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Presentacion

| parasitismo interno de los bovinos es considerado un factor que limita la

produccion de los animales y la productividad en los sistemas de produc-
cién ganaderos de Colombia. Este problema se agrava cuando las practicas de
prevencion y control son poco efectivas debido a la carencia de enfoques técni-
cos tanto de los veterinarios asistentes técnicos como de los ganaderos, como
ocurre en Colombia, lo cual, aunado a otros factores propios de los sistemas de
produccion, contribuye a un aumento en la carga parasitaria de los animales, y
por tanto, a la ocurrencia de enfermedades y disminucion de la productividad
en los sistemas reproduccion.

Para enfrentar el problema, los ganaderos han usado las sustancias quimicas
(antihelminticos), como el Ginico medio de control parasitario, los cuales son
generalmente utilizados de manera intensiva e incorrecta, lo que ha conducido
al surgimiento de resistencia en las poblaciones de estos pardsitos a la mayor
parte de los principios activos disponibles comercialmente para el control de
los endoparasitos del ganado, con el consecuente incremento del problema de
parasitos en las fincas ganaderas.

La resistencia a los antihelminticos se esta extendiendo en el mundo, cons-
tituyendo un problema que preocupa, debido a que complica cada vez mas el
control de muchas especies de parasitos gastrointestinales en los rumiantes,
particularmente en la ganaderia bovina. Si bien la mayor parte de los casos de
resistencia se presenta en la especie ovina, se conocen actualmente reportes
que informan sobre la presencia de resistencia en los nematodos gastrointesti-
nales de bovinos en diferentes paises, siendo Colombia uno de ellos.

El surgimiento de la resistencia a los antihelminticos en Colombia es ya
un amenaza real para los ingresos econémicos de los ganaderos y la salud de
los animales, por lo que se sugiere que el control parasitario debe enfocarse
desde una perspectiva ambiental, haciendo uso de criterios técnicos y explo-
rando alternativas que involucren practicas y técnicas que conduzcan a pro-
cesos y esquemas sostenibles, enmarcados en esquemas de Control Integrado
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de Parésitos (CIP), con el objeto de minimizar el impacto de la resistencia a
los antihelminticos.

La presente publicacion constituye uno de los productos obtenidos en el
marco del desarrollo del proyecto “Determinacion de la resistencia a los anti-
helminticos y factores de riesgo asociados a su presentacion en nematodos de
bovinos del sistema de produccion de leche en la Sabana de Bogot4, Valles de
Ubaté y Chiquinquird y Alto de Chicamocha”, desarrollado durante tres afios
por los investigadores Dildo Marquez Lara, Gabriel Jiménez Pallares, Fredy Gar-
cfa Castro y Clara Garzon Almanza, del Grupo de Investigacién e Innovacién en
Salud Animal de Corpoica-Ceisa, con cofinanciacion por parte de CoLCIENCIAS.

La obra presenta el estado actual de esta problematica en el mundo, los
factores que favorecen su desarrollo y extension en los predios, asi como las
distintas estrategias que se recomiendan para su control y para retardar su
inevitable aparicion en los sistemas de producciéon ganaderos que basan sus
sistemas de control de pardsitos inicamente en el empleo de estos principios
activos. Por su importancia, por su relacion con el tema de la resistencia y por
ser una estrategia considerada promisoria, se presenta igualmente el estado
actual del conocimiento relacionado con el control biol6gico de los nematodos
gastrointestinales en rumiantes.

DIEGO ARisTIZABAL QUINTERO
Director CI, Tibaitatd - Ceisa
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Introduccion

as infecciones por parasitismo gastrointestinal afectan la salud de los ru-

miantes y repercuten en la productividad de los sistemas de produccién
ganaderos. En el ganado, estas infecciones se reflejan en baja conversién ali-
menticia, pérdida del apetito y retraso en el crecimiento de estos animales, lo
que se traduce en pérdidas econémicas.

Los productores han usado por lo general compuestos quimicos para el
control de estos endoparasitos, estrategia que ha tenido las ventajas de ser
econdmica, eficaz y de facil aplicacion, pero, al mismo tiempo, posee la desven-
taja de su incapacidad para prevenir o controlar en las poblaciones parasitarias
el desarrollo de resistencia a estas sustancias quimicas. El hecho de que existan
drogas de gran eficacia y que sean complicados los métodos no quimicos de
control facilita el abuso de las drogas por parte de los productores, dando como
resultado la aparicion de resistencia para la mayoria de los principios activos
empleados en el mundo, situacién que se ha tornado insostenible econémicay
ambientalmente y se complica en la actualidad por la inexistencia de una alter-
nativa sostenible al control quimico de los helmintos parasitos del ganado.

Lo anterior se agrava, si se tiene en cuenta que la disponibilidad comercial
de nuevos antiparasitarios estd comprometida por la aparicion de resistencia
y por los costos cada vez mayores de la investigacion y el desarrollo de nuevas
moléculas antihelminticas.

En las poblaciones de nematodos gastrointestinales de rumiantes, muchos
de los endoparasitos propios de estas especies tienen caracteristicas genéticas
que favorecen en ellos el desarrollo de resistencia a estas sustancias quimicas.
Entre las mas importantes figuran la rapida tasa de evolucién de la secuencia
de nucleétidos y el formidable tamaiio de las poblaciones de parasitos, lo que
les confiere un excepcional nivel alto de diversidad genética.

La resistencia se ha definido como la disminucion de la eficacia de un com-
puesto quimico contra una poblacién de pardsitos que, por lo general, es sen-
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sible a esa droga. Es de naturaleza genética. En la actualidad, la resistencia es
un problema preocupante, que ha superado el interés académico para conver-
tirse en un problema de vital importancia para la industria ganadera de mu-
chas regiones del mundo y para la medicina veterinaria en general, pues se ha
extendido de manera alarmante en la Gltima década. La mayor prevalencia de
resistencia en el mundo se presenta en las especies ovina y caprina y, aunque
existe también en nematodos de bovinos, alin no es severa en éstos.

Esto constituye un amenaza real para los ingresos econémicos de los gana-
deros y la salud de los animales, por lo que se sugiere que el control parasitario
se enfoque desde una perspectiva ambiental, haciendo uso de criterios técni-
cos y explorando alternativas que involucren practicas y técnicas que lleven a
procesos y esquemas sostenibles, enmarcados en esquemas de Control Integra-
do de Parasitos (CIP), para asi minimizar el impacto de la resistencia a los an-
tihelminticos. Esto exige un mayor conocimiento sobre aspectos relacionados
con la biologia de estos pardsitos, sobre la forma como llegan a ser resistentes
y sobre los medios alternativos de control.

Los tratamientos frecuentes, las subdosificaciones, el tamano de la pobla-
cion de parasitos 'en refugio’ y las rotaciones inadecuadas de los compuestos
quimicos son los factores que cominmente se asocian con el origen y la evolu-
cion de la resistencia.

La deteccion temprana de la resistencia antihelmintica es un factor clave,
en la medida en que obliga a a que se implementen esquemas para el control
adecuado de endoparasitos, lo que implicara préacticas que, entre otras, con-
duzcan a preservar la eficacia y la vida ttil de estas sustancias quimicas. En esta
direccion, se han desarrollado diferentes técnicas, tanto in vitro como in vivo,
para el diagnéstico de la resistencia a los antihelminticos.

Esta publicacion presenta el estado actual de este problema en el mundo,
los factores que favorecen su desarrollo y la extension en los predios, asi como
las distintas estrategias que se recomiendan para su control y para retardar su
inevitable aparicion en los sistemas de producciéon ganaderos que basan sus
sistemas de control de parasitos inicamente en el empleo de estos principios
activos. Por su importancia, por su relacién con el tema de la resistencia y por
ser una estrategia considerada promisoria, se presenta igualmente el estado
actual del conocimiento relacionado con el control biol6gico de los nematodos
gastrointestinales en rumiantes.

8 DiLbo MARQUEZ LARA



Capitulo |

Alternativas quimicas de control
de nematodos: los antihelminticos







L os antihelminticos constituyen en la actualidad el principal método de con-
trol de los nematodos de rumiantes en el mundo, con una gran importancia
en la industria farmacéutica veterinaria, por el enorme crecimiento que ha teni-
do el mercado de estos medicamentos desde la década de los setentas.

La mayoria de estos compuestos son altamente efectivos y selectivos en
el control de los endoparasitos; deben ser usados y elegidos adecuadamen-
te, con base en criterios técnicos, con el fin de obtener respuestas clinicas
favorables y, de paso, minimizar la seleccion para resistencia a estos farma-
cos. Ademads, estos medicamentos se caracterizan por su amplio margen de
seguridad, amplio espectro y ser considerablemente activos contra las formas
inmaduras y maduras de los parasitos. Sin embargo, el efecto antiparasitario
de estos compuestos es muchas veces limitado por la eficacia intrinseca de
los compuestos, sus propiedades farmacocinéticas, las caracteristicas de los
animales y de los pardsitos y por la presencia de resistencia en los parasitos
a estos principios activos.

Los siguientes factores, relacionados con el hospedador y el parésito, de-
ben tenerse en cuenta al emplearse los antihelminticos:

e Especie y raza: son dos factores importantes a tener en cuenta en el mo-
mento de seleccionar un antiparasitario, pues en algunas razas de animales,
particularmente en caninos, estan contraindicados algunos medicamentos.
Lo mismo ocurre con las especies, ya que algunas requieren ajustes apro-
piados de las dosis de las drogas.

e Edad de los animales: este factor se relaciona mas con la madurez del sis-
tema enzimatico de los animales.

e (Carga parasitaria del hospedador: se debe tener cuidado especial cuando
los animales tengan cargas parasitarias altas y estén debilitados, ya que la
muerte simultdnea de altas cantidades de endoparasitos puede conllevar
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consecuencias desagradables en el animal, como obstrucciones en la luz
intestinal o en los vasos sanguineos.

Peso: es un factor de importancia porque constituye la base para la dosi-
ficacion de los farmacos, evitdndose asi las subdosificaciones que pueden
contribuir a la seleccion de resistencia.

Estado fisiopatolégico del animal: debe tenerse en cuenta y se debe evitar,
por ejemplo, el uso de medicamentos que pueden traer con posibles con-
secuencias indeseables en la descendencia, como es el caso de los posibles
efectos teratogénicos de algunas drogas.

Parasito: sitio de localizacion en el cuerpo del hospedador, estado de hipo-
biosis y si ha desarrollado resistencia.

Un antihelmintico deseable debe poseer las siguientes caracteristicas:

Eficiencia: el espectro de actividad debe ser amplio y que elimine un por-
centaje alto de pardsitos, atacando todas las fases de su ciclo vital. General-
mente se acepta como eficiencia recomendada a aquella que elimina 95%
de los pardasitos, mientras que un producto se considera de baja eficacia
cuando el porcentaje de eliminacion de parasitos es inferior a 75%.

Ausencia de efectos colaterales: la poca selectividad de algunos antiparasi-
tarios hace que actien sobre células del hospedador.

Baja o nula toxicidad para el hospedador y el medio ambiente.
Ausencia de residuos en los productos de origen animal.
Varias vias de administracion.

Facil administracion.

indice terapéutico alto.

Econémico, o de bajo costo.

En general, el suministro de antihelminticos debe hacerse buscando dos

objetivos:

Eliminar el agente o mantener las cargas parasitarias de los hospedadores
en niveles tolerables, para que no produzcan pérdidas econémicas.

12
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e Prevenir la reinfeccion o reinfecciones de los animales.

Los antihelminticos tienen diferentes vias de administracion:

e Parenteral: puede ser intramuscular (iM) o subcutanea (sc).

e Intrarruminal: esta via se usa s6lo en bovinos, ya que en otras especies

existe el riesgo del desarrollo de peritonitis.

e Oral: es empleada en la mayor parte de los animales domésticos.

Tabla 1. Antihelminticos de amplio y corto espectro
para el control de nematodos en rumiantes.

AMPLIO ESPECTRO

Mecanismo de accion

Fijadores de
tubulina

Bloqueadores
ganglionares

Potenciadores casa

Familia

Benzimidazoles

Probenzimidazoles

Imidazotiazoles

Tetrahidropirimidinas
Avermectinas

Milbemicinas

Principio activo

Cambendazol
Flubendazol
Albendazol
Fenbendazol
Oxfendazol
Mebedendazol
Tiabendazol
Parbendazol
Febantel
Tiofanato
Netobimin

Levamisol

Tetramisol

Morantel Pirantel

lvermectina

Abamectina Doramectina

Moxidectin

CORTO ESPECTRO

Desacopladores de la
fosforilacion oxidativa

Antagonistas de la
acetilcolinesterasa

Salicilanilidas

Sustitutos nitrofenilicos

Organofosforados

Fuente: modificado de Echevarria, 1996.

Cloxanida
Oxicloxanida
Rafoxanida
Closantel

Nitroxinil
Disofenol

Triclorféon
Haloxon
Naftalofos
Diclorvos
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e Percutdnea o transcutdnea: por esta via se usan los firmacos que contienen
un vehiculo especial para facilitar la absorcion de la droga a través de la
piel. Estos antiparasitarios permiten tratar un gran nimero de animales,
por la facilidad de su administracion.

e Bolos: son antiparasitarios en forma de comprimido protegido que permite
la liberacién lenta del farmaco en el rumen.

Existen varios antihelminticos disponibles en el mercado farmacéutico para
el control de los pardsitos nematodos localizados en el tracto gastrointestinal
de diferentes especies de animales domésticos (tabla 1); de ellos, las avermec-
tinas, los benzimidazoles y los agonistas nicotinicos son los tres grupos de
antihelminticos mds usados en rumiantes. Los preparados disponibles comer-
cialmente pertenecen a cinco grupos o familias (tabla 2).

Tabla 2. Grupos de antihelminticos y preparados
disponibles en el mercado.

Grupo de antihelminticos ‘ Farmacos disponibles
Levamisol

Tetramisol

Morantel

Pirantel

Tiabendazol

Fenbendazol

Albendazol

Oxfendazol

Parbendazol

Cambendazol

Mebendazol

Lufendazol

Luxabendazol

Triclabendazol
Probenzimidazoles (tiofanato,
febantel y netobimin)
Oxiclosanida

Imidazotiazoles

Tetrahidropirimidinas

Benzimidazoles

Salicilanilidas Rafoxanida
Closantel
Niclosanida
Milbemicinas
Lactonas macrociclicas Avermectinas (abamectina, dora-

mectina y moxidectina)
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MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIHELMINTICOS

Los antihelminticos deben ser toxicos selectivamente para los pardsitos, mas
no para los hospedadores, lo que puede lograrse por dos vias: por una parte,
inhibiendo procesos metabdlicos que sean vitales para los parasitos, pero no
para los hospedadores, y por otra, que las propiedades farmacocinéticas de
los antihelminticos logren exponer a los parasitos a concentraciones mads altas
que las células del hospedador. El resultado de las acciones anteriores es la
interferencia que se produce en la integridad de las células de los pardsitos, en
la coordinaciéon neuromuscular o en los mecanismos protectores o de evasion
contra la respuesta inmunitaria del hospedador; fenémenos que conducen a
inanicion, paralisis y muerte del parasito.

En cuanto a la integridad celular, varios antihelminticos producen fallas o
dafios en la integridad de la estructura de las células o en el metabolismo, asi:
a) inhibidores de la polimerizacién de la tubulina, como los benzimidazoles o
probenzimidazoles; b) desacopladores de la fosforilaciéon oxidativa, como las
salicilanilidas o los sustitutos de los fenoles y c) inhibidores de enzimas en la
ruta glicolitica, como el clorsulon.

Los benzimidazoles inhiben la polimerizacién de la tubulina, creyéndose
que la despolimerizacion de los microttibulos ocasiona inhibicion del trans-
porte celular y el metabolismo energético, ambos con un papel esencial en los
efectos letales sobre los parasitos al disminuirles progresivamente las reservas
energéticas e inhibirles la excrecion de los productos de desecho y los factores
protectores de las células. Estos efectos ponen de manifiesto la relaciéon que
tiene la prolongacion del tiempo de contacto entre el parasito y el compuesto
con la eficacia del antihelmitico. Se menciona la resistencia lateral que existe
en el grupo de los benzimidazoles, justamente por actuar todos en el mismo
receptor, la B-tubulina: cuando esta proteina es alterada en los parasitos resis-
tentes, ninguno de los miembros de este grupo puede unirse al receptor con
alta afinidad.

IMIDAZOTIAZOLES Y TETRAHIDROPIRIMIDINAS

De los imidazotiazoles, el tetramisol fue el compuesto que se sintetizd, por pri-
mera vez, como una mezcla racémica de dos isdbmeros 6pticos: tetramisol S (-)
y R (+). No obstante, la actividad antihelmintica de la mezcla reside sélo en el
levo-isémero. De los dos compuestos del grupo, el levamisol (levo-isémero del
tetramisol) es el mas usado, por su amplia disponibilidad comercial y, ademas,
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por ser mas potente que el tetramisol y tener un margen mayor de seguridad.
Es efectivo contra los estados maduros de los pardsitos gastrointestinales de
rumiantes y las formas larvarias y maduras de los parasitos pulmonares, pero es
poco eficaz contra larvas hipobiéticas y carece ademads de accion ovicida. No es
efectivo contra céstodos, trematodos o pardsitos externos ni se usa en equinos,
por su limitada eficacia y su estrecho margen de seguridad.

El levamisol se absorbe a través de la cuticula; es un agonista colinérgico que
afecta la neurotransmision, causando un efecto espastico paralizante sobre los
nematodos. En concentraciones altas en el nematodo afecta su metabolismo
energético. Por actuar como un agonista colinérgico en mamiferos, su indice te-
rapéutico es mas estrecho que el de otros antihelminticos de amplio espectro,
por lo que su uso al tratar animales debe ser cuidadoso.

El empleo de técnicas electrofisiol6gicas encaminadas a ampliar el conoci-
miento sobre el mecanismo de accion de estas drogas, ha demostrado que las
superficies de las células somaticas de los nematodos poseen receptores acetil-
colino nicotinicos (nAchR). Estos, en ausencia de agentes de afinidad, permane-
cen cerrados, pero se abren en presencia de sustancias de afinidad especifica,
como los antihelminticos nicotinicos; cuando la molécula antihelmintica se une
a los receptores, se produce una despolarizaciéon, desencadenando paralisis es-
pastica de los musculos de los nematodos, que da como resultado la expulsion
de los parasitos.

La poblacion de receptores colinérgicos nicotinicos es heterogénea y se han
descrito cuatro subtipos: G35 y G45, que son activados por el levamisol, y G25
y G55, en el nematodo del cerdo Oesophagostomun dentatum. El receptor nico-
tinico es una estructura (pentamero) constituida de subunidades homoélogas a
y B, cuya disposicion determina la formacién de un poro central (canal i6nico)
permeable a cationes de Na y K. La unién de levamisol con los receptores nico-
tinicos abre los canales i6nicos, ocasionando un aumento en la conductancia
del Na, con la consecuente despolarizacion de las membranas celulares, que
da como resultado la contraccion muscular y la paralisis espastica del parasito,
siendo expulsado vivo.

En bovinos, la absorcion del levamisol es rapida cuando se administra sub-
cutaneamente, alcanzando niveles sanguineos maximos en una hora y decre-
ciendo luego hasta las seis horas postratamiento. Se distribuye ampliamente en
el higado, pero se puede encontrar concentraciones altas en la grasa, el mus-
culo, los rifiones, la sangre y la orina. Después de 24 horas de su aplicacion, el
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levamisol es depurado completamente, para ser eliminado a través de la orina,
la leche y las heces.

La resistencia al levamisol se debe a una reduccién en el nimero o en la
sensibilidad de los receptores colinérgicos del parasito. Se ha demostrado que
las especies de nematodos resistentes requieren concentraciones cinco o seis
veces mayores que las recomendadas para lograr el efecto nematicida.

El morantel y el pirantel pertenecen al grupo de las tetrahidropirimidinas. El
primer compuesto que se usé como antiparasitario fue el pirantel; luego, el mo-
rantel y el oxantel. Estos farmacos acttian sobre formas adultas de los nematodos
gastrointestinales mediante accion colinérgica, similar a la de los imidazotiazoles.
Existen como sales tartrato o pamoato; las sales del morantel exhiben mayor acti-
vidad antihelmintica que los compuestos del pirantel, por lo que se requieren dosis
mads bajas para lograr su efecto; dada su alta solubilidad, es una droga ideal para la
liberacién lenta en el medio acuoso del rumen, y se formula como sal tartrato.

Benzimidazoles

La era de los benzimidazoles se inici6 en los anos sesentas con la introduccion en
el mercado veterinario del tiabendazol, dandose paso al uso de los antihelminti-
cos de amplio espectro y minima toxicidad. El desarrollo de esta familia de anti-
helminticos fue sostenido en el tiempo, pasandose en pocos afos del desarrollo
de los primeros benzimidazoles, como el tiabendazol y el parbendazol, de espec-
tro reducido, al desarrollo de otras sustancias de mayor espectro y potencia, que
actuan contra nematodos gastrointestinales, pulmonares, céstodos y trematodos,
para alcanzar asi durante muchos afios una enorme importancia terapéutica.

Los benzimidazoles se han clasificado farmacolégicamente en cuatro gru-
pos (tabla 3). Son sustancias cristalinas estables, con un punto de fusion alto y
que se caracterizan por su poca solubilidad en agua, lo que afecta su eficacia,
de manera particular en rumiantes, en los que pequefas cantidades de ben-
zimidazoles son absorbidas en el tracto gastrointestinal. Estas caracteristicas
de absorcion y biotransformacién constituyen factores de gran importancia, ya
que pueden afectar la eficacia de los benzimidazoles. Son también insolubles
en éter y benceno, pero bastante solubles en alcohol y disolventes no polares.

Para superar estas limitaciones e inconvenientes, se desarrollaron los profar-
macos febantel, tiofanato y netobimin, constituyendo los avances mas significa-
tivos en la busqueda de moléculas alternativas de benzimidazoles (BZD). Asi, el
netobimin, el febantel y el tiofanato, que son profarmacos inactivos, acttian luego
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Tabla 3. Clasificacion farmacolégica de los benzimidazoles.

Grupo farmacolégico Farmacos

Tiabendazol

Benzimidazoles tiazol
€ dazoles tiazoles Cambendazol

Mebendazol
Oxibendazol
Benzimidazoles Albendazol
metilcarbamatos Albendazol sulféxido
Fenbendazol
Oxfendazol

Benzimidazoles tioles

halogenados Triclabendazol

Tiofanato
Febantel
Netobimin

Probenzimidazoles

de su conversion enzimadtica en etil-BZD o metilcarbamatos activos. El tiofanato,
para producir sus efectos, tiene que biotransformarse en el animal hospedador
en un derivado etil-BZD conocido como lobendazol. El febantel y el netobimin se
metabolizan, respectivamente, a fenbendazol en el higado y a albendazol en el
rumen, por accion de la flora gastrointestinal de los animales tratados.

Los benzimidazoles tienen como estructura quimica el 1,2-diamino benceno.
Las diferencias en cuanto a farmacocinética y espectro de actividad entre estos
compuestos quimicos se ha logrado mediante modificaciones en el C5 del anillo
bencénico. Los probenzimidazoles, como el febantel, el tiofanato y el netobimin,
son prodrogas inactivas que, por accion enzimatica, se convierten en benzimida-
zoles etil o etil carbamatos una vez que son absorbidos por el hospedador.

Los benzimidazoles son los antihelminticos mas usados para el control de
los pardsitos gastrointestinales. Los primeros estudios sobre las acciones de
estos compuestos mostraron alteraciones ultraestructurales en las células de
los nematodos y del tegumento de los céstodos, en particular, ocasionado re-
distribuciones en las vesiculas citoplasmaticas y otros organelos. Como estos
cambios coincidian con la desaparicion de microtabulos citoplasmaticos, se
creyé que los benzimidazoles actuaban inhibiendo el transporte de vesiculas
secretoras mediadas por los microtubulos en los tejidos de absorcion con libe-
racion de enzimas digestivas, responsables de los dafos titulares que se obser-
vaban. Estas suposiciones fueron posteriormente confirmadas, al observarse
que el efecto letal del fenbendazol en Haemonchus contortus estaba asociado a
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la inhibicién del transporte de vesiculas secretoras intestinales, seguido de la
dispersion de vesiculas citoplasmaticas en el intestino.

Hoy es claro que la base bioquimica de la accién de los benzimidazoles es
su habilidad para unirse a una serie de subunidades de proteina, denomina-
da tubulina, ocasionando alteraciones en la estructura y funcién de los micro-
tubulos. Los microttibulos son estructuras intracelulares muy dinamicas, con
las siguientes funciones vitales en las células: movimiento de los cromosomas
durante la division celular, absorciéon de nutrientes, motilidad y soporte es-
tructural de la célula, movimiento de particulas intracelulares, transporte de
nutrientes, excrecion de desechos metabdlicos y comunicacion intercelular.
Estructuralmente, los microttiibulos estan formados por dos subunidades de
tubulina, ay B.

Se ha demostrado en estudios con el agente antimicético colchicina que
este compuesto se une a la tubulina antes de la polimerizacion, y la inhibicion
para la formacion de microtubulos radica en la unién-adicion de colchicina a la
tubulina al final de la formacién del microttbulo, perdiendo esta subunidad la
habilidad de aceptar otras moléculas de tubulina para el posterior crecimiento
del microttibulo. Resultados obtenidos con espectroscopia fluorescente indican
que el sitio de union de la colchicina es el monémero B-tubulina, mientras que
otros analisis espectroscopicos revelan que la inhibicién de la polimerizacion
es debida a un desdoblamiento local, inducido por la droga, de una pequeiia
region en el monémero B-tubulina.

Un mecanismo similar es el responsable de la inhibicién de la polimerizacion
de la tubulina, debido a que el sitio de unién de los benzimidazoles esta localiza-
do en la B-tubulina. Estas estructuras estan en un estado de dinamica continua,
en la que la construccion y la destruccion de estas subunidades solubles estan
balanceadas. Entonces, la interaccién antihelmintico-tubulina da como resultado
un cambio de este estado continuo, con pérdida neta de microttibulos y acumu-
lacién de tubulina libre. Como los microtibulos juegan un papel crucial en mu-
chos procesos celulares, la destruccién inducida por la droga puede conducir a la
muerte del parasito. Si bien la alta toxicidad de los antihelminticos benzimidazo-
les no esta del todo clara, parece que se debe a la interaccion fuerte e irreversible
de la droga con los parasitos, lo que no ocurre en las tubulinas de mamiferos.

Cuando los compuestos benzimidazoles se fijan al monémero de la subu-
nidad 3 de la tubulina de nematodos y cestodos, se modifica el patrén de poli-
merizacién necesaria para la formacion de los microttbulos, es decir, se impide
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la unién de las subunidades de proteina a y B de la tubulina, ocasionando una
alteracion del equilbrio microttibulo/tubulina y, por lo tanto, desencadenando
su despolimerizacion, con lo cual se altera la funcion y la estructura de estos
organos de las células intestinales de los nematodos.

Luego de la administracion de un benzimidazol, este compuesto llega al
sitio donde el parasito objeto de control se localice, en concentraciones que
dependen del tejido donde el pardsito esté ubicado. Alli, el medicamento
debe penetrar al interior del pardsito y reconocer los receptores para ejercer
su efecto nematicida, cuya magnitud dependerd de: la afinidad del benzimi-
dazol por el receptor, la actividad del farmaco y el niimero de receptores. Al
respecto, se ha demostrado que los parasitos resistentes a los benzimidazo-
les poseen un ndmero mayor de una isoforma de la B-tubulina, con menor afi-
nidad por estas moléculas. Asi mismo, se ha observado que la llegada de los
benzimidazoles y sus metabolitos activos al interior de los pardsitos depende
de factores como: el tipo de parasito, la ubicacién y el habito del mismo y las
caracteristicas de las moléculas empleadas.

Un factor importante relacionado con la eficacia de estos compuestos es
que la unién del benzimidazol con los receptores no produce efectos inmedia-
tos, sino que éstos aparecen luego de cierto tiempo de exposicion; por esto,
cuando su administracion es mantenida, el grado de eficacia se incrementa.

Se ha demostrado que la eficacia de los benzimidazoles en los rumiantes
se incrementa cuando éstos son administrados directamente en el rumen, que
acttia como reservorio de la droga, permitiendo concentraciones sostenidas de
la droga y disminuyendo el paso de droga no absorbida por del tracto gastroin-
testinal. Por el contrario, la eficacia de los benzimidazoles disminuye cuando se
deposita directamente en el abomaso, via surco esofagico, ya que se acorta el
tiempo de duracién de la droga y se incrementa la excrecion en las heces.

Salicilanilidas

En el grupo de las salicilanilidas se encuentra el closantel, el tinico compuesto de
amplio espectro. Es un dcido débil de alto peso molecular, lipofilico y, por tener
bastante afinidad por las proteinas plasmaticas, es un compuesto con biodisponi-
bilidad media. La eliminacion del closantel es prolongada porque tarda hasta 15
dias en depurarse y eliminarse, especialmente en ovinos. La biodisponibilidad de
este medicamento depende de la via de administracién: si se hace por via oral,
la absorcion es baja, y lo contrario ocurre cuando se suministra parenteralmen-
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te. Actda contra Haemonchus contortus, Fasciola hepadtica, Oestrus ovis y algunos
artropodos; su eficacia contra H. contortus se debe a su afinidad por las proteinas
plasmaticas, superior a 99%. La principal via metabdlica del closantel es una mo-
nodeiodinacion reductiva hepdtica que forma dos isémeros monoiodoclosantel,
unicos metabolitos recuperados en las heces de los animales tratados.

Lactonas macrociclicas

Las avermectinas y las milbemicinas son firmacos estrechamente relacionados,
que pertenecen al grupo de las lactonas macrociclicas. Son drogas de amplio
espectro y elevada potencia que se usan para el control de pardsitos internos y
externos (nematodos y artropodos), razén por la cual se les denomina endec-
tocidas. Las avermectinas, y en menor medida las milbemicinas, revolucionaron
en las dltimas dos décadas el control de los parasitos en los animales. Las aver-
mectinas son moléculas naturales y semisintéticas derivadas de los micelios del
Streptomyces avermectilis, cuya fermentacion produce cuatro pares homdlogos
de compuestos relacionados: avermectina A1, A2, B1 y B2, que contienen pro-
porciones diversas de estos pares homologos; asi, la abamectina (avermectina
B1) contiene 80% de avermectina Bla y 20% de avermectina B1b.

Las membranas de las células musculares somaticas, faringeas, uterinas y
sus neuronas asociadas de nematodos y artropodos contienen canales i6nicos
selectivos al cloro. Estos canales estan constituidos por cinco subunidades
proteicas, de las cuales, tres subunidades a, B y & forman combinaciones
entre si para formar un pentamero, siendo el glutamato (Glu) el ligando na-
tural en los canales i6nicos, que vienen a ser los receptores conocidos como
GluCl. Las avermectinas y las milbemicinas actian como agonistas de elevada
afinidad sobre la subunidad a de estos canales, de tal manera que, cuando
los nematodos y artrépodos son expuestos a la accion de estos compuestos
quimicos, la motilidad, la fecundacion y la capacidad de alimentacién de estos
parasitos se afecta.

Estos compuestos quimicos comparten el mismo mecanismo de accién, no
obstante, las variaciones en las propiedades terapéuticas de estas moléculas,
como resultado de la forma farmacéutica y de las bondades propias de cada
molécula. Si bien es probable que estos compuestos tengan mas de un modo
de accion, el mecanismo central es el de modular la actividad en los canales del
ion cloro en las células nerviosas de los nematodos y en las células nerviosas
y musculares de los artropodos. Lo normal es que el glutamato se enlace en el
receptor postsinaptico, provocando una apertura de los canales de cloro (CI).
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Cuando estos farmacos se unen de manera selectiva e irreversible a los recepto-
res, bloquean el glutamato y hacen que permanezcan abiertos los canales de cloro
por accion del glutamato. Como resultado los iones de cloro siguen fluyendo al
interior de la célula nerviosa, lo que origina una hiperpolarizacion de la membrana
de la célula muscular y/o neuronal, que trae como consecuencia el bloqueo de la
neurotransmision, produciendo una pardlisis flacida del parasito y la inhibicién de
la ingestion de alimento por el bloqueo de la bomba faringea. Esto le impide man-
tenerse en el sitio natural donde se localiza y, entonces, el animal es eliminado.

En mamiferos, las avermectinas han mostrado tener actividad con el com-
plejo receptor GABA'/canal cloro, estimulando la liberacion presindptica de
GABA y potenciando su unién a su receptor, lo que produce una prolongada
hiperpolarizacion de las neuronas. Las avermectinas también han mostrado ac-
tividad sobre el complejo receptor glicina/canal cloro. Estos complejos estan
restringidos al sistema nervioso central (SNC) en los mamiferos, por lo que, da-
das las bajas concentraciones de avermectinas que se alcanzan en el snc, hacen
que estas moléculas sean extremadamente seguras en mamiferos. La tabla 4
muestra los sitios blanco mads comunes de los antihelminticos que se usan.

Asi mismo, algunos autores han demostrado el papel que tienen los recep-
tores GluCl en el desarrollo de la resistencia. La figura 1 presenta el esquema
del modo de accién de los endectocidas.

IMPACTO DE LOS ANTIHELMINTICOS EN LAS PRADERAS

Sobre el impacto que los antiparasitarios, y en particular los antihelminticos,
causan en el medio ambiente, se conoce todavia muy poco, aunque algunos
estudios han revelado que los residuos téxicos de ciertos antiparasitarios elimi-
nados por los animales son téxicos para insectos coproéfagos, perturban el fun-
cionamiento de algunos pastizales y prolongan el tiempo de descomposicion
del estiércol de vacas y caballos.

El tema, o mejor, el impacto ambiental negativo ocasionado por las molé-
culas antiparasitarias no habian tenido importancia o fue opacado por parte de
los productores y la industria farmacéutica, en aras de incrementar el beneficio
econémico de los sistemas de produccion animal mediante el control de pardasi-
tos, sobre la base del empleo de compuestos quimicos. Sin embargo, no todos
los compuestos quimicos veterinarios comparten el mismo nivel de riesgo para

1 Acido gamma-aminobutirico, el principal neurotransmisor inhibitorio cerebral.
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Tabla 4. Sitios de unién de los antihelminticos.

