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l. RESUMEN.

RICARDO ADOLFO ARNAUD OCHOA. Prevalencia de unidades de produccion bovina
con nematodos gastrointestinales resistentes a antihelminticos asi como factores de riesgo
asociados a la resistencia, en el trépico veracruzano (bajo la direccion del MVZ, PhD Miguel
Angel Alonso Diaz). Los objetivos de este estudio fueron: 1) determinar la prevalencia de
unidades de produccion bovina con cepas de nematodos gastrointestinales (NGI) resistentes a
ivermectinas y benzimidazoles, 2) identificar los factores de riesgo asociados a la resistencia
de los NGI a los antihelminticos (AH) y 3) identificar el género de nematodos
gastrointestinales resistentes a los AH. Se evaluaron 16 unidades de produccion bovina en la
zona centro de Veracruz, México (n = 921 animales). En cada unidad de produccion se
utilizaron becerros pre-destete con una edad y peso aproximado de 3 a 8 meses y de 50 a 150
Kg, respectivamente. Para detectar la presencia de NGI resistentes (R) a los AH se utilizé la
técnica de reduccion de huevos en heces. La cuantificacién de huevos por gramo de heces se
realiz6 mediante la técnica de McMaster modificada. Los animales se distribuyeron, de
acuerdo a las cargas parasitarias, en los siguientes grupos (n=15): 1) grupo testigo, 2) grupo
tratado con ivermectina (LM) (0.2 mg por kg de PV) y/o 3) grupo tratado con albendazol (BZ)
(5.0 mg de albendazol por kg de PV). Catorce dias postratamiento se tomé otra muestra de
heces para determinar la carga de NGI y realizar un coprocultivo para la identificacion de
géneros de NGI. En cada rancho se realizd una entrevista estructurada para obtener
informacidn sobre posibles factores de riesgo asociados a la resistencia AH. El porcentaje de
reduccion de hpgh y el intervalo de confianza al 95% se calculo mediante el programa
RESO.EXE. La prevalencia de unidades de produccon con cepas de NGI R a las LM fue del
87.5% (14/16 ranchos). La prevalencia de unidades de produccion con NGI resistentes a los
BZ fue de 71.43% (5/7). La prevalencia de unidades de produccién con cepas de NGI doble R

fue de 12.5% (2/16). De los 16 ranchos evaluados, sélo dos ranchos (12.5%) tuvieron NGI



susceptibles a los AH evaluados. El 75% de los productores no pesa a los animales antes de la
aplicacion de AH. No se identificaron factores de riesgo asociados a la resistencia de los NGl
a las LM ni a los BZ (P>0.05). Haemonchus sp. fue el principal género de NGI identificado
en todos los casos de R AH. Se concluye que los ranchos bovinos de la zona centro del estado
de Veracruz tiene una elevada prevalencia de NGI R a las LM y H. contortus es el NGI
identificado con mayor frecuencia en las unidades de produccién. Se sugiere realizar
campafias informativas sobre el uso adecuado de los AH y evaluar nuevas alternativas de

control de NGI en bovinos.



Il. INTRODUCCION.

El ganado bovino de las zonas tropicales de México es una fuente importante de
proteina para el consumo humano. Uno de los principales problemas a los que se
enfrentan los bovinos en estas zonas en el trdpico son las parasitosis causadas por
nematodos gastrointestinales (NGI), especialmente los animales jovenes y los
inmunodeprimidos. Por su importancia sanitaria, los NGI se intentan mantener bajo
control en las unidades de produccion® % *. Los NGI ocasionan cuantiosas pérdidas
econdmicas a la ganaderia por enfermedades, disminucion de  pardmetros
productivos, compra de medicamentos y muerte de animales, entre otros®. Los
principales NGI que afectan a los bovinos son: Haemonchus spp., Ostertagia
ostertagi, Trichostrongylus spp. y Cooperia spp.®. El control de estos NGI se ha
basado en el uso de productos quimicos (antihelminticos) y las familias de
antihelminticos (AH) més utilizadas son los Imidazotiazoles (IMZ), Benzimidazoles
(BZ) y Lactonas macrociclicas (LM)™®. El uso rutinario y muchas veces
indiscriminado de estos AH ha favorecido el desarrollo de la resistencia
antihelmintica (RA). La RA es la presencia, dentro de una poblacion, de individuos
de NGI capaces de tolerar y sobrevivir a la aplicacion de dosis normales de AH. La
RA es hereditaria, lo que significa que una vez que existen NGI resistentes en una
unidad de produccién, estos estaran presentes indefinidamente®. La RA favorece la
presencia de residuos quimicos en los productos de origen animal y/o en el medio
ambiente ademés de ocasionar mermas productivas® ' **. El problema de la RA ha
sido principalmente reportado en pequefios rumiantes (ovinos y caprinos)* *3. En
bovinos existen pocos reportes de resistencia posiblemente porque se creia que
debido al desarrollo de inmunidad contra los NGI la RA no representaba un

problema. No obstante, y debido a reportes recientes en varios paises, esta



percepcion ha cambiado y la RA parece ir en incremento lo cual preocupa a la
comunidad veterinaria.

En México, existe poca informacion sobre la RA en las unidades de produccion
bovina. Es necesario evaluar la eficacia de las drogas, identificar cepas de NGI
resistentes y asi desarrollar e implementar técnicas de control integral que optimicen
el uso adecuado de AH y contrarresten el impacto econémico ocasionado por la

resistencia en las unidades de produccién bovina.



I11. REVISION DE LITERATURA.

