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Resumen.

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la resistencia o
susceptibilidad a tres bencimidazoles (albendazol, oxibendazol y fenbendazol) de
la cepa de Haemonchus contortus aislada y mantenida en la FES Cuautitlan, por
medio de una técnica in vitro. Se realizd en la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria en Salud Animal, en el Laboratorio de Patogénesis Microbiana
de la FES Cuautitlan, UNAM. La técnica in vitro empleada fue la de eclosion de
huevos y se efectu6 basandose en las propiedades ovicidas de estos
antihelminticos y en la capacidad de los huevos de las cepas resistentes para
embrionar y eclosionar a concentraciones mas altas que los de las cepas
susceptibles. Los principios activos evaluados fueron albendazol, fenbendazol y
oxibendazol. Se realizaron 20 repeticiones con cada farmaco a evaluar. Se
obtuvieron heces de un cordero donador donde es mantenida la cepa. Se
corroboré la presencia del parasito con la técnica Mc Master. Para determinar las
dosis letales, DL1g, DLsg, DLgg ¥ DLgg de los antihelminticos se realizo el analisis
Probit, para saber que concentraciones de los farmacos son necesarias para
matar al 10, 50, 90 y 99% de los huevos de H. contortus expuestos. La resistencia
a los antiparasitarios fue expresado como el indice de resistencia (IR), que se
calcula en funcion a la DLsp de la cepa sospechosa a ser resistente y la
susceptible. La cepa de H. contortus de la FES Cuautitlan UNAM tuvo una alta
susceptibilidad al albendazol su DL99 se logré con una concentracion de 0.051
pug/ml. El oxibendazol y el fenbendazol también tuvieron una buena accion
antiparasitaria, la maxima eficacia para el primero (99%) ocurri6 entre los 37.5 y
300 pg/ml, para el fenbendazol su mejor efecto (72%) se logré con 300 pg/ml. Se
indica que la cepa de H. contortus de la FES es resistente al oxibendazol y
fenbendazol pues el indice de resistencia (IR), resulto en los siguientes valores de

856.8 para el oxibendazol y 1,873.7 para el fenbendazol.



Introduccioén.

La verminosis o nematodiasis gastroentérica es uno de los principales problemas
sanitarios de los pequefos rumiantes en pastoreo (fig. 1) que repercuten en la
salud de los animales, ya que afecta en la produccion, ocasionando pérdidas
econdmicas significativas. El mayor impacto econémico se observa en paises con
un clima tropical y templado, especialmente en donde se presentan lluvia en el
verano.

La enfermedad es causada por diversos nematodos que poseen una localizacion
diferente en el aparato gastrointestinal de los rumiantes, asi por ejemplo en el
abomaso se encuentran Haemonchus, Teladorsagia, Trichostrongylus,
Mecistocirrus; en el intestino delgado el Trichostrongylus, Cooperia,
Nematodirus, Strongyloides y Bunostomum; en el ciego estan Skrjabinema vy
Trichuris y por ultimo en el colon Chabertia y Oesophagostomum (Cuéllar, 2002).
Debido a su efecto patogeno y distribucion geografica, el Haemonchus contortus
es el nematodo gastroentérico (NGE) mas importante en los ovinos de México
(Cuéllar, 2008). Ese parasito también es conocido como gran gusano del
estomago, gusano del cuajar y gusano en forma de poste de barberia (Soulsby,
1988).

Figura 1. Ovinos en pastoreo, donde existe alto riego de adquirir la verminosis gastroentérica.



La clasificacion taxondémica de H. contortus es (Urquhart y col., 2001):
Reino: Animal