Canales iénicos Microtubulos Bioenergéticos | Desconocido

Benzimidazoles

. C tiabendazol P
Tetrahidropirimidinas ( ’ Salicilanilidas .
(pirantel, morantel) gﬁgﬁgggglo g (closantel) FredGEE
netobimin)
. . Sulfonamidas
I(El\fiaarﬁ%tloe;)zoles clorinadas Triclabendazol
(clorsulon)
Lactonas

macrociclicas
(ivermectina,
moxidectina)

Piperazina

Fuente: Kéhler, 2001
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Figura 1. Esquema del mecanismo de accién para los farmacos endectoci-
das en nematodos. Tomado de Mottier y Lanusse, 2002.

los ecosistemas de produccién animal, ya que esto depende de la familia quimi-
ca a la que pertenezcan estos compuestos.

La fenotiacina, el cumafos, el ruelene, el diclorvos, la piperazina, algunos
piretroides sintéticos (alfametrina, deltametrina y flumetrina) y la mayor parte
de las lactonas macrociclicas, como la abamectina, ivermectina, eprinomectina,
doramectina y, en menor medida, la moxidectina, son las moléculas que se
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sefialan como las mds toxicas para los insectos. Sobre otros medicamentos,
como los benzimidazoles (tiabendazol, cambendazol, mebendazol, fenbenda-
zol y oxfendazol) y el levamisol/morantel, no se conocen evidencias de toxi-
cidad sobre los coléopteros coprofagos, de acuerdo con estudios realizados
hasta ahora. Tampoco se conocen efectos toxicos de las salicinalanilidas, como
la niclosamida y la rafoxanida.

En relacion con los efectos del diclorvos, usado como antihelmintico en
equinos, se ha demostrado que sus residuos ocasionan alta mortalidad en in-
sectos copréfagos durante los diez primeros dias posteriores al tratamiento,
informandose que los residuos contenidos en el estiércol de un solo caballo
podria matar hasta 20.000 escarabajos copréfagos durante ese periodo, y que
el tiempo de degradacion y desaparicion de la boiiiga de caballos tratados con
diclorvos es bastante mayor que el de los animales no tratados.

De los antihelminticos disponibles y usados en la actualidad por los producto-
res, las ivermectinas/milbemicinas son los farmacos con efectos mas negativos so-
bre el ambiente, especialmente en las poblaciones de insectos benéficos asociados
al estiércol, en particular, en sus formas larvarias. La toxicidad y/o mortalidad de lar-
vas o adultos, la interferencia de la reproduccion o las alteraciones de la metamor-
fosis en los insectos dependen de las concentraciones de los medicamentos en las
heces, que, a su vez, dependen también de las diferentes vias de administracion.

Diversos estudios han demostrado que las larvas de algunos dipteros, en
particular los Ciclorrafas, son bastante afectadas por la ivermectina hasta 30
dias después de haber sido tratados los animales con ella, en dosis terapéutica
y por via subcutdnea. Asi mismo, ha ocurrido mortalidad total o muy alta de
larvas de Lucilia cuprina durante los primeros 30 dias posteriores al tratamiento
de bovinos con ivermectina. En otros experimentos, realizados para observar el
efecto sobre los escarabajos Onthophagus y Aphodius en estiércol de vacas y ove-
jas tratadas con organosfosforados, benzimidazoles, levamisol e ivermectinas,
se han demostrado efectos deletéreos de las ivermectinas sobre esa microfauna
benéfica, mas no con el resto de compuestos usados en esas pruebas.

En relacion con las modificaciones del tiempo de degradacion del estiércol
en animales tratados con ivermectinas, existe informacién que sefiala que las bo-
nigas de animales tratados oralmente con ivermectina han quedado sin degradar
100 dias posteriores al tratamiento, mientras que la de los animales no tratados
si se degradaron y desaparecieron durante ese mismo tiempo, lo que demuestra
los efectos ecotoxicos que tiene la ivermectina sobre la ecologia de las pasturas.
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Se ha observado una mayor intensidad de los olores en el estiércol de ani-
males tratados con ivermectina que en el de los no tratados, haciendo que
aquéllos sean mas atractivos para la comunidad de insectos copréfagos, lo que
incrementa el riesgo para estos insectos. La raz6n del incremento de los olores
obedece a la mayor liberacion en los excrementos de algunos aminoacidos,
como valina, alanina, lucina y prolina.

Este panorama pone en evidencia que los efectos indeseables de algunos
medicamentos veterinarios pueden disminuir componentes importantes del
ecosistema, como los coléopteros, dipteros y anélidos, ocasionando desequi-
librios en el sistema de las praderas y modificaciones en el ecosistema, en la
medida en que afecta eslabones claves de la cadena de insectos degradadores.

EL DESARROLLO DE NUEVOS ANTIPARASITARIOS

Se ha estimado que el descubrimiento de una nueva molécula antiparasitaria
requiere de inversiones cercanas a 200 millones de délares y de 10 afios de in-
vestigacion para entrar al mercado veterinario. De otro lado, existen enormes
diferencias entre las ganancias de la industria farmacéutica veterinaria y de
la humana, siendo exageradamente mayores éstas y, ademads, ostensiblemente
menor el mercado veterinario, comparado con el humano.

Las razones anteriores ponen en evidencia las dificultades que tiene que
enfrentar la industria farmacéutica veterinaria para producir nuevos antipara-
sitarios y la necesidad que hay de preservar esta herramienta fundamental y,
probablemente, irremplazable para el control de los pardsitos de rumiantes. Si
bien hubo un progreso continuo en los nuevos modos de acciéon de los anti-
helminticos durante varias décadas, lo que compensaba el desarrollo paralelo
de la resistencia, es importante tener en cuenta que, desde los inicios de 1980,
época en que sali6 al mercado la ivermectina, hace casi un cuarto de siglo, no
aparece un antihelmintico con un nuevo mecanismo de accion.

Sin embargo, a pesar de los notables esfuerzos que se hacen en la actua-
lidad para identificar y desarrollar nuevos antihelminticos, hay incertidumbre
sobre la aparicion en un futuro cercano de un producto con un mecanismo de
accion diferente en el 4rea de la ganaderia. La pregunta es si el desarrollo y la
disponibilidad de nuevos antihelminticos se veran inevitablemente afectados
por el problema en curso de la resistencia.

Es probable que estas dudas lleven a focalizar los esfuerzos de investiga-
cién en la busqueda de nuevas y mejores formas de uso de los compuestos
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antihelminticos que las actuales, dirigidas hacia un manejo mas sostenible, que
permita preservar su eficacia tanto como sea posible en las muchas especies de
nematodos gastrointestinales.

Actualmente, la actividad cientifica ha conducido a descubrir unos pocos
prometedores candidatos: los ciclo-octadepsipéptidos y la paraherquamida,
que parece que seran realidad en los afios venideros. Sin embargo, no existen
razones para creer que las proximas drogas no corran la misma suerte que sus
predecesoras: la pérdida de su eficacia por el desarrollo de la resistencia, lo cual
refuerza los requerimientos de estrategias adicionales para que se evite o se
posponga su surgimiento en las poblaciones de nematodos gastrointestinales.

CONCLUSIONES

El desarrollo de antihelminticos, desde la introduccién de las moléculas quimicas
de amplio espectro, produjo un profundo impacto en el control de los pardsitos
internos de rumiantes. No obstante esos importantes desarrollos, los parasitos de
los rumiantes, asi como las enfermedades ocasionadas por estos agentes, generan
importantes pérdidas econdmicas en los sistemas de producciéon ganaderos.

Los antihelminticos constituyen en la actualidad el principal método de
control de los nematodos de rumiantes en el mundo, con una enorme impor-
tancia en la industria farmacéutica veterinaria, dado el enorme crecimiento que
ha tenido el mercado de estos medicamentos desde la década de los setentas.

Los antihelminticos mds comtinmente usados para el control de los parasi-
tos pertenecen a tres grandes familias quimicas: los benzimidazoles, los agen-
tes nicotinicos y las lactonas macrociclicas, caracterizadas por tener distintos
mecanismos de accion. De éstos, los mayores conocimientos provienen de los
benzimidazoles, en tanto que se hacen esfuerzos por lograr una mayor com-
prension de las otras dos familias.

Es incierto el futuro de los actuales antiparasitarios, si se considera el uso
indiscriminado e irracional que se hace de ellos. Esta situaciéon condujo al sur-
gimiento de la resistencia a estos compuestos en los nematodos gastrointesti-
nales de los rumiantes en diferentes partes del mundo.

Si bien fueron ostensibles los logros obtenidos en el campo del desarrollo de
medicamentos antihelminticos en las tres décadas comprendidas entre los sesen-
tas y los ochentas, no es claro el panorama para el desarrollo de nuevas moléculas
y formas de liberacion, por una parte, por los altos costos econémicos que impli-
ca la investigacion en este campo y, por otra, por el tiempo requerido.
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Capitulo Il

Resistencia a los antihelminticos en
rumiantes y estrategias para su control







Historia y prevalencia de la resistencia

| descubrimiento de sustancias quimicas para el control de los parasitos

gastrointestinales en los animales ha sido exitoso gracias al desarrollo de
antiparasitarios de alta eficacia y amplio espectro, con un impacto profundo
a partir del momento en que el tiabendazol aparecié en el mercado farma-
céutico. Desde entonces, y gracias al desarrollo de nuevas moléculas, las tres
familias de antihelminticos de amplio espectro son de uso corriente en los
animales de produccion.

Pasaron pocos aios desde el impacto causado, cuando empez6 a notarse que
algunas especies de nematodos gastrointestinales evadian los efectos letales de
determinados antihelminticos, por la baja respuesta clinica observada en los ani-
males tratados. Se estaba entonces ante la presencia del fendmeno de resistencia
a los antihelminticos en los pequefios rumiantes, convirtiéndose, quizds, en la
amenaza mds importante que tienen que enfrentar actualmente tanto los produc-
tores como los médicos veterinarios para lograr un control adecuado y sostenible
de los parasitos del ganado en el mundo. Esta situacion se torna critica cuando
los productores cambian de manera indiscriminada el uso de un antihelmintico
por otro, con lo que presionan una mayor resistencia hasta llegar a casos de resis-
tencia multiple, es decir, resistencia a mas de una familia antihelmintica.

{Qué es la resistencia antihelmintica? Es la capacidad que tienen los pa-
rasitos para evadir los efectos toxicos de un compuesto quimico, efectos que
son letales para otras poblaciones de la misma especie. Es decir, la poblacion
de parasitos reduce su sensibilidad a la acciéon de una o mds sustancias quimi-
cas. Esta capacidad es heredable, y se refleja, por lo tanto, en un aumento de
parasitos dentro de esa misma poblaciéon que son capaces de evadir los efectos
letales de las drogas.

SITUACION OVINA Y CAPRINA

Los reportes iniciales de resistencia antihelmintica ocurrieron al final de la dé-
cada de los cincuentas e inicio de los sesentas, relacionados con la resistencia
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a la fenotiacina de Haemonchus contortus de ovejas y pequeios estrongilos de
caballos. Posteriormente, en 1961, se introdujo en el mercado el tiabendazol
como el primer antihelmintico que combinaba eficacia de amplio espectro y
baja toxicidad, lo que produjo una rdpida aceptaciéon y uso para el control de
los endopardsitos.

La primera evidencia de resistencia al tiabendazol ocurri6 en 1964 cuando, a
los pocos aiios de haber sido introducido este benzimidazol, se conoci6 el primer
reporte de resistencia de H. contortus en pequefios rumiantes. Mas tarde, debido
al amplio uso de los benzimidazoles, hubo reportes de resistencia nuevamente
de H. contortus en ovejas y en ciatostomas de equinos. El nimero de reportes de
resistencia a los benzimidazoles fue creciendo hasta que se conocieron informa-
ciones sobre resistencia a estos antiparasitarios en otros nematodos tricostron-
gilidos, como Teladorsagia circumcincta y Trichostrongylus colubriformis. En 1976 y
1987, se conocieron informes de resistencia en Sudafrica al levamisol/morantel y
a las lactonas macrociclicas, respectivamente. A partir de estos reportes iniciales,
la resistencia ha aparecido y se ha extendido en el mundo en especies diferentes
a los pequeiios rumiantes, como bovinos y equinos.

La prevalencia e incidencia de la resistencia antihelmintica dan cuenta de la
enorme importancia econémica que este fenomeno tiene en el contexto de la
produccion pecuaria mundial. Esta situacion la ilustra el resultado arrojado por
una encuesta realizada en 1998 en 77 paises miembros de la Organizacion Inter-
nacional de Epizootias (oig), en la que en 55% de estos paises se ha diagnosticado
resistencia a por lo menos un agente antiparasitario y, de éstos, 86% informo
tener diagnostico de resistencia a antihelminticos, especialmente en ovinos.

Una mirada sobre el estado actual de la resistencia a los antihelminticos da
una idea de la magnitud del problema desde los afos noventas, poniéndose de
manifiesto que este problema ha pasado de ser un tema de interés académico
para convertirse en la principal amenaza que tienen los sistemas de produccion
con pequeiios rumiantes. Actualmente, debido al surgimiento de la resisten-
cia multiple en especies como H. contortus, T. circumcincta y T. colubriformis, la
industria ovino caprina estd amenazada en algunos paises suramericanos, en
en Surafrica, el suroriente de Estados Unidos y en Malasia. Una situacion pa-
recida viven los productores de Nueva Zelanda y Australia, aunque con menos
severidad. Sin embargo, en estos dos tltimos paises se conocen ya reportes de
resistencia a la moxidectina.

En general, en el continente europeo la mayor resistencia se presenta en
nematodos de ovejas y cabras y, en menor proporcion, en caballos, al grupo
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de los benzimidazoles, creyéndose que el grupo de antihelminticos levamisol/
morantel mantiene todavia altos niveles de eficacia, no obstante la existencia
de informes que revelan la presencia de resistencia a este grupo en cerdos.

En cuanto a las ivermectinas, se conocen informes que sefalan el surgi-
miento de la resistencia a este grupo de farmacos, como la existente en Esco-
cia. Igualmente, en Gran Bretaiia, en un estudio llevado a cabo para probar la
eficacia del levamisol en corderos infectados artificialmente con una cepa de
T. circumcincta resistente al fenbendazol y a la ivermectina mas el fenbendazol,
se encontrd la primera evidencia de resistencia a la ivermectina en Europa y el
primer caso de resistencia multiple en Gran Bretaia.

Se sabe que en Africa existe resistencia a los tres principales antihelminticos
de amplio espectro, con el agravante de padecerse resistencia multiple en varios
de los paises de ese continente, principalmente en Kenia y Sudafrica. Asi mismo,
no deja de ser preocupante el hecho de encontrar que 90% de los 60 predios eva-
luados durante un estudio presento resistencia cepas de pardsitos a diferentes
compuestos quimicos pertenecientes a por lo menos un grupo de antihelminti-
cos, mientras que 40% fue resistente a mas de tres grupos antihelminticos de los
que fueron probados (benzimidazol, levamisol, salicilanilida, ivermectina).

En Australia, existe resistencia a los benzimidazoles, el levamisol/morantel,
las lactonas macrociclicas y resistencia mudltiple, tornando critica la situacion
en este pais.

En Estados Unidos, debido tal vez a que la industria ovina no tiene la im-
portancia que en otros paises, se conocen pocos reportes sobre resistencia a
los antihelminticos, salvo algunos pocos conocidos de los estados de Luisiana
y Florida, en los que se informa sobre resistencia a los benzimidazoles y a las
ivermectinas.

En América del Sur, la situacion de la resistencia en los nematodos de ovi-
nos es preocupante: Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay poseen altos y ex-
tensos niveles de resistencia a los antihelminticos, creyéndose incluso que los
grupos mas usados, como los benzimidazoles y levamiso/morantel, han llegado
al fin de su efectividad quimioterapéutica. En Brasil, por ejemplo, se conocen
los resultados de un estudio realizado en 31 rebanos de ovinos, en los que se
detecto resistencia al tiabendazol en 38% de los rebainos evaluados, al levamisol
en un 25,8% y con resistencia mualtiple 19,4%, siendo Haemonchus spp. el parasito
que resisti6 al tratamiento con tiabendazol y Trichostrongylus spp. y Ostertagia
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spp. los que demostraron resistencia al tratamiento con tetramisol. La tabla 5
muestra la situacion preocupante de la industria ovina de estos paises.

Esto quiere decir que el problema de resistencia se presenta entre las lati-
tudes 10° Sury 30° Sur, donde se encuentran paises como Argentina, Australia,
Brasil, Nueva Zelanda, Paraguay, Sudafrica y Uruguay, que cuentan con grandes
explotaciones ovinas y caprinas. Es de destacar que estas especies se carac-
terizan porque no desarrollan respuestas sélidas que les permitan enfrentar
exitosamente a los endoparasitos, ademas de ser explotadas en condiciones de
pastoreo permanente a lo largo del afio en regiones de alta humedad (regiones
tropicales/subtropicales), en donde las condiciones son favorables para la dise-
minacion y transmision de poblaciones de parasitos resistentes.

SITUACION BOVINA

Los reportes de resistencia antihelmintica en bovinos son menos conocidos que
en los pequeiios rumiantes, lo que ha dado pie para creer que este problema no
tiene importancia todavia en los sistemas de produccion bovina del mundo. Sin
embargo, estudios llevados a cabo recientemente han demostrado la presencia
de altos niveles de resistencia en Cooperia spp. a la ivermectina-milbemicina, lo
que permite suponer que este problema en nematodos de bovinos podria ser
mas comun de lo que se cree (véase la tabla 5).

El problema de la resistencia de los nematodos gastrointestinales de los
bovinos a los antihelminticos esta presente y se esta extendiendo en los con-

Tabla 5. Resistencia antihelmintica en parasitos nematodos
de ovejas en Suramérica.

Argentina (65)* 40% 22% 1% - 6% -
Brasil (182)* 90% 84% 73% - 13% 20%
Paraguay (37)* 73% 68% - 47% 73% -
Uruguay (252)* 86% 70% - - 1.2% -

* numero de predios en cada experimento; szp, grupo del benzimidazol; Lev, grupo del levamisol/
morantel; Comb, Bzp + LEv; vM, grupo de las lactonas macrociclicas; cLos, closantel.

Fuente: Waller, 1997
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tinentes europeo, americano y en Oceania. En éste tltimo, se conocen repor-
tes de Nueva Zelanda en los que se informa de la resistencia a benzimidazoles
e ivermectina, siendo C. oncophora el parasito del que se ha recuperado el
mayor ntmero de larvas en los coprocultivos postratamiento. Asi mismo, en
el Reino Unido se ha informado de la deteccion de resistencia del género Co-
operia a las avermectinas.

Se conocen dos primeros casos de resistencia detectados recientemente en
América del Norte, siendo Ostertagia y Trichostrongylus los parasitos mas involucra-
dos y en menor medida, Cooperia y Haemonchus. La misma informacién da cuenta
de la resistencia multiple de Haemonchus a la ivermectina y a los benzimidazoles.

En Suramérica, el tema de la resistencia a los antihelminticos en nematodos
de bovinos esta tomando importancia, y se han realizado trabajos para conocer la
realidad en algunos paises suramericanos, como Argentina, Brasil y Colombia. De
estos estudios se conocen algunos resultados, entre ellos los de Brasil, pais en el
que se ha evaluado la susceptibilidad de Haemonchus spp. mediante tratamientos
con oxfendazol y fenbendazol en terneros de seis a diez meses de edad; se en-
contraron porcentajes de reduccion de 60% y 81%, respectivamente, evidencian-
dose la presencia de resistencia en este helminto. En este pais se ha reportado
también la resistencia a la ivermectina en cepas de C. oncophora de bovinos.

Resultados de trabajos realizados también en Brasil, dan cuenta de la presen-
cia de resistencia a la ivermectina en H. placei y en C. punctata. En Argentina, se
detectaron en 2000 los primeros casos de resistencia de nematodos de bovinos a
las avermectinas: se identificé a C. pectinata como resistente a la ivermectina 'y a
C. oncophora a la doramectina. Es probable que a partir de estos estudios el pro-
blema de la resistencia se haya incrementado por el alto nimero de tratamientos
con ivermectina que se le practica al ganado de carne en ese pais.

En Argentina se tiene conocimiento, desde 2003, de casos de resistencia mul-
tiespecie y multidroga en la region pampeana. Un estudio realizado en un predio
de esa region demostro la resistencia de C. punctata, O. ostertagi y H. placei a los
benzimidazoles, en tanto que C. oncophora resulté resistente a ivermectinas y
benzimidazoles. De acuerdo con los autores del estudio, la aparicion de este
problema pudo deberse al uso intensivo de antihelminticos, a la ausencia de po-
blacién refugio y a la frecuente circulacion de bovinos infectados en esa zona.

En lo relacionado con Fasciola hepatica, se conocen reportes de resistencia
de este pardsito tanto en bovinos como en ovinos. En 1967 se conoci6 el primer
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reporte al hexaclorofeno y posteriormente se inform¢é de la presencia de resisten-
cia a la rafoxanida, y mas recientemente, en 1998, de la aparicion de resistencia
de E hepatica al triclabendazol en bovinos y ovinos de una regién de Holanda.

En Colombia, el primer estudio, realizado en 2007 por el autor de esta
publicacion, en 36 fincas del sistema de produccién de lecheria especializada
en la Sabana de Bogotd y valles de Ubaté y Chiquinquird, revel6 los siguientes
resultados (tablas 6a-c):

a) Se detect6 la presencia de resistencia a los antihelminticos en nueve fin-
cas (25%), basada en la prueba de la reduccién del conteo de huevos feca-
les (RCH,, formula de la WAAVP') y utilizando los promedios aritméticos
de los recuentos.

b) En 17% de las fincas se present6 resistencia al albendazol y en 8%, a la iver-
mectina.

El calculo de la resistencia se hizo también empleando la férmula:
RCH, = 100 [(1-(T,/ T,) X (C,/ C))]

En donde Ty C son los promedios aritméticos de huevos de pardsitos por
gramo de materia fecal (hpg) de los grupos control y tratado y los subindices 1y
2 designan, respectivamente, los recuentos antes y después de los tratamientos,
con el objeto de observar diferencias o no entre estas formulas.

Al comparar ambas féormulas no se observaron diferencias fundamentales
en el porcentaje de reduccién de hpg para los tres antihelminticos empleados,
en especial cuando la comparacion se hizo con el total de fincas estudiadas y
con las fincas que no presentaron resistencia antihelmintica, presentandose
alta correlacion entre los resultados de las dos formulas empleadas. Lo anterior
puede indicar la complementariedad de estas dos féormulas para llevar a cabo
pruebas de eficacia antihelmintica en Colombia. Sin embargo, esta alta corre-
lacién entre las dos férmulas en las circunstancias anteriores no se presento
cuando las formulas se emplearon en las fincas positivas a resistencia (tabla 7).

¢) En las nueve fincas en donde se detecto resistencia, Cooperia spp. fue el
parasito involucrado. En cinco de estas fincas se observd resistencia de
Cooperia al benzimidazol y en las cuatro restantes, a la ivermectina.

1 Siglas en inglés de la Asociacion Mundial para el Avance y Desarrollo de la Parasitologia
Veterinaria.
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Tabla 6a. Promedios de hpg en los grupos control y tratados (pre y postratamiento) y el porcentaje
de reduccion del conteo de huevos fecales (RCH) empleando las férmulas RCH, y RCH, en 35 grupos
de bovinos tratados con ivermectina. Sabana de Bogotd y valles de Ubaté y Chiquinquira, 2003.

. Pretratamiento Postratamiento Férmulas empleadas
?“3 Control Tratado Control Tratado para el clculo de la RA
L% Prom. Prom. Prom. Prom.
N hpg N hpg N hpg N hpg RCH, (95% IC) RCH,
1 11 300 11 281 11 295 11 0 100a 100a
2 11 268 11 268 11 290 11 0 100a 100a
3 10 445 10 450 10 465 10 30 93,5 (62-99)c 93,6a
4 10 265 10 285 10 205 10 0 100a 100a
5 10 200 10 185 10 240 10 0 100a 100a
6 11 550 11 545 11 554 1 4,5 99,2 (93-100)a 99,1a
7 11 500 11 504 11 495 1" 9 99,1(92-100)a 98,2a
8 10 240 10 250 10 250 10 5 98 (83-100)b 98,1a
9 10 372 10 377 10 377 10 5 100a 100a
10 11 259 11 268 11 313 1" 4,5 98,6 (88-100)b 98,6a
11 10 425 10 405 10 365 10 0 100a 100a
12 11 418 11 413 11 413 11 4,5 98,9 (91-100)a 98,8a
13 13 388 13 384 13 384 13 0 100a 100a
14 11 504 11 500 11 645 1 0 100a 100a

15 10 230 10 215 11 320 11 0 100a 100a
16 11 550 11 550 11 716 11 0 100a 100a
17 8 300 8 306 8 281 8 6,2 97,8 (80-100)b 97,8a
18 8 400 8 395 8 395 8 0 100a 100a
19 10 400 10 400 10 415 10 5 98,8 (90-100)a 98,8a
20 10 415 10 410 10 405 10 5 97,5 (78-100)b 97,5a
21 10 170 10 170 10 185 10 0 100a 100a
22 8 237 8 200 8 243 8 18 92,3 (26-99)c 90,7a

23 1 431 1 427 1 450 1 4,5 99 (92-100)a 98,9a

24 11 463 11 468 11 481 11 4,5 99,1 (92-100)a 99a
25 10 295 10 260 10 295 10 0 100a 100a
26 10 340 10 340 10 345 10 10 97,1 (74-100)b 97,1a
27 10 220 10 220 10 215 10 0 100a 100a
28 10 345 10 335 10 530 10 180 66 (27-84)c 65¢
29 10 620 10 615 10 615 10 0 100a 100a
30 1 350 1 354 1 359 11 0 100a 100a
31 10 220 10 225 10 250 10 10 96 (83-99)b 96a

32 No aplica

33 10 235 10 235 10 290 10 & 98,3 (-22-98)b 98,2a
34 10 295 10 275 10 745 10 0 100a 100a
35 10 335 10 300 10 235 10 0 100a 100a
36 10 390 10 375 10 400 10 0 100a 100a

N: nimero de animales por grupo; hpg: huevos fecales por gramo de materia fecal. RA: resistencia al antihelmin-
tico ensayado; IC: intervalo de confianza. a: susceptible; b: sospechosa; ¢: resistente.
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Tabla 6b. Promedios de hpg en los grupos control y tratados (pre y postratamiento) y el porcentaje
de reduccion del conteo de huevos fecales (RCH) empleando las férmulas RCH, y RCH, en 35 grupos
de bovinos tratados con albendazol. Sabana de Bogotd y valles de Ubaté y Chiquinquird, 2003.

. Pretratamiento Postratamiento Formulas empleadas
czou Control Tratado Control Tratado para el calculo de la RA
C
i Prom Prom Prom Prom 5
N hpg N hpg N hpg N hpg RCH, (95% IC) RCH,

1 11 300 11 281 1" 295 1 0 100a 100a
2 11 268 11 268 11 290 11 0 100a 100a
3 10 445 8 415 8 465 8 5 98,9 (91-100)a 98,8a
4 10 265 10 265 10 205 10 90 56,1c 56,1c
5 10 200 10 200 10 240 10 5 97,9b (82-100) 97,9a
6 11 550 11 536 11 554 1 4,5 99,2 (93-100)a 99,1a
7 11 500 11 495 11 495 1" 4,5 99,1(92-100)a 99a
8 10 240 10 240 10 250 10 0 100a 100a

9 10 372 10 377 10 377 10 4,5 98,8 (90-100)a 98,5a
10 1 259 1 268 1 313 11 50 84,1 (57-94)c 84,5a
11 10 425 10 425 10 365 10 15 95,9 (64-100)b 95,8a
12 11 418 11 418 11 413 11 4,5 98,9 (91-100)a 98.9a

13 13 388 13 392 13 384 13 0 100a 100a
14 11 504 11 413 11 645 11 4,5 99,3 (94-100)a 99,1a
15 10 230 10 225 11 320 11 0 100a 100a
16 11 550 11 550 11 716 11 0 100a 100a
17 8 300 8 287 8 281 8 19 93,3 (78-98)c 93a
18 11 400 11 390 11 395 11 0 100a 100a
19 10 400 10 400 10 415 10 0 100a 100a
20 10 415 10 410 10 405 10 5 98,8 (89-100)b 98,7
21 No aplica

22 8 237 8 200 8 243 8 0 100a 100a
23 11 431 11 418 11 450 11 0 100a 100a
24 11 463 11 459 11 481 11 5 99,1 (92-100)a 99a
25 10 295 10 230 10 295 10 65 78 (12-94)c 71,7c
26 10 340 10 310 10 345 10 0 100a 100a
27 10 220 10 215 10 220 10 0 100a 100a
28 10 345 10 320 10 530 10 5 99,1 (92-100)a 98,9a
29 10 620 10 610 10 615 10 0 100a 100a
30 11 350 11 350 11 359 11 0 100a 100a
31 10 220 10 195 10 250 10 0 100a 100a
32 10 185 10 190 10 285 10 0 1002 100a
33 10 235 10 245 10 290 10 40 86,2c 86,7a
34 No aplica

35 10 335 10 280 10 235 10 0 100a 100a

36 10 390 10 400 10 400 10 65 83,8 (30-96)c 84,1a

N: nimero de animales por grupo; hpg: huevos fecales por gramo de materia fecal. RA: resistencia al antihelmin-
tico ensayado; IC: intervalo de confianza. a: susceptible; b: sospechosa; c: resistente.
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Tabla 6¢. Promedios de hpg en los grupos control y tratados (pre y postratamiento) y el porcentaje
de reduccion del conteo de huevos fecales (RCH) empleando las férmulas RCH, y RCH, en 35 grupos
de bovinos tratados con levamisol. Sabana de Bogota y valles de Ubaté y Chiquinquira, 2003.

. Pretratamiento Postratamiento Formulas empleadas para
?‘3 Control Tratado Control Tratado el calculo de la RA
C
i Prom Prom Prom Prom o

N hpg hpg hpg hpg RCH, (95% IC) RCH,
1 No aplica
2 11 268 11 268 11 290 11 0 100a 100a
3 10 445 10 420 10 465 10 0 100a 100a
4 10 265 10 265 10 205 10 0 100a 100a
5 10 200 10 185 10 240 10 0 100a 100a
6 11 550 11 540 11 554 11 4,5 99,2 (93-100)a 99,1a
7 11 500 11 504 11 495 11 0 100a 100a
8 No aplica
9 10 372 10 377 10 377 10 100a 100a

10 11 259 11 268 11 313 11 4
11 10 425 10 405 10 365 10
12 11 418 11 422 11 413 11
13 13 388 13 384 13 384 13
14 11 504 11 495 11 645 11
15 10 230 10 235 10 320 10
16 12 550 12 550 12 716 12
17 8 300 8 293 8 281 8
18 11 400 11 395 11 395 11
19 10 400 10 400 10 415 10
20 10 415 10 405 10 405 10 98,8 (89-100)b  98,7a
21 10 170 10 190 10 185 10 100a 100a

0

5 98,6 (88-100)b 98,6a
0
0
4
0
0
4
6
0
0
5
0

22 8 237 8 200 8 243 8 0 100a 100a

0
0
0
0
5
5
0
0
0
0
5
0
0
5

100a 100a
100a 100a

99 (92-100)a 98,9a
100a 100a
100a 100a
99.4a 99,4a
97,8 (80-100)b 97,7a
100a 100a
100a 100a

23 1 431 1 427 11 450 1 1002 100a
24 11 463 11 459 11 481 11 1002 100a
25 10 295 10 295 10 295 10 100a 100a
26 10 340 10 350 10 345 10 1002 100a
27 10 220 10 220 10 215 10 97,7 (80-100)a  97,6a
28 10 345 10 325 10 530 10 99,1 (92-100)a  98,9a
29 10 620 10 590 10 615 10 100a 100a
30 11 350 11 350 11 359 11 100a 100a
31 10 220 10 220 10 250 10 1 96 (83-99)b 96a
32 10 185 10 190 10 285 10 100a 100a
33 10 235 10 250 10 290 10 98,3 (85-100)b  98,3a
34 10 295 10 265 10 745 10 100a 100a
35 10 335 10 310 10 235 10 100a 100a
36 10 390 10 390 10 400 10 98,8 (89-100)a 98,7a

N: ndmero de animales por grupo; hpg: huevos fecales por gramo de materia fecal. RA: resistencia al antihelmin-
tico ensayado; IC: intervalo de confianza. a: susceptible; b: sospechosa; ¢: resistente.
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Tabla 7. Correlaciones entre los rch obtenidos de las formulas de la WAAVP y de Dash
en un total de 36 fincas: 9 fincas con resistencia y 27 sin resistencia. Sabana de Bogotd y
valles de Ubaté y Chiquinquira.

Grupos ‘ Benzimidazol ‘ Ivermectina ‘ Levamisol
Total fincas (n) 34 35 34
Correlacion 0,99” 0,99” 0,99
R? 0,98 0,98 0,98
Fincas sin RA (n) 28 32 34
Correlacion 0,99” 0,99 0,99”
R? 0,98 0,98 0,98
Fincas con RA (n) 6
Correlacion 0,87
R? 0,75 NS

NS: indice de correlacion no significativo.
**:indice de correlacion significativo (P < 0,01).
RA: resistencia antihelmintica.

RCH: reduccion del conteo de huevos.

Pueden ser varias las razones para que los hallazgos de resistencia en Co-
operia spp. sean frecuentes:

e Es una especie dosis-limitante, es decir, que requiere concentraciones
maximas de un medicamento para ser eliminada y limita la dosis minima
necesaria para las lactonas macrociclicas. Se debe tener presente que el
pardsito dosis-limitante es el que fija el nivel de dosis. En presencia de un
conjunto de parasitos actuantes, el nivel de dosis se ajusta al pardsito mas
resistente, debido a que las dosis mds bajas o formas farmacéuticas que
generen niveles bajos y sostenidos pueden generar resistencia.

e Es probable que las especies dosis-limitantes tengan una frecuencia mayor
de genes de resistencia y que éstos tengan caracteristicas de expresion
dominante.

e Lamayor capacidad de adaptacion de las poblaciones resistentes de Coope-
ria spp., que le confieren mayor patogenicidad y potencial biético.

e (Ciertos cambios que pueden ocurrir en la biodiversidad o la densidad de
los nematodos de bovinos en pastoreo pueden incrementar las caracteris-
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ticas de patogenicidad y su potencial biético en cepas resistentes de Coope-
ria. Sin embargo, estas afirmaciones requieren confirmacion.

e Es probable que el incremento que ha tenido este endoparasito en la re-
gion estudiada contribuya a una mayor presion de seleccion para resisten-
cia, dados los tratamientos intensivos y la consecuente escasa poblacion
de este nematodo en refugio.