3.1. Ciclo bioldgico de los nematodos gastrointestinales.

El ciclo biologico de los NGI es directo y se divide en dos fases: 1) exdgena o de vida
libre y 2) enddgena o fase parasita. La fase exdgena inicia con la eliminacion de
huevos de los NGI en las heces del animal al ambiente donde eclosionan a Larva 1
(Ly) entre 24 y 30 horas. Posteriormente, la L; evoluciona a Larva 2 (L,) en
aproximadamente 2-3 dias, para finalmente mudar o transformarse en Larva 3 (L3) 0
estadio infectante de 4-7 dias'* ** . La L es activa y sube a las hojas del forraje para
ser consumida por los rumiantes y de estar forma infectarlos. Los periodos de tiempo
para la eclosion de huevos y el desarrollo larvario de los NGI pueden variar
dependiendo de las condiciones medioambientales como la temperatura, la
precipitacion pluvial y la humedad la cuales pueden llegar a prolongar el desarrollo
larvario u ocasionar la muerte larvaria™. Por ejemplo, la temperatura éptima para el
desarrollo de L3 de algunos parasitos como Haemonchus es de 13° C y el ciclo se
puede llegar a interrumpir a una temperatura de -9° C*2.

La fase enddgena, inicia con el consumo de L3 por el hospedero y la ubicacion final
en el tracto gastrointestinal depende de quimiorreceptores que detectan glicoproteinas
y glicolipidos producidos por el glicocalix de los bordes de las células epiteliales. En
este sito la L3 penetra la membrana mucosa o entra en las glandulas gastricas y en un
periodo de 1 a 2 dias muda a Larva 4 (L) la cual permanece durante un periodo de 10
a 14 dias. Posteriormente, emergen y se transforman en la etapa de adulto joven (Ls)
seguido de la fase adulta.

Dentro del ciclo evolutivo de los NGI existe un proceso que altera el ciclo normal de
los vermes que se denomina “hipobiosis”. Este fendmeno inicia cuando algunas larvas

de NGI permanecen latentes (L4) en el hospedero debido que detectan condiciones



medioambientales adversas y reinician su desarrollo hasta la etapa adulta cuando estas
condiciones ambientales (fuera del hospedero) son favorables para su sobrevivencia.
En regiones tropicales con marcadas épocas climéticas (secas Yy lluvias), la hipobiosis
se desencadena por el inicio de condiciones excesivamente célidas y secas™® * *°.

Se han realizado diferentes estudios en el laboratorio para detectar la evolucion de
Haemonchus contortus resultando que a 35° C, este proceso se efectlio en 4 dias y a
medida que la temperatura descendio, éste proceso se retrasaba, llegando a tardar de 3
a 4 semanas a temperaturas de 10° C. En campo se ha observado que las condiciones
Optimas para el desarrollo de este paréasito es a temperaturas entre los 18y 30° C y la
humedad relativa del 90%*.

La mayoria de los NGI tiene su localizacion final en el sistema digestivo y

normalmente se localizan en los partes siguientes (Cuadro 1):

Sitio Hospederos Parasitos Efectos
Abomaso Bovinos, ovinos y Haemonchus spp Hemato6fago
caprinos Mecistocirrus spp Hematdfago

Ostertagia spp
Trichostrongylus
axei

Dafio en mucosa
Dafio en mucosa

Intestino delgado

Bovinos, ovinos y
caprinos

Trichostrongylus spp
Bunostomum spp
Cooperia spp
Nematodirus spp
Strongyloides spp

Dafio en mucosa
Hemato6fago

Dafio en mucosa
Dafio en mucosa
Dafio en mucosa

Intestino grueso

Bovinos, ovinos y
caprinos

Trichuris spp
Oesophagostomum

Spp
Chabertia spp

Hemato6fago
Noédulos, dafio en
mucosa, hemat6fago
Dafio minimo a
mucosa

Tomado de Torres-Acosta y Aguilar-Caballero, 2002

También es posible que las L3 puedan recorrer los tejidos del hospedero (paréasito

emigrante) después de penetrar. Las migraciones activas ocurren al principio, para



penetrar a la corriente sanguinea. Esto explica por qué se encuentran con frecuencia
larvas de NGI en tejidos lejanos al punto de entrada original** *°. Las Ls migratorias

pueden tomar dos vias: la hepato-traqueal o la linfo-traqueal.

3.2. Signos clinicos y lesiones causadas por los nematodos

gastrointestinales.

El grado de parasitosis y la presentacion de los signos clinicos pueden variar entre
hospederos debido a factores como el nimero de parésitos, especies involucradas,
edad del hospedero, estado nutricional del mismo, entre otras. Los principales signos
de las parasitosis por NGI estan relacionados con un sindrome digestivo que combina
la pérdida de apetito, pérdida gradual de la condicién corporal, disminucion del
desarrollo y en casos severos se puede presentar diarrea, debilidad, postramiento y
muerte®. La presencia de H. contortus y de otros NGI hemat6fagos se asocian con un
sindrome anémico que se expresa como letargia, pérdida de apetito y palidez de las
mucosas'®,

Las lesiones causadas por NGI pueden variar de acuerdo a factores como el estadio
parasitario (larvas o adultos), el niamero de géneros involucrados ya que pueden
existir infecciones mixtas o el predominio de una de ellas, el nimero de parasitos que
causan la infeccion asi como la susceptibilidad del hospedero y el estado o grado de
inmunidad. Algunas de las lesiones mas comunes que presentan los rumiantes son
inflamacion, pequefias zonas semejantes a tifia, arrugas en la mucosa, aumento del

epitelio, hiperemia e inflamacién linfocitica y gastritis nodular*?,



3.3. Diagnostico de los nematodos gastrointestinales en rumiantes.

El diagnodstico de los NGI puede realizarse de acuerdo al cuadro clinico de los
animales, mediante técnicas diagnoésticas de laboratorio (analisis coproldgico) y/o
mediante estudios postmortem.