Phylum: Nemathelminthes

Clase: Nematoda

Orden: Strongylida

Suborden: Strongylina

Superfamilia: Trichostrongyloidea

Familia: Trichostrongyloidea

Subfamilia: Haemonchinae

Género: Haemonchus

Especie: contortus

Los adultos de H. contortus se localizan en el abomaso de sus hospedadores, el
extremo anterior es muy delgado, posee una pequena capsula bucal, con un fino
diente o lanceta ubicada en el lado dorsal. Tiene papilas cervicales prominentes,
en forma de espinas. Las hembras miden de 18 a 30 mm. La vulva esta en el
tercio posterior del cuerpo y esta cubierta por una protuberancia, solapa o
proceso linguiforme, los ovarios son de color blanco enrollados en espiral
alrededor del intestino que es de color rojo. Los machos miden de 10 a 20 mm y
son de color rojizo uniforme. La bolsa copuladora del macho es grande, tiene dos
grandes rayos laterales y uno dorsal pequefo y asimétrico en forma de “y”
invertida. Las papilas son relativamente cortas, las cuales son prebursales y
posee un gobernaculo. Las espiculas miden de 0.46 a 0.56 mm de longitud y cada

una lleva una pequena lengueta cerca del extremo (Quiroz, 2003).

Los huevos son de forma ovoide incoloros y de cascara fina, miden de 70 a 100
pum de largo por 40 a 60 um de ancho y presentan de 16 a 32 blastomeros, los
animales parasitados los excretan en sus heces que son practicamente
indiferenciables a los de otras especies excepto los de Nematodirus vy

Marshallagia que miden mas de 130 pm de longitud (Quiroz, 2003).



Los huevos de H. contortus son ovopositados en fase de blastula (fig. 2). La
excrecion de huevos es variable y dependen del hospedador y el tipo de NGE, por
ejemplo, las hembras de H. contortus producen de 5,000 a 10,000 huevos al dia
por lo que se considera un parasito prolifico. Se calcula que la longevidad de los
adultos es de 6 a 12 meses y el tiempo de la maxima eliminacion es huevos es de
los 4 a 6 meses (Quiroz, 2003).
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Figura 2. Huevo de Haemonchus contortus.

El ciclo biologico del H. contortus es directo, se divide en una fase parasita
(endogena) dentro del hospedador y otra fase no parasita en su exterior
(exogena). Este ciclo completo, tiene una duracion de 28 a 35 dias
comprendiendo las dos fases, lo que indica que se pueden llevar a cabo de 10 a
12 ciclos anuales del parasito (Soulsby, 1988). Este ciclo se puede llevar a cabo

mas veces siempre y cuando las condiciones sean favorables para el parasito.

Las larvas poseen un geotropismo negativo, un hidrotropismo positivo y un
fototropismo positivo a la luz tenue, estos tropismos provocan una migracion

vertical hacia los pastos que favorecen la infeccion de los rumiantes, ademas que



requieren de una humedad relativa que oscila entre el 70 y 100%. Dicha
migracion les permite subir a las gotas del rocio que se encuentran en las puntas

de los pastos en las mananas o en los dias nublados (Soulsby, 1988).

Las larvas se dispersan de forma horizontal por diversos factores como la lluvia,
el mismo ganado con las patas, los insectos, acaros coprofagos, asi como las

esporas de los hongos del género Pilobulus (Meana y Rojo, 1999).

Como ya se menciono, las hembras de H. contortus pueden producir de 5,000 a
10,000 huevos al dia y son eliminados en la materia fecal. Si las condiciones son
favorables para el parasito, en 1 6 2 dias puede desarrollarse la larva 1 (L) en el
excremento que se alimenta de bacterias del medio; al completar su crecimiento
muda de epidermis y se transforma en larva 2 (L;) que igualmente se alimenta de
bacterias, al terminar su desarrollo dicha larva muda de epidermis pero no la
pierde y queda como una envoltura suelta alrededor de la larva 3 (L3) y por lo
tanto no se alimenta, manteniéndose de los granulos de material alimenticio que
se han almacenado dentro de las células que recubren su intestino (Meana y
Rojo, 1999).

La infeccion de los animales se da por la ingestion de las Ls; con el forraje,
alrededor de 30 minutos después de la ingesta, las larvas pierden la cuticula que
conservaban de la muda anterior por estimulos del hospedador como el
bicarbonato y el CO, gaseoso. Estos estimulos activan a la L3 para que produzca
un fluido de muda que actua sobre la cuticula provocando su ruptura y la salida
de la larva (Cuéllar, 1992).

