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de resistencia antihelmintica en ovinos y caprinos?

Beatriz Alejandra Balam-Chan', Marfa Gabriela Mancilla-Montelongo*2,
Juan Felipe de Jests Torres-Acosta!

Introducciéon

as infecciones parasitarias por nematodos gastrointestinales (NGIs) representan

uno de los problemas mas costosos para los productores de pequefios rumiantes

en sistemas de produccién basados en el pastoreo (Mendoza de Gives et al.

2023). Para controlar este problema, se han usado firmacos antihelminticos
(AHs) comerciales. Sin embargo, los AHs se han usado de forma inadecuada, excesiva y, en
muchas ocasiones, sin la recomendacién, entrenamiento o supervision de un médico
veterinario (Torres-Acosta et al. 2025).

El desconocimiento del uso adecuado de los AHs ha propiciado el surgimiento de
poblaciones de NGIs resistentes a los farmacos, es decir, poblaciones de parésitos que
sobreviven a dosis establecidas de AHs que eliminarfan a la poblacién susceptible (Torres-
Acosta et al. 2019). Entonces, antes de usar alguno de estos medicamentos en una granja, es
necesario diagnosticar si sus poblaciones de NGIs son resistentes a los AHs comerciales
disponibles (Kaplan et al. 2023).

Aunque el diagnéstico de campo es sencillo, en ocasiones se complica por falta de
suficientes animales con cargas parasitarias adecuadas. En este sentido, los bioensayos son
practicos. El objetivo de este trabajo es describir los métodos para diagnosticar la resistencia
antihelmintica (RAH) en ovinos y caprinos con énfasis en bioensayos o pruebas iz vitro.
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Parasitos de importancia veterinaria en pequeiios rumiantes

La produccién de ovinos y caprinos en el trépico mexicano se basa principalmente en el
pastoreo, que representa la forma mas econémica de obtener alimento para los adultos. Sin
embargo, cuando la pradera se maneja inadecuadamente puede reducirse su calidad nutricional
y se contamina con pardasitos, sobre todo durante la época de lluvias. Entre los parasitos
probleméticos para los ovinos y caprinos en pastoreo estdn los NGIs. Sus infecciones son
mixtas, es decir, un mismo animal puede tener gusanos de los géneros Trichostrongylus y
Oesophagostomum, los cuales reducen la absorcién de nutrientes, y Haemonchus contortus que
por ser hematétago (se alimenta de sangre) se le ha atribuido més afectaciones para el ganado
(Mendoza-de-Gives et al. 2023).

Los géneros de NGIs se desarrollan bajo un ciclo biolégico similar que consta de dos
fases (una externa y otra interna), y sin necesidad de la intervencién de otros animales para
completarse. La fase externa inicia con la expulsién de huevos de los NGIs por las heces. En
condiciones climaticas adecuadas (> 20 °Cy 80 % de humedad), los huevos eclosionan a larvas
LL1 que pasardn al segundo (L.2) y tercer estadio (L3, fase infectante). Las larvas 1.3 migran de
las heces hacia el suelo, y suben a los tallos y hojas de pastos y herbdceas que sirven de
alimento para los ovinos y caprinos. Aqui inicia la fase interna donde una vez que las larvas
LL3 son ingeridas, éstas mudan en el rumen, abomaso e intestino, hasta llegar a larvas L5 y
finalmente a adultos (machos y hembras). Estos copulan posteriormente, y las hembras
producen huevos haciendo que se reinicie la fase externa del ciclo. En la peninsula de Yucatan,
se pueden encontrar al menos tres especies: H. contortus alojados en el abomaso,
Trichostrongylus colubriformis en el intestino delgado y Oesophagostomum columbianum en el
intestino grueso (Jaimez-Rodriguez et al. 2019).