No se detect6 resistencia de los nematodos gastrointestinales al levamisol,
resultado que esta en consonancia con los escasos reportes en la literatura. Es
posible que, por el bajo empleo de este medicamento en los predios estudiados
(14%), la presion de seleccion de este compuesto quimico sea menor, en compara-
cion con los antihelminticos de otros dos grupos —60% de uso de benzimidazoles
y 26% de ivermectina—, lo que se refleja probablemente en una mayor poblacién
en refugio de los nematodos con relacion a este principio activo. Esta situacion
sugiere que el levamisol podria ser la mejor alternativa quimica disponible en
esta region para el control de los nematodos gastrointestinales de bovinos, ya
que el endoparasito prevalente en estas regiones es Cooperia spp.

Es importante advertir sobre el riesgo alto de la extension de resistencia a
la ivermectina por este nematodo en bovinos de la region estudiada, pues se
sabe de la facilidad con que se seleccionan poblaciones de nematodos resisten-
tes por la ivermectina, ya que el desarrollo de resistencia a este principio activo
en nematodos es gobernado por una caracteristica completamente dominante,
lo que la hace mas sensible para seleccionar a bajas frecuencias y, por lo tanto,
a desarrollar resistencia en corto tiempo.

En la encuesta que se realiz6 se reveld que la utilizacion de antihelminti-
cos de las familias de las lactonas macrociclicas y de los benzimidazoles en las
36 fincas estudiadas supera los cinco afios de uso; estos antiparasitarios son
empleados en todos los animales desde los 2 hasta los 12 meses de edad y en
15 fincas algunos animales de reemplazo fueron introducidos de otras fincas.
Este ultimo hecho pone en evidencia que la resistencia detectada en las fincas,
asi como la sospechada en otras, pudo haber sido seleccionada en las mismas
fincas o introducida a través de la comercializacion de animales.

El factor que en la actualidad es considerado de mayor importancia en el
surgimiento de la resistencia a los antihelminticos es la poblacién en refugio,
entendida ésta como el porcentaje de poblacién de parasitos que no es puesto
en contacto con los medicamentos y que, por lo tanto, no es sometido a pre-
sion de seleccién para resistencia. Si se tiene en cuenta que todos los animales
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menores de un afo de edad son tratados frecuentemente con antiparasitarios
durante varios afios y que pastorean en las mismas pasturas, es de esperar que
los huevos de nematodos excretados provengan de los parasitos sobrevivientes
a los tratamientos antihelminticos, con la consecuente escasa o poca poblacion
en refugio. Esta situacion podria explicar también el desarrollo de resistencia
observado en las nueve fincas.

d) Los factores de riesgo para la presencia de resistencia a los antihelminticos
en estas fincas fueron: vermifugar a los animales adultos, no dosificar los
tratamientos de acuerdo con el peso de los animales y hacer uso de un mis-
mo principio activo durante mas de cinco anos.

e) En relaciéon con el manejo de los parasitos, los predios en estudio tenian
como Unica actividad para el control de los parasitos internos la aplicacion
de antihelminticos, siendo comun en los dltimos cinco anos el uso de far-
macos de amplio espectro —benzimidazoles, levamisol y lactonas macro-
ciclicas—. Los antihelminticos mas usados pertenecen, en primer lugar, al
grupo de los benzimidazoles (60%), especialmente albendazol, seguido por
ivermectina (26%) y, finalmente, por el levamisol (14%).

A la pregunta sobre la importancia que tienen los diferentes parasitos en el
impacto sobre la produccién y la economia de la empresa, 40% de los ganaderos
le dio la maxima prioridad a los parasitos pulmonares; 37,1%, a la E hepatica y
22,9%, a las lombrices. El 60% de los productores no detecta que sus animales
se enfermen por causas parasitarias, mientras que 40% si lo hace. El 60% de los
productores considera que los animales enferman por parasitismo gastrointes-
tinal durante las épocas de lluvia; 20%, que la mayor prevalencia se da durante
la época de invierno a verano; 10% responde que se enferman en verano y para
el 10% restante ocurre en la transicion de verano a invierno.

El 62,9% de los ganaderos vermifugan a sus animales con base en un con-
cepto técnico; 34,3% lo hace con criterio personal y sélo 2,9% (correspondiente
a una finca) no vermifuga. El 64% de los productores tiene en cuenta el peso
corporal del bovino para dosificarle el producto, mientras que el restante 36%
no lo hace. El 62,9% utiliza un solo producto en el momento de vermifugar,
mientras que 37,1% utiliza dos o mds productos.

Al establecer el criterio del ganadero sobre la eficacia del fairmaco utilizado,
el 48,6% considera que en la actualidad ha mejorado la eficacia de los productos
utilizados; 11,4% cree que la eficacia es igual, mientras que 40% considera que
se ha reducido.
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La frecuencia de los tratamientos a los bovinos menores de 12 meses de
edad mostré diferencias entre los predios, asi: en el 50% (18) de los predios se
realizaban de 6 a 9 tratamientos anuales, 22% (8) trataba a los animales men-
sualmente y el restante 28% aplicaba menos de seis tratamientos al afio. Los
animales adultos se desparasitaban, en general, dos veces al afio y las vacas, en
particular, se vermifugaban al mes del parto.

En relacién con las rotaciones de los antihelminticos, en s6lo una finca la ro-
tacion se hacia cada dos aiios; en las 35 fincas restantes las rotaciones se hacian
en un intervalo menor de un afio; rotaciones en las que era indiferente hacer
cambios o no de los principios activos. Se ha reportado que la intensidad de
los tratamientos y las rotaciones inadecuadas de los antihelminticos en corto
tiempo conducen muchas veces a la aparicion de cepas de pardsitos resistentes
a estos compuestos, pues es sabido que la intensidad de los tratamientos es
factor del origen y desarrollo rapido de la resistencia.

Lo anterior confirmé que el tinico método de control parasitario empleado en
el sistema de produccién de lecheria especializada de la Sabana de Bogotd y valles
de Ubaté y Chiquinquira es el uso exclusivo de sustancias quimicas. Los propie-
tarios o mayordomos de los predios reportaron que la razén para que el uso de
antihelminticos siga ocupando el papel central en el control de los parasitos es la
facilidad para administrarlos, en particular los de reciente aparicion comercial.

Todas las fincas estudiadas tenian como practica usual los chequeos repro-
ductivos practicados por médicos veterinarios especialistas, y muchas veces las
recomendaciones sobre cuando y a qué grupos de animales tratar provenian de
estos profesionales. Por esta razén fue notoria la ausencia de criterios técnicos
en la toma de decisiones relacionadas con los controles parasitarios, eviden-
ciandose que las decisiones estaban supeditadas a las recomendaciones de las
casas comerciales de productos veterinarios y/o de los laboratorios farmacéuti-
cos, que sugieren por lo general practicas de control erradas.

f) Losresultados del estudio corroboraron que la resistencia a los antihelminticos
en nematodos gastrointestinales de bovinos se esta extendiendo en el mundo.
Es posible que, debido al uso frecuente e indiscriminado de antihelminticos
para el control de los parasitos en el sistema de produccion de leche, el pro-
blema de la resistencia antihelmintica esté mas extendido de lo que se sos-
pecha. En este sentido, es probable que la mayor prevalencia de Cooperia spp.
(nematodo de relativa patogenicidad) en las fincas estudiadas y la ausencia de
indicadores clinicos precisos que induzcan a pensar en fallas terapéuticas de los
antihelminticos, contribuyan a que el problema se mantenga desestimado.
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SITUACION EN EQUINOS

Las ciatostomas, considerados ahora como el principal parasito de los caballos
adultos, son resistentes a drogas del grupo de los benzimidazoles, con una pre-
valencia superior a 75%, pero es menos comtn su resistencia al pirantel. No se
conocen datos de resistencia de las ciatostomas a la ivermectina, no obstante
los 20 aiios de uso de esta droga, afirmandose que la ausencia de resistencia
obedece a la incapacidad de este medicamento para eliminar las larvas que se
encuentran en las mucosas y que su existencia en mayor proporcioén que la de
parasitos adultos en el lumen provee una poblacién refugio alta. Sin embargo,
estos resultados deben ser confirmados por estudios de eficacia controlada.

Existen registros en Nueva Zelanda de resistencia a los benzimidazoles en
ciatostomas de los caballos y sospechas de resistencia de esta misma especie a
las lactonas macrociclicas. La tabla 5 muestra los casos de resistencia conocida
a antihelminticos en los nematodos.

Estas situaciones dejan ver un panorama poco agradable de la resistencia
antihelmintica, tanto multiespecie como multidroga, en diferentes partes del
mundo (tabla 8).

Tabla 8. Resistencia reportada de los nematodos a los antihelminticos.

Hospedador y parasito ‘ Antihelmintico

Pirantel

Cerdos L
Benzimidazoles

Oesophagostomum lvermectina
Fenotiacina

Caballos Pierazina

Pequefios estrongilidos Pirantel
Benzimidazoles

Humanos Hicantona

Schistosomas Praziquantel

Imidazotiazoles
Naftalofos
Benzimidazoles
Avermectina/milbemicinas

Ovejas
Tricostrongilidos

Closantel

Benzimidazoles
Fasciola hepatica Triclabendazol

Closantel
Bovinos Benzimidazoles
Tricostrongilidos Ivermectina
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La extension alarmante de la prevalencia de la resistencia no deja de sor-
prender en el campo de los parasitélogos veterinarios, hasta el punto de pre-
guntarse si la comunidad de cientificos es competente para encarar la situa-
cion. Por lo tanto, la solucién para esta amenaza pasa por la solucion de los
siguientes interrogantes:

{Donde es un problema actual la resistencia antihelmintica y dénde lo sera
en el futuro?

e (Coémo se desarrolla la resistencia?

e (Cuales son los mecanismos de la resistencia?

e (De qué manera puede evitarse o posponerse el desarrollo de la resistencia?
e (Es practico y posible revertir la resistencia?

e (Seran los nuevos antihelminticos efectivos contra las poblaciones resis-
tentes?

e (Coémo se pueden desarrollar pruebas para detectar la aparicion de la resis-
tencia antes de que ocurran fallas terapéuticas?

ORIGEN DE LA RESISTENCIA

La resistencia adquirida de los nematodos gastrointestinales es un mecanismo
de defensa que ocurre a nivel molecular, fendmeno que es entendido como
una respuesta biolégica evolutiva que se expresa como la oportunidad para
sobrevivir a la continua presion de los compuestos quimicos sobre las gene-
raciones de parasitos de cualquier especie. La adquisicion de la resistencia los
habilita para evadir la accion de los quimicos que normalmente eliminarian a la
mayoria de los pardsitos, habilidad que progresivamente se va difundiendo en
la poblacion porque los farmacos van eliminando a los parasitos susceptibles,
al tiempo que seleccionan en los sobrevivientes los genes de resistencia que
serdan heredados por las generaciones posteriores. Entonces, la resistencia es
genética y heredable.

La resistencia se define como la capacidad que tiene una poblacion de pa-
rasitos para tolerar dosis toxicas de sustancias quimicas que son letales para
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otras poblaciones de la misma especie. Es también la disminucion de la eficacia
de un antihelmintico contra una poblacion de parasitos que es susceptible a do-
sis terapéuticas de esa droga. Es decir, no hay susceptibilidad en los nematodos
o se encuentra disminuida por el efecto de las dosis letales de la droga.

La resistencia esta determinada genéticamente y es la heredabilidad la ca-
racteristica mdas importante de este fendmeno, en el cual la presién que ejercen
los compuestos quimicos va eliminando de manera selectiva a los nematodos
susceptibles de la poblaciéon genéticamente heterogénea, hasta producir un
incremento de individuos portadores de genes que les confieren resistencia a
los medicamentos y que seran transmitidos a la préxima generacion.

En ocasiones, puede suceder que la resistencia sea confundida con la
ineficacia de un antihelmintico. Estos dos conceptos deben ser aclarados
suficientemente. Un medicamento es ineficaz cuando es incapaz de pro-
ducir un efecto biolégico —por ejemplo, mortalidad o paralisis— al usar una
dosis determinada, pero sin la participacion de la genética del parasito.
Tampoco la ineficacia debe confundirse con la tolerancia de los parasitos.
Esta es entendida como la habilidad natural que tiene una poblacién de en-
doparasitos para sobrevivir al primer contacto con un antihelmintico. Puede
variar en poblaciones de la misma especie, dependiendo de la droga usada
y del método de aplicacion.

Asi mismo, la disminucion de la eficacia de una droga debe distinguirse de las
variaciones que puedan presentarse en la sensibilidad de un medicamento por:

e Estadios diferentes del ciclo de vida del parasito.

e Sexos diferentes.

e Variantes geograficas de la misma especie de parasito.

e La misma especie de pardsito en diferentes hospedadores.

o Diferentes especies de parasitos.

En una poblacién de parasitos algunos individuos, por naturaleza, pueden
ser insensibles a una droga, es decir, son resistentes, ya sea porque carecen
de receptores para que se unan a la droga o por imposibilidad del farmaco
para penetrar a su sitio de accién. En este caso, se habla de resistencia intrin-
seca, y el ejemplo tipico es la resistencia de los trematodos y céstodos a los
endectocidas. Otros parasitos, que inicialmente son susceptibles a la accién

46 DiLbo MARQUEZ LARA



terapéutica de un farmaco, pueden dejar de serlo y hacerse resistentes luego
del primer contacto que tengan con un farmaco determinado. Cuando esto
ocurre se esta frente a casos de resistencia adquirida, que se desencadena por
modificaciones genéticas que operan en estos parasitos y se heredan de ge-
neracion en generacion.

Las principales modificaciones genéticas que operan en el proceso de la

resistencia adquirida son:

Mutacion. El ADN de la célula susceptible se altera produciendo modifica-
ciones en la funcion de algin componente celular. La mutacién ocurrida no
permite que la droga produzca su efecto farmacolégico y siempre seleccio-
na a la poblacién resistente, haciendo que las proximas generaciones sean
descendientes de las mutantes resistentes.

Amplificacion génica. Algunos genes codifican para que se produzcan sus-
tancias importantes para el efecto farmacolégico de un compuesto qui-
mico, pero cuando estos genes se incrementan en forma exagerada se
aumentan también estas sustancias, tornando a estos parasitos resisten-
tes a las concentraciones de la droga que son efectivas en condiciones
normales.

Transferencia génica. Esto ocurre cuando un parasito adquiere material gené-
tico del exterior, transformandose en resistente a la accion farmacolégica
de una droga luego de incorporar este material en su cromosoma.

Esta transferencia puede ocurrir a través de los siguientes mecanismos:

i)

ii)

iii)

Transformacion: cuando los genes que confieren resistencia a una droga
son captados del medio ambiente por una célula sensible a este compuesto
y se incorporan en su cromosoma.

Transduccion: cuando los genes de resistencia son trasportados desde
una célula bacteriana a otra por medio de un bacteriéfago; esto es lo
que ocurre en bacterias gram positivas, como los estafilococos resisten-
tes a la penicilina.

Conjugacion: cuando los genes de resistencia a una droga en un plasmido
son transferidos desde una célula a otra de forma directa por un pili sexual,
como en el caso de algunas bacterias como Shigella y Eschericha coli.
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La resistencia puede desencadenarse hacia una o varias drogas con similar
o diferente mecanismo de accion. De acuerdo con esto, la resistencia puede ser
cruzada, paralela o mudltiple.

Resistencia cruzada: ocurre cuando un pardsito desarrolla resistencia a compues-
tos quimicos con mecanismos de accion diferentes a aquéllos cuya resisten-
cia estd ya presente. Un ejemplo puede ser la resistencia desarrollada por
O. ostertagi a la ivermectina y al levamisol.

Resistencia paralela o colateral: es aquella en la que un pardsito desarrolla resis-
tencia a medicamentos que tienen igual mecanismo de accion. La resisten-
cia a un antihelmintico es producto de la seleccién llevada a cabo por otro
compuesto. Ejemplos de ello son la resistencia desarrollada por H. contortus
al parbendazol y al fenbendazol o la resistencia que pueda presentarse en
parasitos al levamisol/morantel-pirantel, que tienen un mecanismo de ac-
cion similar aunque son quimicamente diferentes.

Resistencia multiple o cruzada inespecifica: cuando los parasitos desarrollan resis-
tencia a dos o mas grupos de antihelminticos quimicamente diferentes y
con mecanismos de accion diferentes. La resistencia se desarrolla de ma-
nera independiente para cada grupo antihelmintico o como resultado de
resistencia cruzada. Al respecto, en dos experimentos llevados a cabo con
cabras y ovejas en Kenia, se encontro resistencia a los antihelminticos fen-
bendazol, ivermectina y levamisol en cepas de Trichostrongylus spp., H. con-
tortus y Oesophagostomum spp.

La resistencia no es un problema nuevo, es mas bien un problema anti-
guo, especialmente en paises con un alto grado de desarrollo de la indus-
tria ovina, particularmente Australia. Esta es la razén para que haya mads
documentacién sobre la prevalencia en los pequefios rumiantes y escasos
reportes en bovinos. Las razones que explican las diferencias entre estas
dos especies son:

o Diferencias en la genética y fisiologia: estd demostrado que los pequefios
rumiantes tienen poca habilidad para regular los nematodos gastrointesti-
nales por sus pobres desarrollos inmunitarios para enfrentarlos con éxito,
haciendo necesarios los tratamientos en adultos y jovenes para el mante-
nimiento de su salud.

e Limitada biodisponibilidad de los antihelminticos, especialmente en ca-
bras, a causa de la influencia del by-pass del rumen y a la vida media rela-

48 DiLbo MARQUEZ LARA



tivamente corta de los antihelminticos de amplio espectro. Esta situacion
obliga también a incrementar el nimero de tratamientos para control de
los endoparasitos.

e Mayor tamano de la poblacién en refugio en los sistemas de produccion
bovina, debido al nimero menor de tratamientos en esta especie y a la au-
sencia de tratamientos en animales adultos, a diferencia de lo que ocurre
en ovinos. Este manejo es el que permite que las pasturas se mantengan
siempre contaminadas con nematodos que provienen de animales no tra-
tados con antihelminticos, lograndose con ello un porcentaje alto de para-
sitos “en refugio” en las praderas. Esta demostrado que a mayor poblacion
refugio, mas lento serd el proceso para el desarrollo de la resistencia.

e Diferencias en los sistemas de pastoreo entre las dos especies.

e Diferencias marcadas en el tamafno y la estructura de los pellets fecales,
compactos en los ovinos y caprinos, y los bolos fecales de bovinos. Estas
diferencias estructurales influyen tal vez en el niimero y en la dindmica de
larvas infectivas de las poblaciones resistentes o susceptibles en las prade-
ras. Es decir, las heces de bovinos actiian como cojin cobertor y protector
de los estados de vida libre de los nematodos de bovinos, aumentando la
poblacion “en refugio” y posibilitando una presion de seleccién menor y un
desarrollo mas lento de la resistencia. Por el contrario, la desecacién y des-
integracion rapida de los pellets fecales de los pequefios rumiantes hacen
que sea menor la proteccion ofrecida por estos pellets a las larvas infectivas,
con lo que se disminuye la poblacién en refugio y, en consecuencia, se hace
mayor la presién de seleccion para resistencia.

e Numero alto de larvas hipobidticas, que constituyen la infrapoblacién y re-
presentan una longevidad mayor, como en el caso de las cabras, haciendo
que estos rumiantes estén sujetos a mas exposiciones a firmacos, aportan-
do asi de modo significativo a los procesos de seleccion y, por lo tanto, a
acelerar el desarrollo de la resistencia.

ASPECTOS GENETICOS DE LA RESISTENCIA

La resistencia es de naturaleza genética, eso quiere decir que su tasa de desa-
rrollo es influenciada por mecanismos genéticos, que hacen referencia al nd-
mero de genes involucrados en el proceso y a su caracter de dominancia o
recesividad.
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Por dominancia de genes se entiende la habilidad que tienen los genotipos
heterocigotos (contienen un gen resistente, 1R, y un gen susceptible, 1S), para
sobrevivir a la exposicion de un determinado antihelmintico, en la dosis recomen-
dada por el laboratorio productor. En las circunstancias en que un alto porcentaje
similar de heterocigotos (RS) y homocigotos (SS) es eliminado por un tratamiento
antihelmintico, se dice que el gen R es recesivo, es decir, que el caracter de resis-
tencia no se expresa. De manera contraria, cuando los genotipos RS tienen la mis-
ma habilidad que los genotipos homocigotos (RR) para sobrevivir a la exposicion
al medicamento antihelmintico, se dice que el gen R es dominante.

Cuando la frecuencia de genes de resistencia es baja, la mayoria de los ge-
nes presentes en la poblacién son genotipos RS. En esta situacion, si los genes
son recesivos, la sobrevivencia de los pardsitos serd muy pobre y la resistencia
se desarrollard muy lentamente. Pero si los genes R son dominantes, la mayoria
de los genotipos RS sobrevivira al tratamiento y la resistencia se desarrollara
mas rapidamente.

Se conocen informes que sefialan que la resistencia al benzimidazol en T.
colubriformis y H. contortus involucra dos o mds genes independientes con ca-
racteristica recesiva-incompleta. La resistencia de T. colubriformis al levamisol
es heredada como una caracteristica recesiva ligada al sexo y probablemente
regida por un gen o grupo de genes relacionados muy estrechamente; pero,
por el hecho de tener los machos un solo cromosoma X y las hembras dos, la
resistencia es dominante en los machos. Por el contrario, la resistencia en H.
contortus es heredada como una caracteristica recesiva no ligada al sexo. Una
consecuencia de esto es que, hasta ahora, la resistencia al levamisol en T. colu-
briformis es comun y en H. contortus, muy rara.

Aunque se conoce poco sobre los aspectos genéticos involucrados en la
resistencia a la ivermectina, los resultados de algunos estudios sefalan que la
resistencia a este compuesto quimico en H. contortus es heredada como una
caracteristica austosomal completamente dominante, cuya expresion esta in-
fluenciada por el sexo, siendo la eficacia contra las hembras rs menor que en
los machos RS, mientras que en O. circumcincta es también heredada como una
caracteristica completamente dominante. Una situacion diferente se presenta
con T. colubriformis ya que la resistencia en este parasito es heredada como un
parcial dominante, caracteristica que tal vez no es controlada por un solo gen.

La implicacion de esta situacion es que la resistencia a la ivermectina se he-
reda como una caracteristica dominante o parcialmente dominante y que, una
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vez que los genes hacen presencia en las poblaciones, la resistencia se desarro-
lla tan pronto se use este compuesto quimico, resaltandose la importancia que
tiene la desparasitacion y la cuarentena de animales que provengan de otras
fincas, con el objeto de impedir que la resistencia a este farmaco se extienda.

El desarrollo y la extension de la resistencia estan determinados por princi-
pios genéticos, no obstante en su desarrollo intervienen otros factores, como
la frecuencia de tratamientos, las subdosificaciones, el potencial reproductivo
diferente de las especies parasitarias, el tamafio de la poblacién en refugio.
Esta resistencia puede ser explicada por la teoria de la evolucion de la siguien-
te manera: en una poblacion original de parasitos existen pocos individuos
con capacidad para sobrevivir a un antihelmintico. Cuando un tratamiento es
aplicado a un hospedador infectado, lo que hace el medicamento es eliminar
a los parasitos susceptibles, de tal manera que la proxima generacion de para-
sitos estara constituida por unos pardsitos resistentes, que son minoria en el
conjunto de la poblacién parasitaria; estos pardsitos resistentes transmitiran la
habilidad de sobrevivencia a su progenie, que estara constituida por parasitos
resistentes y no resistentes, a un grado fijo que varia entre individuos. Si la ca-
racteristica que provee la resistencia es determinada por un gen, la resistencia
se desarrollara de manera rapida, mientras que si esta regida por varios genes
—resistencia poligénica—, éstos necesitardn actuar juntos para poder expresar la
caracteristica, y a resistencia tardard mas tiempo en expresarse.

Si bien el proceso de resistencia involucra elementos toxicolégicos y bio-
quimicos en su génesis, su caracteristica mas importante es su naturaleza
genética; esto quiere decir que, aunque los genes resistentes existen a bajas
frecuencias antes de que se usen los compuestos, los nematodos que poseen
genes de resistencia son seleccionados por la presion que producen los antihel-
minticos empleados. Este mecanismo de seleccionar para resistencia es lo que
se conoce como presion de seleccion, entendida como la capacidad que tienen los
antihelminticos para escoger —seleccionar— ciertos parasitos de una poblacion.
La presion de seleccion la determina la dosis del compuesto y la proporcion
de poblacion parasitaria expuesta a la droga, y puede ser medida como la pro-
porcion de cada generacion, que es la progenie, que sobrevive a un particular
tratamiento antihelmintico.

Cuando existen pocas larvas infectivas en las pasturas que escapan a la ex-
posicion medicamentosa y cuando el tratamiento deja pocos sobrevivientes, se
considera que la presion de seleccion es alta; en cambio, la presion de seleccion
es baja cuando la proporcion de estados de vida libre que no entran en contacto
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con el antihelmintico es grande. Entonces, si los tratamientos son realizados en
la época en que todos los parasitos de los predios estan alojados en los animales
tratados —lo que puede ocurrir en épocas de sequia o veranos intensos—, la pre-
sion de seleccién serd rigurosa, o eficiente, como algunos autores la sefialan.

Existen algunos factores que influencian la presion de seleccién para resis-

tencia y estan fuera de las medidas de control, como son los siguientes:

Genética del parasito

Los alelos de resistencia pueden ser dominantes, como ocurre en la re-
sistencia a las avermectinas y/o las milbemicinas. En este caso, si los he-
terocigotos son resistentes, la frecuencia de alelos serd menor que si la
resistencia es recesiva.

El nimero de genes involucrados en la resistencia. Pueden ser pocos ge-
nes, o incluso uno solo, los determinantes de la resistencia. La resistencia
serd mayor cuando es un solo gen el involucrado en la resistencia, que
cuando son varios los que hacen presencia.

La diversidad genética alta de los nematodos gastrointestinales, acompaiia-
da de poblaciones grandes de estos parasitos, incrementa la probabilidad
de que los alelos de resistencia se hagan presentes en una frecuencia alta.

Cuando los parasitos resistentes incrementan su desempeifio, comparado
con el de los susceptibles, o cuando la resistencia estd ligada a otros genes
relacionados con el desempeifio, entonces la resistencia se extenderd en
la poblacién.

Biologia del parasito

Cuando los parasitos tienen un tiempo corto de generacion y una fecundidad
alta, se incrementa la frecuencia de alelos de resistencia en la poblacion, ya
que se producen muchos parasitos de varias generaciones en corto tiempo.

En los ciclos de vida directos, el desempeiio asociado con alelos de resis-
tencia no se disipa por el paso a través de un hospedador intermedio.

La movilidad de las poblaciones parasitarias, en particular, cuando los hos-
pedadores son trasladados.
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e Cuando ocurren bajos niveles de pardsitos no tratados en refugio.
Relaciones hospedador-parasito

e La presion de seleccion es alta en los pardsitos mas patdgenos, ya que
las infecciones producidas por éstos requieren un niimero mayor de trata-
mientos.

e Una poblacién reducida de larvas hipobiéticas disminuye la poblaciéon en
refugio.

MANEJO DE LA PRESION DE SELECCION

La presion de seleccion puede ser manejada, pues estd bajo el control de los
seres humanos. Para hacerlo, es necesario saber en qué aspectos y donde dis-
minuir esta presion. Se han sefialado los siguientes factores que deben tenerse
en cuenta para el manejo de la presion de seleccion:

e La naturaleza quimica del fAirmaco y su propension a seleccionar para re-
sistencia.

e La farmacocinética de los antihelminticos. Al respecto, se recomienda el
uso de drogas de accion corta y no los de larga accion, para evitar la expo-
sicion de los parasitos a dosis subterapéuticas resultantes del incremento
del periodo de vida media de estas sustancias quimicas.

e Usar medicamentos de alta eficacia y evitar las subdosificaciones.

e Programar el uso de antihelminticos de tal modo que se mantenga siempre
una alta proporcion de parasitos en refugio.

e Implementar estrategias de tratamientos, teniendo en cuenta el tiempo,
que obedezcan a planes de manejo adecuado, con el fin de no reducir
al extremo los estados de vida libre de los nematodos en el ambien-
te. Es recomendable, de acuerdo con las posibilidades particulares de
cada predio, implementar practicas adecuadas de rotacién de potreros
y/o alternar hospedadores de diferentes especies, como las rotaciones
bovinos-ovinos.

e Emplear otras herramientas de control, diferentes a las quimicas.
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FACTORES QUE CONTRIBUYEN AL DESARROLLO Y EXTENSION DE LA RESISTENCIA

La resistencia ocurre como un fenémeno de cardcter preadaptativo de los parasi-
tos, en que el gen o los genes que confieren resistencia existen en las poblaciones
parasitarias como alelos poco frecuentes antes de la primera exposicion a un an-
tihelmintico. Esta situacion, acompanada del uso continuo de antihelminticos, les
da ventajas de supervivencia a los nematodos portadores de genes de resistencia,
en razon del incremento de una presion de seleccion eficiente.

Se han realizado estudios para comprender las bases moleculares de la re-
sistencia antihelmintica, en contraste con los pocos que se han hecho para
saber cudles son los factores responsables o que contribuyen a su desarrollo,
que deben ser conocidos para dar recomendaciones claras y precisas, con el
objeto de retardar el surgimiento de la resistencia en los sistemas de produc-
cién ganaderos.

Si se parte de la presuncion de que la predisposicion genética esta pre-
sente en la poblaciéon de parasitos, para que la resistencia se desarrolle son
absolutamente necesarias dos circunstancias : primera, que los antihelminticos
seleccionen parasitos para resistencia y, segunda, que los parasitos resistentes
se reproduzcan exitosamente y encuentren un hospedador.

El desarrollo de la seleccion para resistencia es un fenémeno de origen mul-
tifactorial y complejo, que involucra factores genéticos, bioldgicos y externos u
operacionales. So6lo los factores operacionales estan bajo el control de los seres
humanos.

Los factores genéticos hacen referencia a las caracteristicas genéticas de
los parasitos, como: dominancia de los alelos de resistencia, nimero de genes
involucrados, frecuencia inicial de genes de resistencia, diversidad genética de
la poblaciéon, desempeiio relativo de los parasitos resistentes y oportunidades
para recombinacién genética. Los factores biol6gicos se catalogan como bi6-
ticos y de comportamiento; los biéticos tienen que ver con: tiempo de gene-
raciones, descendencia por generacion y patrones de reproduccién, mientras
que los factores de comportamiento estdn relacionados con el flujo de genes
y la oportunidad de seleccion, que incluyen aislamiento, movilidad, migracion,
monofagia o polifagia —-rango de hospedadores—y refugio.

Los factores externos u operacionales tienen que ver con: mecanismo de
accion de las drogas y su naturaleza quimica, grado de persistencia y elimina-
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Foto 1. Larva infectiva de nematodo gastrointestinal de bovinos.

Foto 2. Huevo de nematodo gastrointestinal de bovinos.
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cioén de los medicamentos, umbral de aplicacion, estado de vida seleccionado,
modo de aplicacion de la droga, nimero de aplicaciones, uso espacial de los
tratamientos y empleo de otras formas de control de parasitos.

El origen y el desarrollo de la resistencia pueden estar influenciados por los
siguientes factores:

e Potencial bidtico o reproductivo de los parasitos.
e (Caracteristica genética de los parasitos.

e Tamaiio de la poblacion en refugio en la época de los tratamientos.
e Epoca o momento de los tratamientos.

e Manejo de las pasturas.

¢ Intensidad o frecuencia de los tratamientos.

¢ Introduccion de cepas de parasitos resistentes.

e Uso frecuente del mismo principio activo.

e Subdosificacién de los antihelminticos.

e Tratamientos estratégicos.

e Uso de antihelminticos de larga accién.

e Inmunidad del hospedador.

e Intervalo de la rotacion de los principios activos.

Potencial biético o reproductivo de los parasitos

Los pardsitos que tienen un potencial reproductivo alto contribuyen fuerte-
mente a acelerar el desarrollo de la resistencia, ya que pequeiias poblaciones
de parasitos pueden producir grandes poblaciones en corto tiempo. La selec-
cion para resistencia se desarrolla entonces en forma rapida, como puede ocu-
rrir con H. contortus, en especial, si el clima es favorable para las formas no
parasiticas. En estos casos, la situaciéon de favorabilidad les permite cambiar
sucesivamente la composicion genética de la descendencia, sobre todo cuando
son objeto de una fuerte presion de seleccion.

Se ha determinado que los pardsitos que tienen ciclos de vida directos
(figura 2) y cortos son objeto de mayor presion de seleccion para resistencia
que aquéllos que poseen ciclos de vida indirectos, porque los diversos esta-
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Figura 2. Ciclo directo de nematodos gastrointestinales de bovinos.

Foto 3. Las larvas en refugio se encuentran en pasturas contaminadas y en
los animales no tratados con antihelminticos.
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dios de sus ciclos de vida estan sometidos a procesos de seleccion ambiental,
fuerza opuesta a la presion de seleccion para el desarrollo de resistencia a los
antiparasitarios.

Caracteristica genética de los parasitos

La tasa de desarrollo de la resistencia esta influenciada también por el nimero
de genes que participan en la resistencia y por su grado de dominancia. Cuando
es un solo gen dominante, el desarrollo de Ia resistencia sera mas rapido, como
ocurre en cepas de H. contortus resistentes a las avermectinas y en cepas de T.
colubriformis resistentes al levamisol, en las que, ademas, es una caracteristica
ligada al sexo. Inversamente, la seleccion para resistencia sera mas lenta si ésta
se hereda como un cardcter dominante/recesivo incompleto y esta determinada
por dos o mas genes; cuando la resistencia es poligénica, los genes necesitan
trabajar todos juntos, existiendo genotipos que contienen alelos s que no son
removidos del todo por los antihelminticos y que contribuyen con ellos en las
préximas generaciones.