El anélisis clinico consiste en la observacion de los signos clinicos los cuales pueden
estar relacionados con la disminucion de la ganancia de peso. Los animales con NGl
presentan debilidad y decaimiento, se aislan, presentan pelo hirsuto, y con frecuencia
se observa en unos animales un enflaquecimiento progresivo. Algunos animales

también presentan diarrea acuosa y profusa, anemia y/o edema sub-mandibular>.

3.3.1 Técnicas de laboratorio.

El uso de diferentes técnicas de laboratorio, como los exadmenes
coproparasitoscopicos, es por demas una herramienta Gtil en el diagnéstico™ *© 8,
Para el diagnostico de los NGI existen técnicas cualitativas como la de flotacion que
permite detectar la presencia de huevos de NGI y técnicas cuantitativas como la de
McMaster que es utilizada como un método para estimar del nimero de huevos de
NGI por gramo de heces. Estas técnicas Unicamente pueden ayudar a determinar la
presencia de huevos pero no pueden diferenciar entre géneros de NGI. Para poder
identificar los géneros de NGI se recomienda realizar coprocultivos para obtener
estadios infectantes de los parasitos los cuales permiten su identificacion > *'.

Para conocer el género y la especie de los NGI es necesario realizar estudios post-
mortem donde se separan las diferentes porciones del tracto gastrointestinal (ej.
abomaso, intestino delgado, intestino grueso) para obtener los estadios adultos de

NGI. Generalmente este tipo de diagnésticos de NGI se complementan con técnicas

de digestion artificial del tracto gastrointestinal para determinar el nimero de larvas



hipobioticas.

3.4. Control quimico de los nematodos gastrointestinales en bovinos.

El control de los NGI en los rumiantes se ha basado en el uso de los AH. Los AH de
amplio espectro se agrupan en tres familias: 1) Benzimidazoles, 2) Imidiazotiazoles y
3) Lactonas macrociclicas. Cada uno de estos grupos, poseen varias moléculas que

comparten el mismo mecanismo de accion.

3.4.1. Benzimidazoles (BZ2).

El uso de los BZ para el control de parasitos inici6 en el afio de 1950. La estructura
quimica de estos compuestos tiene un grupo benceno y un grupo imidazol. Los
principales compuestos con efecto antiparasitario de esta familia son tiabendazol,
mebendazol, flubendazol y albendazol. En general, son antiparasitarios de amplio
espectro contra NGI y cuentan con buen margen de seguridad. La principal via de
aplicacién es oral, tienen buena distribucion y se eliminan por heces, orina y leche. El
mecanismo de accién es comun para todos los BZ (varia el grado de afinidad) y
ocurre a nivel de los componentes del citoesqueleto de los parasitos, y en especial en

la proteina tubulina que a su vez se integra en las subunidades de los microtubulos™

20

3.4.2. Imidiazotiazoles (IMZ).

La familia de los IMZ para el control de parasitos inici6 en el afio 1960. La estructura
quimica contiene un grupo fenil y un grupo imidazol. Dentro de este grupo se
encuentra el tetramisol, levamisol, butamisol y morantel. También se consideran AH

de amplio espectro contra NGI y gusanos pulmonares. Estos tipos de antihelminticos



pueden administrarse por via oral o subcutdnea, mediante esta via alcanza valores
plasmaticos méaximos a los 30 minutos, y a las tres o cuatro horas no se detecta en
plasma. Su distribucién es muy buena y se elimina por via urinaria, heces, leche y
moco bronquial. EI mecanismo de accion de los IMZ es actuar a nivel ganglionar
ocasionando una contraccion muscular generalizada y parélisis. También causa la
salida de iones de Na* de membranas musculares despolarizadas produciendo paralisis

espastica’® %.

3.4.3. Lactonas macrociclicas (LM).

El grupo de las LM se sintetizd en 1980 y actualmente existen diferentes moléculas
que se clasifican en Avermectinas (ivermectinas, doramectina) y Milbemicinas
(moxidectina). Son endectocidas de amplio espectro, tienen una actividad persistente
y elevada flexibilidad de uso contra NGI?!. La via de aplicacién de las LM puede
variar dependiendo de la molécula quimica. Por ejemplo, las ivermectinas pueden
aplicarse via subcutanea y epicutanea mientras que la moxidectina puede aplicarse via
oral y subcutanea. Independientemente de la via de aplicacion, las LM se eliminan por
bilis, por lo que se detectan grandes cantidades en heces aunque también se excreta
por orina y leche®. El mecanismo de accién consiste en estimular la liberacion del
acido gammaaminobutirico (GABA) del parésito que es un neurotransmisor
inhibitorio de los estimulos nerviosos en la placa neuromuscular. Esta inhibicion

ocasiona paralisis e incluso la muerte del parasito®.

3.5. Resistencia de los nematodos gastrointestinales a los

antihelminticos.

El problema de RA ha sido principalmente reportado en pequefios rumiantes (ovinos y

10



caprinos)* "3 %2 En bovinos, existen pocos reportes de RA posiblemente porque se
dedujo que debido a que estos animales son capaces de montar una respuesta inmune
mas rapido contra los NGI este fendmeno no se presentaria; no obstante, en la
actualidad el numero de reportes de unidades de produccién bovina con NGI
resistentes a los AH se ha incrementado® 2% 2> 26 2% 30. 32 15 cyal preocupa a la
comunidad veterinaria.