Estas larvas libres en abomaso penetran la mucosa por las fosas de las glandulas
gastricas, en este caso de H. contortus tiene afinidad por la mucosa de la region
faindica (Carballo, 1987). En las glandulas abomasales, las L; se alimentan de
sangre, crecen y mudan a L4, ésta también es hematdfaga, muda a Ls o preadulto

fuera de la mucosa. Estas Ls maduran y se transforman en adultos; que tras la



copula, las hembras comienzan a producir huevos cerrando el ciclo (Soulsby,
1988).

En ocasiones las larvas L4 detienen su desarrollo dentro del hospedador quedando
en hipobiosis. Este mecanismo se considera que esta mediado por factores
genéticos, inmunoldgicos o ambientales. Este fendmeno coincide con épocas
donde las condiciones ambientales son adversas, como el frio y la desecacion,
entre otros (Carballo, 1987).

Los efectos en los animales parasitados con H. contortus se deben a la anemia
causada por sus habitos hematofagos y hemorragias que ocasionan. Por cada
verme se pierden unos 0.05 ml de sangre al dia, tanto por la que ingiere el
parasito, como por la que se pierde al sangrar la herida, de modo que una oveja
con 5,000 ejemplares de H. contortus puede perder alrededor de 250 ml de

sangre al dia (Jennings, 1976).

La hemoncosis puede tener tres presentaciones (Urquhart, 2001):

1. Cronica, es la mas comun, ésta se desarrolla durante una estacion seca
prolongada, en la que la reinfeccion no tiene importancia, pero el pasto
es muy deficiente de nutrientes. La presencia permanente de varios
centenares de parasitos ocasiona pérdidas de sangre suficientes para

provocar disminucion de peso, debilidad, inapetencia y ligera anemia.

2. Aguda, la anemia se hace aparente a las dos semanas pos infeccion y se
caracteriza por la progresividad y marcada caida del valor del
hematocrito. Durante la siguiente semana el hematocrito se suele
estabilizar en un valor bajo, pero a costas de doblar o triplicar la
hematopoyesis. Sin embargo, debido a la continua pérdida de hierro y de

proteinas en el interior del tracto gastrointestinal y a la anorexia, la



médula llega a agotarse y se producen nuevos descensos del hematocrito

antes de la muerte.

3. Sobreaguda, es menos frecuente y se produce en infecciones masivas de
mas de 30,000 individuos; los animales aparentemente sanos pueden

morir subitamente por una gastritis hemorragica grave.

Cabe mencionar que muchos animales del rebano poseen parasitos y no
manifiestan signos clinicos de la enfermedad no afectando su desempeiio
productivo, esto se conoce como parasitosis subclinica o resiliencia (Van-Houtert
y Sykes, 1996).

El diagnostico clinico a través de los signos que presenta el animal es dificultoso
y poco preciso pues existen otras enfermedades que tienen una manifestacion

similar a la nematodiasis intestinal (Cuéllar, 2002).

Por lo anterior, el diagnostico de laboratorio sera una herramienta util para la
deteccion de NGE. Después de colectar muestras de materia fecal se recomienda
efectuar examenes de laboratorio como las técnicas de flotacion y Mc Master
(donde se conoce el numero de huevos eliminados por gramo de heces) y de
cultivo larvario (se identifican los tipos de NGE presentes). Es conveniente
efectuar los muestreos de heces y pruebas de laboratorio en forma rutinaria cada
mes o dos meses para conocer la dinamica de eliminacion de huevos de NGE vy

elegir el mejor momento y el producto antiparasitario a utilizar (Cuéllar, 2008).

El tratamiento de los NGE debe contemplar un conjunto de acciones que
combinen los tratamientos antihelminticos estratégicos con practicas de control
que limiten los riesgos de la infeccion, en el cuadro 1 se presentan los principales
grupos de antihelminticos que existen en el mercado utilizados en el tratamiento
de los NGE, asi como su dosis y via de administracion. Existen diversos criterios

para repetir los tratamientos contra los parasitos. Por ejemplo, puede hacerse



por algun periodo determinado, cada 2, 4 6 6 meses. Muchas veces esto se hace
independientemente si se efectud el diagnoéstico de laboratorio. Otro criterio que
se sigue es en funcion a las estaciones del ano, aplicando los medicamentos
alrededor de la época de lluvias, momento en que se incrementa el riesgo de
adquirir las parasitosis. También la aplicacion de los medicamentos se hace de
acuerdo de la etapa fisioldgica de los animales, el ejemplo en este sentido es la
desparasitacion alrededor del parto, para contrarrestar el fenobmeno de alza
posparto (incremento de la eliminacion de huevos de nematodos gastroentéricos

en las ovejas antes y después del parto) (Cuéllar, 2008).