Tamario de la poblacion en refugio en la época de los tratamientos

Es conocido el principio de que para la proteccion de areas de cultivos éstas
deben tratarse minimamente con insecticidas, con el fin de garantizar que los
insectos no tratados constituyan el reservorio que produzca la nueva genera-
cion, en vez de que ésta provenga de los individuos que sobrevivieron al trata-
miento. El principio de permitir que los organismos escapen a la seleccion para
resistencia no es nuevo y es conocido como ‘refugio’; sin embargo, no es tenido
en cuenta en las estrategias de control de helmintos.

El concepto de refugio se ha usado en disciplinas como la ecologia y la
entomologia agricola y en temas como el control biolégico. Esta se conoce
como la fraccion de la poblaciéon que no es sometida a presion de seleccion
por una medida de control dada. O también, la poblacion ‘en refugio’ es la
proporcion de pardsitos que no entra en contacto con un compuesto quimico
determinado, no siendo afectada por él por estar fuera del hospedador, en la
pradera, y escapando asi a la seleccion para resistencia.

El principio que sustenta el concepto de refugio es que esta subpoblaciéon
de parasitos contiene un nimero de individuos susceptibles que diluyen los
genes de resistencia, dando la oportunidad de mantener en los predios la resis-
tencia en niveles aceptables. Sin embargo, una vez establecida en una finca la
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resistencia a niveles altos, es dificil la dilucién de los genes de resistencia con
la fraccion de parasitos susceptibles.

El refugio implica componentes espaciales y temporales, cuando se hace
referencia a los nematodos del tracto digestivo; es decir, el porcentaje de po-
blacién en refugio esta constituido por los estados de vida libre (larvas L3) so-
metidos al tratamiento antihelmintico que se le suministra a los hospedadores
y representa mas de 90% de los nematodos gastrointestinales de los rumiantes.
Se debe tener claro que las larvas hipobio6ticas (L4) no se consideran en refugio
porque son eliminadas por varios antihelminticos, como en el caso de los ben-
zimidazoles cuando la dosis se duplica.

El tamaiio del refugio al momento del tratamiento con el antihelmintico va
a determinar el grado de contribucién de los pardsitos que sobreviven al tra-
tamiento a las subsiguientes generaciones, siendo éste posiblemente el prin-
cipal factor causal de la resistencia. Entonces, el refugio es importante en la
medida en que determina la tasa de desarrollo de la resistencia, teniéndose en
cuenta que es en ésta donde los individuos mantienen sus caracteres genéticos
de susceptibilidad, por no estar en contacto con las drogas. Inversamente, los
parasitos adultos dentro del hospedador seleccionan sus genes de resistencia
siempre que tenga contacto con los vermifugos.

Foto 4. Durante el pastoreo, las larvas en refugio son ingeridas por los bovinos.
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Durante afios fue comtn recomendarles a los productores desparasitar a los
bovinos y trasladarlos posteriormente a poteros libres de larvas infectivas —pas-
turas seguras— para evitar su reinfeccion. Pero, si bien esta estrategia contribu-
ye a un control de las infecciones por parasitos susceptibles, también se torna
en un factor de riesgo para el inicio y la extension del fenémeno de resistencia
en las fincas. Esto quiere decir que la época de los tratamientos y el tiempo de
rotacion de potreros son también factores importantes en la tasa de desarrollo
de la resistencia.

El refugio juega un papel mds importante en la seleccion para resistencia
antihelmintica que otros factores comiinmente mencionados, como la frecuen-
cia de los tratamientos y las subdosificaciones. Esto quiere decir que la resis-
tencia depende de la contribuciéon que hagan a la préxima generaciéon aque-
llos parasitos que sobreviven a un tratamiento, lo que, a su vez, depende del
namero de parasitos en refugio, o sea, del nimero de pardsitos que no hayan
sido expuestos al medicamento. Sin embargo, el refugio es s6lo un aspecto del
marco general de la resistencia.

Cuando el tamano de la poblacion en refugio es alto, las larvas que son in-
geridas por los hospedadores son pocas en comparacion con las que permane-
cen en las praderas luego del pastoreo, en espera de un nuevo hospedador. Las
larvas que no son ingeridas mantienen sus caracteristicas de susceptibilidad, de
tal manera que en futuras infecciones se mezclan los genes de susceptibilidad
provenientes de las larvas que quedaron en refugio, con los genes de resisten-
cia de las larvas provenientes de progenitores que fueron seleccionados por
los antihelminticos, dando como resultado hibridos con caracteristicas de sus-
ceptibilidad, lo que permite retrasar la aparicién de poblaciones de nematodos
resistentes. La mezcla de los pardsitos que sobreviven a los tratamientos con
los que permanecen en las praderas constituye lo que se denomina 'dilucion’,
siendo importante y necesario el efecto de la diluciéon para detener el surgi-
miento de la resistencia cuando los antihelminticos son atn efectivos.

Por el contrario, cuando muchas o todas las larvas infectivas son ingeridas en
corto tiempo por los animales durante el pastoreo, el refugio es pequefio, desapa-
reciendo casi en su totalidad. En estas circunstancias, los parasitos seleccionan sus
genes al tener contacto con los antiparasitarios, lo que conducird a un desarrollo
rapido de la resistencia. Una situacion de refugio pequefio es aquélla en la que el
pasto es consumido en su totalidad por los bovinos antes de que sean trasladados
a un nuevo potrero. Este fenémeno puede ocurrir en regiones o paises donde los
antihelminticos se suministran en épocas de sequia, cuando el tamaiio de la pobla-
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cion en refugio se ha reducido de manera ostensible, incrementandose la presion
de seleccion porque los parasitos resistentes que han sobrevivido tienen la oportu-
nidad de repoblarse en las praderas que estan poco pobladas.

Entre los principales factores que influyen en el nimero de pardsitos en
refugio se destacan:

Numero de larvas en las pasturas

En relacion con este punto, es importante reiterar que en el pasado fue comun y
frecuente recomendar la estrategia de 'dosifique y traslade’, haciendo referencia a
la necesidad e importancia de trasladar los animales, tan pronto fueran tratados,
a potreros en descanso y limpios, es decir, a aquellos potreros que tuvieran un
namero bajo de larvas infectivas. Si bien esta estrategia mostraba sus bondades en
términos de reducir las pérdidas de productividad atribuidas a parasitismo, hoy se
cree que, por el contrario, esta alternativa es bastante efectiva en seleccionar para
resistencia, pues la contaminacién de las praderas a las que son trasladados los
animales provendria s6lo de los parasitos sobrevivientes al tratamiento.

Foto 5. Los descansos prolongados de las praderas causan
la muerte de larvas infectivas.
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El esquema de mantener pasturas contaminadas es una buena practica para
detener el desarrollo de la resistencia a los antihelminticos y preservar, de paso,
la vida util de los compuestos quimicos, aunque vaya en contra de las recomenda-
ciones dadas hoy por productores y atin por médicos veterinarios. Sin embargo,
esta nueva orientacion serd (til siempre y cuando en las fincas no se introduzcan
cepas resistentes de pardsitos provenientes de otras explotaciones. En este senti-
do, hay experiencias positivas en Surafrica, pais en donde se ha demostrado la re-
version de resistencia en explotaciones ovinas bajo ciertas condiciones, mediante
la introduccién de cepas susceptibles, en particular, de H. contortus.

Porcentaje de animales tratados

La experiencia de tratar solo a algunos animales ha demostrado el éxito de esta
practica para retardar la aparicion de resistencia antihelmintica. Por ejemplo, si en
las explotaciones lecheras se tratara sélo a los animales durante el primer afio de
vida, es muy probable que la mayor parte de los nematodos que posteriormente
van a contaminar las pasturas provengan de los animales adultos, de tal manera
que los parésitos sobrevivientes provenientes de los animales tratados tendran
una contribucién insignificante en la futura contaminacion de los potreros.

Foto 6. El mayor nimero de animales tratados disminuye el tamafio de
la poblacion en refugio e incrementa la presion de seleccion.
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Esta practica se ha sefialado como la razén principal de los pocos casos
que, hasta el momento, se han reportado de resistencia a los antihelminti-
cos en bovinos, no asi en ovinos. Sin embargo, los hallazgos recientes de
resistencia en nematodos de bovinos ponen de presente cémo un manejo
inadecuado puede hacer de la resistencia un problema bastante serio en los
sistemas de produccion bovino. Se considera que si 20% de los animales no
se trata con antihelminticos, se consigue retardar el desarrollo de la resis-
tencia, con la ventaja adicional de que se reducen los costos por tratamien-
tos. La bondad de esta estrategia es que contribuye al mantenimiento de
la descendencia proveniente de los susceptibles, que seran los encargados
de diluir el efecto de las subpoblaciones descendientes de los resistentes
(80%). Infortunadamente, esta estrategia no es incorporada del todo por los
productores.

Contrario a este principio, estd la costumbre arraigada en muchos
productores del sistema de produccion de leche de aplicar tratamientos
antihelminticos a las vacas luego del parto, tal vez por las dificultades
que ciertas vacas tienen para recuperar el peso como consecuencia del
parasitismo periparto. Esta practica no es para nada aconsejable por las
siguientes razones:

Foto 7. El tamaiio de la poblacion en refugio esta relacionado también con la época
en que se realicen los tratamientos y el manejo que se haga de las pasturas.
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a) Este tipo de manifestaciones no son constantes, son mds bien variables y,
en muchos casos, pueden hacerse correcciones valiéndose de mejoras en la
nutricién de estos bovinos.

b) Estas manifestaciones no se reflejan en el conjunto de las vacas en produc-
cién, es propio mas bien de los animales mas susceptibles; caso en el que es
aconsejable asumir unos riesgos minimos de pérdida en la produccion ani-
mal, en aras de mantener una abundante poblacién en refugio que redunde
en retardar la aparicion de resistencia en los predios.

Eliminacion de todos los estados de desarrollo de los pardsitos en los hospedadores

Este es el tercer factor importante que influencia el nimero de pardsitos en
refugio. Esta demostrado que la hipobiosis en la mucosa gastrointestinal es una
de las maneras mejores de sobrevivir que tienen los nematodos a las condicio-
nes ambientales adversas, de tal manera que si estas formas inmaduras de los
parasitos no son expuestos a los principios activos de las drogas, contribuiran
de modo determinante a incrementar la poblacion refugio, disminuyéndose asi
el surgimiento y el desarrollo de la resistencia.

Al respecto, son interesantes los estudios realizados para indagar sobre la
tasa de desarrollo de la resistencia con relacién a la eficacia de algunos anti-
helminticos para eliminar larvas en estados hipobioticos y a la frecuencia de
genes de resistencia en los individuos. Asi, se ha demostrado que si los genes
de resistencia al levamisol y pirantel son raros o escasos en los nematodos de
caballos, Ia resistencia tardara en aparecer porque estos compuestos quimi-
cos no matan las larvas inhibidas de las ciatostomas. Por el contrario, dado
que la moxidectina es muy efectiva contra las larvas inhibidas, el nimero de
parasitos disminuird y se presentaran las posibilidades de un surgimiento ra-
pido de la resistencia.

En ovinos, la investigacion muestra que la moxidectina puede seleccionar
mds rdpidamente para resistencia en H. contortus que la ivermectina. Asi mismo,
estd demostrado que los tres principales grupos de antihelminticos —bencimi-
dazoles, levamisol/pirantel y lactonas macrociclicas— actian contra las larvas
hipobioticas en ovejas, demostracion que puede explicar parcialmente por qué
la resistencia es muy comun en esta especie. En cambio, el levamisol no es
efectivo por lo general contra larvas en hipobiosis, de modo que hasta ahora la
resistencia en esta especie estd relacionada con los benzimidazoles y las lacto-
nas macrociclicas.
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Foto 9. El periodo de descanso influye en la supervivencia de las larvas en refugio.
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Epoca o momento de los tratamientos

La época de los tratamientos es un factor importante que influye fuertemente en
el desarrollo de la resistencia, ya que puede favorecer o no una presion alta y efi-
ciente de seleccion. Si los tratamientos se realizan en épocas de sequia, cuando la
proporcion de larvas de vida libre es escasa o nula en las praderas y los animales
contienen los pardsitos adultos que han sobrevivido a los tratamientos, la conta-
minacion de las pasturas provendra de los huevos excretados por las poblaciones
de parasitos resistentes, de modo que la resistencia se acelerara.

En estos casos, la recomendacion es que los tratamientos deben hacerse de ma-
nera selectiva, es decir, tratando sélo a una parte de las animales de los predios. En
caso contrario, si los tratamientos antihelminticos coinciden con un nimero bajo
de larvas en las pasturas, se genera una presion de seleccion para resistencia mayor
que cuando éstos se hacen en momentos en que el nimero de larvas es alto.

Manejo de las pasturas

Aparte del uso de antihelminticos para el control de los parasitos, el manejo
adecuado de pasturas es otra herramienta de control. Sin embargo, esta estra-
tegia no deja de ser bastante laboriosa y, muchas veces, costosa, volviéndose
impractica. Se ha demostrado que en las regiones tropicales las larvas infectivas
sobreviven poco tiempo, por lo que es posible que en las pasturas que tengan
descansos superiores a seis semanas desaparezcan las larvas infectivas. Por lo
tanto, una de las estrategias de mayor presion de seleccién para resistencia la
constituye un inadecuado manejo de pasturas.

Intensidad o frecuencia de los tratamientos

Se da como un hecho que la frecuencia de los tratamientos es el principal factor
para seleccionar resistencia, sefialindose a este factor como una de las estrate-
gias para tener en cuenta en los programas de manejo de la resistencia. Esto se
ha soportado con estudios que han encontrado una correlacién positiva entre
la intensidad de la resistencia y la frecuencia de los tratamientos.

Cuando se usan con frecuencia antihelminticos de alta eficacia, se elimi-
nan todos los parasitos, excepto los resistentes, posibilitando que sean los
Unicos pardsitos presentes, ya que su presion de seleccion se incrementa.
Esto mismo ocurre cuando se hace uso de subdosificaciones, produciéndose
presion de seleccion de estos parasitos resistentes, en la medida en que per-
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miten la supervivencia de los heterocigotos, y asegurandose la reinfeccion en
los huéspedes por la progenie de sobrevivientes, fendmeno que adquiere una
importancia especial cuando los animales son trasladados a potreros libres de
larvas infectivas.

Una préctica comtn en los productores ante situaciones de baja eficacia
antihelmintica, es la de incrementar las dosis, las frecuencias y las rotaciones
de los antihelminticos por el afan por lograr su mayor eficacia, consiguiendo
con esto que se pase de un estado de resistencia paralela a otro de resistencia
multiple y se agrave la situacion antihelmintica.

Sin embargo, se conocen otros reportes relacionados en particular con los ben-
zimidazoles, en los que se muestra una relacién negativa entre el nimero de trata-
mientos y el desarrollo de la resistencia, a causa de la baja frecuencia de tratamien-
tos en rebaiios de ovejas y de cabras con manejo extensivo, en los que también se
ha detectado resistencia, demostrandose que una alta presion de seleccion no es
ni suficiente ni necesaria para originar en la realidad resistencia antihelmintica; mas
bien, la dependencia esta en relacion con el niimero de parasitos que seleccione el
antihelmintico. En otras palabras, no todas las vermifugaciones tienen una capaci-
dad equivalente de seleccionar para resistencia ni la seleccion para resistencia es
proporcional a la frecuencia de tratamientos, lo que sugiere que la frecuencia de
tratamientos tiene que ser vista en relacion con las larvas en refugio.

En este mismo contexto, se tiene conocimiento de que la resistencia a las
lactonas macrociclicas es rara en Nueva Zelanda, a pesar de la alta frecuencia de
tratamientos empleados para el control de los nematodos gastrointestinales.
El concepto de que frecuencia de tratamientos no es sinénimo de desarrollo
de resistencia, se ha corroborado también en la region occidental australiana,
en donde es frecuente la resistencia a este compuesto quimico, haciéndose
alli sélo dos tratamientos por afio durante cinco afnos y postulandose que la
diferencia en estas prevalencias estd relacionada mas bien con la favorabilidad
de las larvas a lo largo del aiio en Nueva Zelanda y con la ausencia o el nimero
escaso de larvas durante el verano en el occidente de Australia.

De lo anterior se desprende que el manejo de la resistencia no debe tener
como objetivo de reducir la frecuencia de tratamientos per se, sino mds bien
reducir la presién de seleccion para resistencia, situacion esta que es mas dificil
de lograr por parte de los productores que aquélla.

Esta situacion ha dado pie para que algunos autores cuestionen la correla-
cion frecuencia vs. resistencia pues, segun ellos, un alto nimero de tratamien-
tos podria deberse a:
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e Presencia real de resistencia a los antihelminticos, situacién en la que los
productores tienden a incrementar los tratamientos a medida que observan
fallas en las respuestas clinicas de los animales luego de los tratamientos.

e Altos niveles de infeccion parasitaria, ante lo cual los productores, en aras
de mantener sus niveles de produccion, incrementan la frecuencia de los
tratamientos.

Con base en estas consideraciones, los mismos autores plantean que es posible
que la resistencia se desarrolle bajo una presion de seleccion eficiente en vez de
hacerlo bajo una presion de seleccion aparente; es decir, lo importante es realizar
los tratamientos en la época apropiada y no, el niumero de tratamientos que se
haga. Segtin ellos, la presion de seleccion es eficiente si los parasitos que sobrevi-
ven a los tratamientos contribuyen en buena medida a las generaciones posteriores
de parasitos, para concluir que la resistencia es un fenémeno complejo y su resulta-
do depende de factores diferentes a la frecuencia de los tratamientos.

Introduccion de cepas de parasitos resistentes

La resistencia antihelmintica puede introducirse en un predio desde otro(s)
cuando hay intercambio comercial de animales o cuando éstos pastorean en
predios de diferentes fincas. Se conocen casos de resistencia de nematodos
en pequeiios rumiantes ocurridos luego de la importaciéon animales desde
paises con alta prevalencia de resistencia. Lo mismo ha ocurrido en regiones
en las que se practica la trashumancia, como en el sur de Francia, donde en
determinadas épocas del aio los ovinos son trasladados a praderas comunes,
incrementandose la posibilidad de adquirir parasitos resistentes de animales
provenientes de otros predios.

Uso frecuente del mismo antihelmintico

El uso frecuente de un mismo antihelmintico constituye una presion eficiente
de seleccion para resistencia en aquellos nematodos que tienen la habilidad
para sobrevivir a un compuesto quimico determinado. El fenémeno contrario
ocurre cuando se alternan los antihelminticos, puesto que se reduce la presion
de seleccion que ejerce uno de los antihelminticos. Al respecto, se conocen
estudios que avalan esta afirmacion.

En un experimento llevado a cabo en Francia para determinar el efecto de
cuatro regimenes de tratamientos sobre la frecuencia de parasitos resisten-
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tes en ovejas, mantenidas en parcelas contaminadas artificialmente con ce-
pas resistentes de T. circumcincta —25% de parasitos resistentes— durante dos
anos, arrojo los siguientes resultados: en el grupo de ovejas que recibi6 en
el primer afio tres tratamientos y en el segundo afio cinco tratamientos con
benzimidazol, se encontré que la frecuencia de parasitos resistentes a este
farmaco alcanzé el 80%, mientras que en el grupo que recibi6 en el primer
afno dos tratamientos con benzimidazol y uno con levamisol, y en el segundo
ano tres tratamientos con benzimidazol alternados con dos de levamisol, el
porcentaje de pardsitos resistentes al benzimidazol fue 50%. Estas diferencias
importantes demostraron que si se alternan familias de antihelminticos, es
posible retardar la seleccién de parasitos resistentes al benzimidazol en eta-
pas tempranas del desarrollo de la resistencia.

Estos resultados dan soporte a los encontrados en Colombia, en donde el
uso frecuente, y por varios afios, de antihelminticos de la familia de los benzi-
midazoles ha favorecido el surgimiento de resistencia a esta familia de farma-
cos, pues es sabido que estos medicamentos son compatibles con la produc-
cion de leche en los sistemas de produccion y, por lo tanto, son frecuentes los
regimenes superiores a seis tratamientos en un afio.

Foto 10. La resistencia se puede introducir en la finca cuando se llevan
animales provenientes de otras fincas.
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Subdosificacion de los antihelminticos

¢Cuando se presenta subdosificacion? Cuando la dosis de antihelmintico que
se le administra a un animal es menor que la recomendada por el laboratorio
productor, dependiendo del peso vivo del animal, es decir, cuando se le admi-
nistra a niveles subterapéuticos. La subdosificaciéon ocurre generalmente por
una subestimacion del peso corporal del animal y no debe confundirse con la
biodisponibilidad de los medicamentos, que depende del animal y estd mas
relacionada con su fisiologia, con el consumo o no de alimentos antes del tra-
tamiento y con el reflejo del surco esoféagico.

La razon por la que se responsabiliza a la subdosificacion del desarrollo de
resistencia proviene de las subdosificaciones permanentes a que son someti-
das las cabras, pues el calculo de la dosis para esta especie de rumiante esta
basado, por una parte, en el de las ovejas y, por otra, el metabolismo de los
antihelminticos es mds rapido en la primera especie que en la segunda, dando
como resultado una mayor resistencia en cabras que en ovejas, por cuenta de
las diferencias de biodisponibilidad entre estas dos especies. Sin embargo, no
existen evidencias experimentales al respecto.

Pero, icudl es el significado de la subdosificacion en términos de desarrollo
de resistencia?, {de qué manera un antihelmintico administrado en dosis sub-
terapéuticas contribuye al desarrollo de la resistencia a los antihelminticos? El
problema de las subdosificaciones es que permiten la sobrevivencia tanto de
los parasitos homocigotos resistentes como de los heterocigotos, eliminando
solo a los homocigotos susceptibles.

La subdosificacion es frecuente entre los productores, entre otras razones
por las siguientes: a) la principal razén es tal vez que las desparasitaciones se
hacen sobre la base de la estimacion del peso promedio de los animales, b) no
se tienen en cuenta las instrucciones de la etiqueta de los farmacos, c) la cali-
bracién de las pistolas dosificadoras es inadecuada y d) hay diferencias en las
infecciones parasitarias mixtas en cuanto a los grados de susceptibilidad a los
antihelminticos, de modo que el medicamento elimina solamente a los pardsi-
tos mas sensibles, sin actuar sobre los demas.

Los resultados de modelos matematicos han demostrado, por ejemplo, que
subdosificaciones que permitan la sobrevivencia de todos los parasitos resisten-
tes y de algunos susceptibles, seleccionardn menos para resistencia que aque-
llos tratamientos que eliminen a todos los pardsitos susceptibles y permitan la
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sobrevivencia de todos los resistentes. Asi mismo, una dosis incrementada que
elimine a todos los parasitos susceptibles y a algunos de los parasitos resistentes,
seleccionard menos para resistencia, mientras que las dosis que eliminen tanto
parasitos susceptibles como resistentes, no seleccionaran para resistencia.

Visto de otra manera, y en relacion con el rango de eficacia de los medi-
camentos, se ha sefialado que el incremento en su eficacia, hasta el punto en
el que todos los pardsitos susceptibles, pero no los resistentes, sean elimi-
nados, aumenta la seleccion para resistencia. Los incrementos en la eficacia
que lleguen hasta el punto de incrementar la eliminaciéon de los pardsitos
resistentes, disminuye la presion de seleccion. Esto quiere decir que la tasa
de desarrollo de la resistencia antihelmintica depende de la contribucién ge-
nética hecha por los parasitos que sobreviven al tratamiento en las préximas
generaciones, o sea, que la resistencia va a depender no sélo de su genotipo
sino también del nimero de pardsitos. En otras palabras: cuando hay pocos
parasitos fuertemente resistentes, que son objeto de diluciéon con pardsitos
provenientes del refugio, influirdn menos en el incremento de la frecuencia
de genes de resistencia en las poblaciones futuras que cuando hay un nimero
mayor de pardsitos menos resistentes.

Por otra parte, se reconoce que si se incrementa la dosis de un antihelmin-
tico y luego los animales se trasladan a pasturas limpias, las praderas se conta-
minaran con los parasitos que sobrevivan al tratamiento de estos animales, que
seran los homocigos RR. Pero si las dosis se reducen, el ntimero de pardasitos
que sobrevivan sera mayor, en este caso, heterocigotos RS, y si se sigue redu-
ciendo la dosis, el nimero de parasitos sobrevivientes incluird seguramente
a los homocigotos ss. Por lo tanto, si no se tratan todos los animales de un
predio, mayor serd el nimero de pardsitos ss que sobrevivan al tratamiento
y seran los encargados de diluir las poblaciones RR, lo que teéricamente es
factible, en términos de detener el desarrollo de resistencia. La pregunta es:
icomo identificar los animales que no ameritan tratamientos? Para ovejas, se
ha desarrollado el sistema Famacha?.

Tratamientos estratégicos

Por tratamientos estratégicos se entiende a los programas que, basados en el
conocimiento de la dindmica de las poblaciones de los parasitos en las fincas,

2 Desarrollado por el doctor Faffa Malan, consiste en identificar el grado de anemia en
ovinos asociada con la presencia del parasito H. contortus, segun el color de la con-
juntiva ocular, con ayuda de una carta guia de color.
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identifican las épocas criticas en que se puedan aplicar los tratamientos, para
interrumpir los procesos de multiplicacion de los parasitos. Implica un concep-
to epidemiologico.

A través de experimentos en campo y del uso de modelos matematicos,
se ha demostrado que los tratamientos estratégicos, cuando se realizan en
épocas de poca poblacién en refugio, como son las épocas de sequia (vera-
no), permiten un control adecuado de los parasitos, se disminuye el nimero
de tratamientos anuales y se disminuye la contaminacién de las praderas
en épocas de precipitacion pluvial mayor. Estas estrategias de tratamiento,
basadas en principios ecolégicos, pueden aplicarse para el manejo de la
resistencia y de las subpoblaciones no resistentes, siempre y cuando se uti-
licen principios activos de eficacia antihelmintica comprobada y no se dis-
ponga de otras herramientas de control, especialmente no quimicas, como
ocurre en los paises en vias de desarrollo. De hecho, en estos paises seria la
opcion mas viable, si se contara con estrategias adecuadas de transferencia
de tecnologia.

Sin embargo, los tratamientos estratégicos deben ser revisados para evitar
el efecto contrario, es decir, el aceleramiento del desarrollo de la resistencia
por la aplicacién incorrecta de esta herramienta. Este método puede ser titil, en
especial en bovinos, si se garantiza el mantenimiento de una importante pro-
porcion de pardasitos en refugio, que puede lograrse si no se tratan los animales
adultos de las fincas, para quede este modo la contaminacién de las pasturas
provenga de los animales no tratados; s6lo de esta manera se alejaria o se re-
tardaria la aparicion de la resistencia. El reto es saber cuales son los animales
que, en realidad, no deben ser tratados.

Uso de antihelminticos de larga accion

Hasta hace poco los antihelminticos usados para el control de los nemato-
dos gastrointestinales de rumiantes eran de corta accién y solo hasta hace
unos 15 afios han aparecido en el mercado compuestos de larga acciéon o
de actividad persistente. Estos se clasifican por lo general en dos tipos: por
un lado, estan las drogas con una actividad inicial alta, que decrece luego
logaritmicamente en el tiempo, como la moxidectina y el closantel, y, por el
otro, los medicamentos intrarruminales, que se conocen como bolos o cap-
sulas de liberacion controlada, y se liberan en el rumen a tasas constantes
durante unos 100 dias.
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Foto 11. Los antihelminticos de actividad persistente pueden
conducir a resistencia.

En el primer tipo, se conoce la capacidad de estas drogas para eliminar los
parasitos, mientras que en el caso de las drogas de larga accion es poco lo que
se sabe sobre su papel en la seleccion para resistencia. Sin embargo, la expe-
riencia obtenida con otro tipo de pesticidas, como los insecticidas y los herbi-
cidas, revela que los compuestos de larga accion seleccionan para resistencia
mucho mas que los productos de corta accion.

De forma general, cuando se utilizan drogas de corta o de larga accién
el proceso de seleccion para resistencia podria ser el siguiente: los pardsitos
tienen comunmente algunas caracteristicas genéticas que los hacen menos
susceptibles a los antihelminticos, entonces un tratamiento con un compues-
to de corta acciéon removera en el animal hospedador a la mayoria, si no a
toda, la poblacion de parasitos. Posterior al tratamiento, en un lapso de unas
tres semanas (periodo pre-patente), las nuevas infecciones se estableceran
en el animal y se desarrollard la patencia. Durante este periodo, los parasitos
que sobrevivan al tratamiento seran los que contribuyan a la contaminacién
de las praderas, a través de la excrecion de huevos en las heces, situacion que
les brinda en este periodo ventajas reproductivas sobre los genotipos sus-
ceptibles, lo que se traduce en un incremento de la frecuencia de genotipos
resistentes sobre toda la poblacién de pardsitos.
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Una situacién diferente se presenta cuando se utilizan antihelminticos de acti-
vidad persistente, por las consecuencias adicionales que se presentan. En este caso,
es mas largo el periodo de accion de los farmacos, con mas ventajas reproductivas
para los parasitos que sobreviven al tratamiento que cuando se usan antihelmin-
ticos de corta duracion. Asi, por ejemplo, si se usa un antihelmintico cuya persis-
tencia y proteccion contra el establecimiento de nuevas infecciones son de cuatro
semanas Y, ademads, si el periodo pre-patente es de tres semanas, entonces el pe-
riodo de ventajas reproductivas para los sobrevivientes al tratamiento sera de siete
semanas. Esta situacion haria que los tinicos pardsitos contribuyentes con huevos
en las pasturas, en ausencia de genotipos susceptibles, serian practicamente los so-
brevivientes, incrementandose, por lo tanto, la poblacion de parasitos resistentes.

De otro lado, durante este periodo no podran establecerse las larvas sus-
ceptibles que ingieran los hospedadores, lo que si podran hacer las resistentes.
Por lo tanto, el antihelmintico no actda s6lo contra los parasitos presentes, sino
que continda filtrando toda la poblacién parasitaria durante su persistencia,
haciendo que tnicamente los pardsitos resistentes puedan sobrevivir o desa-
rrollarse, y aparearse durante este periodo sélo con otros parasitos resistentes.
Sin embargo, este tema alin requiere mas investigacion.

Podria afirmarse, en general, que las drogas de actividad persistente se-
leccionan mas fuertemente para resistencia que las de corta accion, ya que
durante la fase de eliminacién los pardsitos se ven expuestos a concentracio-
nes diminuidas de la droga de mayor persistencia, que permiten el estableci-
miento de parasitos resistentes y la eliminacion sucesiva de los susceptibles.

Inmunidad del hospedador

En la actualidad se acepta que el tratamiento con antihelminticos de ovejas que
han desarrollado por completo su inmunidad genera una presion de seleccion
para resistencia mayor que cuando el tratamiento se hace en corderos que atin
no lo han hecho, debido a que los adultos estan capacitados para impedir que
las larvas provenientes de las pasturas se establezcan y se desarrollen en su
interior, de modo que se reduce el efecto de dilucion de las larvas de los pastos
y se incrementa la presion de seleccion.

Intervalo de la rotacion de los antihelminticos

Se discute en la actualidad cudl es el periodo mdas adecuado para la ro-
tacion de los antihelminticos, sobre la base de mantener subpoblaciones
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Foto 12. Los bovinos adultos desarrollan una inmunidad
solida frente a los parasitos.

en refugio que retarden el inicio de la resistencia en los predios. La ro-
tacion anual ha sido, hasta ahora, la recomendaciéon que contribuye pro-
bablemente al retardo de la resistencia, basada en el hecho de que a las
poblaciones seleccionadas por el antihelmintico empleado por un afo les
quedan s6lo dos caminos: morir sin ser ingeridas o ser ingeridas por los
hospedadores tratados con un antihelmintico reemplazante, con un meca-
nismo de accién diferente.

Sin embargo, la aparicién de compuestos quimicos de actividad persis-
tente —como las lactonas macrociclicas—, la existencia de muchos compuestos
genéricos y el hecho de que esta recomendacion funcione sélo con antihel-
minticos de corta accion —como los benzimidazoles y el levamisol—, ha plan-
teado que la estrategia de la rotacion anual de medicamentos sea objeto de
revision, en particular, cuando se usan medicamentos de larga acciéon, como
la moxidectina. El uso en estos intervalos de antihelminticos de actividad per-
sistente —como la moxidectina, que tiene un periodo de proteccién de hasta
nueve semanas— lleva a la eliminacion total o casi total de las poblaciones de
nematodos susceptibles, con el consecuente desarrollo rapido de resistencia.
En estos casos, la recomendacion es cambiar de medicamento en la siguiente
desparasitacion de los animales.
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En general, puede afirmarse que, de los diferentes factores que se mencio-
nan como contribuyentes al desarrollo de la resistencia, el tamafio de la pobla-
cion en refugio es el que se considera determinante en las manifestaciones mas
o menos rapidas de ésta. Si la poblacion refugio es minima, la resistencia se
desarrollard rapidamente y, por el contrario, si la poblacién refugio es grande,
la seleccion de resistencia serd menor, por el efecto de la dilucién mayor que
produciran los pardsitos susceptibles.

En sintesis:

e El manejo de la resistencia a los antihelminticos sigue siendo dificil, por-
que se requiere mas conocimiento al respecto; de todas maneras, en esta
direccidn se esta progresando.

e Esinevitable el surgimiento de la resistencia antihelmintica, ya que ésta es
una consecuencia indefectible del uso de moléculas antihelminticas.

e Esimprobable la reversion de la resistencia a la susceptibilidad, y ésta podria
emerger de nuevo cuando un medicamento de poca eficacia se reutilice.

e La frecuencia de los tratamientos no es necesariamente un factor de pre-
sion de seleccidn, pues ésta se relaciona con la poblacion en refugio.

e Lasrecomendaciones para el manejo de la resistencia no deben extrapolar-
se; deben estar dirigidas a condiciones locales, segtn las diferencias en las
practicas de manejo en las fincas, de los factores climaticos y de ecologia
de los parasitos.

e La aplicaciéon de tratamientos para obtener pasturas 'limpias’ y 'seguras’,
puede conducir a un desarrollo rapido de resistencia.

e La aplicacion de tratamientos en animales con un nivel de inmunidad alto
puede desencadenar un desarrollo de resistencia mayor que si se hace en
animales no inmunes.