Recientemente se ha reportado la presencia de unidades de produccion bovina con
cepas de NGI resistentes a las LM en Brasil®* 2 2" % Argentina®® % “°, Chile®,

23,49 y Colombia®; y a

Colombia®, y Australia®; a los BZ en Brasil** % ?°, Argentina
los IMZ en Brasil**?°, Argentina®®, Colombia® y Australia™'.
En México existe poca informacion sobre la resistencia de los NGI a los AH en
bovinos a pesar de que el control de los NGI se ha basado en el uso de los productos
quimicos. El primer reporte de NGI resistentes a las ivermectinas en bovinos ocurrié
en el 2008%%. No obstante, en este estudio se seleccionaron de tres a cinco animales de
aproximadamente cinco ranchos para realizar el estudio. No existen trabajos sobre la
prevalencia de unidades de produccion bovina con cepas de NGI resistentes a los AH
ni tampoco estudios donde se evalué el uso de los AH y los factores de riesgo
involucrados con la resistencia.

Entre los factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de resistencia AH se han
sefialado la elevada frecuencia de tratamientos (> 6 veces por afio), la no rotacion de
familias quimicas, malas practicas de manejo de los productos y la raza de los
animales™ *°. La identificacion de los factores de riesgo asociados a la RA en ranchos
del tropico humedo de Meéxico podria ayudar a mejorar el uso de los productos
quimicos.

Es necesario generar informacion referente a la RA para conocer el nivel de eficacia
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de la drogas, asi como identificar los generos de NGI resistentes, con la finalidad de
desarrollar e implementar mecanismos de control integral encaminados a optimizar la
eficacia de los productos quimicos y contrarrestar el impacto econémico ocasionado

por los NGI en los sistemas de produccién™.

3.6. Impacto economico de la resistencia antihelmintica.

La presencia de cepas de NGI resistentes a los AH en las unidades de produccion
bovina tiene implicaciones economicas a nivel de la industria farmacéutica, de la
produccién animal y del comercio internacional. En 1997, las ventas mundiales de
endoparasiticidas (36%) endectocidas (25%) y ectoparasiticidas (39%) fue de 3100
millones de dolares®. Una perdida moderada de eficacia (generalmente no visualizada
a nivel de campo) representa fuertes pérdidas en términos costo/eficacia del AH. El
AH a nivel de salud animal debe considerarse como un recurso no renovable® por lo
que el monitoreo de la eficacia de las moléculas quimicas de AH asi como el buen uso
de los mismos es indispensable para prolongar su vida util. Kaplan (2009), mencioné
que para desarrollar una nueva familia de AH la industria farmacéutica tendra que
invertir una mayor cantidad de dinero. Por mencionar un ejemplo, en 1999 el costo
por el desarrollo de una molécula quimica se encontraba entre los 100 — 230 millones
de délares en un proceso que puede durar més de 10 afios**. En la actualidad este
desarrollo de quimicos requiere exponencialmente mayor inversion de tiempo y de
dinero.

En cuanto al impacto de la RA sobre la produccion animal, recientemente se realizd
un estudio en ovinos donde se demostré que la presencia de cepas de NGI resistentes
a los BZ repercute en la ganancia diaria de peso, en la calidad de la canal y en el

rendimiento de la misma cuando se continda utilizando un calendario de
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desparasitacion basado en el uso del AH que presenta resistencia®. Finalmente, el
impacto econdémico de la RA sobre el comercio internacional se debe a la presencia
de residuos quimicos en los productos de origen animal. La presencia de estos
residuos es la respuesta al aumento en la frecuencia de aplicacion y/o al aumento de la

dosis de drogas ** .

3.7. Diagndstico de la resistencia antihelmintica.

La resistencia se define como la habilidad de los individuos de una poblacion que
tienen la capacidad de sobrevivir a dosis de desparasitantes que normalmente son
letales contra la mayoria de los individuos de una misma especie®.

Este fendmeno de resistencia se ha relacionado a un origen genético, es decir, los NGI
que sobreviven a esas dosis letales de AH tienen la capacidad de trasmitir la
informacién genetica a su progenie®. Existen diferentes métodos para la deteccion de
la resistencia AH de NGI de importancia veterinaria.

De acuerdo a la Asociacion Mundial para el avance de la Parasitologia Veterinaria
(W.A.A.V.P., por sus siglas en inglés) la RA en rumiantes se puede determinar
mediante las técnicas descritas en la guia de Coles et al. (1992). Esta guia describe la
metodologia para diagnosticar la RA para todas las familias de AH a nivel de campo
mediante la técnica de reduccién del conteo de huevos en heces (FERCT, por sus

siglas en inglées) y la metodologia de estudios in vitro para determinar RA a los BZ.

13



3.7.1. Diagnostico de resistencia antihelmintica mediante la prueba

de reduccion de conteo de huevos de heces (FERCT).

Posiblemente este método de diagndstico de RA es el mas utilizado a nivel mundial.
Es una prueba in vivo que consiste en utilizar animales jovenes infectados
naturalmente con NGI y que estén eliminando al menos 150 hpgh. Brevemente, estos
animales no deben haber sido tratados con ningin AH de 8 a 12 semanas antes de la
prueba y se forman grupos de 15 animales (control y tratados) para evaluar el o los
AH. La aplicacién del tratamiento se debe realizar de acuerdo al peso exacto de los
animales y el diagnostico debe realizarse de 10 a 14 dias post-tratamiento mediante la
técnica de McMaster modificada y un coprocultivo para conocer los géneros de NGI.
Una de las principales ventajas de esta metodologia es que puede ser utilizada en
rumiantes, equinos y cerdos y puede ser aplicada con todos los tipos de AH®. Las
principales desventajas pueden ser los costos debido a que es necesario realizar al
menos tres muestreos en cada unidad de produccion, el tiempo y la mano de obra
invertida en campo y en laboratorio asi como la dificultad de encontrar el nimero de
animales que cubran los criterios de inclusion descritos en las guias de la

W.A.AV.P%

3.7.2. Técnicas in vitro para el diagnostico de resistencia.

Existen diferentes técnicas in vitro para el diagnostico de RA: la prueba de eclosién

de huevos®, la prueba de desarrollo larvario, la inhibicién de la migracion larvaria asf
. . 39 Lo . .

como pruebas bioquimicas y moleculares™. En general, la técnicas in vitro para el

diagnostico de RA se consideran pruebas rapidas, de bajo costo, y se necesita un

menor nimero de animales asi como de mano de obra en campo y en laboratorio. Una

de las principales desventajas de estas técnicas in vitro es que se necesita personal y
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equipo especializado, se requiere de un laboratorio de referencia de parasitologia para
estandarizar las técnicas, son de baja sensibilidad y en con frecuencia su uso es
especifico a una sola familia de AH.