Cuadro 1. Principales grupos de antihelminticos existentes en el mercado.

Grupo Principio Dosis Via de
P activo (mg/kg) administracion
Tiabendazol 44.0 Oral
Albendazol 5.0 Oral
Bencimidazoles
Fenbendazol 5.0 Oral
Oxfendazol 5.0 Oral
Febantel 6.0 Oral
Probencimidazoles Tiofanato 50.0 Oral
Netobimina 7.5 Oral
Imidazotiazoles Levamisol 7.5 Subcutanea
Ivermectina 0.2 Subcutanea y oral
Lactonas macrociclicas Moxidectina 0.2 Subcutanea
Doramectina 0.2 Subcutanea
Nitrofenoles Nitroxinil 10 Subcutanea
Salicilanilidas Closantel 10 Subcutanea y oral




Los bencimidazoles son compuestos heterociclicos nitrogenados que presentan
intensa actividad farmacoldgica y que actian como antifungales, antihelminticos,
antineoplasicos, cardiotonicos y analgésicos, entre otros efectos. Son usados
principalmente por su amplio espectro en su accion antiparasitaria, alto grado de
eficacia y un elevado margen de seguridad y versatilidad en la via de
administracion (Booth y Mc Donald, 1991).

El epitelio de la mucosa gastrica y el epitelio intestinal actian como una barrera
lipoide a la absorcion de estas drogas desde el lumen, la solubilidad de éstas se
da con base en la acidificacion del estdbmago, siguiendo su paso hasta el sistema
circulatorio. La absorcion limitada por la acidez esta probablemente relacionada
con la pobre solubilidad de los farmacos en el agua, existiendo diferentes vias de
biotransformacion y excrecion, lo cual depende del tipo de radicales que
contenga el nicleo de cada producto en particular (Sumano y Ocampo, 1997).
Generalmente en los bencimidazoles los niveles plasmaticos nunca son mayores
al 1% de la dosis administrada, excluyendo a los farmacos de formulacién oral
(Booth y Mc Donald, 1991).

Entre los bencimidazoles esta el fenbendazol, un producto sintético cuya formula
es metil-5 (feniltico)-2-bencimidazol carbamato. Es un antihelmintico de amplio
espectro, eficaz contra distintos nematodos de los animales domésticos. Se
absorbe en vias gastrointestinales, una baja porcion alcanza valores maximos en
sangre entre 6 a 30 horas. Solo pequefas cantidades pasan por el higado, donde
se biotransforma por oxidacion y conjugacion. Se elimina por heces, orina y

leche.

Este farmaco interviene con la asimilacion de la glucosa evitando su integracion
en forma de glucogeno en el parasito, alterando la produccion de energia, sin
embargo se cree que tiene efectos neurotoxicos para los parasitos. El efecto

ovicida se basa en la alteracion de la morfologia de los huevos ya que bloquea la



eclosion de la larva, en caso de Fasciola hepatica también son afectados los

huevos producidos por el parasito, impidiendo la formacion del miracidio.

La dosis que se emplea de fenbendazol en ovinos es 5 a 7 mg/kg y se emplea
como antihelmintico de amplio espectro. Se recomienda usarse con precaucion

en individuos con insuficiencia renal.

Por su parte, el albendazol, es un probencimidazole. Es un polvo blanco
amarillento e insoluble en agua y acido acético. Tiene efecto sobre larvas y las
formas adultas de los nematodos gastrointestinales y pulmonares, ademas sobre
las formas adultas de cestodos y trematodos. Actla inhibiendo los mecanismos de

asimilacion de la glucosa de los parasitos.

Se le considera trematocida, cestocida, nematocida, ataca a F. hepatica en todas
sus fases, al igual que los nematodos en sus formas adultas y larvarias. Es eficaz
contra verminosis pulmonar y contra las infecciones por Moniezia sp,
Thysanosoma actinioides, ademas de ser eficaz contra los vermes gastroentéricos

mas comunes de los bovinos.