ETAPAS DE LA RESISTENCIA
El desarrollo de la resistencia ocurre en tres fases o etapas y esta ligado a la acumu-

lacion de alelos de resistencia, cuando los factores externos e internos coincidan y
se inicie el proceso de seleccién de individuos resistentes. Estas etapas son:
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Fase de susceptibilidad individual

En esta etapa, denominada también fase de establecimiento, los individuos que
contienen el material genético que les confiere resistencia —alelos de resisten-
cia— existen en la poblacion de pardsitos con una frecuencia baja. En esta fase la
poblacion es atn susceptible mayoritariamente a los compuestos quimicos, pero
posteriormente se van estableciendo los genes de resistencia, de tal manera que la
poblacion se compone de dos subpoblaciones: una pequeiia, que es resistente a un
antihelmintico y una mayor, no resistente. El uso continuo de un farmaco va elimi-
nando paulatinamente a los parasitos susceptibles, quedando sélo los resistentes.

Los cambios genéticos que operan en los parasitos ocurren al azary estan
determinados por el tamaiio de la poblacién y su diversidad, por la tasa de mu-
tacion de los genes en cuestion y por el desempeiio relativo de los individuos
con mutacién, comparados con aquéllos de caracteristicas genéticas normales,
es decir, sin mutacion.

Fase de desarrollo o de difusion de los parasitos resistentes

Es la fase propiamente de desarrollo de resistencia y ocurre como respuesta
al antihelmintico que va eliminando de forma selectiva a los parasitos suscep-
tibles, permitiendo la supervivencia y la reproduccién de los individuos resis-
tentes. La exposicion continua de los parasitos a una droga o a un grupo de
drogas con un mecanismo de accién similar, desarrolla esta fase intermedia,
en que se eliminan los genotipos susceptibles y sobreviven al tratamiento los
nematodos que poseen genotipos homocigotos (rrR) y heterocigotos (rs). Es
de destacar que los antihelminticos son agentes poderosos de seleccion de
alelos de resistencia, incrementando su frecuencia y dispersandolos en toda
la poblacién.

Fase de resistencia clinica o de emergencia

En esta fase se genera un incremento en la frecuencia de alelos de resistencia, a
causa de la seleccion continua, situacién que los capacita molecularmente para
evadir los efectos de los antihelminticos y que es heredada de generacion en
generacion. Es la fase de la resistencia notoria, cuando empieza a ser absoluta-
mente manifiesta la resistencia clinica.

Finalmente, por la permanente presion de seleccion, se desarrolla una cuar-
ta fase, que resulta en una etapa de resistencia individual de homocigotos que
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predominan en la poblacion y hace que las proximas generaciones sean des-
cendientes de la poblaciéon minoritaria resistente, originando el desarrollo de
resistencia a un determinado farmaco.

La tasa de desarrollo de resistencia dependera de la cantidad de indivi-
duos homocigos y heterocigos que sobrevivan al tratamiento: se desarrollara
mas rapidamente cuando los individuos heterocigotos y homocigotos sobre-
viven al tratamiento, a causa de las subdosificaciones. Se ha creido que si las
subdosificaciones incrementan dicha tasa, las sobredosificaciones producen el
efecto contrario, pero esta suposicion carece de soportes; por el contrario, las
sobredosificaciones tienen desventajas en términos de residualidad, toxicidad
y costos economicos, ademds de no mostrar ventajas de mayor eficacia y de
disponibilidad sistémica.

Entonces, la resistencia es, al parecer, un fenémeno ineludible, que resulta
de la necesidad que tienen los productores de controlar los pardsitos gastroin-
testinales y las enfermedades ocasionadas por éstos.

En el campo, antes de que se observen fallas de los tratamientos o su au-
sencia clinica como expresion de la resistencia, estard siempre precedida por
el surgimiento de genotipos de resistencia, que es lo que ocurre cominmente.
Para contrarrestar estas fallas, los ganaderos recurren al incremento de las dosis
con el fin de eliminar a la mayoria de parasitos, desencadenando incrementos
mayores de los alelos de resistencia antes de que ésta sea notoria.

MECANISMOS DE RESISTENCIA

Los cambios producidos a nivel genético para la seleccién de resistencia im-
plican una serie de cambios que ocurren a nivel bioquimico y molecular, que
se traducen en una disminucion del efecto de un medicamento en la célula del
parasito resistente (figura 3). Hasta ahora, la informacion sobre estos mecanis-
mos de los benzimidazoles estd mas avanzada que la de los otros dos grupos
de antihelminticos.

Los benzimidazoles, las avermectinas y los agonistas nicotinicos son los an-
tihelminticos mas empleados para el control de endoparasitos. La comprension
de los mecanismos bioquimicos involucrados en el origen y en la evolucion de
la resistencia antihelmintica de las dos udltimas familias de antihelminticos ha
requerido el empleo de técnicas electrofisiol6gicas, ya que el mecanismo de
accion de estas drogas es a través de la apertura de canales i6nicos localizados

78 DiLbo MARQUEZ LARA



Modificacion

cuali- afinidad
cuantitativa

namerg

SITIO ACTIVO
(Receptor)

METABOLISMO EFLUJO

Figura 3. Representacion esquemadtica de los mecanismos celulares, cuyo incremento
(+), reduccion (-) o modificacion de actividad resultan en el desarrollo de resistencia

(R) a un farmaco determinado. Tomada de Mottier y Lanusse (2002).

en las membranas de nervios y musculos de los nematodos, pero no para el
entendimiento de la accién de los benzimidazoles, pues es sabido que éstos
ejercen su efecto farmacoldgico uniéndose a la proteina -tubulina.

Los cambios a nivel bioquimico constituyen las bases farmacolégicas a tra-

vés de las que se genera el proceso de resistencia. Estos mecanismos de resis-
tencia son los siguientes:

Cambios estructurales y/o funcionales de las células, de tal manera que
la droga no reconoce el sitio blanco y se torna, por lo tanto, inefectiva; o
cambios en el metabolismo y/o eflujo celular para impedir la accién o ace-
lerar la inactivacion del farmaco, alterando la capacidad de acumulacion
intracelular de la droga.

Alteracion de sistemas enzimdticos para impedir la acciéon farmacolégica
de la droga.

Disminucién del nimero de receptores o de su afinidad para hacer menor
la unién del farmaco al receptor, con lo que se disminuye el efecto farma-
colégico de un medicamento.
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e Modificaciones en diferentes procesos celulares para contrarrestar el efec-
to farmacolégico de la droga.

Los mecanismos implicados en la resistencia a los antihelminticos se resu-
men en la tabla 9.

Resistencia a imidazotiazoles y tetrahidropirimidinas

El levamisol es el antihelmintico colinérgico de mayor uso y actia como un ago-
nista en los receptores acetilcolino-nicotinicos en las uniones neuromusculares
de los nematodos, causando paralisis espdstica en los pardsitos. Los nematodos
resistentes al levamisol son igualmente resistentes a otros agonistas nicotinicos,
como el morantel y el pirantel, porque estas drogas poseen el mismo mecanismo
de accion en los helmintos, no obstante ser drogas diferentes desde e punto de
vista quimico.

Comparativamente, es menor el conocimiento de los mecanismos de
resistencia de los antihelminticos nicotinicos, sin embargo, resultados de
estudios sugieren que, como en los benzimidazoles, la resistencia esta aso-
ciada a alteraciones en los sitios de accion —sitio blanco- (tabla 9). En un
estudio realizado con H. contortus, se demostré que la union del levamisol
amino tritiado a los nAchR del parasito involucra a dos sitios y que la unién
del levamisol es menos fuerte en los sitios de baja afinidad que en los para-
sitos susceptibles.

La resistencia a estos farmacos se produce por modificaciones en las pro-
piedades de los receptores nicotinicos y por alteraciones en la uniéon de los
receptores nicotinicos con las drogas en las células musculares de los nema-
todos (figura 4). Cepas de H. contortus, C. elegans y Oesophagostomum dentatum
resistentes al levamisol tienen menos receptores nicotinicos, sugiriéndose que
en estos casos la funcion normal de los receptores para el levamisol estd modi-
ficada. En C. elegans se han identificado los genes lev-1, unc-29 y unc-38, que co-
difican para subunidades proteicas que forman los canales i6nicos nicotinicos,
como responsables de la resistencia.

En relacién con esto, se ha encontrado que los aislados resistentes de 0.
dentatum tienen menos canales receptores activos para el levamisol que los
aislados susceptibles, sugiriéndose una desensibilizacion mayor en los ca-
nales receptores al levamisol en poblaciones resistentes. De estas observa-
ciones se ha concluido que las diferencias fisiol6gicas observadas en pobla-
ciones resistentes y susceptibles pueden ser explicadas por modificaciones
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Tabla 9. Posibles mecanismos de resistencia a las principales
familias de antihelminticos.

Familia antihelmintica Mecanismo de resistencia

Mutaciones en el isotipo 1 de la B-tubulina: F200Y, F167Y
Benzimidazoles Mutaciones en el isotipo 2 de la B-tubulina: F200Y, F167Y
Metabolismo alterado

Avermectinas y Mutaciones en genes GluCl y/o GABA-R

milbemicinas Sobreexpresion de glicoproteinas-P

Levamisol Cambios en los receptores acetilcolino nicotinicos (nAChR)
) Nematodos resistentes:
A A o ALTERACION DEL RECEPTOR

R COLONERGICO NICONTINICO

*Disminucidn del nimera
de receptores activas

Membrana celular * Receptores de baja afinidad
con mas sitios de unién y
menor afinidad

Citoplasma

* Menor duracién de apertura
de canales idnicos

Paralisis espistica
en nematedos

Figura 4. Esquema del modelo de receptor nicotinico sobre el que actiian levamisol/
morantel-pirantel, y posibles mecanismos involucrados en el desarrollo de resistencia.
Tomado de Mottier y Lanusse (2002).

en la poblacién heterogénea de receptores nAChR hacia una sensibilidad
menor a la droga, aunque se desconocen los mecanismos bioquimicos que
subyacen en la sensibilidad menor de los subtipos nAChR.

Entre los nematodos gastrointestinales es comun observar resistencia al
levamisol en T. colubriformis y en O. circumcincta, aunque es rara en H. contortus,
creyéndose que el lento desarrollo de la resistencia en este parasito se deba al
caracter autosémico completamente recesivo, poligénico y no ligado al sexo
con que se hereda, mientras que en la herencia de la resistencia en T. colubrifor-
mis interviene un caracter recesivo monogénico ligado al sexo.
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Resistencia a las lactonas macrociclicas

El conocimiento del mecanismo de accién de las avermectinas y los agonistas
nicotinicos, asi como los procesos bioquimicos inherentes al desarrollo de la
resistencia a estos compuestos, han implicado el uso de técnicas electrofisiol-
gicas, siendo relevantes los avances que se han obtenido sobre estas sustancias
quimicas, aunque el cuadro todavia sea confuso.

Los primeros trabajos realizados para conocer el mecanismo de accién de
la ivermectina enfocaron su atencion en la habilidad de este farmaco para indu-
cir incrementos en los niveles del neurotransmisor acido gama-amino butirico
(GABA), que inhibe la neurotransmision en el sistema neuromuscular somatico
en los parasitos. Estudios posteriores han demostrado que, si bien la ivermec-
tina tiene una actividad potente en los receptores GABA, los receptores mas
importantes en su mecanismo de accion, y de drogas relacionadas, son los re-
ceptores GluCl de los musculos somaticos, faringeos y uterinos de los nemato-
dos gastrointestinales.

De una manera mds simple: existen en los nematodos dos canales que
constituyen una familia de receptores ampliamente distribuida en estos pa-
rasitos, con funciones relacionadas con la locomocién, la reproduccién y la
alimentacion y sobre los cuales acttian las avermectinas: el canal del cloro
asociado al receptor glutamato (GluCl) y el canal del cloro asociado al neu-
rotransmisor dcido gama-amino butirico (GABA/CI). Las avermectinas actan
como agonistas con afinidad elevada sobre estos receptores, afectando todas
estas funciones. La mayor parte de estos receptores se encuentra en la bomba
faringea y en las células musculares somadticas, y la unién a las avermectinas
ocasiona una inhibicion del impulso nervioso, dando como resultado la para-
lisis del parasito.

Los resultados de algunos estudios in vivo han demostrado que los parasitos
que son resistentes a las avermectinas, lo son igualmente a las milbemicinas, en
particular a la moxidectina, por ser drogas relacionadas quimicamente que tie-
nen un mecanismo de accion similar. Debido a que estas drogas son agonistas
de alta afinidad sobre la unidad a de los canales i6nicos selectivos al cloro de
los nematodos (receptores GluCl), la resistencia ocurre por modificaciones en
las subunidades del receptor GluCl y/o por la mayor expresion de una proteina
de membrana, la glicoproteina P (Gp-P), impidiendo que la molécula antiparasi-
taria alcance las concentraciones activas en los receptores del glutamato de los
parasitos resistentes (figura 5).
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RESISTENCIAS A AVERMECTINAS/MILEEMICINAS

Dos o mas familias de genes

AMPLIACION

MUTACION GENICA

ALTERACIONES EN SOBREEXPRESION

SUBUNIDADES DEL
CANAL DEL CLORO

DE LA PROTEINA
EXCRETORAGp P

Figura 5. Representacion esquematica de las posibles alteraciones genéticas y me-
canismos involucrados en el desarrollo de resistencia a firmacos endectocidas. GpP:
glicoproteina P. Tomada de Mottier y Lanusse (2002).

Si bien, como se ha dicho, las avermectinas actuan sobre las funciones de
locomocion, reproduccion y alimentacion, es probable que estas acciones va-
rien entre las especies de parasitos y, por lo tanto, también lo hagan los meca-
nismos de resistencia, basandose esto en estudios en los que se ha revelado la
existencia de diferentes fenotipos en aislamientos de H. contortus resistentes a
las avermectinas.

De otro lado, existen estudios cuyos resultados han revelado la existencia
de cuatro genes con al menos 40-50 diferentes alelos de Gp-P en H. contortus,
informandose que la estructura y/o la trascripcion del gen de la Gp-P estan al-
terados en los nematodos resistentes a endectocidas, como las avermectinas y
milbemicinas, indicandose también las cantidades mayores de RNAm de la Gp-P
que se ha encontrado en H. contortus resistentes a ivermectina, en comparacion
con los susceptibles, para lo cual los genes PGP-A y A28 en H. contortus son los
que codifican para la Gp-P.

En cuanto a la participacion genética en el desarrollo de la resistencia a estos
farmacos, se ha descubierto que en el nematodo de vida libre C. elegans los genes
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avi-15, avr-14 y gle-1 codifican para tres subunidades a de los receptores GluCl del
musculo faringeo y algunas neuronas extrafaringeas, y que los genes unc-7 'y unc-9
codifican neuronas de enlace entre las neuronas extrafaringeas y las células mus-
culares faringeas. La ocurrencia de mutaciones simultdneas en los genes avr-15,
avr-14 y glc-1 se traducira en resistencia a la ivermectina en C. elegans, mientras
que las mutaciones en los genes unc-7 y unc-9 llevaran a que la resistencia se limite
solo a las neuronas con receptores GluCl y no al masculo faringeo.

Se ha reportado también que la resistencia a las ivermectinas esta relacio-
nada con la disminucién de la permeabilidad de la cuticula de los nematodos
a estos farmacos, siendo la expresion de los genes Dyf la responsable de la
captacion, de tal manera que la mutacién de algunos de ellos, como el osm-1,
producen en los endoparasitos una permeabilidad menor a la droga, confirién-
doles, por lo tanto, resistencia a las ivermectinas.

Resistencia a los benzimidazoles

Los benzimidazoles son los farmacos de los que se posee mayor informacion
relacionada con sus mecanismos de resistencia. Se estableci6 asi que su blanco
de accioén es la proteina B-tubulina. Fenotipicamente, los parasitos resistentes
se caracterizan por haber perdido los sitios de afinidad alta a estas drogas
en las subunidades proteicas de los microtibulos. Los benzimidazoles acttian
inhibiendo la polimerizacion de la tubulina, necesaria para la formacion de mi-
crottibulos, y la resistencia se presenta cuando los genes que codifican para
B-tubulina sufren mutaciones, produciendo disminucién en la afinidad de los
receptores de la B-tubulina por los benzimidazoles e impidiendo, por lo tanto,
su unién con estos farmacos. Estd demostrado que la administracion de estos
compuestos quimicos en dosis terapéuticas a animales infectados con nemato-
dos hace que los microtiibulos desaparezcan de las células intestinales de los
pardsitos benzimidazol-susceptibles pero no de los benzimidazol-resistentes.

Estudios realizados con H. contortus han demostrado la existencia de dos
subtipos de B-tubulina: uno de alta afinidad y otro de baja afinidad, sena-
landose que los nematodos, lo mismo que los hongos y ciertos protozoos
poseen receptores de afinidad alta que se localizan en el grupo N-terminal
de la B-tubulina. Algunos genes que codifican para la B-tubulina sufren mu-
taciones, originando la pérdida del receptor de afinidad alta, lo que conduce
a la resistencia. En estos casos se observa una disminucién en la unién del
benzimidazol a la B-tubulina, siendo esta situacion comun en H. contortus, T.
colubriformis y O. circumcincta.
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De otro lado, se ha demostrado que la B-tubulina estd conformada por
dos isotipos: isotipo 1 e isotipo 2, y que la resistencia a los benzimidazoles
se desarrolla cuando las mutaciones ocurren en el isotipo 1. Se observé en
H. contortus que las modificaciones en este isotipo llevaron a modificaciones
de aminoacidos entre pardsitos susceptibles y pardsitos resistentes a benzi-
midazoles en las siguientes posiciones: en la posicion 76, la fenilalanina de
los susceptibles fue reemplazada por valina en los resistentes; en la posicion
200, la fenilalanina de los susceptibles fue reemplazada por tirosina en los
resistentes y en la posicion 368, la valina de los susceptibles se reemplazé por
isoleucina en los resistentes.

Recientemente, la asociacion de resistencia a los benzimidazoles con la
seleccion de parasitos resistentes caracterizada por la sustitucion de fenilala-
nina por tirosina en la posicién 200 del gen del isotipo 1 de la B-tubulina, fue
demostrada en otros helmintos de rumiantes, como Teladorsagia circumcincta,
observandose correlacion total entre la resistencia a los benzimidazoles y los
cambios genéticos. Estas evidencias son las que han permitido sefalar que el
poliformismo Phe-Tyr es la mutacién mds importante que confiere resistencia
a los benzimidazoles. Asi mismo, las evidencias experimentales obtenidas de
estudios con H. contortus y otros nematodos tricostrongilidos muestran con cla-
ridad que la resistencia inicial a los benzimidazoles esta ligada a una mutacién
en el gen del isotipo 1 de la B-tubulina y que mds adelante la seleccion resulta
en la pérdida completa de los alelos del isotipo 2 de la poblacién.

Estudios mas recientes han demostrado que los mismos dos polimorfismos
ocurren también en el isotipo 2 de la B-tubulina en H. contortus, y ellos pueden
conferir también resistencia. La ocurrencia de cambios en la posiciéon 200 de
ambos isotipos origina la pérdida del receptor de afinidad alta en H. contortus
resistentes a benzimidazoles.

En relaciéon con el fasciolicida triclabendazol —tipico benzimidazol de es-
pectro reducido—, no se conoce cual es el mecanismo de la resistencia, sefalan-
dose que habra que adelantar mds investigaciones para tener una comprension
cabal de él. Se ha comprobado la existencia de tirosina en la posicion 200 en la
B-tubulina de pardsitos tanto susceptibles como resistentes.

Las principales acciones terapéuticas de los antihelminticos modernos ocu-
rren en tres areas bioquimico-fisiol6gicas constituidas por proteinas, siendo
los canales i6nicos, las enzimas, las proteinas estructurales y las moléculas de
transporte los principales sitios de accion de estas sustancias (tabla 10).
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Tabla 10. Sitios de accion de los antihelminticos comunes.

Canales i6nicos Microtubulos Bioenergéticos  Desconocido
Tetrahidropirimidinas Benzimidazoles  Salicilanilidas Praziquantel
(pirantel, morantel) (tiabendazol, (closantel)

albendazol,

mebendazol,

netobimin)
Imidazotiazoles Sulfonamidas Triclabendazol
(levamisol) clorinadas

(clorsulon)

Lactonas

macrociclicas
(ivermectina,
moxidectina)

Piperazina

Fuente: Kolher, 2001

REVERSION DE LA RESISTENCIA

Por reversion se entiende el retorno de una poblaciéon de nematodos resistente
a estados de susceptibilidad, siempre y cuando deje de usarse la droga que
selecciond para resistencia. Técnicamente, la reversion se conoce como el des-
censo o la disminucién en una poblaciéon de nematodos gastrointestinales de la
frecuencia de individuos resistentes, luego de que es retirado el antihelmintico
que ha seleccionado para resistencia. La posibilidad de lograr que este fené-
meno ocurra en poblaciones de pardsitos resistentes, ha conducido a que se
realicen estudios en esa direccion, explorando formas que permitan el regreso
a estados de susceptibilidad antihelmintica, basadas en el retiro temporal de
los compuestos que han seleccionado inicialmente para resistencia.

La informacion generada al respecto no permite hacer afirmaciones categé-
ricas, pues los resultados arrojados hasta ahora por varios estudios son bastan-
te contradictorios o, por lo menos, no coincidentes.

En algunos trabajos llevados a cabo en 1978, en los que se usaron huevos
de H. contortus y de T. colubriformis resistentes a benzimidazoles, se observé
disminucién de la resistencia en ausencia de tratamientos con benzimidazoles.
Asi mismo, se encontraron resultados similares cuando se usaron cepas de T.
colubriformis resistentes a benzimidazoles; las cepas revirtieron a susceptibili-
dad al tiabendazol luego de usar levamisol durante seis aiios, aunque en este
periodo se observo también el desarrollo de resistencia al levamisol.
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Si bien ha habido evidencias de que la resistencia puede revertirse temporal-
mente a estados de susceptibilidad antihelmintica, también se ha observado que
cuando se reintroduce el antihelmintico que habia seleccionado cepas de helmin-
tos resistentes, la resistencia vuelve a presentarse rapidamente. Se cree que el feno-
meno puede estar influenciado por la patogenicidad y la fecundidad de la especie
resistente prevalente, como en el caso de H. contortus, lo que sugiere que, cuando
se opta por esta situacion, debe hacerse bajo un monitoreo parasitologico estricto
y cuidadoso, con rotaciones quimioprofilacticas lentas y prevalencia de cepas cono-
cidas y de menor potencial biético, como seria el caso de Teladorsagia spp.

En la misma direccion, resultados de un experimento llevado a cabo duran-
te 16 afios con ovinos demostraron que cepas de Ostertagia spp. y de Trichos-
trongylus spp. resistentes a benzimidazoles luego de nueve afos de exposicion
a estas drogas, revirtieron a susceptibilidad a estos farmacos durante los dos
afos en que fue suministrado levamisol en ausencia de oxfendazol. El estudio
revel6 también que al reintroducirse un benzimidazol, luego de dos anos de
haber sido retirado, el nivel de resistencia a éste retorné muy rapido a niveles
mas elevados que los reportados anteriormente.

Se cree que la ocurrencia o no de reversion a susceptibilidad depende del
nivel de genes resistentes en la poblacion de pardsitos. Si la poblacion estd
compuesta predominantemente por parasitos resistentes homocigotos, es po-
sible que Ia reversion no ocurra o que se desarrolle a niveles bajos; pero si el
retiro de la droga que seleccionaba para resistencia se hace en una poblacién
de nematodos constituida principalmente por heterocigotos, cierto grado de
reversion a la susceptibilidad se presentara. Sin embargo, la reintroduccién de
la droga que seleccionaba resistencia resultard en un rdpido retorno a estados
de resistencia, como se ha demostrado en diferentes estudios.

Se conocen casos de restauracién de la eficacia antihelmintica en predios
donde se han establecido poblaciones de nematodos resistentes a un antihel-
mintico en ovinos, pero a través de la reintroduccion en esos predios de larvas
de nematodos susceptibles.

IMPLICACIONES DE LA RESISTENCIA ANTIHELMINTICA

Aunque el descubrimiento de antihelminticos eficaces cada diez afios, a partir
de la aparicion de la fenotiacina en los cincuentas, seguida por los benzimida-
zoles en la década de los sesentas, los imidiotiazoles en los setentas y la aver-
mectina-milbemicina en los ochentas, condujeron a que las recomendaciones
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para el control de los pardsitos se basara en el uso exclusivo de estas sustan-
cias quimicas potentes, el surgimiento de la resistencia a estos antiparasitarios
pone de presente la necesidad de revisar este esquema de control parasitario,
para que se busquen otras estrategias de control, pues resulté insostenible y
cortoplacista, no obstante lo exitosos que fueron. A esto se le agrega que en
el periodo post-ivermetina no se vislumbran investigaciones para desarrollar
nuevos antihelminticos, a excepcién del octadepsipéptido ciclico y/o de la pa-
raherquamida, haciéndolos insuficientes para sostener el paradigma del control
de pardasitos basado en los compuestos quimicos.

En este contexto, es necesario cambiar los enfoques actuales de control de
parasitos, dirigiendo los esfuerzos para:

e Preservar la eficacia de las pocas drogas que ain mantienen niveles altos
de eficacia, en especial si se considera que en los tltimos afios el descubri-
miento y desarrollo de nuevos antihelminticos es bastante reducido y que
no se vislumbran muchos candidatos en el horizonte. Esto conlleva aceptar
que los antihelminticos son un recurso limitado y agotable que debe ser
preservado.

e Continuar con el desarrollo de pruebas moleculares capaces de detectar
la resistencia cuando la frecuencia de alelos esté todavia baja, pues si se
logra detectar este problema antes de que se evidencie clinicamente, es
posible implementar cambios en las estrategias de control para preservar
la eficacia de las drogas.

e Desarrollar pruebas que permitan una comprension mayor de los mecanis-
mos de la resistencia.

e Desarrollar estrategias no quimicas de control que disminuyan la necesi-
dad de tratamientos y usar de manera mas inteligente a los antihelminticos
eficaces. Esta es la alternativa mas sostenible en el horizonte actual de la
resistencia antihelmintica.

De otro lado, cuando la resistencia hace presencia en los sistemas de pro-
ducciéon ganaderos, ésta tiene, ademads, unas implicaciones epidemioldgicas
—no del todo claras— y econémicas que el fenémeno trae consigo, en particular
en lo referente a la patogenicidad y a la supervivencia de las cepas resistentes
en las praderas. Se han desarrollado estudios con resultados que demuestran
que una cepa de H. contortus resistente a benzimidazoles tuvo incrementos en
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la tasa de establecimiento, la produccion de huevos, la patogenicidad y la su-
pervivencia de larvas en las praderas. Sin embargo, otro estudio revel6 resulta-
dos opuestos, al no encontrar diferencias en la patogenicidad y la supervivencia
en cepas de H. contortus susceptibles que desarrollaron resistencia a benzimida-
zoles, salicilanilidas e ivermectina en dos grupos de corderos.

Por su parte, la implicaciéon econémica de la resistencia radica en los cos-
tos econémicos altos que tienen, por un lado, la investigacion y el descubri-
miento de nuevos farmacos en los laboratorios farmacéuticos y, por otro,
los costos econémicos que tienen que asumir los productores por el uso de
compuestos quimicos para el control de los pardsitos en los sistemas de pro-
duccién ganaderos.

CONTROL DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIHELMINTICOS

Existen muchas dificultades en el control de la resistencia a los antihelminticos
y/o para su deteccion en los predios en su fase inicial, por las limitaciones en la
sensibilidad de las técnicas in vivo que se emplean, no obstante los progresos
obtenidos en la caracterizacion molecular y genética de las poblaciones resis-
tentes a estos medicamentos. No existen, por lo tanto, soluciones concretas
conducentes a detener su desarrollo. Sin embargo, es probable que si se con-
sideran otras herramientas, distintas a las empleadas tradicionalmente para el
control de parasitos, la resistencia puede ser manejada.

El reto es como frenar el desarrollo de la resistencia. La clave posiblemente
estd en la necesidad de conservar el estado de susceptibilidad antihelmintica
en los predios, para lo que serd necesario que los productores admitan cier-
ta disminucion en la produccién ocasionada por parasitismo gastrointestinal,
en aras de este objetivo. Algunos experimentos realizados en Australia han
demostrado que al reducirse el nimero de tratamientos, basandose en el co-
nocimiento de la epidemiologia de los parasitos, ha disminuido la presion de
seleccion y, de paso, se han conservado alelos susceptibles en nematodos so-
brevivientes. Sefialan que los alelos susceptibles se pueden conservar también
retirando los tratamientos a una porcion del rebano o identificando y tratando
solo a los animales mas susceptibles.

{Es realmente facil mantener la susceptibilidad antihelmintica en una buena
proporcion de parasitos en los predios, empleando sustancias antihelminticas para
su control? La respuesta es que no es facil, que es dificil el control de la resistencia
ya que los antihelminticos no se integran a medidas no quimicas de control.
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El control de la resistencia va aparejado con los métodos que se disefien
para el control de los nematodos gastrointestinales, disefios que deben imple-
mentarse para mantener la poblacion de parasitos en niveles bajos y que no
afecten la produccion de los rumiantes, para lo cual el mantenimiento de po-
blacién en refugio debe ser el eje central de las recomendaciones. Cualesquiera
que sean las opciones, éstas deben estar en consonancia con los aspectos epi-
demioldgicos de las poblaciones parasitarias en los predios.

A continuacion se presentan las distintas estrategias, principalmente de ma-
nejo, que deben tenerse en cuenta para frenar el desarrollo de la resistencia:

e Consideraciones epidemiol6gicas.

e Consideraciones farmacologicas.

e Disminucion de la frecuencia de tratamientos.

e Pastoreo mixto y/o alterno bovino-ovino.

e Uso simultdneo de antihelminticos con diferentes modos de accién.
e Uso de animales resistentes.

e Uso de vacunas contra los nematodos de mayor importancia veterinaria.
e Rotaciones prolongadas de los antihelminticos.

e Dilucion de las poblaciones de parasitos resistentes.

e Control biologico.

e Uso del sistema Famacha.

e Mejora nutricional

e Suplemento de elementos menores en la dieta.

Consideraciones epidemiologicas

El conocimiento de la epidemiologia de los parasitos es fundamental. Con base
en éste se deben diseiiar las estrategias de control, en particular, aquéllas que
impliquen el uso de sustancias quimicas. El éxito del disefo y de la implementa-
cion de controles sobre la base de la epidemiologia de los pardsitos dependera
de qué tanto se incorpore una quimioprofilaxis minima y del uso de drogas con
eficacia maxima, para que se logre disminuir los genes recesivos de resisten-
cia. Infortunadamente, el conocimiento epidemioldgico de estos parasitos es
bastante escaso, o inexistente, en la mayor parte de los paises tropicales, como
Colombia, por lo que en estas regiones esta estrategia es dificil.
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Consideraciones farmacologicas

La mayor parte de los medicamentos antihelminticos tiene en los organismos
animales una persistencia muy baja, situacion que conlleva reinfecciones rapi-
das luego de las desparasitaciones, lo que puede llevar a pensar en la ineficacia
de los tratamientos. Otras circunstancias que pueden influir son las diferencias
individuales e interespecificas en la farmacocinética, como ocurre entre las ca-
bras y las ovejas. Asi mismo, los pardsitos gastrointestinales también influyen
en la distribucion de los antihelminticos. Por ejemplo, en infecciones con O.
circumcincta, la biodisponibilidad de los benzimidazoles es bastante reducida,
aunque las causas sean desconocidas. Sin embargo, no ocurre lo mismo en
infecciones con N. battus respecto a farmacos como netobimin, albendazol, le-
vamisol o ivermectina, como tampoco se observa el fendmeno en infecciones
con F hepatica ante rafoxanida.

Se propone la estrategia de incrementar la biodisponibilidad del farmaco
para mejorar los tratamientos con antihelminticos, dirigida a incrementar las
concentraciones de los medicamentos en el tiempo suficiente para que alcan-
cen los sitios donde se localizan los parasitos y entren en contacto con ellos.
La ventaja de la estrategia consiste en que se reduce el nimero de parasitos
portadores de genes de resistencia para sobrevivir al tratamiento, pudiéndose
aplicar esta opcion a los mecanismos de resistencia que se desarrollan en fun-
cién de la concentracion del farmaco.

Existen diferentes formas para incrementar la biodisponibilidad de las dro-
gas, como: i) disminucién de la salida del antihelmintico del parasito mediante
interferencia farmacolégica, ii) interferencia en el metabolismo y la eliminacién
y iii) manejo de la alimentacién, como tipo y cantidad de dieta, ayuno pre y
postratamiento, entre otros. Diferentes estudios han demostrado que se puede
retardar el paso del medicamento por el tracto gastrointestinal y prolongar la
biodisponibilidad del antihelmintico si se disminuye el consumo de alimento
previo al tratamiento en ovinos o mediante ayunos ante y postratamiento en
ovinos y bovinos, lo que redunda en una duracién mayor de la absorcién gas-
trointestinal de la droga.

De la misma manera, existen reportes en los que se informa que con la
disminucién del consumo de alimentos a la mitad durante las 36 horas antes
y después del tratamiento con oxfendazol, la biodisponibilidad sistémica de la
droga estuvo correlacionada con incrementos en la eficacia de la droga, asi: 33%
contra H. contortus y 60% contra T. colubriformis, resistentes a benzimidazoles.
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La conclusion es que los ayunos entre las 12 y 24 horas previas al tratamiento
ocasionan modificaciones en la farmacocinética de los antihelminticos, incre-
mentandose su biodisponibilidad sistémica.

Disminucion de la frecuencia de los tratamientos

Es una de las estrategias que siempre se sefialan para ser tenida en cuenta en
programas de control de la resistencia, porque permite reducir la presion de
seleccion para resistencia. Desde hace algtin tiempo se considera que las fre-
cuencias altas de los tratamientos se asocian con el desarrollo de resistencia,
mas cuando el antihelmintico usado es el mismo y durante muchos afos. Esta
practica se presenta comtiinmente en la tltima década, tal vez por la aparicion
de medicamentos genéricos, cuyos costos bajos han impulsado a los producto-
res a realizar tratamientos masivos e intensivos a los animales, generando una
mayor presion de seleccion sobre las poblaciones de pardasitos.

La recomendacion es reducir la presion de seleccion disminuyendo la fre-
cuencia de los tratamientos, sin perder de vista que el beneficio que se puede
obtener empleando esta estrategia tiene relaciéon con el tamano de la pobla-
cion en refugio y si los compuestos usados son de accion prolongada o de
corta accién.