La prueba de eclosion de huevos se utiliza para determinar la RA hacia los BZ (Coles
et al., 1992). Una de las principales desventajas de esta prueba es que tiene baja
sensibilidad, solo se puede monitorear la resistencia hacia una sola familia de AH y se
ha utilizado principalmente en equinos® .

La prueba de desarrollo larvario, también conocida como “DrenchRite” permite
diagnosticar la RA hacia los BZ e IMZ en ovejas y cabras. Hasta la fecha esta técnica
no ha sido validada para bovinos y equinos®" .

Para confirmar la presencia de RA en las unidades de produccién, primero es
necesario realizar una cuidadosa evaluacion de las practicas en el uso de los AH.
Cuando algun producto falla, la primera reaccién debe ser el comprobar si el AH se
esta aplicando corectamente y en su concentracion adecuada ya sea por no realizar un
pesaje previo a la aplicaciéon®. Una vez que se ha comprobado que no existen fallas

en el uso de AH, es necesario recurrir a métodos de diagnostico de laboratorio para

confirmar que el problema se debe al desarrollo de RA*.
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V. JUSTIFICACION.

En el tropico mexicano las parasitosis por NGI son un problema que afecta a la
ganaderia bovina. El principal método de control continta siendo el uso de AH
(lactonas macrociclicas, benzimidazoles e imidazotiazoles); no obstante, La eficacia
de algunos productos ha disminuido lo cual implica gastos econémicos debido a un
aumento en el numero de aplicaciones y/o a disminucion de los parametros
productivos (ganancia diaria de peso y/o produccién de leche). Esta baja eficacia
puede deberse a la presencia de cepas de NGI resistentes o al mal uso de los AH (ej.
es comun realizar la desparasitacion de los animales con base en la estimacion del
peso lo cual puede ocasionar que se sub-dosifique o sobre-dosifiquen animales). Es
necesario determinar la prevalencia de unidades de produccion con cepas de NGI
resistentes y los factores de riesgo asociados a la misma. Se ha reportado que la
presencia de resistencia antihelmintica disminuye la ganancia diaria de peso, la

calidad de la canal y el peso final de la misma.
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V. HIPOTESIS

Existen cepas de nematodos gastrointestinales que presentan resistencia
antihelmintica en las unidades de produccién bovina del tropico de Veracruz.
Asimismo, el mal uso de los antihelminticos es el factor de riesgo principal asociado a

la resistencia antihelmintica.
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V1. OBJETIVOS.

Determinar la prevalencia de unidades de produccion bovina con cepas de
nematodos gastrointestinales resistentes a los antihelminticos en el trépico
himedo.

Identificar factores de riesgo relacionados con la presencia de cepas de
nematodos gastrointestinales resistentes en unidades de produccion bovina en
el trépico himedo.

Determinar el género de nematodos gastrointestinales resistentes a los

antihelminticos en unidades de produccién bovina en el tropico hiumedo.
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VII. MATERIALES Y METODOS.

7.1. Localizacion geogréfica.

El estudio se realizd, durante los meses de Mayo del 2009 a Enero del 2010, en
unidades de produccion bovinas localizadas en la zona centro del Estado de Veracruz.
Se evaluaron 24 unidades de produccion bovina (1191 animales) de las cuales 16
unidades cumplieron con los criterios de inclusion de este estudio (7.2). Estas
unidades de produccién bovina pertenecen a los municipios de Tlapacoyan, Martinez
de la Torre, San Rafael y Vega de Alatorre en la zona Centro del estado de Veracruz.
La seleccion y muestreo de los ranchos se realizd por conveniencia. Fueron incluidos
ranchos con productores cooperantes que tuvieron becerros de crianza infectados

naturalmente con NGI.

d’.’ |

GUERRE]

Figura 1. Mapa de la region centro del estado de Veracruz.

19



7.2. Animales experimentales y entrevistas.

En cada unidad de produccidn seleccionada se utilizaron becerros pre-destete con una
edad y peso aproximado de 3 a 8 meses y de 50 a 150 Kg, respectivamente. Los
criterios de inclusion en el estudio fueron: 1) no haber sido desparasitados en los dos
meses previos al estudio, 2) que estuvieran eliminando al menos 150 huevos por
gramo de heces (hpgh) y 3) que de preferencias estuvieran identificados. Para detectar
la presencia de NGI resistentes a los AH se utilizo la técnica de reduccion de huevos
en heces recomendada por la W.A.A.V.P.%,

Ademas, en cada unidad de produccion bovina se aplic6 una entrevista semi-
estructurada para obtener informacion sobre el uso de los AH y posiblemente
identificar algunos factores de riesgo de la RA como manejo del la unidad de
produccion, nimero de animales, densidad animal, uso de los AH, frecuencia del

tratamiento y raza de los animales.