No debe emplearse durante la gestacion. Es un medicamento poco toxico, pero
en humanos puede producir en 12% de los casos astenia y en 22% cefalea, estos
efectos son de baja intensidad y corta duracion. A dosis de 300 mg/kg se ha
observado anorexia, letargo, breve pérdida de peso y en algunos casos la muerte
sin signos nerviosos previos como incoordinacion del tren posterior, ademas de

ser embriotoxico.

El oxibendazol es un polvo blanco insoluble en agua, inodoro. Se absorbe por el
tracto intestinal y se le llega a encontrar hasta en la leche. Su excrecion es por
via renal y fecal. Es usado como aditivo alimenticio con buenos resultados. En
bovinos y ovinos se usa en razon de 2.5 a 5 mg/kg con lo que se controlan

nematodos gastroentéricos y pulmonares asi como cestodos. En los equinos se



prefieren dosis de 10 mg/kg para el tratamiento de infecciones por Strongylus
vulgaris, S. edentatus, S. equinum y Strongyloides. En los cerdos las dosis de 1.5
mg/kg son eficaces contra nematodos en forma variable. En el perro, el
oxibendazol es eficaz contra cestodos y nematodos en dosis de 15 a 20 mg/kg. No
se ha informado de efectos adversos en perros causados por el oxibendazol. En
las demas especies solo se observaron diarreas y vomitos ocasionales (Sumano,
1997).

Para el empleo de los productos antihelminticos, algunos productores toman la
decision de desparasitar cuando los animales manifiestan algin signo clinico de
parasitosis (baja de peso, edema submandibular, mucosas palidas, diarrea). En
ocasiones solo estos animales son los que reciben el medicamento, los que no

muestran signos se mantienen sin tratamiento (Cuéllar, 2008).

Uno de los problemas que se han generado por el uso masivo e indiscriminado de
los antihelminticos, es la resistencia hacia los mismos, situacion que ya es un
problema de grandes dimensiones en aquellos paises donde la produccion ovina
es una de las principales actividades econdmicas (Prichard y col., 1980; Chartier
y col., 1998; Van Wyk y col., 1999).

El término resistencia a antihelminticos (RA) se refiere a la capacidad heredable
de algunos parasitos a sobrevivir a las dosis letales para la mayoria de los
individuos de su misma especie (Nari, 1987).

De acuerdo con su origen la RA se puede clasificar en:

a) Resistencia colateral: Esta se presenta cuando un grupo de parasitos es

resistente a un compuesto de accion similar, al que son resistentes.

b) Resistencia cruzada: Se presenta como resultado a la resistencia a una

droga de accion diferente.



c) Resistencia multiple: Se da en dos o tres grupos de antihelminticos (Nari,
1987).

Hay factores que influyen para que se presente la RA, entre otros esta el
tratamiento con el mismo antihelmintico, uso de antihelminticos con el mismo
modo de accidon durante varios anos, una mala dosificacion y errores en la

administracion de los medicamentos (Torres, 2001).

Debido a la magnitud de este problema es necesario el empleo racional de los
antihelminticos y el uso de opciones no farmacoldgicas para controlar la
parasitosis. Las estrategias actuales de control se enfocan a evitar o retrasar la
resistencia a antihelminticos y disminuir sustancialmente el uso de farmacos.

Algunas de ellas son (Cuéllar, 2007):

« El manejo del pastoreo.

« Desparasitacion selectiva por medio del Sistema FAMACHA. El término
FAMACHA es un acronimo de su autor Sudafricano, el Doctor Faffa Malan. FAffa
MAlan y CHArt, tarjeta.

 La vacunacion contra NGE.

 La suplementacion alimenticia para favorecer la resiliencia.

o Control biologico, mediante el uso de depredadores naturales (hongos
nematofagos) de las larvas exogenas de los NGE.

» Uso de particulas o agujas de cobre.

» El empleo de animales resistentes.

e La herbolaria.