Pastoreo mixto y/o alterno bovino-ovino

Esta estrategia, destinada a disminuir el nivel de infeccién en las praderas vy,
por lo tanto, a reducir la frecuencia de tratamientos en estas dos especies, es
conocida también como ‘rotaciones limpiadoras’ de los potreros y tiene como
fundamento la especificidad de algunos géneros de parasitos sobre algunos
hospedadores, de tal manera que el pastoreo previo de una de las especies
de rumiantes descontamina, o ’limpia’, la pradera destinada a la especie que
pastorearda posteriormente. En Colombia, esta estrategia no tiene aplicabilidad
en los sistemas de produccion ganaderos, ya que la industria ovina no esta su-
ficientemente desarrollada.

Existen estudios que han demostrado que el pastoreo conjunto bovino-
ovino es mas benéfico, en términos de descontaminacion de praderas, que el
pastoreo simple de cada especie, debido a la disminucién de la contaminacién/
infeccion cruzada entre las especies, resultante de la remocién de larvas del
suelo por parte de los animales que no son afectados, lo que redunda en una
reduccion de la contaminacion de las praderas.
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Uso simultaneo de antihelminticos con diferentes modos de accion

Esta estrategia, si se usan los insumos minimamente, constituye la herramienta
mas practica y facil de llevar a cabo por parte de los productores, siempre y
cuando cuenten con una asesoria profesional idonea. Puede ser bastante exi-
tosa en la prevencion de la resistencia. Sin embargo, esta practica requiere al
inicio del programa el uso de antihelminticos de eficacia comprobada. Si los
parasitos tienen algun tipo de resistencia a uno de los compuestos combina-
dos, la resistencia se intensificard y se iniciara la seleccion para resistencia por
el otro antihelmintico.

Uso de animales resistentes

Hay evidencias sobre la habilidad que tienen algunos animales para resistir
naturalmente al establecimiento y desarrollo de los parasitos, a través de la
respuesta inmune. En consecuencia, el objetivo de esta estrategia es que,
mediante un proceso de seleccion, se reduzca cada vez mas en la pobla-
cion la presencia de animales muy parasitados, lograndose de este modo
un efecto epidemiologico importante. En este sentido ha habido avances
desde 1932, aio en que se comunicoé la existencia de resistencia en ovinos
a las infecciones por parasitos o a sus efectos, y en 1958, cuando se informa
sobre la variacion genética existente en estos rumiantes frente a los desa-
fios de los parasitos.

Si bien se sabe que algunas razas son mas resistentes que otras, estd bien
establecido que existe mas variacién entre individuos de una misma raza que
entre razas, lo que permite hacer selecciones de individuos y cruces de anima-
les genéticamente resistentes a los nematodos gastrointestinales de determi-
nada raza, dada la suficiente variacion existente al interior de las razas. En este
contexto, se conocen muchos reportes sobre las variaciones existentes entre
razas de bovinos y ovinos en cuanto a la resistencia a parasitos como H. contor-
tus, Ostertagia (Teladorsagia) spp. y Tichostrongylus spp.

La resistencia de los animales a los parasitos puede medirse por méto-
dos directos e indirectos. La base de los primeros es la genética molecular,
con la que se determinan los alelos o genes involucrados en el proceso de
la resistencia; actualmente, la mayor parte de los estudios estan enfocados
en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Con los métodos in-
directos se mide la expresion fenotipica de la resistencia, como es el caso
del recuento de parasitos adultos en un animal al que se le haya realizado
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Foto 13. Ciertos animales de una misma raza pueden ser mds resistentes
a los pardsitos que otros.

necropsia —de poco uso por lo impractico— o de la medicién indirecta de
la carga parasitaria, a través del recuento de hpg, que es el método mas
utilizado. Otras variables que se miden son el hematocrito, la titulacién de
anticuerpos para observar la respuesta inmune, los recuentos de eosinéfilos
y el recuento de algunos antigenos linfocitarios en ovinos. En esta misma
direcciéon se desarrollan estudios para identificar los genes de resistencia
tanto en bovinos como en ovinos.

Es importante tener en cuenta que en una poblacion de animales, los tipos
o mecanismos de respuesta pueden ser de resiliencia, tolerancia o resistencia.
En otros apartes se ha dicho que la resistencia es la capacidad de los animales
para disminuir el nimero de parasitos que puedan establecerse en su interior,
es decir, se parasitan menos, mientras que la resiliencia habilita a los animales
para mantener niveles de produccidn aceptables, no obstante la infeccion para-
sitaria que albergan. Y por tolerancia se entiende la capacidad de los animales
para mantener niveles productivos aceptables sin que intervenga el sistema in-
munitario. En términos de heredabilidad, la literatura es consistente al reportar
que al medir el hpg ésta varia entre 0,2 y 0,3.
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Aunque no se sabe cudles son los mecanismos intimos a través de los que
se expresa la resistencia, se han observado las siguientes manifestaciones de
resistencia en ovinos:

e Disminucion en el establecimiento y desarrollo de larvas L3 a larvas L4.
e Disminucién del desarrollo de larvas L4 a estados adultos.

e Eliminacién de una buena proporcion de los parasitos adultos que se han
establecido.

e Disminucion de la oviposicion de las hembras.

No necesariamente los que exhiban o desplieguen mejor esta caracteristica
son los potencialmente mas productivos. El uso de animales resistentes es una
estrategia que puede ser aplicada por los ganaderos, con un costo bajo.

Uso de vacunas contra los nematodos de mayor importancia veterinaria

Junto con el control biolégico, son las estrategias mas deseables para ser in-
corporadas en esquemas de control integrado de parasitos. No obstante los
esfuerzos realizados para la produccion de vacunas contra nematodos gastro-
intestinales de rumiantes, los resultados en este campo no son nada satisfacto-
rios, debido a la no viabilidad de la produccién de vacunas en forma comercial
y al desuso en que han caido las vacunas irradiadas. A excepcién de la vacuna
contra D. viviparus, primera vacuna desarrollada comercialmente, en la actuali-
dad no hay vacunas disponibles en el mercado. En este campo, son pocos los
progresos existentes para bovinos.

En cuanto a las razones que permiten explicar la situaciéon actual sobre la
ausencia de vacunas, una de ellas es que se requiere mucha informacién sobre
los parasitos y sus hospedadores. Es posible que las razones mas importantes
radiquen, hasta ahora, en la poca importancia que reviste la resistencia antihel-
mintica en el ganado bovino, dada su poca extension, y que los nematodos de
bovinos no son un problema mayor, como si lo son para los ovinos, en particu-
lar, Haemonchus.

Rotaciones prolongadas de los antihelminticos

La estrategia de usar un solo antihelmintico hasta que su ineficacia sea evidente
parece validar esta practica, en tanto que la rotacion rapida de las drogas no es
aconsejable por la seleccion para resistencia que ocurrira con los farmacos usa-
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dos en ella. En la actualidad, se recomiendan rotaciones anuales, sin embargo,
este tema no esta resuelto del todo, dada la ausencia de estudios que demues-
tren el valor de esta recomendacion en el campo. Inquietudes acerca de si la
rotacion anual de drogas es la opcién mejor para el control de la resistencia o
si la combinacion de medicamentos puede retardar su inicio o si el mecanismo
de heredabilidad de la resistencia afecta su surgimiento, no estan atn resueltas
en la actualidad.

Dilucion de las poblaciones de pardsitos resistentes

Consiste en introducir cepas de parasitos susceptibles en praderas mediante
animales infectados artificialmente con cepas susceptibles para diluir las cepas
resistentes. Este concepto fue introducido por un investigador en Surafrica,
quien demostré que poblaciones de parasitos resistentes en las pasturas pue-
den ser eliminadas con la introducciéon de ovejas con cepas de parasitos suscep-
tibles a antihelminticos. El método fue mejorado mas tarde, removiendo de los
ovinos los pardsitos resistentes a benzimidazoles y tratandolos con una com-
binacion de antihelminticos a los que los pardsitos no habian desarrollado atin
resistencia. Posteriormente, los animales se reinfectaron con cepas de parasitos
susceptibles, de manera que los huevos excretados eclosionaran en larvas que
diluirfan las larvas resistentes en las pasturas.

Control biologico

Como se mencion6 mas arriba, el control biolégico, junto con el desarrollo
de vacunas, reviste una importancia particular en el tema de la resistencia. El
control biol6gico de los nematodos parasiticos estd dirigido al control de los
estados de vida libre de los parasitos, en contraste con los métodos quimio-
terapéuticos que atacan la fase parasitica en los hospedadores. Se considera
la herramienta mas promisoria con que se puede contar en un futuro no muy
lejano; por esta razon, la actividad cientifica en la altima década se ha intensifi-
cado en paises como Dinamarca, Australia y México y Argentina, en Suramérica,
entre otros, dirigida a explorar el potencial atrapador de nematodos que tienen
ciertos microhongos, como Duddingtonia flagrans, un hongo que ha demostrado
tener habilidad para reducir las larvas de parasitos tricostrongilidos presentes
en heces de animales.

Por la importancia y pertinencia que tiene hoy el tema del control biol6gico
como herramienta para el control de los pardsitos gastrointestinales en rumian-
tes, el siguiente capitulo muestra el estado de su desarrollo actual.
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Foto 14. Estructuras de atrapamiento (dedos adhesivos) de hongos nematéfagos.

Uso del sistema Famacha

Es una herramienta de ayuda en el control de nematodos de los ovinos, en la pers-
pectiva de efectuar tratamientos selectivos en procura de mantener subpoblacio-
nes en refugio que ayuden a controlar la resistencia en estos rumiantes, pues es
conocido ampliamente que el problema de la resistencia antihelmintica en esta
especie es critico. El sistema Famacha se ha aplicado en paises en donde la resis-
tencia en parasitos de ovinos es un problema serio, como en Brasil y Argentina, en
Suramérica, y esta dirigido en particular al control de H. contortus en ovejas.

En esencia, el sistema consiste en identificar el grado de anemia asociada con
la presencia de H. contortus, identificando el color de la conjuntiva ocular como
signo clinico de anemia en animales individuales. Se fundamenta en que un pe-
queno porcentaje de animales de un rebafo presenta cargas parasitarias mayo-
res de forma desproporcionada, mientras que una porcion relativamente gran-
de presenta niveles bajos de infeccion parasitaria o no tiene parasitos. Basados
en estas evidencias, se han realizado experimentos en los que, tratando s6lo a
animales que no tengan capacidad para soportar grandes cargas parasitarias, se
favorece la proporcion de endoparasitos que no son expuestos a los farmacos.
Asi mismo, los resultados de modelos matemadticos indican que si tan sélo una
porcion pequeiia de animales es tratada con antihelminticos, la resistencia se retar-
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dard, ya que una proporcién de la poblacién de parasitos escaparia de la seleccion
para resistencia antihelmintica y ésta seria la encargada de ’diluir’ las poblaciones
de nematodos resistentes. Sin embargo, se reconoce una desventaja y es que, no
en todo animal en que se presente cierto grado de anemia ésta es ocasionada nece-
sariamente por H. contortus. La técnica se originé en Sudafrica y se validé en Brasil,
Paraguay y Uruguay, paises en donde la industria ovina esta desarrollada.

Mejora nutricional

Estd demostrado que las suplementaciones ricas en proteina tienen un efecto
benéfico en los animales afectados por parasitismo gastrointestinal, reflejado
en mejores respuestas inmunes frente a los parasitos, lo que redunda en una
posibilidad de establecimiento de los parasitos menor, producciéon mas baja de
sus huevos e incremento del nimero de eosinoéfilos, entre otros.

El uso de taninos condensados en la dieta de rumiantes ha resultado en benefi-
cios, no soélo de tipo productivo —ganancia de peso—, sino también sanitario, a
causa probablemente de una disponibilidad proteica mayor, en especial cuando
se suministra en un rango de concentracion de 2% a 4% de la materia seca. Al-
gunas leguminosas, como Lotus corniculatus y L. pedunculatus, han demostrado
sus bondades en la mejora de la digestion y la asimilacion de proteina y en la
respuesta inmune asociada. Una de las ventajas de la incorporacion de estas
especies en la dieta de los rumiantes es la produccion de alimentos de mejor
calidad —con menos residuos quimicos—, lo que estd en consonancia con los
consumidores cada vez mads exigentes que presionan por la produccién de ali-
mentos inocuos y de calidad mayor.

Suplemento de elementos menores en la dieta

Otra herramienta que ha tomado vigencia en la investigacion sobre métodos
de control parasitario es el uso de algunos minerales en la dieta, como cobre,
molibdeno y fosforo, con efectos sobre la poblacion de parasitos internos en el
animal hospedador. Se ha demostrado, por ejemplo, que el suministro de cobre
en la dieta de corderos disminuye la tasa de establecimiento de H. contortus y
Teladorsagia circumcincta en 96% y 56%, respectivamente.

Entre los minerales actualmente en investigacion, el cobre ha demostrado te-
ner propiedades antiparasitarias; no hay que olvidar que el sulfato de cobre fue an-
tiguamente un constituyente tradicional en las preparaciones antihelminticas, pero
fue abandonado cuando aparecieron los modernos y potentes antihelminticos.
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Nueva Zelanda es uno de los paises en donde se ha retomado el interés
por este metal. En un experimento realizado en 1990, se suministraron a los
animales capsulas con particulas de 6xido de cobre, en dosis de 5 mg, que se
liberaban y se alojaban en los pliegues del abomaso, dando como resultado
reducciones de la carga parasitaria de O. ostertagi y H. contortus en 96% y 56%,
respectivamente. Las particulas no tuvieron efecto sobre T. colubriformis, que es
una especie intestinal. Los efectos de una capsula de 2,5 mg persistieron hasta
por tres meses.

DIAGNOSTICO DE LA RESISTENCIA A LOS ANTIHELMINTICOS

La presencia o sospecha de resistencia en el campo empieza a notarse cuando
se observan fallas de los antihelminticos para producir respuesta clinica en los
animales luego de los tratamientos, es decir, cuando los compuestos quimicos
son incapaces de eliminar los parasitos a las dosis terapéuticas recomendadas.
Y lo que comtinmente ocurre es que, antes de que la falla de los antihelminticos
por resistencia sea detectada, la seleccion ya ha ocurrido en los predios.

Sin embargo, no siempre las respuestas terapéuticas bajas son consecuencia
de la presencia de resistencia de los nematodos a un determinado farmaco. Es
necesario tener en cuenta que la reduccion en la eficacia de un medicamento por
causa de resistencia es diferente a la reduccién por variaciones intrinsecas en la
eficacia de los medicamentos, como sucede en las siguientes situaciones:

e Estadios diferentes en el ciclo de vida de los parasitos.

e Diferencias relacionadas con el sexo de los parasitos.

e \Variantes geograficas de una especie de parasitos.

¢ Una misma especie de parasitos en diferentes hospedadores.
e Especies diferentes de pardsitos.

Esto quiere decir que, antes de pensar en resistencia, es necesario tener en
cuenta la forma como se hace, por parte de los productores, el manejo de los
antiparasitarios en las fincas, descartando las fallas terapéuticas que puedan
estar determinadas por las dosis, la frecuencia de los tratamientos y el tipo de
farmaco elegido para el control de los parasitos.

Existen diferentes causas que pueden reflejarse en la disminucién de los
niveles de eficacia de los antihelminticos, entre ellas: el diagnéstico incorrecto
del grado de eficacia, el uso inadecuado de antihelminticos, las subdosifica-
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ciones y la farmacocinética del antiparasitario; se han sefialado como los mas
importantes.

i) Diagndstico incorrecto y uso inadecuado de antihelminticos: pueden ocu-
rrir situaciones en las que un antihelmintico resulte absolutamente ineficaz,
en particular, cuando algunas infecciones producidas por bacterias, virus
o protozoarios o deficiencias de minerales produzcan signos clinicos pa-
recidos a helmintiasis gastrointestinal en rumiantes. Situaciones similares
pueden presentarse cuando se usan inadecuadamente antihelminticos para
enfrentar problemas de larvas hipobidticas, o en fases iniciales de infec-
ciones cuando los animales pastorean en praderas muy contaminadas, en
donde las infecciones y las reinfecciones son la constante permanente.

ii) Subdosificaciones: permiten la sobrevivencia de los homocigotos y heteroci-
gotos resistentes, eliminando s6lo a los homocigotos susceptibles. Esta prac-
tica es quiza la mas comun entre los productores, ya que calculan la dosis con
base en la estimacion del peso promedio de los animales, sin tener en cuenta
las instrucciones de los fabricantes de los medicamentos antihelminticos, y
muchas veces la pistola dosificadora no esta bien calibrada. También suelen
presentarse subdosificaciones en infecciones mixtas por parasitos con dife-
rentes grados de susceptibilidad, pues al utilizar la dosis que mata s6lo a los
mas susceptibles, ésta no acttia frente a otro grupo de parasitos. En general,
las subdosificaciones ocurren por el manejo inapropiado de los farmacos.

iii) Farmacocinética de los antihelminticos: dado que la persistencia de los antihel-
minticos en el organismo de los rumiantes es bastante escasa, la reinfeccion de
los animales desparasitados es rapida, lo que hace pensar en la ineficacia del
medicamento utilizado; se observa también que las diferencias individuales e
interespecificas influyen en la farmacocinética de estos principios activos.

De otro lado, un antihelmintico puede evidenciar una disminucién en su
eficacia por causa de variaciones intrinsecas en su sensibilidad —que debe ser
diferenciada claramente de la resistencia— en las siguientes situaciones:

e Estadio del ciclo de vida del parasito.

e Sexos diferentes.

e Variantes geograficas de las especies.

e La misma especie de parésitos en diferentes hospedadores.

e Diferentes especies de parasitos.
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A causa de la multiplicidad de factores involucrados en el surgimiento y
desarrollo de la resistencia, de la casi nula posibilidad de reversion a la sus-
ceptibilidad y de las limitaciones de diverso orden para desarrollar nuevos
farmacos, es imprescindible llevar a cabo un correcto diagnéstico, para lo
cual es imperativo el uso de técnicas que permitan la detecciéon temprana
de este problema.

Metodologias para la deteccion de la resistencia a los antihelminticos

El conocimiento sobre la presencia de resistencia a los antiparasitarios puede
obtenerse mediante la aplicacion de tres estrategias que, por su complemen-
tariedad, permiten establecer la situaciéon en un pais o region, al tiempo que
pueden servir de base para la toma de decisiones en sectores politicos, acadé-
micos y gremiales. Estas son:

Encuestas

Las encuestas constituyen el primer nivel de conocimiento en una region de la
situacion de resistencia antiparasitaria y reflejan el nivel de percepcién que los
diferentes actores del campo pecuario tienen sobre la resistencia. Estas, junto
con el conocimiento de la prevalencia de la resistencia antihelmintica, eviden-
cian el nivel mas general de la situacién. Un caso ilustrativo de la importancia
de las encuestas en este tema son los resultados revelados en una realizada por
la FAQ, en la que se informa que 151 paises (64,5%) miembros de la Organiza-
cion Internacional de Epizootias (OIE) admitieron tener problemas de resisten-
cia de los ecto y endoparasitos a mas de un antiparasitario.

A pesar de los resultados reveladores de la encuesta, hay que tener en
cuenta que informaciones relativas a la produccion y pérdidas econdmicas
asociadas a la presencia de resistencia no estan disponibles en muchos paises
del mundo y, lo que es mas preocupante, 65% de los paises encuestados re-
porté no haber efectuado este tipo de estudios, de tal manera que los datos
reportados descansan en estimativos y percepciones de los servicios veterina-
rios oficiales de esos paises.

Prevalencia
Conocer la prevalencia de los géneros o especies de nematodos gastrointestinales

de rumiantes, asi como de los antihelminticos involucrados en el problema, cons-
tituye el segundo nivel general de conocimiento de la resistencia. Para ello, se re-
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quiere contar con profesionales entrenados y capacitados en técnicas de deteccion
de resistencia, con técnicas estandarizadas, un buen equipamiento de laboratorios
y un tamaiio adecuado de muestras estadisticamente representativo. En esta direc-
cién, son conocidos los estudios de prevalencia de resistencia antihelmintica en
nematodos de ovinos realizados en Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay, conside-
rados, hasta hoy como los estudios mas grandes realizados a nivel mundial.

Diagnéstico particular

Ante la evidencia clinica de la ineficacia de los antihelminticos, el propietario de
un predio puede solicitar el diagndstico particular con el objetivo es poner en
practica medidas de correccion ante la presencia de resistencia.

Existen varios métodos que se emplean para detectar la presencia de resis-
tencia a los antihelminticos en nematodos gastrointestinales, que se pueden
agrupar en tres tipos: a) pruebas in vivo, de campo o de reduccion del nimero
de huevos en heces, b) bioensayos o pruebas in vitro y c) técnicas de biologia
molecular, altamente sensibles, para la deteccion de frecuencias bajas de genes
resistentes en poblaciones susceptibles a antihelminticos. Las pruebas in vitro de
eclosion de huevos, motilidad larval, desarrollo larval y fijacion a la tubulina, se
han desarrollado basadas en los diferentes mecanismos de accion de los antihel-
minticos (tabla 11).

Independientemente de la metodologia empleada y en aras de recoger eviden-
cias ciertas de la presencia de resistencia, es imprescindible obtener informacion
relacionada con la historia de las vermifugaciones, en la que figure siempre la fre-
cuencia de los tratamientos, el tipo de antihelminticos empleados en los tltimos
cinco afios, las dosis empleadas de los nombres comerciales de los principios acti-
vos, asi como también el manejo de las pasturas y la categoria de los animales.

Las pruebas de la reduccién del hpg, de la eclosién de huevos y de la moti-
lidad larval son las recomendadas por la WAAVP, siendo las usadas mas exten-
samente en este tipo de experimentos. Sin embargo, estas pruebas no tienen
la sensibilidad suficiente para detectar casos de resistencia en poblaciones de
nematodos en que haya varios niveles de resistencia, diferentes potenciales
reproductivos y donde cada especie tenga un patrén particular de resistencia a
un compuesto quimico particular. Asi, por ejemplo, en una poblacién de nema-
todos en la que un porcentaje alto de parasitos esté constituido por individuos
con potencial reproductivo alto y muy sensibles a un farmaco cualquiera y por
un minimo porcentaje de una especie particular con bajo potencial biético,
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Tabla 11. Pruebas in vivo e in vitro usadas en la deteccion de resistencia antihelmintica.

Tipo de

Prueba Espectro prueba Aplicacion Autor (es)
FILELE B BTEREE EeEe £ In vivo PB  General Powers et al., 1982
controlada drogas
RealEsion el GInED eEe £ In vivo PB  General Presidente, 1985
de huevos drogas

Le Jambre, 1976; Coles y
Eclosién de huevos BZD In vitro PB  General Simpkins, 1977; Hunty

Taylor, 1989
Paralisis larval LV In vitro PB Investigacion Martin y Le Jambre, 1979

i . S Gilletal., 1991y

Paralisis larval \Y) In vitro PB  Investigacion D’Assonville et al., 1996
Desarrollo larval BZD, IV In vitro PB Investigacion Coles y Simpkin, 1977

Dieszinallio fatvel BZD,LV  InvitroPB Investigaciéon Taylor, 1990

Desarrollo larval BZD, IV, LV In vitro PB Investigacion Laceyy Snowden, 1988
Desarrollo larval BZD, IV, LV In vitro PB Investigacion Hubert y Kerboeuf, 1992
Fijacion a la tubulina BzD In vitro PQ Investigacion Lacey y Snowden, 1988
Actividad de la estearasa BZD In vitro PQ Investigacion  Sutherland et al., 1990

Roos y Boersman, 1990; Le
Prueba de la tubulina BZD In vitro PG Investigaciéon  Jambre, 1990; Beech et al.,
1994; Elard et al., 1999

PB, prueba bioldgica; PQ, prueba bioquimica; PG, prueba genética; BZD, benzimidazol; LV, levamisol;
IV, ivermectina
Fuente: Jackson y Goop, 2000

pero fuertemente resistente al mismo farmaco, un porcentaje alto de reduccion
de hpg (por ejemplo, 99%) seria indicativo de que el firmaco tiene un nivel de
eficacia alto, aun cuando la especie resistente sobreviva al tratamiento.

Pruebas in vivo

Existen dos técnicas: la prueba de reduccion del conteo de huevos por gramo de
materia fecal (RCH) y la prueba de eficacia antihelmintica controlada (anexo).

Prueba de reduccion del conteo de huevos fecales (RCH)

Es la técnica mas practica y mas utilizada en el mundo para detectar resistencia anti-
helmintica en nematodos y puede emplearse en los tres grupos de antihelminticos.
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Provee una estimacion de la eficacia antihelmintica mediante la comparacién de
recuentos de huevos en heces de animales antes y después de los tratamientos.

Es un método cualitativo simple, que mide la prevalencia de resistencia
antihelmintica en rumiantes, porcinos y equinos, en la que, si los porcentajes
de reduccion de huevos a los 10 y 14 dias postratamiento, son inferiores a 95%,
son indicadores de resistencia. La prueba requiere: i) animales infectados natu-
ralmente, ademas de un grupo de animales de control no tratados, que sirvan
como testigo de los cambios que pueden ocurrir durante el periodo estudiado,
y b) la realizaciéon de coprocultivos para la identificaciéon y la cuantificacion de
los géneros de parasitos involucrados en el fenémeno de la resistencia.

La prueba estd basada en un principio, un prerrequisito y una ventaja. El
principio parte de la habilidad que tienen los antihelminticos para reducir
en mas de 95% el nimero de huevos por gramo de heces, medido a los 10
dias postratamiento, en comparacion con el recuento de hpg el dia del tra-
tamiento. El prerrequisito es el tamafo de los grupos en los que se evalta
un principio activo determinado, que debe ser, al menos, de 10 animales
cada uno, con la conformacién de un grupo control y un promedio de hpg
de los grupos pretratamiento superior a 150. Tiene la ventaja de no requerir
personal altamente calificado para desarrollarla ni de equipos sofisticados
de laboratorio.

La prueba de RCH no detecta niveles bajos de resistencia, pero con ella pue-
de lograrse su valoracion adecuada, cuando se usa conjuntamente con copro-
cultivos antes y después de los tratamientos; esto la habilita como una de las
técnicas mas adecuadas para emplearse en estudios de campo. Una desventaja
de esta prueba es el tamaiio relativamente grande de los grupos requeridos
antes del tratamiento.

El porcentaje de reduccion del conteo de huevos puede determinarse em-
pleando la férmula:
RCH = 100 [ 1- (XT/XC)]

En donde, T y C son las medias aritméticas de los recuentos de huevos a los
10-14 dias en los grupos tratado y control, respectivamente. Esta formula es
avalada por la WAAVP y constituye la prueba estandar en los estudios de resis-
tencia antihelmintica.

Esta prueba tiene las siguientes desventajas:
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e Algunos estados inmaduros de los parasitos que sobreviven al tratamiento
pueden desarrollarse hasta adultos y contribuir en el recuento postra-
tamiento.

e Los resultados de esta prueba se consideran s6lo como una estimacion de
la eficiencia antihelmintica en estas especies, debido a que la excrecion de
huevos no guarda una correlacién estrecha con la carga parasitaria de los
rumiantes. Con algunos nematodos, como Ostertagia spp. y T. colubriformis,
la correlaciéon entre el recuento de huevos en las heces y los helmintos pre-
sentes no siempre es lineal, aunque se ha observado una buena correlacion
entre los recuentos de huevos y las formas adultas de H. contortus. En rela-
cién con Nematodirus spp., los recuentos de huevos son bajos, siendo poca
la correlacién entre éstos y la carga parasitaria de los animales. En cabras,
aunque los recuentos de huevos son por lo general altos, tampoco existe
correlacion entre éstos y la carga parasitaria.

e La necesidad de visitar por lo menos en tres ocasiones los predios que
se evaludan.

e Elrequerimiento de un gran niimero de animales, lo que hace dificil la con-
secucion de fincas con una poblacién animal grande, en particular cuando
se trata de evaluar mas de dos compuestos quimicos.

e Elalto costo para llevar a cabo estos estudios y la insensibilidad relativa de
la técnica, que la hace no confiable para la deteccion de niveles bajos de
resistencia, en particular, si son inferiores a 25%.

e Algunos farmacos, como las avermectinas, pueden ejercer una supresion
o una inhibiciéon temporal en la oviposicion de los parasitos, lo que pue-
de llevar a resultados no confiables del todo. Asi, algunos resultados de
estudios han demostrado que si el intervalo entre los tratamientos y los
recuentos postratamiento es menor de 10 dias, la supresion temporal de
huevos puede llevar a una sobreestimacion de la eficacia, como ocurre
con los benzimidazoles. Para el caso de las ivermectinas, se ha observado
que la supresion temporal de la excrecion de huevos se presenta en el
intervalo de 10-14 dias, mientras que con levamisol lo ha hecho cuando
los recuentos postratamiento se hacen luego de mas de 11 dias, generan-
do, por lo tanto, resultados falsos positivos. Esto sugiere la necesidad de
desarrollar pruebas muy sensibles y capaces de detectar resistencia a las
macrolactonas.
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En este sentido, se sugiere que cuando se usen lactonas macrociclicas, las
evaluaciones postratamiento deben hacerse en los dias 18-20 para evitar re-
sultados falsos positivos. En relacion con el levamisol, puede dar lugar a falsos
positivos, por causa de la maduracion y la oviposicion de los estadios inma-
duros susceptibles, debido a que este medicamento no es activo contra larvas
hipobidticas y presenta algunas veces actividad incompleta contra estadios in-
maduros de algunos nematodos susceptibles, cuando las evaluaciones postra-
tamiento se realizan en periodos superiores a los 7 dias.

¢ La influencia que pueden ejercer en los resultados las condiciones parti-
culares en que se hacen los coprocultivos, pues, dependiendo de éstas, se
puede favorecer el desarrollo de unas especies sobre otras, como puede
ocurrir con los parasitos con potencial reproductivo alto, como H. contor-
tus, que puede influenciar los resultados de manera dramatica.

Sin embargo, algunos autores han empleado en sus ensayos distintos mé-
todos para el calculo y la interpretacion de los resultados del rcH, observando,
por una parte, que los métodos pueden influir en la toma de decisiones acerca
de la continuidad o no del uso de un antihelmintico particular en una fincay,
por otra, que los resultados de la eficacia de un antihelmintico pueden variar,
dependiendo de los procedimientos matematicos utilizados.

En ese sentido, se ha hecho uso de la férmula:
RCH = 100 [1-(T/T, xC/C)

En donde, T y C son los promedios aritméticos o geométricos de hpg de los
grupos control y tratado, y los subindices 1 y 2 designan los recuentos antes
y después de los tratamientos, respectivamente. Existe controversia acerca de
cual de los promedios es el mas adecuado como medida de la tendencia central
para el calculo de la resistencia.

El empleo de la féormula anterior incide en la determinacion de los resul-
tados, lo que ha generado desacuerdos cuando son reportados, en particular,
cuando los célculos dependen del uso de promedios aritméticos o geométricos.
Lo mismo ocurre cuando se incluyen los recuentos de hpg antes del tratamien-
to de los grupos control y tratado.

Al respecto, algunos autores consideran que el método de los promedios
geométricos es mas apropiado que el de los aritméticos, a pesar de la critica
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a este dltimo, dada la deduccion de las comparaciones entre laboratorios. Asi
mismo, otros informan que, no obstante la mayor utilizacion de los prome-
dios aritméticos en los calculos de eficacia antihelmintica, existen razones para
preferir los promedios geométricos. En este sentido, la WAAVP recomienda el
empleo de los promedios aritméticos, ya que provee una mejor estimacion de
la excrecion de huevos de los parasitos, es mas facil de calcular y es una medida
mas conservadora de la eficacia antihelmintica.

En este contexto, la literatura reporta el uso de dos formulas en las que se
combinan los promedios aritméticos y geométricos, con el objeto de observar
diferencias o no en los resultados. Las siguientes son las combinaciones:

e Método 1: RCH = 100 [1-(T/C,)], en la que hacen uso de la media arit-
mética de los conteos de hpg de los grupos tratado (T,)y control (C,), a los
10-14 dias postratamiento.

e Método 2: RCH = 100 [1 - (T/T,)], en la que se utilizan los promedios
aritméticos del hpg del grupo tratado después del tratamiento (T,)y antes
del tratamiento (T )

e Método 3: en éste la evaluacion se hace antes y después de los tratamientos, ast:
RCH =100 [1-(T/T)x(C/C)

En donde, T,y T, son los promedios aritméticos del hpg antes y después de
los tratamientos y C, y C, los promedios aritméticos antes y después de los
tratamientos de los grupos controles no tratados.

e Método 4: emplea la féormula anterior, pero la diferencia radica en que en
éste se hace uso de la media geométrica. En este caso, los valores de los
recuentos de hpg deben previamente transformarse [y = log (conteo de
hpg + 1)] para calcular la media geométrica.

Esto quiere decir que los métodos disponibles para la deteccion de la resistencia
son numerosos, aunque el método mas recomendado es el que incluye los recuentos
de hpg antes y después de los tratamientos de los grupos control y tratados.

Prueba de eficacia controlada

Esta prueba se fundamenta en la comparacion del niimero de nematodos gas-
trointestinales adultos que tienen los animales tratados y los controles luego
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de ser sacrificados y necropsiados. A pesar de ser una prueba bastante sensible,
siempre y cuando se usen dosis adecuadas de antihelminticos de comprobada
eficacia, es de poco uso por lo costosa que resulta en términos de laboriosidad,
tiempo y costos.

Pruebas in vitro

Existen diferentes pruebas in vitro, pero casi todas se emplean para propdsitos de
investigacion. El empleo de estas técnicas permite cuantificar el nivel de resisten-
cia, require personal altamente capacitado y muchas veces equipos de laboratorio
costosos. Como es usual que las infecciones de campo sean multiespecificas, para
evitar errores en la interpretacion de los resultados la técnica requiere infeccio-
nes monoespecificas, lo mismo que el mantenimiento en el laboratorio de cepas
de parasitos susceptibles y resistentes a los antihelminticos. La tabla 12 muestra
las pruebas in vitro mas usadas para la deteccion de resistencia antihelmintica.

Las pruebas in vitro disponibles, como la de eclosién de huevos y la moti-
lidad larval (anexo), son de uso limitado por las inconsistencias en la interpre-
tacion de los resultados y por la necesidad de mantener cepas susceptibles y
resistentes. Entre las pruebas in vitro, la de desarrollo larval es la mas sensible
para la determinacion de resistencia al tiabendazol y al levamisol.