7.3. Disefo experimental.

En cada unidad de produccién, los becerros fueron distribuidos de acuerdo a las
cargas parasitarias a los siguientes grupos experimentales:

Grupo 1, 15 becerros que permanecieron como grupo testigo.

Grupo 2, 15 becerros que fueron desparasitados con ivermectina (LM) via subcutanea
a una dosis de 0.2 mg por kg de peso vivo.

Grupo 3, 15 becerros que fueron desparasitados via oral con albendazol (BZ) a una
dosis de 5.0 mg de albendazol por kg de peso vivo.

Previo al tratamiento, los animales se pesaron individualmente para aplicar los AH de

acuerdo al peso exacto.
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7.4. Analisis de laboratorio.

Se tomo una muestra (aproximadamente 5gr/ animal) de heces directamente del recto
de animal antes del tratamiento y 14 dias después del mismo. La muestra fue colocada
en una bolsa de polietileno identificada con el nimero del animal y se colocd en un
termo con refrigerante para que fuera trasportada al Laboratorio de Parasitologia del
CEIEGT donde se determind el nimero de huevos de NGI por gramo de heces
mediante la técnica de McMaster modificada®.

De cada grupo experimental, se realizd6 un coprocultivo mediante la técnica de
Cortichelli Lai para obtener larvas de NGI en cada grupo. La identificacion de larvas
se realiz6 de acuerdo a las guias descritas por MAFF (1986) y Bowman y Lynn

(1999).

7.5. Analisis estadistico.

Para calcular el porcentaje de reduccién (%R) de HGH vy el intervalo de confianza al
95% (1C95%) se utilizo el programa estadistico RESO.EXE. Una cepa de NGI se
considerd resistente cuando el %R de huevos fue menor al 95% y limite inferior del
1C95% fue igual o menor al 90%. Una cepa se considero baja resistente cuando el %R
fluctud entre el 95 y 99% y limite inferior del 1C95% fue igual o menor al 90%.

Para conocer el grado de asociacion (razén de probabilidades/OR) entre las variables
independientes (factores de riesgo) y la variable de respuesta RA, los datos fueron
dicotomizados y analizados en las tablas de contingencia (2x2) del programa Epi Info
v 6.02%. Se utiliz6 una prueba de Ji cuadrada para conocer el nivel de significancia
entre cada asociacion. Las variables independientes con valores de p<0.20 fueron
incluidas en un analisis multivariado. En este estudio las variables que ingresaron al

modelo de regresion logistica fueron el fin zootecnico, el sistema de produccion, la
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raza, si los productores pesan o0 no a los animales para aplicar el desparasitante, la
rotacion de productos quimicos, la utilizacion de otra alternativa de control y la renta
de potreros.

Se utilizé el programa Statistix Version 2.1 para realizar un analisis de regresion
logistica a las variables independientes que tuvieran valores de p<0.20 sobre la
variable de respuesta en el anélisis univariado™. Se obtuvieron los valores de Odds
Ratio (OR) para establecer la fuerza de asociacion entre el factor de riesgo y la
resistencia a los antihelminticos, el intervalo de confianza (IC 95%), y el coeficiente
de regresion de B.

Las variables independientes ordinales y nominales fueron transformadas en variables

Dummy**, para poder ser analizadas en el modelo de regresion logistica.
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VIII. RESULTADOS.
8.1. Prevalencia de unidades de produccion bovina con nematodos

gastrointestinales resistentes a los antihelminticos.

La prevalencia de ranchos con cepas de NGI resistentes a las lactonas macrociclicas
(LM) fue del 87.5% (14/16 ranchos) (Cuadro 1). El porcentaje de reduccion de
huevos en los ranchos resistentes a LM fue de 75%, 89%, 95%, 46%, 93%, 85%,
89%, 96%, 0%, 90%, 95%, 96% 77% y 85%. La prevalencia de ranchos con NGI
resistentes a los BZ fue de 71.43% (5/7) (Cuadro 2). El porcentaje de reduccion de
huevos en los ranchos R a BZ fue de 95%, 84%, 99%, 96% y 79%. La prevalencia de
ranchos con cepas de NGI doble R fue de 12.5% (2/16). De los 16 ranchos evaluados,

s6lo dos ranchos (12.5%) tuvieron NGI susceptibles a los AH evaluados.

Cuadro 1. Porcentaje de reduccion de huevos de nematodos gastrointestinales y diagndstico
de resistencia a las lactonas macrociclicas en unidades de produccion bovina de Veracruz,

México.

Rancho % de Reduccion de huevos IC (95%) Diagnostico
1 75 40-89 R
2 89 63-97 R
3 95 83-99 BR
4 46 0-87 R
5 100 - S
6 93 59-99 R
7 85 54-95 R
8 89 22-98 R
9 96 84-99 BR
10 0 0-88
11 90 58-98
12 100 -

13 95 87-98 BR
14 96 83-99 BR
15 77 0-96 R
16 85 39-96 R

IC (95%) = Intervalo de confianza al 95%; R= unidades de produccién bovina (UPB) resistentes a las LM; BR=
UPB con baja resistencia a las LM; S= UPB sospechosas de resistencia a las LM
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Cuadro 2. Porcentaje de reduccion de huevos de nematodos gastrointestinales y diagndstico
de resistencia a los benzimidazoles en unidades de produccion bovina de Veracruz, México.

Rancho % de Reduccion de huevos IC (95%) Diagnostico
1 95 57-99 BR
2 84 54-94 R
3 99 95-100 S
4 100 S
5 99 90-100 BR
6 96 83-99 BR
7 79 0-96 R

IC (95%) = Intervalo de confianza el 95%; R= unidades de produccion bovina (UPB) resistentes a los
benzimidazoles; BR= UPB con baja resistencia a los benzimidazoles; S= UPB sospechosas de resistencia a los
benzimidazoles.