En cuanto a la deteccion de RA, una primera evidencia de que existe el problema
es el escaso o nulo efecto que el técnico o productor detecta en los animales,
medido esto por una mejora en el estado de salud del animal o mas

objetivamente, apoyandose con examenes de laboratorio. Para diagnosticar y



controlar la prevalencia de RA e identificar a los animales que albergan las cepas
resistentes, se requieren técnicas rapidas y confiables para su diagnostico y de
esta manera, restringir la diseminacion de parasitos resistentes y conocer los

factores que conducen a la presencia de ese problema (Cuéllar, 2009).

Johansen (1989) reviso diversas técnicas in vitro e in vivo utilizadas para la
deteccion de RA desde el punto de vista de su versatilidad, confiabilidad,
exactitud, costo y simplicidad, sin embargo, en la actualidad existen nuevas

opciones para ese proposito.

Es importante enfatizar que el diagnodstico de la RA debe estar en manos de
profesionales entrenados para realizar las pruebas diagnosticas y/o interpretar
los resultados enviados por el laboratorio, lo que hace necesario crear una
estrecha relacion entre el trabajo de campo y el laboratorio, ya que es necesario
el desarrollo de estudios especializados para determinar el tipo de RA de la cepa
problema (Nari, 1987).

Se puede diagnosticar la RA con técnicas que se llevan a cabo directamente en
los animales (in vivo), ya sea infectados en forma natural o experimentalmente,
y las que se desarrollan en laboratorios (in vitro), empleando fases evolutivas de

los parasitos (Cuéllar, 2009).

A continuacion se describen algunas de las técnicas in vitro utilizadas para el

diagnostico de RA:

Paralisis de la eclosion de huevos (egg hatch paralysis asay):

Esta técnica se utiliza para la diferenciacion entre las cepas resistentes y
susceptibles evaluando la proporcion de recuperacion de la paralisis utilizando
diferentes concentraciones de levamisol en larvas no eclosionadas (Cutullé y col.,
2003).



Al igual que la técnica de eclosidon de huevos para bencimidazoles se requieren
huevos de nematodos gastroentéricos cultivados bajo condiciones estrictamente
controladas, para que el desarrollo larval solo llegue hasta el primer estadio
larval (L) (Dobson y col., 1986).

Paralisis larval (larval motility assay):

Esta técnica es utilizada para determinar el porcentaje de L; que quedan
paralizadas cuando se incuban en diluciones seriadas de antihelmintico. Esta fue
la primera técnica desarrollada para detectar resistencia al levamisol y tartrato
de morantel, actualmente se ha empleado para detectar la resistencia frente a

las lactonas macrociclicas, bencimidazoles y closantel.
La ventaja de esta técnica es que se utilizan L3 que son facilmente obtenidas de
cultivos fecales, ademas de que este estadio se puede almacenar sin problema

alguno por largos periodos. (Martin, 1979)

Desarrollo larvario (larval development assay):

Se utiliza para detectar resistencia en los tres grupos de antihelminticos y una
ventaja adicional es la de poder evaluar diferentes grupos de antihelminticos en
forma simultanea como por ejemplo: bencimidazoles, levamisol, la combinacion

de entre ellos y avermectinas/milbemicinas (Cutullé y col., 2003).

En esta técnica los huevos se desarrollan hasta L3 en una placa con medio
nutritivo y diferentes concentraciones de antihelmintico ademas de manejar
placas de control que sdlo contiene medio nutritivo, los huevos se incuban siete
dias a 26°C, tiempo en el que la mayoria de los huevos de los diferentes géneros
de nematodos gastroentéricos eclosionan y llegan hasta L3, pasado este tiempo
se adicionan unas gotas de lugol y se procede a la lectura comparando el
desarrollo alcanzado de las larvas en las placas control con el resto de las placas

con antihelmintico (Johnstone, 1995).



Inhibicion de la ingestion larvaria (larval feeding inhibition assay):

Mediante esta técnica se puede detectar resistencia frente a las lactonas
macrociclicas y se basa en la actividad que poseen este grupo de antihelminticos
de inhibir la ingestion de alimentos de las Ly de NGE, debido a que producen una

paralisis de los mUsculos faringeos (Alvarez y col., 2002).