La prueba de eclosion de huevos se emplea para detectar resistencia a los
benzimidazoles. Se basa en la propiedad ovicida de estos compuestos quimicos
y en la capacidad de los huevos provenientes de cepas resistentes para embrio-
nar y eclosionar frente concentraciones mas altas que las cepas susceptibles.
Comparada con la prueba de RCH, es mds rapida y econdémica, pudiendo em-
plearse en pruebas de campo, aunque no detecta resistencia cuando su porcen-
taje en las poblaciones de campo es inferior a 25%.

Tabla 12. Pruebas in vitro para el diagndstico de resistencia antihelmintica.

Prueba Para detectar resistencia a

Eclosion de huevos Benzimidazoles, levamisol/morantel
Paralisis de huevos Levamisol/morantel

Paralisis larval Levamisol/morantel

Unién a la tubulina Benzimidazoles

De desarrollo larval Todos los grupos quimicos

Fuente: FAQ, 2004
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La prueba de desarrollo larval se emplea para detectar resistencia a los
tres principales grupos quimicos y se fundamenta en la capacidad que tienen
los huevos de cepas resistentes para desarrollarse hasta larvas L3 cuando
se enfrentan a diferentes concentraciones de antihelminticos. Por causa de
dificultades en su desarrollo, no se emplea como diagnéstico rutinario en
condiciones de campo.

Comparadas con las pruebas in vivo, las pruebas in vitro presentan las si-
guientes ventajas y desventajas:

e Son menos costosas que las pruebas in vivo debido a que requieren una
sola visita a las fincas y no son necesarios animales para mantenimiento y
alimentacion.

e Requieren mantener en el laboratorio cepas de referencia susceptibles y re-
sistentes, razon por la cual estas pruebas son para fines de investigacion.

e Requieren personal altamente capacitado para realizar las técnicas.

e Requieren infecciones monoespecificas para evitar errores en la interpreta-
cion de los resultados, dificultandose su empleo para el diagnéstico de la
resistencia en el campo.

Prueba de motilidad y pardlisis larval

La prueba se fundamenta en que algunas drogas, como el levamisol, el piran-
tel y el morantel, actian produciendo paralisis de los parasitos. La prueba
permite discriminar entre cepas susceptibles y resistentes mediante la esti-
macién de larvas infectivas L3 paralizadas después de haber sido incubadas
en un rango de concentraciones de levamisol y morantel. Esta prueba se ha
desarrollado para medir la motilidad de Ostertagia spp y Haemonchus spp. Las
larvas de los parasitos se exponen durante 24 horas a diferentes concentra-
ciones de una determinada droga; posteriormente se les mide el grado de
motilidad en un medidor de micromotilidad. Esta prueba tiene la desventaja
de la subjetividad en la medicion para definir si una larva esta paralizada o
no. Ademas, se informa que muchas veces se obtienen curvas atipicas de
dosis-respuesta.

De otro lado, y a pesar de la relativa facilidad para desarrollar esta técnica,
las larvas deben obtenerse rapida y adecuadamente. Las diferencias encontra-
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das en cuanto a la repeticién de la prueba se atribuyen a la edad de las larvas. Es
importante tener en cuenta la dificultad en la interpretacion de los resultados:
por ejemplo, si el antihelmintico se adiciona muy temprano a la suspension de
huevos, el desarrollo de éstos no sera suficiente, y si la adicion del antihelminti-
co se hace muy tarde, entonces el medicamento no actda. Con el fin de mejorar
la prueba, se le han hecho varias modificaciones.

Prueba de eclosion de huevos

Se desarroll6 en 1976 para detectar resistencia a los benzimidazoles. Tiene
como fundamento el hecho de que los benzimidazoles impidan la embriogé-
nesis y la eclosion de los huevos y, por lo tanto, la produccién de los estados
de vida libre de los helmintos; cuando los nematodos son resistentes, son re-
fractarios al efecto ovicida de los benzimidazoles. La técnica permite diferen-
ciar cepas susceptibles de parasitos resistentes a benzimidazoles y levamisol.
Es una prueba mas rapida y econémica que la prueba de reduccion de hpg y
es un buen método para evaluar la susceptibilidad de poblaciones mixtas de
nematodos.

El fundamento de la prueba es determinar el porcentaje de huevos que no
eclosionan cuando se enfrentan a diferentes concentraciones de un antihelminti-
co, comparado con una solucién de huevos control. La robustez de la prueba esta
en relacion con el uso de huevos frescos, pues los benzimidazoles solo acttian en
la primera fase de desarrollo de los huevos; cuando éstos han embrionado, se
disminuye la susceptibilidad a estos compuestos, obteniéndose resultados falsos
positivos. Por esta razoén, la recomendacién es usar huevos que no hayan supera-
do las tres horas de haber sido excretados. La técnica se comporta bien cuando
se trabaja con especies de nematodos que eclosionan rapidamente.

A causa de las modificaciones que se le han hecho a la técnica y a que se
usen diferentes cepas susceptibles, se dificulta la comparacion de resultados
entre laboratorios. Asi mismo, por las dificultades propias de la prueba, su uso
es limitado en ensayos de campo.

En general, la prueba consiste en incubar huevos de nematodos no desarro-
llados en una serie de concentraciones de benzimidazoles, durante 48 horas,
a 25-27 °Cy 80% de humedad relativa, para luego determinar el porcentaje de
huevos que eclosionan. El porcentaje de huevos que se desarrolla y/o embriona
se corrige con base en la mortalidad natural de los controles no tratados, y los
datos se someten al analisis probit, para el cdlculo de LC, . Se debe realizar el
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cultivo de larvas hasta larvas L3 de los huevos eclosionados, para identificar los
géneros de parasitos involucrados en la resistencia.

Prueba de fijacion a la tubulina

Esta prueba tiene como fundamento el mecanismo de accién de los antihelminti-
cos. Como el mecanismo de accion de los benzimidazoles esta relacionado con la
disminucién de la afinidad de los receptores de la tubulina a estos compuestos, la
técnica se ha desarrollado para evaluar su grado de unién a la tubulina.

El desarrollo de la prueba requiere la incubacién de un extracto crudo de
tubulina de pardasitos adultos, de larvas infectivas o de huevos con un benzimi-
dazol marcado con tritio, hasta alcanzar un equilibrio. La porcién de farmaco
que queda libre en la suspension se remueve con carbén vegetal y se mide el
complejo benzimidazol tritiado-tubulina en un contador de centelleo liquido.
Los extractos de tubulina de parasitos resistentes se unen mucho menos a la
droga que los de parasitos susceptibles. La prueba tiene la ventaja de estar
estandarizada, facilitdindose la comparacién de resultados entre laboratorios
con mas confianza que con otras pruebas in vitro. Ademas, tiene otras ventajas,
como ser rapida, robusta, sensible y reproducible.

Sin embargo, su principal desventaja es que requiere un equipamiento de
laboratorio bastante costoso y personal altamente especializado y entrenado.

Prueba de desarrollo larval

Consiste en incubar huevos de nematodos en pozos de una placa de multi-
pozos que contienen un medio nutritivo para que los huevos se desarrollen
y las diferentes concentraciones de antihelmintico en diluciones seriadas. Se
debe preparar un pozo de control que contenga solamente medio nutritivo.
Los huevos se dejan desarrollar hasta larvas infectantes del tercer estadio, para
luego ser examinadas e identificadas. Aunque se ha desarrollado con éxito esta
prueba usando benzimidazoles, no ocurre lo mismo con el levamisol y la iver-
mectina, pues no producen curvas normales de dosis-respuesta. Sin embargo,
esta prueba tiene dos ventajas: provee una correlacion directa entre la eficacia
de la droga in vivo e in vitro, requiriendo tan solo una visita a la finca y posibilita
la identificacion, por la morfologia de larvas, de los géneros involucrados en la
resistencia. Otras ventajas adicionales son que permite diagnosticar resistencia
simultaneamente a mas de un antihelmintico, como benzimidazoles, levami-
sol, avermectinas/milbemicinas, y combinar de drogas, como benzimidazoles y
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levamisol. Ademads, es la prueba mas empleada para el diagnostico de resisten-
cia en campo.

De todas las pruebas desarrolladas, la ideal para detectar de manera inequi-
voca estados de resistencia es la evaluacion post-mortem de animales tratados
y no tratados, que permite determinar con exactitud las especies y estados de
desarrollo de los parasitos, asi como la susceptibilidad o resistencia a los com-
puestos ensayados. Pero razones de diversa indole, como sus costos elevados,
esta prueba es poco utilizada. Sin embargo, tanto las pruebas in vivo como las
pruebas in vitro tienen desventajas en términos de costo, aplicabilidad e inter-
pretacion y reproducibilidad de los hallazgos.

En la actualidad, se estd trabajando para desarrollar métodos de deteccion
muy sensibles basados en biologia molecular, como las sondas de DNA, que per-
mitirdn detectar genes de resistencia de muy baja frecuencia en poblaciones apa-
rentemente susceptibles. Con el empleo de la técnica de PCR (reaccién en cadena
de polimerasa) se detect6 el primer individuo resistente en una poblacién parasi-
taria por medio de la genotipificacion de numerosos pardsitos. La misma técnica
permite identificar larvas o pardsitos resistentes (rr) o susceptibles rSy SS.

Diagnostico molecular

Permanentemente se afirma que es necesario mantener la eficacia de los an-
tihelminticos en zonas donde la resistencia no haya aparecido y, para evitar
posteriores selecciones de resistencia, donde haya hecho presencia. Sin em-
bargo, tal afirmacion es posible sélo si existieran herramientas adecuadas
disponibles para el diagnostico de este problema, pues las pruebas in vivo son
costosas y laboriosas, mientras que las pruebas in vitro de desarrollo larval y
de eclosion de huevos, aunque son, de lejos, menos laboriosas que las pri-
meras, se emplean principalmente en estudios de prevalencia, en particular
en estudios de resistencia a los benzimidazoles. De otro lado, las pruebas
desarrolladas para evaluar el pirantel y las lactonas macrociclicas tienen el
inconveniente de la ausencia de sensibilidad y la escasa correlacion con la
prueba in vivo de RCH.

Para superar estas limitaciones, las herramientas moleculares abren nue-
vas perspectivas para la investigacion sobre resistencia a los antihelminticos.
Con este fin se han desarrollado varios protocolos de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), mds consistentes y sensibles cuando se usan para investigar
parasitos individuales. Se emplea esta técnica para detectar la mutacion que
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ocurre en el gen de la B-tubulina, causante de la resistencia a los benzimidazo-
les. Tiene, hasta ahora, la desventaja de que la consistencia de los resultados
depende de la representatividad del nimero de muestras (100), lo que la hace
costosa y limita su uso a estudios epidemiolégicos.

En general, puede afirmarse que, por causa de las dificultades para el desarrollo
de estas técnicas, las recomendadas para el diagnostico de resistencia antihelminti-
ca son las pruebas de RCH, la de eclosion de huevos y la de motilidad larval.

RECOMENDACIONES PARA UN MEJOR USO DE LOS ANTIHELMINTICOS

El éxito de los tratamientos con antihelminticos tiene que ver con ciertas prac-
ticas relacionadas con el manejo de los antiparasitarios y de los rumiantes.
Resultados de estudios han demostrado que la adopcion de ciertas practicas
puede maximizar la accion de los farmacos, llevando a que un ndmero mayor
de parasitos puedan ser eliminado y, por lo tanto, a una contaminacién menor
de las pasturas. La atencion debe centrarse en los siguientes puntos:

a. Poner la jeringa o pistola dosificadora sobre la lengua. Es importante que el an-
tihelmintico llegue al sitio correcto, en donde se encuentran los parasitos
objeto de control. Una dosificaciéon recomendada y aplicada de acuerdo con
el peso del animal puede verse reducida si el medicamento no llega al sitio
adecuado. Los medicamentos orales, como los benzimidazoles, deben ir
directamente al primer estdmago, o rumen, para que puedan liberarse len-
tamente y pueda obtenerse una exposicion prolongada. Si el medicamento
se coloca en la parte anterior de la lengua, se puede estimular el surco eso-
fagico, permitiendo el by-pass del rumen y reducir el tiempo de duracion del
medicamento necesario para eliminar los parasitos.

b. Reducir el consumo del alimento antes de la vermifugacion. Se ha demostrado
que la reduccién del consumo de alimentos 24 horas antes de la vermifuga-
cién disminuye el flujo del contenido intestinal desde el rumen, con lo que
se obtiene una permanencia mayor del vermifugo y una mayor eficacia en la
eliminacion de los parasitos.

La recomendacioén es separar por la mafiana los animales programados para
los tratamientos y proveerles minimas cantidades de alimento o ninguna, per-
mitiéndoles solo el acceso al agua durante el resto del dia y la noche; se ver-
mifugan la mafiana siguiente y no se les permite el acceso al alimento hasta 6
horas después de la vermifugacion, con lo que se consigue el efecto maximo. Si

RESISTENCIA A LOS ANTIHELMINTICOS EN NEMATODOS DE RUMIANTES Y ESTRATEGIAS PARA SU CONTROL 1 1 3



bien es una practica que no resulta facil de implementar en los sistemas de pro-
duccién ganaderos, debe convencérseles con la demostracion de las bondades
de esta practica al comparar los resultados de este grupo —que debe evidenciar
recuentos menores de hpg en el monitoreo parasitolégico— con el grupo de
animales que se vermifugé en forma tradicional.

C.

Usar la dosis recomendada. El uso de dosis ajustadas a las recomendaciones
de los fabricantes permite que las drogas permanezcan en el animal duran-
te un tiempo determinado. En lo posible, no se debe duplicar la dosis, atin
bajo sospecha de resistencia. Si el nivel de eficacia del antihelmintico se
nota disminuido por resistencia diferente al levamisol, en vez de duplicar
la dosis es preferible aplicar dos tratamientos, a las dosis recomendadas y
separadas por un intervalo de 12 horas. Es ideal, si fuera posible, combinar
este método con una disminucién del alimento antes del tratamiento.

Conclusiones

El uso exclusivo de antihelminticos para el control de los parasitos gas-
trointestinales de los rumiantes ha demostrado no ser sustentable, con el
agravante que el uso indiscriminados de estos insumos quimicos ha con-
ducido al surgimiento de la resistencia en las poblaciones de nematodos
gastrointestinales de estos animales.

La resistencia a los antihelminticos es preadaptativa, ocurre por medio de
mutaciones en los genes y es heredable. No obstante su naturaleza genéti-
ca, su causa es multifactorial, y su desarrollo depende de factores operacio-
nales, bajo control humano, y de factores internos propios del parasito.

De los factores que contribuyen al desarrollo y la extension de la resistencia,
la proporcién de la poblacion de parasitos que permanece en refugio en las
pasturas es considerada la de mayor importancia para su desarrollo.

La resistencia puede diagnosticarse empleando técnicas in vivo e in vitro.
De las distintas técnicas existentes en la actualidad, ninguna es lo suficien-
temente sensible, por lo que se dificulta detectarla antes de que 25% de
nematodos sea resistente. Por esta razon es dificil predecir la aparicion de
la resistencia, asi como implementar las medidas iniciales para controlarla
antes de que lleque al nivel sefialado.

El control de la resistencia requiere el disefio y la implementacién de dife-
rentes estrategias que puedan integrarse bajo el enfoque del control inte-
grado de parasitos.
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e La mayor documentacién existente sobre la resistencia antihelmintica co-
rresponde a la especia ovina. El problema se ha extendido hasta convertir-
se en la principal amenaza para el control de la mayoria de las especies de
nematodos parasiticos de esta especie.

e En bovinos, el problema de la resistencia es mucho menos severo, segtin
los escasos reportes conocidos hasta ahora. Sin embargo, el problema exis-
te ya en esta especie, siendo Colombia uno de los paises en donde este
problema se ha hecho presente. Es posible que estas diferencias en la pre-
valencia de la resistencia entre estas dos especies obedezca a los pocos
estudios llevados a cabo en la especie bovina, por una parte, y a diferencias
intrinsecas de estas especies y de manejo, en particular las relacionadas
con el control de los parasitos.

RECOMENDACIONES

1. Llevar a cabo un estudio, inicialmente a través de encuestas, para conocer
la prevalencia en el pais de la resistencia a los antihelminticos.

2. Efectuar estudios y diagnésticos de la resistencia antihelmintica en diferen-
tes sistemas de produccién ganaderos y en varias regiones de Colombia, en
particular, en los sistemas de produccion de carne y de doble propdsito.

3. Hacer uso de metodologias con técnicas moleculares para confirmar los
hallazgos iniciales y posteriores en Colombia.

4. El pais requiere de una institucionalidad fuerte en la parte de transferencia
de tecnologia, que le permita a los ganaderos incorporar en sus sistemas de
produccion practicas adecuadas para el control de los parasitos gastrointes-
tinales y buenas practicas de manejo de medicamentos veterinarios, ya que
es probable que falten muchos afnos para que las estrategias que se sefalan
como herramientas fundamentales en la lucha contra los parasitos entren
en el mercado con posibilidades de éxito.

5. Dirigir esfuerzos a la capacitacion adecuada a los médicos veterinarios con
el fin de emplear racionalmente los antiparasitarios en las fincas y de crear
la necesidad de los monitores parasitoldgicos y de resistencia.
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Capitulo III

Alternativas no quimicas de control:
el control biol6égico







Los parasitos internos del ganado causan enfermedades parasitarias, oca-
sionando pérdidas en la industria ganadera por los efectos adversos que
producen en los bovinos, no obstante el formidable logro obtenido gracias
al descubrimiento y desarrollo de drogas antihelminticas. Estos endopara-
sitos reducen la ganancia de peso y la produccién de leche y/o carne, en
particular, en regiones tropicales como Colombia, en donde las condiciones
ambientales, como humedad y temperatura, son éptimas para su desarrollo
y supervivencia.

Para contrarrestar los perjuicios ocasionados por los parasitos gastroin-
testinales, la mayor parte de los ganaderos ha empleado por lo general, y de
manera indiscriminada, medicamentos antihelminticos; practica que se ha
facilitado por la existencia de una gama variada de compuestos antihelmin-
ticos de amplio espectro y alta eficacia. Infortunadamente, el uso irracional
de estas eficientes sustancias quimicas ha llevado a inconvenientes como:
1) aparicion de resistencia a los antihelminticos en las poblaciones de ne-
matodos, 2) efectos ecotdxicos, en particular, en los organismos no blanco
en el ambiente, como la microfauna benéfica del estiércol, y 3) presencia
de residuos de estas sustancias quimicas en productos de origen animal,
principalmente en la leche.

Este problema, aunado a: el surgimiento de la resistencia de los parasitos
a los antihelminticos, a las cada vez mayores exigencias de los consumidores
para la produccién de alimentos con minimos niveles de residuos quimicos y
de la generacién de un impacto ambiental negativo menor en los procesos de
produccién de estos alimentos, ha estimulado la busqueda y el desarrollo de
métodos alternativos no quimicos de control, con el objeto de minimizar el uso
de antihelminticos e implementar esquemas de control de endoparasitos del
ganado tendientes a producir alimentos inocuos y de mayor calidad.

Entre las alternativas no quimicas de control en investigacion se desta-
can actualmente: el desarrollo de vacunas, la seleccién de animales resis-



tentes mediante la identificacién de marcadores moleculares asociados a la
resistencia genética de los hospedadores a los endoparasitos y el control
biolégico, entendido éste como la identificaciéon y el uso de enemigos natu-
rales para el control de las formas de vida libre de los nematodos gastroin-
testinales en las pasturas, entre los que se encuentran los hongos nemato-
fagos. Si bien estas herramientas tienen estados de desarrollo diferentes, el
control biolégico constituye hoy la posibilidad mas segura y eficiente para
el control de los nematodos gastrointestinales de rumiantes en las prade-
ras, cuyo desarrollo ha tenido un incremento notable en la Gltima década,
toda vez que se ha pasado de las observaciones y las experimentaciones en
los laboratorios a los experimentos en campo.

El interés y el progreso en el desarrollo de estas estrategias han aproxima-
do mucho la posibilidad de introducir el control biolégico en el marco de un
esquema integrado para reducir el uso de los antihelminticos. Sin embargo,
el gran potencial de esta alternativa de control parasitario dependerd, en un
futuro, del interés comercial de la industria farmacéutica y de los precios, que
deben ser competitivos con los medicamentos antihelminticos disponibles en
la actualidad.

CONTROL BIOLOGICO

El control biol6gico se define como el uso de microorganismos vivos in-
troducidos en un medio ambiente para el control de los parasitos gastro-
intestinales del ganado, reduciendo las poblaciones parasitarias a niveles
que no produzcan problemas clinicos en los animales ni ocasionen pér-
didas econémicas en los sistemas de producciéon ganaderos. Una gama
amplia de microorganismos se ha estudiado como potenciales agentes de
control biolégico de parasitos, entre los cuales se encuentran bacterias,
hongos, protozoos, nematodos, artropodos, escarabajos de heces de ani-
males y lombrices de tierra.

El control biolégico debe basarse en la utilizaciéon de agentes bidticos
naturales de los agroecosistemas de Colombia, a partir de los cuales se
puedan elaborar preparados comerciales, para evitar la introduccién de
microorganismos de otras latitudes que puedan competir con los autécto-
nos y producir desequilibrios ambientales y reduccién de la eficacia para
el control de endoparasitos. La seleccion de estos microorganismos para
que puedan ser empleados comercialmente debe basarse en las siguientes
caracteristicas: a) buena capacidad de produccién industrial del hongo, b)
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competir comercialmente con los medicamentos disponibles en el mercado,
en relacion a costos de producciéon y tiempos de sobrevivencia del organis-
mo en las formulaciones comerciales, c) ofrecer seguridad para producto-
res, consumidores, animales tratados y el ambiente y d) ser efectivo en el
control del organismo objetivo.

El objetivo del control biolégico es profildctico o preventivo, constitu-
yéndose en la herramienta mas promisoria en el futuro cercano para con-
trolar, de manera sostenible, el parasitismo gastrointestinal de los bovinos,
especialmente si se tienen cuenta, por un lado, los desarrollos logrados en
la dltima década y, por otro, la desventaja que tiene el uso de productos
quimicos por la acumulacién de residuos téxicos en los productos de ori-
gen animal. Como herramienta no quimica de control, su empleo permitira
evitar o retardar la apariciéon de resistencia en las poblaciones parasitarias,
siendo los hongos los organismos con que se ha continuado la exploracién
de esta herramienta de control.

Hongos nematofagos

El descubrimiento de los hongos con habilidades para atrapar nematodos
se inicié en 1888, cuando se observo por primera vez que el hongo Artrho-
botys oligospora infectaba a parasitos de plantas y animales. Los hongos ne-
matoéfagos constituyen una variedad de microorganismos que se caracteriza
porque atrapa, infecta y se alimenta de nematodos; son habitantes naturales
del suelo y pueden aislarse de heces de animales, suelo y material vegetal en
descomposicion.

Estos microorganismos son taxonémicamente diferentes y tienen habili-
dades para atrapar nematodos y usarlos como nutrientes, lo que los ha hecho
interesantes en el campo de la investigacion de las herramientas de control
alternativo de endopardsitos de rumiantes y otras especies. Dependiendo de
su modo de infectar nematodos, se han agrupado en:

a) Atrapadores de nematodos o predadores, que desarrollan sofisticadas es-
tructuras hifales, como dedos adhesivos (foto 4a), redes, protuberancias,
ramas, anillos constrictores y no constrictores (foto 5), con los que los ne-
matodos son atrapados por adhesién o de forma mecanica (foto 4b). Entre
los principales representantes de este grupo estan: Arthrobotis oligospora, A.
conoides, A. musiformis y A. superba.
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Foto 15. Dedos adhesivos desarrollados como estructuras
de atrapamiento de nematodos.

Foto 16. Larva infectiva de nematodo atrapado mediante dedos adhesivos.
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Foto 17. Larva infectiva de nematodo atrapado por un hongo mediante anillos.

Endoparasitos, que se caracterizan por atacar nematodos mediante esporas
que pueden adherirse a la superficie de las larvas o ser ingeridas por éstas,
como son los hongos Catenaria auxiliaris y Lagenidium spp..

Parasitos de huevos y hembras que destruyen los huevos directamente por
penetracion e infeccion o indirectamente, causando disrupciones en las lar-
vas o embriones contenidas en los huevos; el hongo parasito de huevo mas
conocido es Paecilomyces lilacinus.

Hongos productores de toxinas, con la facultad de inmovilizar a sus victi-
mas a través de la formacion de toxinas en las estructuras de sus hifas antes

de la penetracién; entre estos figura, por ejemplo, Pleurotus ostreatus.

Estos hongos presentan algunas ventajas que pueden ser aprovechadas

para utilizarlos como agentes de control biolégico. Entre éstas se destacan:
i) tienen un ciclo de vida corto y alta capacidad reproductiva; ii) algunos
son especificos, como los endoparasitos; iii) producen esporas de resisten-
cia o quedan en fase saprofitica en ausencia de hospedadores; iv) no son
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patégenos para los seres humanos, y v) reducen, en vez de eliminar, las
poblaciones parasitarias, constituyéndose esto en un estimulo permanente
de respuestas inmunoloégicas de los animales en contra de los parasitos. Sin
embargo, es necesario identificar aquéllos que sean patégenos agresivos
de los nematodos y capaces de identificar e infectar eficientemente a los
organismos blanco.

Existen mas de 200 especies de hongos atrapadores de nematodos, que
pertenecen a distintos géneros como: Arthrobotys, Dactylaria, Dactyella, Dudding-
tonia, Monacrosporium, Genicularia, Dactylariopsis y Harposporium. Entre éstos se
destaca Duddingtonia flagrans por ser el hongo que ha demostrado tener mayor
habilidad para atrapar nematodos, ya que destruye larvas de pardsitos tricos-
trongilidos en heces de animales y no sufre alteraciones luego de pasar a través
del tracto gastrointestinal de los rumiantes. Esta caracteristica se debe a su
produccién de esporas resistentes, que posteriormente germinan y se extien-
den por toda la materia fecal fresca para atrapar larvas en movimiento antes de
que éstas migren a las pasturas. Este comportamiento pone de manifiesto el
gran potencial de estos hongos para ser utilizados en formulaciones biolégicas
tendientes al control de endoparasitos del ganado.

Foto 18. Clamidiospora y conidios de un hongo nematéfago.
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Una de las caracteristicas de los hongos nemato6fagos usados como an-
tagonistas naturales es que éstos no actian sobre los estados parasiticos
de los nematodos sino contra las formas libres (larvas L3) de éstos en el
estiércol que se encuentra en las praderas, disminuyendo asi la fuente de
infeccion de los hospedadores sin ocasionar efectos negativos en el ambien-
te, situacion que no ocurre con el uso de compuestos quimicos. Aparte de
estas habilidades nematéfagas, los microorganismos que se utilicen como
agentes de control biolégico deben tener especificidad de accion, alta ca-
pacidad reproductiva y soportar las condiciones ambientales locales en las
que se lleva a cabo el control.

En un futuro cercano, el control biol6gico, si se integra a otras estrategias,
constituird una importante herramienta por tener las ventajas siguientes: dis-
minucion del desarrollo de la resistencia a los antihelminticos, que es hoy uno
de los principales agravantes del problema de los parasitos gastrointestinales
en rumiantes; reduccion de problemas sanitarios en la salud publica derivados
de la ingestion de residuos medicamentosos a través de los productos de ori-
gen animal, en particular, de leche y/o carne; minimizacion de la ecotoxicidad,
es decir, de la acciéon toxica que muchos residuos antiparasitarios, como las
avermectinas, tienen sobre una variedad de agentes vivos que actian en el
ambiente como controladores biol6gicos, y contribucién a la prolongacién de
la vida util de los compuestos quimicos, que constituyen una herramienta para
combinar en la estrategia del control integrado de parasitos.

Basados en los descubrimientos de las potencialidades de estos microor-
ganismos, la actividad cientifica en los tltimos diez afos ha sido intensa en
Dinamarca, Australia, México, asi como en Brasil y Argentina, en Suramérica, y
ha estado dirigida a explorar el potencial atrapador de nematodos que tienen
algunos microhongos, como D. flagrans. Se han reportado aislamientos de D.
flagrans en Australia, Canad4, Dinamarca, Estados Unidos, Francia, India, Ingla-
terra, Malasia, México y Rusia.

Los primeros estudios en que se utilizaron hongos como control biol6gico
de parasitos gastrointestinales de animales se realizaron en Francia hace un
siglo; en ellos se demostroé la capacidad predadora de estos microorganismos
sobre larvas infectantes de Strongyloides papillosus y Bunostomum phlebotomum
en pruebas in vitro e in vivo. Sin embargo, el desarrollo farmacolégico de los
antihelminticos de amplio espectro y de altos niveles de eficacia produjeron un
estancamiento en esta linea de investigacion; de no ser asi, los desarrollos en
este campo serian probablemente superiores en la actualidad.
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En la actualidad, se estan haciendo esfuerzos para reanudar la investigacion
en esta temadtica en diversas partes del mundo, como en México, pais en el que
se evaluaron dos cepas de D. flagrans, una mexicana y otra francesa, en un culti-
vo en harina de maiz agar con larvas Panagrellus redivivus; se observaron reduc-
ciones de larvas de 98,9% con la cepa mexicana y de 97,7% con la cepa francesa.
En el mismo pais se evalu6 el porcentaje de reduccion de larvas de Haemonchus
contortus en pastos, mediante la administracion oral de conidias de Dactylaria
sp., Arthrobotis oligospora y conidias de D. flagrans a ovejas, observandose que
D. flagrans era el microorganismo con mayor habilidad para reducir larvas de
nematodos de H. contortus.

Asi mismo, en Francia se conocieron también reducciones de larvas de
nematodos en praderas superiores al 90%, al evaluar D. flagrans en ovejas
experimentalmente infectadas con Trichostrongylus colubriformis y Telador-
sagia circuncimta. Resultados similares relacionados con esta habilidad del
mismo hongo se han obtenido y reportado por parte de muchos investiga-
dores en otros paises.

En relaciéon con el potencial reproductivo de D. flagrans, se ha reportado
que la tasa de produccion de esporas de este hongo, en temperaturas 6ptimas
de 30 °C, es 700-800 trampas/cm? en dos dias, cuando se les induce con 20
larvas 1.3 de nematodos por centimetro cuadrado en agar, informandose tam-
bién que el nimero de esporas requeridas para el control adecuado depende
de la especie animal. Asi, por ejemplo, se menciona que dosis diarias de 10°
clamidosporas de D. flagrans por kilogramo de peso en terneros redujeron sig-
nificativamente las infestaciones en las praderas y, por lo tanto, los niveles de
infeccion, mientras que otros informes sefalan un control efectivo de larvas
de H. contortus en heces de ovejas dosificadas diariamente con 2,5x10%5,0x10°
esporas/kg de peso. En este mismo sentido, se han observado reducciones por
encima del 90% de larvas L3 de H. contortus, al emplear dosis de 1x10° clami-
dosporas de D. flagrans en ovejas, sugiriéndose el uso de este hongo como una
alternativa promisoria de control biolégico.

Son conocidos otros estudios en los que se informa que dosis de 2x10°
esporas/kg de peso han reducido eficientemente la transmision de larvas L 3 de
ciatostoma equina en pastos cercanos a las porciones fecales durante un afio.
Otras especies de hongos han demostrado buenas habilidades para el control
de larvas de nematodos de pardsitos gastrointestinales de rumiantes, pero con
la desventaja, hasta ahora, de alterarse durante su paso por el tracto gastroin-
testinal de estos animales.
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Hay que destacar que tanto en las especies bovinas como en las ovinas se
han producido resultados interesantes al utilizar D. flagrans, a pesar de que en
algunos trabajos con ovinos los resultados hayan sido bastante variables, sin
que se den razones que expliquen esta situacion; no obstante, se menciona que
estas diferencias pueden estar relacionadas con la estructura material de los
bolos fecales de estos rumiantes, que pueden secarse antes de que los hongos
atrapen las larvas de los pardsitos. A pesar de esto, algunos investigadores in-
forman sobre los grandes beneficios obtenidos en ovinos cuando han emplea-
do D. flagrans para el control de parasitos gastrointestinales.

Sin embargo, a pesar de las bondades que muestra D. flagrans para el con-
trol de endopardsitos, se plantean algunos retos que es necesario superar para
que este hongo pueda ser utilizado ampliamente en el futuro: la comercializa-
cion, la produccion de grandes cantidades de esporas a muy bajo costo, y la
estabilidad para el mantenimiento de la viabilidad de las esporas durante su
almacenamiento.

No obstante estos retos importantes, la contaminaciéon ambiental, la re-
sistencia a los antiparasitarios y la probable presencia de residuos quimicos
en los productos de origen animal, por el uso indiscriminado de compuestos
quimicos como UGnica herramienta de control de los pardsitos gastrointes-
tinales, ponen en el orden del dia el desarrollo de alternativas no quimicas
de control de endoparasitos mediante el uso de hongos, requiriéndose el
aislamiento de cepas nativas y la evaluacion posterior de su capacidad para
reducir la contaminacion de larvas infectivas de nematodos gastrointestina-
les en las pasturas.

Imperativos ambientales, sociales y de calidad e inocuidad alimenticia exi-
gen una respuesta a estos problemas, haciendo, en definitiva, urgentes el de-
sarrollo y la incorporacion de alternativas al control convencional de parasitos,
con énfasis en el control biolégico.

Impacto ambiental del uso de hongos nematofagos

Si bien las intervenciones de los seres humanos en la naturaleza, a través
de procesos, ocasionan impactos positivos o negativos en ella, la incursién
que se ha hecho hasta el momento para desarrollar herramientas de con-
trol biolégico de los nematodos gastrointestinales de rumiantes mediante
el uso de hongos nematofagos, ha demostrado que estos microorganismos
son inocuos para los animales, las plantas y el hombre, teniendo tinicamente
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actividad contra estos nematodos. Asi lo han reportado durante mas de 15
anos las investigaciones del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) de México, en las que el uso de estos hongos
ha resultado seguro.

De otro lado, en relacion con el ecosistema, si bien los hongos nematé-
fagos actiian también contra los nematodos de vida libre, en el suelo existe
una fungistasis que pone limites considerables a las poblaciones de hongos
en este habitat. Asi mismo, se ha reportado que los hongos tienen muchos
enemigos naturales que luchan contra ellos, lo que conlleva una estabilizacion
de las poblaciones de hongos. Es necesario resaltar que la forma de consumo
(oral) de hongos por los animales para que luego sean eliminados directamente
en las heces sin sufrir alteraciones, hace que estos microorganismos actien
en especial contra las formas larvarias de los nematodos gastrointestinales en
el estiércol, convirtiendo a esta alternativa en una herramienta de control de
endoparasitos amigable con el medio ambiente.