8.2. Manejo de los antihelminticos en las unidades de produccion

bovina y los factores de riesgo relacionados a la resistencia.

En este estudio, de las 16 UPB evaluadas, el 75% (12/16) correspondié a un fin
zootécnico de doble propdsito (Figura 2) y el sistema de produccion predominate fue
el semi-intensivo con un 50% (8/16) (Figura 3). El 56.25% (9/16) no recibe asesoria
técnica al momento de aplicar el antiparasitario (Figura 4).Al momento del estudio la
familia de AH maés utilizada fueron las LM con un 50% (8/16) seguido de los BZ con
un 43.75% (7/16) y los IMZ con un 6.25% (1/16) (Figura 5). Respecto al manejo de
los AH, se observo que el 75% (12/16) de los productores no pesa a los animales
antes de aplicar el desparasitante (Figura 6), No obstante, el 81.25 % (13/16)
menciono que rota entre familias de AH (Figura 7), el 87.5% (14/16) (Figura 8) no
usa otra alternativa para el control de parasitos, el 68.75% (11/16) si aplica
tratamnientos antiparasitarios a los animales de nuevo ingreso (Figura 9), el 75%
(12/16) limita con otra explotacion (Figura 10), el 50% (8/16) comenta que existe
contacto de los bovinos vecinos con los suyos (Figura 11) y el 85.25% (13/16) no ha

realizado renta de potreros en los Gltimos dos afios (Figura 12).
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No se identificaron factores de riesgo relacionados con la RA a las LM ni a los BZ

(P>0.05).

FIN ZOOTECNICO

u CARNE

m DOBLE
PROPOSITO

I PIE DE CRIA

Figura 2. Fin Zootécnico

SISTEMA DE PRODUCCION
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B [NTENSIVO
B SEMI-INTENSIVO
W EXTENSIVO

Figura 3. Sistema de Produccion
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Figura 4. Cuenta con asesoria técnica
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PRINCIPIO ACTIVO
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Figura 5. Principio activo.
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Figura 6. Realizacion de pesaje
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Figura 7. Rotacién de productos
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OTRA ALTERNATIVA
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Figura 8. Uso de otra alternativa
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Figura 9. Tratamiento a nuevos animales
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Figura 10. Limitacion con otras explotaciones
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CONTACTO CON VECINOS
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ENO

Figura 11. Contacto con vecinos

RENTA DE POTREROS

mS|

ENO

Figura 12. Renta de potreros en los ultimos 2 afios

8.3. Género de nematodos gastrointestinales resistentes a los

antihelminticos en unidades de produccién bovina.

Los géneros de NGI resitentes que se identificaron en las unidades de produccion fueron
Haemonchus spp (16/16), Oesophagostomun de 62.5% (10/16), Strongyloides 43.75 % (7/16)
y Ostertagia con un 12.5% (2/16) (Figura 4.) Haemonchus spp. fue el principal género de

NGI identificado en todos los casos de RA
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Figura 13. Prevalencia de NGI en las unidades de produccion tratadas con AH
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IX. DISCUSION.

Actualmente existen en el mercado solo tres grupos de AH de amplio espectro para el
control de los NGI en los rumiantes en pastoreo: 1) benzimidazoles (BZ), 2)
imidazotiazoles (IMZ) y 3) lactonas macrociclicas (LM)*. El Gltimo grupo de AH
(las LM) se desarroll6 desde 1981. Diversos autores coinciden que en un futuro
cercano no saldran al mercado nuevas moléculas quimicas con mecanismos de accion
diferentes a las existentes®” *°. Por lo tanto, el mantenimiento y el monitoreo de la
eficacia de los AH existentes, el buen uso de los mismos y los estudios de resistencia
son indispensables para la productividad y el bienestar animal en los sistemas en
pastoreo. El primer objetivo del presente estudio fue determinar la prevalencia de
unidades de produccién bovina con cepas de NGI resistentes a los AH en el tropico
hdmedo.

La prevalencia de unidades de produccion bovina con NGI resistentes, medido
mediante la técnica de reduccion de huevos (FECRT), a las LM y BZ fue de 87.5%
(14/16) y de 71.43% (5/7), respectivamente. En México, los estudios de resistencia de
los NGI a los AH en las unidades de produccién bovina son escasos; y los pocos que
existen, se realizaron en un menor nimero de ranchos a los evaluados en este estudio.
Encalada et al. (2008) realizaron el primer reporte de resistencia de NGl a las LM en
becerros evaluados en cinco ranchos. En otro estudio, Canul-Ku et al. (2009)
reportaron una prevalencia de ranchos con NGI resistentes a las LM en cinco ranchos
de ocho evaluados (62.5%). En contraparte, a nivel mundial, el nimero de reportes de
resistencia de los NGI ha ido creciendo durante los ultimos afios lo cual indica la
actual preocupacion de la comunidad cientifica al respecto® 2 ?*“® Suarez y Cristel
(2007) reportaron en Argentina una prevalencia de hatos bovinos resistentes a las LM

y BZ del 60% y 32%, respectivamente. En Brasil, Soutello et al (2007) también

30



reportaron cepas de NGI resistentes a las LM y los BZ. Este es el primer reporte de
unidades de produccion bovina en México con cepas de NGI resistentes a dos de los
principales grupos de AH. Estos resultados muestran una alta prevalencia de
resistencia AH en la zona centro de Veracruz, México lo cual es un factor que limita
la productividad de los hatos.