Lo anterior se hace con la medicion del nivel de ingestion de Escherichia coli
marcada con un compuesto fluorescente (isotiocianato de fluoresceina) por las L,
las cuales son incubadas en diferentes concentraciones de antihelminticos,
determinando la dosis que inhibe el 50% de la ingestion de E. coli mediante una

valoracién de la fluorescencia en el intestino de la L; (Alvarez y col., 2002).

Union a tubulina (tubuling binding assay):

Esta técnica esta basada en la diferente union de los bencimidazoles a la
tubulina obtenida de nematodos gastroentéricos susceptibles y resistentes (Lacey
y Prichard, 1986).

Se desarrolla mediante la produccion de un extracto crudo de tubulina de
parasitos adultos, larvas infectivas o huevos, que es incubado con bencimidazoles
marcados con tritio hasta alcanzar un equilibrio. Cuando el antihelmintico queda
libre es removido con carbdén vegetal formando el complejo bencimidazol-
tritiado-tubulina (BTT) para ser estimado mediante un espectrofotometro de
centelleo liquido. Los extractos de tubulina de los parasitos resistentes unen
menos antihelmintico que aquellos que son susceptibles por lo que la
concentracion proteica-tubulina (pg/ensayo) es comparada contra la cantidad de

bencimidazol-tritiado-tubulina (Lacey y Prichard, 1986; Cutullé y col., 2003).

Biologia molecular:

Actualmente se han desarrollado técnicas moleculares para la deteccion de RA
en NGE, muchas de estas técnicas se basan en la reaccion en cadena de la

polimerasa (Polymerase chain reaction (PCR), la cual es muy util porque la



reaccion puede disenarse para que sea altamente especifica, facilmente
reproducible y capaz de amplificar pequenas cantidades de ADN. Se han
desarrollado numerosos métodos basados en la PCR, pero los tres mas empleados
en la deteccion de resistencias son la PCR alelo-especifica, la PCR-RFLP; PCR-
Restriction fragment lengh polymorphism y recientemente, la PCR a tiempo real
(Elard y col., 1999).

Eclosion de huevos (ege hatch assay):

La técnica original fue descrita por Le Jambre (1976) y después con pequeinas
adecuaciones por Coles y Simpkin (1977) y ha sido desarrollada para la deteccion
de resistencia hacia el grupo de los bencimidazoles, se basa en las propiedades
ovicidas de estos antihelminticos y en la capacidad de los huevos de las cepas
resistentes para embrionar y eclosionar a concentraciones mas altas que los de

las cepas susceptibles (Campos, 1991; Alvarez y col., 2002; Cutullé y col., 2003).

Hoy en dia la técnica de eclosion de huevos (egg hatch assay) es la mas utilizada

en el campo para detectar la resistencia antihelmintica en los rebafnos ovinos.



Objetivo general.

Determinar la resistencia a tres bencimidazoles (albendazol, fenbendazol y
oxibendazol) de la cepa de Haemonchus contortus aislada y mantenida en

la FES Cuautitlan, por medio de la técnica in vitro de eclosion de huevos.

Objetivos particulares.

Obtener soluciones concentradas de huevos frescos de H. contortus.
Exponer los huevos de H. contortus a diferentes concentraciones de
bencimidazoles (300 pg/ml, 150 pg/ml, 75 pg/ml, 37.5 pg/ml, 18.75
Hg/ml, 9.37 pg/ml, 4.68 pg/ml).

Evaluar el efecto de los bencimidazoles sobre el desarrollo embrionario de

los huevos de H. contortus.



Hipotesis

e lLa cepa de Haemonchus contortus aislada y mantenida en la FES
Cuautitlan, UNAM es susceptible a los bencimidazoles: albendazol,

fenbendazol y oxibendazol.



Materiales y métodos.

Localizacion.

El trabajo se realizd en la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria en Salud
Animal, en el Laboratorio de Patogénesis Microbiana de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan UNAM, ubicado en la carretera Cuautitlan-Teoloyucan km.
2.5 San Sebastian Xhala, Cuautitlan Izcalli, Estado de México. Esta zona se
orienta geograficamente a 19° 40" 50" latitud oeste, se encuentra a 2,252
metros sobre nivel del mar (msnm), su clima es templado sub-himedo con lluvias
en verano de humedad media (Cwl) y una precipitacion pluvial al afho promedio
de 605 mm>. La temperatura promedio anual es de 16°C, siendo la temperatura

minima 5°C y la maxima de 27.8°C.