Finalmente, si se tienen en cuenta las demandas de los consumidores res-
pecto a alimentos con menos residuos quimicos, particularmente carne y leche,
y producidos a través de procesos que ocasionen menos dafo ambiental, uno
de los impactos del desarrollo de estrategias de control bioldgico serd en la
salud publica en Colombia, en la medida en que el control biolégico, con el em-
pleo de bioplaguicidas, minimizara el uso de antihelminticos en los esquemas
de control de los parasitos internos de los rumiantes, obteniéndose, de esta
manera, productos inocuos y de mayor calidad y respondiendo asi a las exigen-
cias actuales de los consumidores.

CONCLUSIONES

Los requerimientos de los mercados en cuanto a la calidad de los alimentos, es-
pecialmente de los de origen animal, representan una presion fuerte para que se
reduzca el uso de compuestos quimicos para el incremento de la produccion y
para el control de los agentes patégenos y de las enfermedades ocasionadas por
éstos, como es el caso de los nematodos gastrointestinales de los rumiantes.

El uso de compuestos quimicos como tnica herramienta para el control de
los parasitos, si bien revolucioné el control de estos agentes infecciosos, se
torno insostenible ambiental, econémica y técnicamente, en particular por la
presencia de residuos en los alimentos de origen animal y por la aparicion de la
resistencia a los antiparasitarios actualmente en uso.
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Una de las estrategias actuales en desarrollo para lograr los propoésitos de
los cada vez mas exigentes consumidores a nivel mundial es el control biol6gi-
co, basado en el uso de hongos nemato6fagos.

El empleo de hongos nematéfagos, integrado a otras estrategias de control
parasitario, constituird en el futuro una herramienta potente de control, con
ventajas en términos de salud publica y de reduccién de la ecotoxicidad.

Los resultados halagadores de investigaciones realizadas en diferentes pai-
ses del mundo ponen a esta estrategia como la alternativa mds promisoria en
el futuro para el control de los nematodos de rumiantes, desde una perspectiva
ambiental y sostenible.
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Anexos







Guia de procedimientos
DETECCION DE RESISTENCIA A LOS ANTIHELMINTICOS EN RUMIANTES

Los siguientes protocolos estan basados en las recomendaciones de la FAO
(2004). Contiene los principales métodos para deteccion de la resistencia a los
antihelminticos en las poblaciones de nematodos gastrointestinales de rumian-
tes. Son pruebas simples y efectivas que pueden usarse en los laboratorios de
parasitologia veterinaria.

Se describen la prueba in vivo de la reduccion del conteo de huevos feca-
les (RCH) y las pruebas in vitro de eclosién de huevos y de desarrollo larval.
La primera provee un estimativo de la eficacia antihelmintica por medio de
la comparacion del conteo de huevos de parasitos antes y después del tra-
tamiento, y las otras dos prueban la habilidad de los antihelminticos para
inhibir la embrionacién y la eclosién de huevos de nematodos colectados
—prueba de eclosiéon de huevos—, asi como el desarrollo larval —prueba de
desarrollo larval.

PRUEBAS IN vivo

a. Prueba de reduccion del conteo de huevos fecales

La realizacion de esta prueba implica un trabajo laborioso en cada estableci-
miento o finca. Se requieren cinco jornadas de trabajo: tres jornadas de campo
en las fincas y dos en el laboratorio:

Jornada 1: Primera visita a la finca

e Sila prueba se hace con bovinos, se deben emplear animales jovenes que
estén bien identificados, preferiblemente menores de 12 meses de edad,
por la mayor susceptibilidad de éstos a las infecciones parasitarias y, por lo
tanto, por la mayor probabilidad de obtener recuentos altos de huevos en
un gramo de materia fecal (hpg). Tener presente que los recuentos de hpg
en bovinos son menores que en ovinos. Si los animales son ovinos, la edad
de éstos debe estar entre 3 y 6 meses de edad.

e Los animales deben haber permanecido en pasturas contaminadas y que
no haber sido tratados con antihelminticos en las dltimas 6 semanas antes
del inicio del experimento.
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Foto 20. Bovinos debidamente sujetados para la toma de muestras.
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e Los animales deben sujetarse debidamente para facilitar la toma de
muestras. El nimero de animales para muestrear dependera del nd-
mero de antihelminticos que se va a evaluar. De todas maneras, si es
posible, se debe tomar muestras al doble de los animales, con el fin
de que todos los grupos estén constituidos por el nimero minimo de
animales.

e Las muestras de materia fecal (50-100 g en bovinos) se extraen directa-
mente del recto de los animales para evitar su contaminaciéon con ne-
matodos de vida libre, utilizando bolsas de polietileno debidamente ro-
tuladas con el nimero de identificacion del animal y anudadas, luego de
extraerles el aire.

e Elmismo dia deben transportarse las muestras refrigeradas al laboratorio y
procesarlas posteriormente. Si las muestras tienen que almacenarse, debe
hacerse a 4° C, evitando congelarlas, pues esto puede afectar la eclosién
de huevos de H. contortus.

Foto 21. Toma de muestra de heces del recto de los animales.
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Foto 22. Una vez tomadas las muestras, los animales deben retornar a sus parcelas.

e Los animales muestreados deben retornar a las pasturas donde habitual-
mente pastorean.

e Al final de la jornada se debe aplicar una encuesta que recoja informacion

relacionada con el manejo de la finca, haciendo énfasis en la informacion
relacionada con el control de parésitos practicado en ella.

Jornada 2: Procesamiento de muestras en el laboratorio

Recuentos de hpg

Para el recuento de hpg en el laboratorio se debe emplear la técnica de McMas-
ter modificada:

1. Pese 3 g de materia fecal y depositelos en un recipiente adecuado.

2. Agregue 42 mlL de agua y mezcle bien con una espatula hasta obtener una
suspension homogénea.
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Foto 23. Procesamiento de heces mediante la técnica de McMaster modificada.

Tamice a través de una malla metdlica de 0,15 mm de apertura (anjeo de
cobre N° 100), exprimiendo bien con la espatula el residuo que queda en el
tamiz. Descarte el residuo.

Agite la suspension y con una pipeta transfiera 15 mL a un tubo de centrifu-
ga de 17 mL.

Centrifugue a 1500 rpm durante 2 minutos y descarte el sobrenadante.

Agite el tubo con la yema de los dedos o con un vortex hasta que afloje el
sedimento.

Agregue solucion salina hasta un volumen de 15 ml.

Invierta el tubo cinco o seis veces y tome inmediatamente con una pipeta
material suficiente para llenar una cdmara de McMaster. El llenado de las
camaras puede dificultarse si estan secas, por lo que se recomienda lavarlas
antes con agua corriente. Repita el proceso de inversion y llene la segunda
camara, teniendo siempre en cuenta que la pipeta debe llenarse estando la
suspension en agitacion constante.

RESISTENCIA A LOS ANTIHELMINTICOS EN NEMATODOS DE RUMIANTES Y ESTRATEGIAS PARA SU CONTROL 1 45



Foto 24. Huevo de nematodo gastrointestinal de bovinos.

9. Espere aproximadamente 3 minutos para que los huevos floten y queden en
el mismo plano microscépico, antes de proceder al recuento.

10. Cuente todos los huevos que haya en las dos cdmaras con objetivo 10X.

11. Multiplique el nimero de huevos por 50 para obtener el recuento total de
hpg de la muestra (volumen total de la cdmara de McMaster, 0,3 mL). Para
una mayor sensibilidad cuente todos los huevos en cada camara, lo que le

da un volumen total de 1 mL, y multiplique por 15.

Formacién de grupos

Todos los animales que se seleccionen para conformar los grupos deben tener
un recuento minimo de 100 hpg, y el nimero de grupos va a depender del
namero de medicamentos destinados para evaluacion. Si en el experimento se
emplean ovinos, el recuento minimo de hpg de cada animal debe ser 150.

La conformacion de los grupos se hace con base en el recuento de hpg en
grupos control y tratado. Cada grupo debe estar compuesto minimo por 10
animales, si se emplean bovinos en los ensayos; en caso de trabajar con ovi-
nos los grupos deben estar conformados por 15 animales. Los grupos deben
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homogenizarse con base en el recuento de hpg de la siguiente manera: a)
verificar que haya mas de 40 recuentos de hpg iguales o superiores a 100 para
bovinos o a 150 para ovinos, b) sumar los datos de los recuentos y dividir por
4, si el objetivo es conformar 4 grupos. Si el resultado de la division es superior
a 6000 hpg, quiere decir que el ensayo puede llevarse a cabo en esa finca; en
caso contrario, la finca debe descartarse, pues no se cumple el requisito de que
cada grupo tenga un recuento minimo de hpg igual o superior a 1500.

e Para la conformacion de los cuatro grupos, ordene todos los recuentos de
hpg en forma ascendente en una hoja de Excel. Distribuya los recuentos
en forma de ’guarda griega’: los cuatro resultados mas bajos, luego los 4
siguientes y asi sucesivamente, hasta que todos los grupos queden confor-
mados con el mismo ntimero de recuentos y homogenizados, es decir, que
al sumar los datos de cada grupo, los resultados sean similares.

e Lo ideal es conformar grupos de 15 animales; sin embargo, esto implica la
consecucion de fincas de gran tamaiio, lo que dificulta la realizacion de los
ensayos en el sistema de produccién bovina de leche. Esta situacion es re-
lativamente facil en fincas del sistema de produccion de carne de Colombia
y cuando se trabaja con ovinos.

e Una vez conformados los grupos, se asignan los tratamientos al azar, asi,
por ejemplo:

Grupo control: sin tratamiento

Grupo tratamiento 1: albendazol

Grupo tratamiento 2: ivermectina

Grupo tratamiento 3: levamisol

Grupo tratamiento 4: combinacion de dos antihelminticos

Con el objeto de facilitar estos procedimientos, la Red de Helmintologia
para América Latina y el Caribe disen6 una planilla (apéndice de planillas).

Jornada 3: Segunda visita a la finca
Tratamiento de los grupos
Si las circunstancias lo permiten, los animales para tratar deben ser estabulados el

dia anterior al tratamiento, con el fin de lograr un periodo de ayuno de por lo me-
nos 12 horas hasta el momento de la vermifugacion, si se emplean fairmacos orales
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Foto 25. Separacién de los animales para la toma de muestras.

como los benzimidazoles. En la practica, este tipo de manejo es bastante dificil de
lograr en las fincas. Este dia del tratamiento de los grupos se considera el dia 0.

En esta jornada se debe:

e Indagar sobre los antihelminticos que hayan sido de uso corriente en la
finca y que potencialmente hayan seleccionado cepas resistentes.

e Usar antiparasitarios de marca reconocida, aplicando las dosis recomenda-
das por la casa fabricante. Todos los animales deben ser pesados para que re-
ciban la dosis de acuerdo con su peso corporal. Si esto no puede hacerse y el
ensayo es con fines diagnosticos, se debe evaluar el peso corporal del animal
mas pesado y administrar el antiparasitario a los animales con base en este
peso. Si el experimento es de investigacion, cada uno de los animales debe
ser pesado en bascula. No debe usarse en ningin momento cinta métrica.

e Usar jeringas desechables para la administracion de los medicamentos,
pues esto permite realizar las dosificaciones con mayor precisiéon que con
las pistolas dosificadoras. Sin embargo, si las pistolas estan bien calibradas,
pueden emplearse.
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e La aplicacion oral de antihelminticos, como los benzimidazoles, debe ha-
cerse procurando que los animales estén lo suficientemente sujetados para
evitar pérdidas del medicamento y, por lo tanto, subdosificaciones; situa-
cién que conduciria a la obtencion de resultados erréneos.

e Marcar con pintura o tiza indeleble a los animales que participan en la prue-
ba, de tal manera que se conozca a qué grupo de tratamiento corresponde
cada animal, si es que éstos no estan adecuadamente identificados.

e Solicitarle al administrador de la finca que el encierro de los animales
para la segunda y tltima toma de muestras de materia fecal se haga
en el momento de la toma de muestras. De esta manera se evita que
los animales vacien el tubo digestivo y se obtienen las muestras sin
dificultades.

Finalizados los tratamientos, lo animales deben regresar a sus praderas
de origen. Es necesario dejar definida y acordada la fecha de la préxima visita
con el administrador de la finca, que debe practicarse a los 10-14 dias de los
tratamientos.

Foto 26. Tratamiento usando pistolas dosificadoras.
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Foto 27. Tratamientos usando jeringas desechables.

Jornada 4: Tercera visita a la finca

Toma de muestras de materia fecal a los cuatro grupos

e El dia 10-14 postratamiento se practicard la tercera visita para la segunda
y ultima toma de muestras de materia fecal a cada uno de los animales de
los cuatro grupos. Las bolsas deben estar bien identificadas con el nimero
de los animales; se transportan refrigeradas al laboratorio, sin aire en el
interior y bien anudadas.

e Retornar los animales a sus praderas habituales, luego del muestreo.

e Informar al administrador que el ensayo ha concluido y que los resultados
se le hardn conocer.

Jornada 5: Segundo procesamiento de muestras en el laboratorio

e Determinar el recuento de hpg de cada una de las muestras.
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e Realizar los coprocultivos para la identificacion de los géneros de parasitos
que estén involucrados en la resistencia, si ésta estuviere presente en la
finca. Los géneros y especies de nematodos resistentes pueden ser deter-
minados mediante la técnica de coprocultivo de las heces de los grupos
control y tratado, separadamente, asi:

1.

Colecte cerca de 50 g de heces, combinando muestras de tamafio simi-
lar de cada animal en un grupo tratado.

Mezcle las heces en un mortero con una espatula. Si la muestra esta
demasiado himeda, adicione porciones de materia fecal seca previa-
mente esterilizada.

Llene recipientes de cultivo con la mezcla, cubriéndolos no hermética-
mente e incube durante 7 dias a 22-28 °C.

Retire los recipientes de la incubadora, aiiddales agua para suspender
la muestra de heces y permitir la migracion de las larvas. Invierta los
recipientes sobre cajas de Petri y espere 4-8 horas.

Colecte las larvas de las cajas de Petri llenando un tubo de ensayo de 15 mL
con una pipeta Pasteur y centrifugue a 2.000 rpm durante 2 minutos.

Descarte la mayor parte del sobrenadante, dejando 3 mL en el fondo
del tubo.

Coloque en una lamina portaobjetos 5 gotas del sobrenadante reservado.
Afiadales 2-3 gotas de lugol e identifique las larvas hasta contabilizar 100.

Cdlculo de la resistencia y andlisis de los datos

Se recomienda emplear la formula de la WAAVP, como se describe a continuacion:

El procedimiento para el célculo de la resistencia implica obtener el pro-
medio aritmético (x), el porcentaje de reduccién y el 95% del intervalo de
confianza.

El porcentaje de reduccion sera:

100 (1 - Xt / Xc)
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Foto 28. Coprocultivos en incubacion.

Foto 29.
Obtencion de larvas
de los coprocultivos.

Foto 30.
Larvas preparadas
para identificacion

morfoldgica.
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En donde:

Xt = media aritmética del grupo tratado a los 10-14 dias
Xc = media aritmética del grupo control a los 10-14 dias

El calculo del nivel para el intervalo de confianza (95%) sera:

Limite de confianza superior: 100 {1-[Xt / Xc] exp(-2,1 VY?)}
Limite de confianza inferior: 100 {1-[Xt / Xc] exp(+2,1 VY?)}

En donde, Xt es la media aritmética del grupo tratado; Xc es la media aritmética
del grupo control y Y es la varianza de la reduccion.

De acuerdo con la waave, una finca se declarara con resistencia si:

a) Lareduccién en la media aritmética de hpg en el grupo tratado es menor de
95%, en comparacion con el grupo control.

b) El limite inferior del intervalo de 95% de confianza para el porcentaje de
reduccion es menor de 90%.

Cuando se cumple s6lo uno de los anteriores criterios, se sospechara resis-
tencia en la finca.

El andlisis estadistico indica que si el verdadero porcentaje de reduccién esti-
mado es 95%, la probabilidad de declarar resistencia empleando sélo el primero
de los dos criterios es de 50-50. Por ejemplo, empleando sélo el primer criterio,
si el verdadero porcentaje de reduccion es de 95%, la mitad de las veces la estima-
cion puede llegar a ser un poco mayor, por lo que se llegara a diagnosticar sus-
ceptibilidad de la cepa al antihelmintico, y la otra mitad de las veces la estimacion
sera un poco menor, por lo que se declarara resistencia. Sin embargo, si se consi-
deran ambos criterios, el diagnoéstico de resistencia se efectuara con seguridad.

El analisis de los datos experimentales en pruebas realizadas en Australia
indica que si ambos criterios se toman en cuenta, debe declararse la presencia
de resistencia. Si se cumple uno solo de los dos criterios, entonces debe sos-
pecharse resistencia.

b. Deteccion de resistencia en Fasciola hepatica

La prueba para detectar resistencia de F hepatica puede desarrollarse mediante:
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e Prueba de la reduccion del conteo de huevos fecales.

e Prueba de eficacia, la cual puede llevarse a cabo con o sin aislamientos de
cepas resistentes.

Prueba de la reduccion del conteo de huevos fecales

e Se deben formar dos o tres grupos de 6-10 animales por grupo: un
grupo control no tratado y otro tratado con el medicamento que se va
a evaluado.

e Siexiste en la finca un nimero suficiente de animales infectados, se puede
conformar un tercer grupo para evaluar el closantel, por los casos frecuen-
tes de resistencia de F hepatica al triclabendazol.

e Las muestras deben colectarse el dia del tratamiento (dia 0) y 7 dias des-
pués del tratamiento. Es valido también realizar el experimento con mues-
tras fecales tomadas entre los dias 7 y 21 postratamiento.

e El porcentaje de eficacia (PE%) se determina empleando la siguiente for-
mula:

PE% = [(MC - MT) / MC] x 100

En donde, MC es el promedio del conteo de huevos el dia 0 y MT es el prome-
dio de huevos los dias 7, 10 6 21. Se considera que hay resistencia cuando el
PE% es menor de 90%.

Por los valores extremos del hpg se prefiere el uso del promedio geométri-
co sobre el promedio aritmético.

Prueba de eficacia controlada

Esta prueba es de poco uso por ser muy costosa debido al alto nimero de ani-
males que se requiere para sacrificar y necropsiar; sin embargo, es la ideal para
detectar de manera inequivoca estados de resistencia a través de la evaluacion
post-mortem de animales tratados y no tratados, permitiendo determinar con
exactitud las especies y los estados de desarrollo de los parasitos, asi como la
susceptibilidad o la resistencia a los compuestos que se quieran ensayar. Se usa
en los siguientes casos especiales:
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a) Para confirmar casos no consistentes de resistencia, en particular, con el
uso de la RCH.

b) Para evaluar el nivel de resistencia en una especie particular.
¢) Para determinar el efecto de un antihelmintico en estadios larvales.

La eficacia de los antihelminticos se determina comparando el nimero de
parasitos en animales de un grupo tratado y de otro no tratado. Los animales
parasitados se distribuyen aleatoriamente en dos grupos: el grupo de control
no tratado y el grupo tratado. A los 10-15 dias postratamiento, los animales
se sacrifican y se les practica la necropsia para recuperar, contar e identificar
los pardsitos.

El procedimiento de la prueba de eficacia es el siguiente:

e Seleccionar al azar cinco animales de todos los grupos de animales emplea-
dos en la prueba RCH, para determinar la carga parasitaria de los grupos.

e Sacrificar y realizar la necropsia parasitologica lo mas completa posible, de
acuerdo con los procedimientos estandares.

e Procesar todas las visceras para la recuperacion completa de los parasitos,
en una hora de necropsia.

e Contar e identificar en el laboratorio los parasitos recuperados.

Cdlculo de la eficacia y andlisis de los datos

Se debe calcular el promedio aritmético para cada especie de nematodo en
cada uno de los grupos, para expresar la eficacia en porcentaje para cada espe-
cie de parasio, empleando la siguiente formula:

PE% = [(MC - MT)/MC] x 100

En donde, MC es el promedio del conteo de huevos el dia 0 y MT es el prome-
dio de huevos los dias 7, 10 6 21.

Si el PE% es menor de 90%, se considera que hay resistencia.
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PRUEBAS IN VITRO

a. Prueba de eclosion de huevos

Protocolo 1. Recuperacion de huevos de nematodos

Colocar 10-20 g de materia fecal en un cilindro plastico graduado de 1000
mL, afiadir 200 mL de agua destilada y homogenizar las heces.

Tamizar a través de una malla N° 100 (0,15 mm de apertura) en una taza.
Vertir el filtrado en ocho tubos de centrifuga.

Centrifugar durante 10 minutos a 2000 rpm y sacar cuidadosamente el
sobrenadante.

Agitar los tubos y adicionar una solucién de cloruro de sodio saturada o una
solucion azucarada saturada hasta formar un menisco; colocar una cubiertay
centrifugar nuevamente durante 5 minutos a 1000 rpm en una centrifuga.

Retirar con cuidado la cubierta de los tubos y lavar los huevos con agua
destilada en un tubo de vidrio de centrifuga coénico. Llenar con agua
destilada y centrifugar nuevamente durante 5 minutos a 1000 rpm. Esta
etapa es para limpiar los huevos aislados de la solucién azucarada o de
cloruro de sodio.

Sifonear el sobrenadante y los huevos resultantes, limpios y libres de de-
tritus, suspenderlos en agua destilada y estimar el nimero de huevos por
mililitro, diluyendo a la concentracién requerida.

Metodologia de la prueba

Colocar 2 mL de huevos frescos (a menos de 3 horas recolectados) en cada
pozo de una placa multipozo.

Adicionar al pozo experimental 10 UL de solucién de tiabendazol. El pozo
control so6lo recibira solvente. El tiabendazol puede disolverse en HCl acuo-
so, metanol o DMSO. Por lo menos cinco concentraciones de tiabendazol
(entre 0,05 y 2 ug/mlL) se usaran para calcular la dosis requerida para impe-
dir la eclosion de 50% de los huevos viables (DL, ).

Incubar a 28 °C durante 48 horas.
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e Adicionar dos gotas de lugol. Contar por lo menos 100 de los huevos res-
tantes (muertos y embrionados) y larvas eclosionadas. Calcular los valores
de la DL, para los huevos, por logaritmo de andlisis probit. Los huevos
con valores de DL, superiores a 0,1 pg de tiabendazol son indicativos de
resistencia a los benzimidazoles.

Desventajas de la prueba

e Laprueba requiere huevos no desarrollados porque los benzimidazoles ac-
tian sélo en la primera etapa de desarrollo; si los huevos han embrionado
antes, entonces no seran susceptibles a la accion del antihelmintico, con lo
que pueden resultar falsos positivos.

e La prueba no permite hacer comparaciones de los resultados entre labora-
torios, por las modificaciones de que son objeto estas pruebas y ademas
por el empleo de cepas susceptibles diferentes.

e El poder ovicida reducido de los benzimidazoles por la baja solubilidad de
éstos, excepto el tiabendazol.

e En la mayoria de los laboratorios se contabiliza solamente el nimero de
larvas y no el de los huevos embrionados, método que puede conducir a
resultados erréneos. Esta practica se emplea en aras de una rapidez mayor
para obtener los resultados.

Tiene la ventaja de ser una prueba rapida, con resultados en 1-3 dias y es
sencilla, no obstante la precision requerida. La prueba requiere huevos frescos
o muy bien almacenados. Es una prueba que se emplea para diagnéstico de
resistencia en campo, aunque tiene dificultades en la interpretacion de los re-
sultados en presencia de infecciones mixtas.

Protocolo 2

El siguiente protocolo fue desarrollado en el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) de Argentina, en un estudio de prevalencia de la resisten-
cia antihelmintica en bovinos en ese pais.

Recuperacion de huevos de nematodos

e Determinar la cantidad de huevos presentes en un gramo de materia fecal
(hpg), con base en el promedio de 10 muestras procesadas.
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e (Calcular la cantidad de materia fecal necesaria para obtener una determi-
nada cantidad de huevos en un volumen final de 10 mL.

e Diluir 20 veces cada gramo de materia fecal. Por ejemplo, si se procesan 5
g de materia fecal, diluirlos en 100 mL.

e Filtrar sucesivamente esta dilucion en los tamices siguientes: de 60 mesh
(250 um de apertura del poro), de 80 mesh (177 um), de 200 mesh (74 um)
y de 500 mesh (25 um). Por el dltimo tamiz debe pasar sélo el liquido, que-
dando retenidos los huevos.

e Enjuagar el tamiz recolectando el liquido (en éste estaran los huevos).

e Sielvolumen que contiene los huevos es mucho, debe dejarse sedimentar en
nevera durante una hora para luego sifonear y descartar el sobrenadante.

e Llenar tantos tubos de centrifuga como sea necesario y centrifugar a 2000
rpm durante 10 minutos.

e Descartar el sobrenadante, agregar un poco de solucion sobresaturada de
azucar, tapar el tubo y agitarlo para romper el sedimento formado.

e Llenar el tubo con solucién sobresaturada de aztcar y centrifugar a 1000
rpm durante 5 minutos

e Completar el tubo inyectando solucién sobresaturada hasta formar un me-
nisco de convexidad. Colocar una ldmina cubreobjeto (idealmente de 22 x
32 mmy; si no, la cuadrada de 32 mm) y dejar durante 15 minutos.

e Enjuagar las laminas cubreobjetos y reunir el liquido en uno o dos tubos de
centrifuga. Centrifugar nuevamente a 1000 rpm durante 5 minutos. Sifo-
near y descartar sobrenadante hasta quedar con un volumen de 10 mL.

e Contar los huevos recolectados en diez muestras de 40 uL. Obtener el pro-
medio y calcular con base en lo que habria en 10 mL.

Preparacion de las diluciones

Se preparan seis diluciones de trabajo: una con agua destilada (control) y las
restantes con concentraciones de tiabendazol (TBZ) diluidas con agua destilada
de la siguiente manera:
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Vix Ci = Vfx Cf
Vi = VixCf
Ci

En donde, Vi es el volumen inicial; Ci, la concentracion inicial de la droga; Vf, el
volumen final (la cantidad de solucion que se quiere obtener de una determina-
da concentracién de droga) y Cf, la concentracion final de la droga que se utiliza
para preparar el resto de las concentraciones.

Concentracion Volumen
TBZ
200 pg/mL 10 mL
150 pg/mL 10 mL (7,5 mL de 200 pg/mL + 2,5 mL de agua destilada)
100 pg/mL 10 mL (5,0 mL de 200 ug/mL + 5,0 mL de agua destilada)
50 pg/mL 10 mL (2,5 mL de 200 pg/mL + 7,5 mL de agua destilada)
25 pg/mL 10 mL (1,25 mL de 200 pg/mL + 8,75 mL de agua destilada)

Cdlculo de las diluciones finales

El numerador es el volumen de la diluciéon de trabajo y el denominador es el
volumen total del liquido (volumen de la solucion de huevos + volumen de la
diluciéon de trabajo) que se va a examinar en lupa estereoscopica a 50x.

40 L x 25 ug/mL = 12,5 ug/mL
80 uL

40 yL x 50 ug/mL = 25 ug/mL
80 uL

40 yL x 100 pg/mL = 50 pg/mL
80 uL

40 yL x 150 pg/mL = 75 ug/mL
80 uL

40 yL x 200 ug/mL = 100 ug/mL
80 uL
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Cdlculo del porcentaje de eclosion

Pasadas 48 horas de incubacion de los huevos con las distintas diluciones de
TBZ, se procede a la determinacion del porcentaje de eclosién larval (L1, larva
del primer estadio), empleando la siguiente férmula:

% de eclosion = (L1/L1 + huevos) x 100

La limitante que tiene la realizacion de esta prueba son las condiciones de
envio y el tiempo que transcurre desde que se toma la muestra hasta que se
procesa en el laboratorio, ya que la accion del tiabendazol esta en funcién del
grado de desarrollo de los huevos, es decir, que si los huevos estan desarrolla-
dos con larvas, la acciéon del benzimidazol disminuye; para que el compuesto
sea efectivo, se requieren huevos morulados pero sin desarrollarse. Por lo tan-
to, un requisito clave de esta técnica es que el tiempo transcurrido entre la
toma de la muestra y su procesamiento no supere las 72 horas, ademads de que
llegue refrigerada a 4° C y en anaerobiosis.

De otro lado, se considera que la parte clave de esta técnica es la obtencion
del nimero minimo necesario para poder desarrollar la prueba: 25.000 huevos de
nematodos en un volumen de 10 mlL, que equivalen a una concentracion aproxi-
mada de 100 huevos en 40 UL de suspension de agua. Asi mismo, para determinar
el nimero minimo de huevos es necesario que se procesen 10 hpg, calcular el
promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion. La obtenciéon de
estos tres parametros permitira saber si existe la cantidad minima de huevos en
la materia fecal que se estd procesando y calcular los gramos de materia fecal
necesarias par obtener los huevos requeridos (100 huevos / 40 L de agua).

b. Prueba de desarrollo larval

Recuperacion de huevos de nematodos

Se usa la misma metodologia descrita arriba para la prueba de eclosién de
huevos.

Metodologia de la prueba

Las soluciones de levamisol e ivermectina se preparan por diluciéon en agua
destilada de las preparaciones comerciales disponibles.

e Las concentraciones finales de tiabendazol seran 0.1, 0.3 y 0.5 ug/mL.
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e Las concentraciones de levimasol seran 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 y 20.0 ug/mL.

e Las concentraciones finales de ivermectina seran 0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1.0, 3.0,
5.0, 8.0, 10.0, 50.0 y 100.0 ng/mL.

e Incubar la suspensién de huevos de nematodos durante 24 horas a 27 °C.
Después de este tiempo la mayoria de los huevos de nematodos habran
eclosionado hasta el primer estado larval (L1).

e Tomar 1 mL de la suspension de huevos y vertirlo en el plato de agar, adi-
cionar 0,99 mL de medio nutritivo y 10 uL de la solucién antihelmintica,
hasta obtener un volumen final de 2 mL, permitiendo el desarrollo 6ptimo
en una capa poco profunda de agua.

e En el plato control sustituir la solucién antihelmintica por agua destilada.

e Incubar los platos a 27 °C durante 6 dias en una caja de Petri grande, se-
llada con parafilm para mantener una humedad relativa alta y prevenir la
sequedad de los platos.

e Recuperar las larvas por medio de un lavado de la superficie del agar en un
tubo de centrifuga cénico a 95 g durante dos minutos.

o Sifonear el sobrenadante y resuspenda las larvas en agua destilada.

e Recuperar larvas del tercer estado (L3), contarlas e identificarlas agregando
gotas de lugol.
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Apéndice de planillas

PLANILLA DE PRIMER MUESTREO™

Establecimiento: Encargado:
Propietario:
Fecha: Médico veterinario:

N° Animal Peso 1°hpg N°  Animal Peso 1 hpg N° Animal Peso @ 1° hpg

1 35 69
2 36 70
3 37 71
4 38 72
5 39 73
6 40 74
7 41 75
8 42 76
9 43 77
10 44 78
11 45 79
12 46 80
13 47 81
14 48 82
15 49 83
16 50 84
17 51 85
18 52 86
19 53 87
20 54 88
21 55 89
22 56 90
23 57 91
24 58 92
25 59 93
26 60 94
27 61 95
28 62 96
29 63 97
30 64 98
31 65 99
32 66 100

* Fuente: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Argentina
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PLANILLA DE TRATAMIENTO

Establecimiento: Encargado:
Propietario:
Fecha: Médico veterinario:
Grupo 1: Control no tratado Grupo 2: Levamisol
Animal Peso hpg Dosis Animal Peso hpg Dosis
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Ninguna
Grupo 3: Fenbendazol Grupo 4: lvermectina
Animal Peso hpg Dosis Animal Peso hpg Dosis
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PLANILLA DE SEGUNDO MUESTREO (14 dias post-tratamiento)

Establecimiento:

Fecha:

Grupo 1: Control no tratado Grupo 2: Levamisol

Animal Peso 1e*hpg = 2°hpg | Animal Peso 1e"hpg @ 2° hpg

Grupo 3: Fenbendazol Grupo 4: Ivermectina

Animal Peso 1°*hpg @ 2°hpg | Animal Peso 1"hpg | 2° hpg
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RESULTADOS DE CULTIVO SEGUNDO MUESTREO
(Materia fecal extraida 14 dias post-tratamiento)

Parasito % Grupo 1 % Grupo 2 % Grupo 3 % Grupo 4

Ostertagia

Trichostrongylus

Haemonchus

Cooperia

Grupo 1: control no tratado; Grupo 2: levamisol; Grupo 3: fenbendazol y Grupo 4: ivermectina
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PLANILLA DE RESULTADOS DEL TEST DE REDUCCION
DEL CONTEO DE HUEVOS (TRCH)

Establecimiento: Propietario:
Encargado:

G1 Control G2 LEV G3 BZD G4 IVM

Numero en grupo (ni) 15 15 15 15
Media aritmética (X) 263 0 0 0
Varianza (S2) 64095,238 0 0 0
Porcentaje reduccion (% RCH) No 100,0 100,0 100,0
Varianza de la reduccion #iDIV/0! #;DIV/0! #iDIV/0!
Limite inferior del IC 95% #iDIV/0! #DIV/0! #;DIV/0!
Limite superior del IC 95% #iDIV/0! #iDIV/O! | #;DIV/0!
Susceptible

Cuando la reduccién es del 100% aparecen en las celdas de varianza y de intervalo de
confianza la expresion #;DIV/0!, que no hay que tener en cuenta.

¢ Cuando se diagnostica resistencia?

Cuando se cumplen dos parametros al mismo tiempo: 1) el porcentaje de reduccion (%
RCH) es menor al 95% y 2) el limite inferior del intervalo de confianza (IC) del 95% es
menor al 90%.

Si en un grupo tratado se obtiene un valor de hpg alto solamente en uno o dos animales,
es probable que no hayan recibido o absorbido correctamente la droga administrada. En
estos casos, es aconsejable asignar a esos animales el valor de hpg que mas veces se
repita en el grupo (incluyendo el cero) ya que no sera posible repetir el experimento.

G2 Lev, grupo del levamisol/morantel; G3 Bzp, grupo del benzimidazol; G4 ivm, grupo de la
ivermectina

IC: intervalo de confianza.

Tomada de Wolstenholme et al., 2004.
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