Existen diferentes razones por las cuales se puede generar resistencia a los AH: i) el
uso inadecuado de dosis por largos periodos de tiempo, ii) ausencia en la rotacion de
familias de antihelminticos y iii) la frecuencia con la que se usan los mismos*®*°. En
este estudio se identifico que una elevada proporcién de productores utiliza de manera
inadecuada los AH. Por ejemplo, el 75% no pesa a los animales para realizar una
aplicacion correcta de los productos. Estudios recientes reportaron una fuerte relacion
entre la eficacia de las LM y la concentracion terapéutica del farmaco™®. La
aplicacion de los AH a nivel de campo (cuando no se pesan a los animales) se realiza
de acuerdo a dos principales criterios: 1) calcular el peso visualmente a cada uno de
los animales o, 2) determinar un peso promedio del lote de animales a desparasitar. ES
probable que bajo estos criterios de desparasitacion mencionados anteriormente, un
alto porcentaje de animales puedan ser subdosificados con lo cual los niveles
terapéuticos de los AH no son suficiente para eliminar el 100% de la poblacion de
NGI; por lo tanto, la poblacion de parésitos que no fueron eliminados y que
estuvieron en contacto con dosis bajas de AH son viables de desarrollar resistencia. El
fendmeno de resistencia AH es de origen genético, es decir, se hereda de generacion
en generacion y esto hace que se incremente los costos para tratar a los animales y
bajen los niveles de produccién®. Es necesario promover entre los productores de
bovinos en el trépico el uso correcto de los AH y sobre todo que se genere

informacion que ayude al buen uso de los mismos a nivel de campo (por ejemplo, la
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utilizacion de medidas zoometricas como el perimetro toréxico y su relacion con el
peso vivo de los animales en el tropico).

En este estudio no se identificaron factores de riesgo asociados a la RA a las LM ni a
los BZ. Es posible que la falta de asociacion entre variables pudo deberse a la elevada
prevalencia de unidades de produccién bovina con NGI resistentes a los AH (variable
dependiente) debido a que cuando la mayor proporcion de elementos de un estudio
presentan la caracteristica de interés (ej. RA) se presenta un agrupamiento de los
datos que evitan la expresion de una asociacion estadisticamente significativa. Otro
factor que pude haber influido en la falta de asociacion es el nimero de unidades de
produccion evaluadas.

El tercer objetivo de este estudio fue determinar el género de NGI resistentes a los AH
en las unidades de produccion bovina en tropico humedo. Haemonchus spp fue el
NGI que se identificé con mayor frecuencia en todas las unidades de produccion
resistentes a las LM y BZ. Estos resultados son consistentes a lo mencionado por
otros autores quienes identificaron a Haemonchus spp como el principal género de
NGI resistente a los AH?* 40315253 1| 3 elevada frecuencia de cepas de Haemonchus
spp resistentes a los AH esta relacionado con su alto potencial biolégico®’. Kohler
(2001) identifico que el mecanismo que desarrolla Haemonchus spp para resistir a los
BZ esté relacionado con una mutacion de punto (reemplazamiento del aminoacido
fenilanalina por tirosina) en la posicion 200 de un gen B- tubulina. Esto implica una
pérdida de la afinidad de las drogas a lo microtubulos del parasito. En este estudio
también se identificaron otro géneros de NGI resistentes a los AH por lo que es
necesario que se consideren medidas de bioseguridad en la movilizacion de animales
con la finalidad de prevenir la difusion del problema entre regiones del pais. Tambien

se sugiere que se continuen realizando estudios de resistencia en campo que involucre
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el sacrificio de algunos animales con la finalidad de conocer el género y especie de

los NGl resistentes en el tropico de México.
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X. CONCLUSIONES.

Las unidades de produccién bovinas de la zona centro del estado de Veracruz tiene
una elevada prevalencia de NGI R a los AH.
El genero de NGI identificado con mayor frecuencia en las unidades de produccién

bovina con NGl resistentes a los AH fue Haemonchus spp.

Haemonchus spp. fue el nematodo gastrointestinal que se identificé con mayor

frecuencia presentando una resistencia a los antihelminticos, en las unidades de

produccion bovina en la zona centro del estado de Veracruz.
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XI1. Anexos.

No.

l. Datos Generales
Municipio Nombre del Rancho
Propietario Encuestado
Fin zootecnico Carne’| Leche’ | Doble Propésito® Pie de Cria’
glstemg ngrogucuon Intensivo’ Semi-Intensivo? Extensivo®

azas de anado Cebd’ Cebu x Europeo® Europeo®

Tamario del Hato Vientres Toros Becerros Novillos/as
Superficie de Pastoreo Carga Animal

. Uso y Manejo de los Antihelminticos
¢Utiliza algun antiparasitario? SI* NO°
¢Cuenta con asesoria técnica cuando aplica el antiparasitario? S| NO°
Que antiparasitario utiliza
Cual es el principio activo | Mzt | BZ® LMm?®
Cuanto tiempo lleva utilizando este producto
Que dosis utiliza Laboratorio Asesor Otra Cual
Con que frecuencia utiliza el tratamiento antiparasitario

Mensual Trimestral Semestral Anual Otra

Adultos
Desrrollo
Crianza

- : : SI* NO°
Realiza pesaje antes de desparasitar
En caso negativo, como calcula su dosis?
Como es que dosifica
Durante los ultimos cuatro afios ha realizado rotacion de productos e -

NO

Con que productos ha realizado la rotacion
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Cual fue la decision para cambiar el producto

Cual es

Utiliza otra alternativa para el control de parasitos St NO°
Aplica tratamiento antiparasitario a animales que ingresan sit NO°
Aplica el mismo tratamiento a los animales de nuevo ingreso gt NO°
Su explotacion limita con otras explotaciones ganaderas S|t NO®
Existe contacto de los bovinos vecinos con los suyos

SIt NO°
Durante los dos ultimos afios ha realizado renta de potreros sit NO°
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