Resistencia antihelmintica

El control de parasitosis se basa en el uso de AHs, cuya frecuencia ha ocasionado la aparicién
de poblaciones de parasitos resistentes, y ha provocado que su eficacia sea reducida
(Sepulveda-Vazquez et al. 2021). Las tamilias de AHs poseen varios modos de accién sobre los
NGIs de ovinos y caprinos (Debut 1994), y las méds comunes son: (a) Bencimidazoles: se unen
a una protefna (B-tubulina) en los microttbulos de las células de los gusanos y la disrupcién
de los microtibulos provoca su muerte (Lacey 1988); (b) Imidazotiazoles (levamisol): son
absorbidos por la cuticula de los parésitos y afectan la neurotransmisién causando la paralisis
rigida en los nematodos (Boulin ef al. 2011); (c) Lactonas macrociclicas: actian sobre
receptores de la membrana celular de los nematodos afectando la motilidad con una paralisis
flacida que impide que se mantengan en su zona “habitual” y sean eliminados, ademés de
limitar su capacidad de fecundacién y de alimentacién (Lifschitz ez al. 2017). Estas tltimas se
consideran de amplio espectro ya que también afectan a ectopardsitos como piojos, dcaros y
garrapatas.
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Diagnéstico en campo de la RAH

Desparasitar con AHs que han generado resistencia en NGIs ocasiona pérdidas econémicas
por ser infructuoso. El diagnéstico de la RAH en rebafos de ovinos y caprinos se hace con la
prueba de campo de reduccién del conteo de huevos en heces (FECRT, por sus siglas en
inglés) (Coles et al. 2006; Raplan et al. 2023). Esta prueba compara el nimero de huevos de
NGIs en heces de animales antes y después del tratamiento con el farmaco a evaluar. Se
seleccionan solo individuos infectados por NGIs (que tengan huevos de NGIs en sus heces).
Cada grupo debe estar compuesto por ocho individuos, con un promedio de 40 huevos
contados, y hasta 15 animales con un promedio de ochos huevos cada uno. La cantidad de
grupos dependera de cudntos farmacos se evaluaran.

Cada animal se pesa individualmente y se le aplica la dosis aceptada internacionalmente
para ovinos o caprinos (Debuf 1994). Dependiendo del tratamiento, se hace un segundo conteo
post-tratamiento, 3-7 dfas después para levamisol, 8-10 dias para bencimidazol, o 14-17 dfas
para lactonas macrociclicas. La interpretacién de resistencia se hace con base en el porcentaje
de reduccién en los individuos tratados o el limite inferior del intervalo de confianza (IC 95%)
después del analisis estadistico recomendado por Kaplan et al. (2023). Sin embargo, en muchas
ocasiones las granjas no tienen suficientes animales parasitados para hacer la prueba de campo
y entonces se recurre a los bioensayos.

Los bioensayos para el diagndstico de RAH

Son técnicas especializadas, bajo ambientes controlados de laboratorio, para conocer los
efectos de ciertas sustancias sobre los NGIs. Si la sustancia evaluada tiene algin efecto (sea
positivo o negativo) sobre el nematodo, se dice que tiene actividad biol6gica o farmacolégica.
Las sustancias evaluadas pueden ser extractos de plantas, fracciones de esos extractos, o
sustancias quimicas puras, como los AHs comerciales (Avila-Cervantes et al. 2019).

El diagnéstico de resistencia a las tres familias de AHs puede dividirse en dos tipos de
bioensayos, de acuerdo con la fase del parasito que afectan, huevos o larvas:
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(1) Prueba de inhibicion de eclosion de huevos: para diagndstico n vitro de RAH a los
bencimidazoles (von Samson-Himmeltsjerna et al. 2009) y se basa en la actividad ovicida de
esta familia de AHs. Se requieren heces frescas del animal de las que se obtiene una suspensién
de huevos que se incuban por 48 h a 28 °C en una placa de pozos con soluciones de diferente
concentraciéon de tiabendazol, ademés de un control positivo y uno negativo. El experimento
se corta agregando dos gotas de una solucién fijadora de Lugol, se cuentan los huevos y las
larvas LL1 resultantes en cada tratamiento. La prueba se realiza por triplicado con dos réplicas
y los datos se procesan con un programa estadfstico para calcular la concentraciéon de
tiabendazol necesaria para matar el 50% de los huevos (CE50) (Fig. 1). La poblaciéon de
nematodos serd considerada resistente cuando la CE50 sea > 0.1 pg/mL.

