 54 0
54 30 11 13
S 54 0 0
E/S 0 28
28 23 5 0
S 28 0 0
E/S 0 0 141
141 44 88 0
S 0 141 0
E/S 15 0 0
15 15 0 0
0 15 0

Fig.14 Verificacion por westerblotting de las muestras que presentan
resultados dispares o dudosos (D) . (E/S) Excretor/secretor. (S) Somatico

El andlisis de los mismos revela:

1 Que el antigeno E/S se comporta, a efectos diagndsticos, mejor que el

somatico aunque se detecta un numero variable de sueros dudosos que
precisan concretar su diagnastico.

Que deben incrementarse las acciones encaminadas a validar su utilidad
como candidato para diagnésticos individuales, para ello se precisa conocer
la evolucién de la respuesta inmune durante el periodo patente de la
enfermedad y ademdas cuantificar los niveles de anticuerpos y su
persistencia después de la dehiscencia de las larvas.

Que el antigeno E/S tiene como inconveniente el que las cantidades
obtenidas en los medios de cultivo son bastante limitadas, cosa que no
sucede con el antigeno somatico.

Que, vistos los resultados, la fracciéon soluble del extracto bruto somatico
sigue siendo un buen aspirante para usarse como antigeno en la prueba
ELISA, tanto para la realizacion de diagndsticos individuales como
colectivos (estudios de seroprevalencias), para ello se hace preciso valorar
su utilidad en relacion con la sensibilidad y especificidad de la prueba.

4.2. HEMAGLUTINACION INDIRECTA

Una de las pruebas serologicas utilizada con el antigeno bruto de Boulard fue la
hemaglutinacion indirecta (HAI), cuya puesta a punto fue llevada a cabo en nuestro
laboratorio utilizando diferentes tipos de glébulos rojos procedentes de distintas especies
animales tales como conejo, cabra, oveja, cobayo, vaca y humanos. Los resultados
comparados con los sueros controles, pusieron de manifiesto que son los eritrocitos de
procedencia humana los que mejor reaccionan seguidos de los de cobayo, por lo que
estos ultimos, por su facil disposicion, son los finalmente utilizados. La primera aplicacion
serolepidemiolégica por HAI que se realiz6 en Esparia fue llevada a cabo por nosotros
sobre una muestra de 1000 sueros procedentes de las provincias de Sevilla, Cadiz y
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Cérdoba, obteniendo una seroprevalencia media del 32%, siendo la provincia de Sevilla
la mas prevalente con el 42,42%.

Dicha técnica fue también la empleada para conocer la posible transferencia de
anticuerpos calostrales a los reciennacidos. El planteamiento de la experiencia se baso
en una seleccion de terneros nacidos en otofio e invierno cuyas madres presentaban
titulos positivos de anticuerpos anti-Hypoderma entre 1/160 y 1/1280. EI momento elegido
no fue otro que aquel en el que se pudieran corroborar que los anticuerpos, que tal vez
pudieran ser detectados en los terneros, no pudieran tener otra procedencia que los de la
madre, ya que los nacimientos se produjeron en una época en la que no tuvieron la
oportunidad de contactar con las moscas adultas. La deteccion de los anticuerpos por
medio de HAI puso de manifiesto que los terneros nacidos en otofio poseian titulos de
1/160 a los 2-3 meses de edad, mientras que otros mas jovenes nacidos en invierno y
con menos de un mes de edad mostraban titulos més altos, entre 1/320 y 1/1280. Una
toma de muestras realizada 4 meses después revelé que la prueba realizada en los
terneros de mayor edad fue negativa, mientras que sigui6 siendo positiva en los de menor
edad. Por ello se puede intuir que los anticuerpos anti-Hypoderma detectados por HAI en
los terneros no pueden tener un origen distinto que el maternal porque en el momento de
obtencion de las muestras no ha lugar a que hubiera moscas adultas y por tanto la
inexistencia de infecciones actuales. Resulta que los titulos van descendiendo conforme
se acercan a los 6 meses, momento en el que ya fue posible detectar algin negativo. Asi
pues se pone de manifiesto que los anticuerpos calostrales anti-Hypoderma son una
realidad y que permanecen en los animales hasta los 5-6 meses post parto.

4.3 PRUEBA ELISA

Fruto de las relaciones cientificas con miembros del CVL de Weybridge del Reino
Unido, fue el desarrollo y perfeccionamiento de un test ELISA de diagnéstico. Para ello se
programaron distintas actuaciones, las primeras estuvieron relacionadas con la eleccién
de antigenos para decidir cual de los ensayados se comportaba mejor en sus
enfrentamientos con los sueros inmunes, experiencia que ya ha sido desarrollada con
anterioridad, en la que se puso de manifiesto que el antigeno somatico crudo, de acuerdo
con las razones ya expuestas, sigue siendo el mejor candidato para detectar los sueros
problemas. Despejada la incognita del antigeno, nuestras pesquisas se dirigieron para
determinar  su concentracién Optima, para ello se probaron distintas diluciones con
objeto de seleccionar aquélla cuyo resultado ofreciera la mayor diferencia de
absorvancias entre los sueros controles positivos y negativos. La concentracion se
establece en 5 pg/ml. Lo mismo se hizo para calcular la dilucion del suero problema, que
se calcul6 siguiendo las mismas pautas que las realizadas con el antigeno, encontrando
gue los valores ideales fueron los de 1/160 para las pruebas con el antigeno somatico y
de 1/320 para el E/S.

La fiabilidad de la técnica ELISA hace que sea la mas empleada en las encuestas
seroepidemiolégicas que tienen lugar en los distintos paises de la UE adscritos a la
accion COST 811, entre otros Belgica, Espafia, Italia, Reino Unido y Suiza aunque con
ligeras modificaciones. La empleada por nosotros introduce como novedad la adicion de
una inmunoglobulina intermedia que evita las reacciones inespecificas, como la
observada algunas veces por la afinidad del suero bovino a fijarse al soporte de la placa.
Para evitar dicha anomalia, una vez afiadido el suero problema, se incuba en competicion
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con un suero hiperinmune de conejo anti IgG de vaca, seguido de un antisuero de conejo
conjugado con peroxidasa elaborado en cabra. La reaccion colorimétrica es leida en un
fotdbmetro de placa a 492 nm.

Un punto critico para la interpretacion correcta de los resultados es el relativo a la
eleccion de la linea de corte que sea capaz de discriminar con claridad entre los sueros
positivos y los negativos. El asunto es bastante dificultoso, porque, si la linea de corte
seleccionada es baja, algunos sueros dudosos pueden ser dados como positivos,
entonces la sensibilidad de la prueba se veria incrementada mientras que la especificidad
estaria disminuida; y viceversa, una linea de corte alta, haria aumentar la especificidad
(pocos falsos positivos) pero por el contrario reduciria la sensibilidad (mayor nimero de
falsos negativos). Teniendo en cuenta estas consideraciones se llega al momento de
seleccionar la linea de corte, la cual fue calculada en funcién de la ratio positivo/negativo,
entendida como la relacion entre la densidad 6ptica de la muestra problema y la media de
las densidades Opticas de los sueros controles negativos. Los sueros que se consideran
positivos han de tener una ratio igual o superior a 3, equivalente a un nivel de confianza
del 99%. El resultado se expresa indistintamente en densidades Opticas, en porcentajes 0
en indice de positividad.

En Consecuencia la técnica ELISA basada en el uso del antigeno somético, y con
las innovaciones introducidas al protocolo de la técnica, a las que ya hemos hecho
alusion, es la utilizada por nosotros en los chequeos seroepidemioldgicos, y también es
la que se sigue en aquellos otros estudios encaminados a la obtencion de la curva de
evolucion de los niveles de anticuerpos en las infecciones naturales y experimentales.

4.4. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA ELISA

La técnica ELISA descrita anteriormente fue la utilizada para calcular la
sensibilidad (S) y la especificidad (SP) de la prueba, tomando como base las férmulas de
Tijssen:

SP = Verdaderos negativos X 100/ verdaderos negativos + falsos positivos
S = Verdaderos positivos X 100/Verdaderos positivos + falsos negativos

Para el desarrollo del trabajo se emplearon 1668 animales sacrificados en el
matadero durante 14 meses consecutivos, de los que se extrajo una muestra de sangre.
Las canales fueron sometidas a inspeccion ocular en busca de larvas de Hypoderma spp
en sus distintas localizaciones: LI de H. lineatum en el eséfago y LIl de ambas especies
en el tejido subcutaneo dorsal

La determinacion de los fverdaderos positivoso  ffaciey se hizo en base a la
observacion de LI de H. lineatun en eséfago y de LIII de ambas especies en el dorso. El
problema estuvo en la determinacion de los fverdaderos negativosg mas dificultosos de
definir sobre todo si se trata de LI, puesto que la no presencia de ésta en el eséfago no
conlleva la categoria de fverdadero negativoo porque pudiera existir la posibilidad de que
el animal estuviera infectado por LI de H. bovis. En el caso de tratarse de LIl sélo existe
el recurso, algo problematico, de comprobar la existencia o no de los nédulos dorsales en
la piel, para ello es importante acortar el periodo de observacion lo mas posible, que de
acuerdo con la cronobiologia en nuestra zona, debe reducirse a los meses comprendidos
entre diciembre y marzo, descartando los meses proximos y anteriores a diciembre,
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porque en este tiempo aun podria haber LI emigrantes hacia la espalda, y de igual
manera, los posteriores y cercanos a marzo, porque podria darse la circunstancia de que
en esta época pudiera haber infecciones precoces y unicas por H.lineatum, cuyas LIII
maduras ya hubieran abandonado el hospedador y hubieran tenido ocasion de elaborar
una respuesta inmune.