Fl diagnostico de resistencia a las tres familias
de AH puede dividirse en dos tipos de broensayos, de
acuerdo con la jase del pardsito que afectan. /iuevos

o larvas.”
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Figura 1. Diagrama de la prueba de inhibicién de la eclosién de huevos para el diagnéstico de RAH a
bencimidazoles. El tratamiento por triplicado corresponde a agua, como control negativo (pozos
rojos), diferentes diluciones de tiabendazol (pozos cafés), o la solucién madre de tiabendazol como
control positivo (pozos verdes) (Elaborado por Beatriz Alejandra Balam Chan).
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(2) Prueba de inhibicién de la migracién larvaria: evalia los efectos del AH sobre la
motilidad de las larvas L3 y su capacidad de atravesar una malla (Demeler ez al. 2010). Se
preparan placas de incubacién de L3 con soluciones a diferentes concentraciones del farmaco
(levamisol o ivermectina), junto con los controles negativo y positivo (Fig. 2: incubacién). Se
preparan las placas de migracién, con tamices (malla de 25 um) por los cuales deberan pasar
las larvas. Para cada placa de incubacién, se preparan dos de migracién para recuperar las L3
que no logren migrar. Después de 24 h de incubacién, el contenido de los pozos se coloca en
los tamices de las placas de migracién y se dejan migrando por 24 h (Fig. 2: migracion).

Después, se recuperan las L3 dentro de los tamices hacia los pozos de la linea inferior.
Se agrega Lugol en todos los pozos y se cuentan las larvas migradas (LM) y no migradas
(LNM) (Fig. 2: recuperacién LNM). La prueba se realiza por triplicado con dos réplicas, y se
estima la CE50 con sus respectivos IC 95%. La resistencia de una poblacién de NGI se expresa
como la comparacién entre la CE50 obtenida con la CE50 de un aislado de referencia que debe
estar disponible en cada pafs.
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Figura 2. Diagrama de la prueba de inhibicién de migracién larvaria para el diagnéstico de RAH a
levamisol o ivermectina. El tratamiento por triplicado en la “incubacién” corresponde a agua como
control negativo (pozos rojos), diferentes diluciones de fdrmaco (pozos cafés) o la solucién madre del
tarmaco como control positivo (pozos verdes). Las larvas migradas (LM) atraviesan la malla del
tamiz (pozos crema), y las larvas no migradas (LNM) se recuperan del tamiz hacia el respectivo pozo
inferior (amarillo) (Elaborado por Beatriz Alejandra Balam Chan).

Cada bioensayo tiene ventajas y desventajas. La prueba de eclosiéon de huevos tiene un
punto de corte establecido que indica la resistencia o susceptibilidad de la poblacién de NGlIs
evaluada. Sin embargo, si la recuperacién de los huevos de las heces hasta el inicio de la
incubacién del ensayo n vitro se demora mas de dos horas, comenzara el desarrollo de la L1

y el resultado podria ser un falso negativo para RAH. En la prueba de migracién larval, la
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ventaja es un conteo mas rapido. No obstante, esta tltima prueba atn no cuenta con valores
estandarizados para declarar resistencia o susceptibilidad a los AHs, y se requiere comparar
con valores de CE50 de cepas de referencia de conocida susceptilibilidad o resistencia a los
tarmacos evaluados.

La disponibilidad de estos bioensayos para el diagnéstico de RAH en las poblaciones
de NGIs de las granjas también es util para caracterizar la susceptibilidad de aislados
monoespecificos utilizados en los laboratorios de investigaciéon (Can-Celis et al. 2019). Estos
aislados pueden considerarse despties como las cepas de referencia.

Conclusion

El diagnéstico de RAH es util para hacer un plan de control adecuado de poblaciones de NGIs
con base en las necesidades de cada granja. Aunque la prueba de campo es facil, cuando no hay
suficientes animales con huevos de NGIs en heces, se pueden emplear los bioensayos para
conocer la susceptibilidad o resistencia de una poblacién de parasitos en una granja de ovinos
0 caprinos.
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