El trabajo se abordo gracias a la aplicacion del diagnéstico parasitolégico en el
matadero complementado con el diagndstico indirecto mediante el test ELISA con objeto
de verificar la calidad del test en funcion de la sensibilidad y especificidad conforme a lo
mencionado anteriormente. Como hecho destacado merece la pena indicarse que hay
animales seropositivos durante todos los meses del afio con una prevalencia mensual
gue oscila entre el 8,4% en julio y el 76,1% en marzo y una media anual del 42,3%. La
sensibilidad media del test durante la fase de LI fue del 96,84% y durante la fase de LIl
del 93,65%. La sensibilidad es dependiente de la carga parasitaria, a mayor carga
parasitaria mayor sensibilidad, valor que llega hasta el 100% cuando la intensidad de
parasitacion es de 20 o mas larvas/animal sin importar si se trata de LI o LIll. La
contrastacion de dichos valores con respecto a los dos grupos de edad se observa que
no hay grandes diferencias cuando se trata de prevalencias y de carga parasitaria. En los
animales menores de un afio la prevalencia por métodos directos fue del 18,6% mientras
gue por ELISA fue del 39,7% y la carga parasitaria media fue de 11,4 larvas/animal, en
tanto que en los animales mayores de un afio los datos obtenidos respectivamente
fueron 7,7%, 42,4% vy 9,7 larvas/animal (Fig.15)

Animales menores de 1 afio Animales mayores de 1 afio Sensibilidad (%)
Verdaderos ELISA Verdaderos ELISA
Estadio larvario | Carga parasitaria positivos Positivos Negativos positivos Positivos | Negativos < 1lafo | >1 afio
1-5 29 24 5 29 24 5 82.7 82.7
6-10 12 11 1 12 10 2 91.7 83.3
H 11-20 8 8 0 9 8 1 100 88.9
>20 10 10 0 9 9 0 100 100
1-5 50 43 7 73 55 18 86.0 75.3
L 6-10 9 7 2 17 15 2 77.8 88.2
11-20 13 11 2 20 19 1 84.6 95.0
>20 12 12 0 14 14 0 100 100

Fig.15 Sensibilidad del test ELISA en relacién keointensidad deparasitaciéngstadio larvario
y edad de los animales

Todo ello indica que los animales mayores poseerian una resistencia adquirida
como consecuencia de reiteradas infecciones, lo que daria lugar a que hubiera un menor
namero de animales parasitados (datos de matadero) y una menor carga parasitaria
media por animal, sin embargo los resultados de la serologia indicaron una prevalencia
mayor, debida seguramente a la existencia de anticuerpos residuales de infecciones
precedentes ademas de los posibles de las actuales.

La técnica ELISA empleada obtiene unos valores medios de sensibilidad del
95,2% y de especificidad del 76,22%. En el caso de la hipodermosis resulta problematico
evaluar la especificidad de la prueba como ya hemos comentado, toda vez que es muy
dificil determinar | os Averdaderos negativoso, y a
es muy posible que su numero sea menor debido a que se hubieran producido muertes
larvarias durante la emigracion como consecuencia de una resistencia adquirida o por
tratamiento o, quizas, porque haya animales no parasitados, seropositivos, cuyos
anticuerpos fueran residuales de infecciones anteriores,. Sin duda, todo ello haria
aumentar el nimero de falsos positivos. No obstante la prueba empleada por nosotros
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reune los requisitos, en cuanto a especificidad y sensibilidad suficientes, como para que
pueda ser empleada con fines diagnésticos en los muestreos seroepidemildgicos,

Es evidente que el conocimiento obtenido sobre la cronobiologia de la zona como
los de prevalencia general y por colectivos, resultan ser esenciales, sobre todo estos
ultimos, para la instauracion de planes para el control de la enfermedad. Lo cual es
posible hoy dia gracias a la fiabilidad del test ELISA, a la efectividad terapéutica de los
farmacos como también al empefio de los distintos estamentos profesionales, tales como
veterinarios, ganaderos, curtidores, carniceros, entre otros, con capacidad para influir en
los 6rganos competentes de la administracion encargados del desarrollo y puesta en
marcha de las campafias de lucha oficiales. Tal es el caso del Reino Unido, cuyo
resultado ha sido tan espectacular que merece la pena citarse, la de pasar de una
prevalencia del 40% a otra de 0,01% en unos pocos afios. Los datos sobre prevalencia
general de una region, da idea de las repercusiones econémicas y sanitarias del ganado
vacuno en la economia de la zona, en tanto que si lo que se trata es de establecer
campafas de lucha, lo pertinente es conocer el nivel de parasitacion por explotaciones en
vez de hacerlo de manera individualizada. En nuestro caso, la prevalencia media por
colectivo ha sido del 71,42%, siendo el nUmero de animales positivos por granja bastante
escaso, aunque el dato es importante sobre todo desde el punto de vista epidemioldgico,
puesto que la presencia de un solo animal parasitado indica la existencia de moscas y
por tanto la posibilidad de contagio para el resto de animales de la colectividad y
consecuentemente favorecer la difusion de la enfermedad en explotaciones de su
entorno.

3. CINETICA DE ANTICUERPOS HUMORALES

3.1. INFECCIONES NATURALES

El planteamiento de esta experiencia se basa en la aplicacion del test ELISA al
total de las 1668 muestras de sangre obtenidas de cada uno de los animales sacrificados
en el matadero agrupados en dos lotes en funcibn de la edad, uno, para los
comprendidos entre 6 y 12 meses y otro para los mayores de un afio. La eleccién de los 6
meses como edad minima se basd en que a esta edad es muy posible que ya hayan
desaparecido los anticuerpos calostrales, por lo que los animales diagnosticados como
positivos tendrian la consideracién de primoinfectados, en tanto que los mayores de un
afio, que ya han superado una estacion completa, podrian ser considerados como
reinfectados, por lo menos en un buen numero de animales. Para ello se realizd un
estudio comparativo entre la carga parasitaria media y la evolucion anual de los niveles
de anticuerpos, referido como findice de positividado (PI= media mensual de todos los
sueros ELISA positivos agrupados por edades).

La grafica de PI (Fig.16) presenta en ambos grupos de edad dos picos, uno
maximo en septiembre y otro, menos manifiesto, en marzo. El resto del afio los niveles de
anticuerpos permanecian mas o menos constantes. La relacion entre el Pl y la carga
parasitaria media, mostré que el pico maximo de aquél coincidia con el de mayor niumero
de LI de H. lineatum en el es6fago. Al relacionar los niveles de anticuerpos con la carga
parasitaria de cada uno de los estadios larvarios, se observdé que en los animales
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parasitados con LI de H. lineatum, el PI aumentaba conforme lo hacia el nUumero de
larvas, mientras que los animales con LIlI, los niveles de anticuerpos permanecian mas o
menos constantes, independientemente del nimero de larvas por animal.

Un andlisis de la curva revela un incremento sostenido de la respuesta humoral
durante tres meses (agosto-octubre), lo cual, posiblemente, sea debido a un mayor
estimulo antigénico de la LI durante la fase de emigracion desde la piel hasta los primeros
lugares de reposo y que, al tratarse de infecciones naturales, los animales pudieran estar
expuestos en muchos casos a infecciones mixtas, primero por H. lineatun y un mes y
medio mas tarde, aproximadamente, por H. bovis. El descenso posterior de los niveles de
anticuerpos, quizas se deba a la escasa actividad antigénica durante la fase quiescente
de la LI. En el momento que la larva inicia una nueva emigracion hacia la espalda se
produce una nueva elevacién de anticuerpos hasta que aparecen los primeros barros,
cosa gue sucede durante los meses de febrero y marzo, aunque este pico es mucho
menos manifiesto que el de verano.

Fig.16 Evolucién de los titulos de anticuerpos (Pl) déacién con la carga parasitanzedia

El conocimiento de la cinética de anticuerpos, resulta ser fundamental para
concretar el momento de la toma de muestras puesto que esta intimamente ligada al ciclo
enddgeno de las larvas. De acuerdo con la evolucion de anticuerpos, los niveles mas
altos, y por tanto mas facilmente detectables, se concentraron en los meses de agosto y
septiembre por lo que la toma de muestras debera hacerse en ese momento, que es
coincidente con el inicio de la emigracion de la LI, cuyo tamafio es todavia pequefio,
teniendo ademas la ventaja afiadida de que el momento elegido es lo suficientemente
precoz como para realizar algun tipo de tratamiento si fuera preciso y de esta manera
evitar las posibles acciones y reacciones indeseables que se produzcan durante las
siguientes emigraciones de las larvas. No obstante el realizar un seguimiento de la
dinAmica de la respuesta inmune en un nimero importante de animales repartidos a lo
largo del afio y cuando se utilizan valores que suponen la media de los indices de
positividad de todas la muestras mensuales, es obvio pensar que los datos dispares, Si