Cuadro 2. Material bioldgico y no biologico

MATERIAL BIOLOGICO MATERIAL NO BIOLOGICO
e Ovinos de raza Columbia de un e Hielera
ano de edad y aproximadamente ¢ Bolsa
de 50 kg. e Vaso de precipitado
e Coladera

e Tubos Falcon

e Pipetas

e Tubos Epenndorf
e Gradilla

e Centrifuga

e Microscopio

e Placa multipocillos




Diseno experimental.

Para evaluar la presencia de resistencia o susceptibilidad a los bencimidazoles
por medio de la técnica in vitro de eclosion de huevos de la cepa de Haemonchus
contortus aislada y mantenida en la FES Cuautitlan, se siguid la estrategia
recomendada por Cutullé y col. (2003) que se basa en las propiedades ovicidas de
estos antihelminticos y en la capacidad de los huevos de las cepas resistentes
para embrionar y eclosionar a concentraciones mas altas que los de las cepas
susceptibles. Los principios activos evaluados fueron los bencimidazoles
(albendazol, fenbendazol y oxibendazol). Se realizaron 20 repeticiones con cada

farmaco evaluado.

Recoleccion de muestras.

Se obtuvieron heces de un cordero donador donde es mantenida la cepa de H.
contortus en la FES Cuautitlan (fig. 3). Se corrobor6 la presencia de huevos del

nematodo por medio de la técnica Mc Master.

Figura 3. Cordero inoculado experimentalmente con Haemonchus contortus,
donador de huevos del nematodo

Se recolectaron aproximadamente 50 g de materia fecal en bolsas de polietileno

directamente del recto del cordero donador y durante su traslado al laboratorio



fue colocada en una hielera a 3°C para evitar que los huevos continuaran su

desarrollo (fig. 4).

Figura 4. El traslado de las muestras se hizo en una hielera con refrigerantes.

Preparacion de suspension concentrada de huevos.

El examen coproparasitoscopico de Mc Master previo para contabilizar la

eliminacion de huevos, mostro que era de 7,500 huevos por g de heces (fig. 5).

Figura 5. Equipo de Mc Master (camara, tubo para diluir la muestra y gotero).



Esa muestra positiva se lavd con agua destilada a 4°C, con ayuda de una coladera
y un vaso de precipitado, el agua resultado de este lavado se dejo en reposo por

10 minutos para que los huevos sedimentaran (fig. 6).

Figura 6. Lavado de la muestra de heces positiva a Haemonchus contortus.

Pasado este tiempo se decant6 cuidadosamente evitando que se eliminara el
sedimento, posteriormente se coloco en tubos Falcon para completar 45 mL en

cada uno de ellos (fig. 7y 8).

Figura 7. Reposo del agua proveniente del lavado para la sedimentacion
de los huevos de Haemonchus contortus.



Figura 8. Tubos Falcon donde se vertieron 45 mL del sedimento con
huevos de Haemonchus contortus.

Los tubos se centrifugaron a 2,500 rpm durante siete minutos a 4°C. Una vez mas
se decanto y agregd agua destilada hasta 45 ml, se introdujo a la centrifuga con
las mismas constantes. Este paso se repitio entre tres y cuatro veces hasta que el

liquido quedo transparente (fig. 9).

Figura 9. Los tubos Falcon se centrifugaron a 2,500 rpm durante siete minutos a 4°C.

Después de que se decant6 el agua la Ultima vez, se agrego solucion saturada de
cloruro de sodio a 3°C hasta completar 30 ml. Se volvio a centrifugar con las

mismas constantes.



Posteriormente, con mucho cuidado se agregaron 10 ml de agua destilada a cada
uno de los tubos para formar una interfase y se dejo reposar durante diez

minutos (fig. 10).

Figura 10. Vista de la interface en los tubos Falcon.

Después se tomd una muestra de la parte inferior de la interfase y se coloco en
tubos con agua destilada para el lavado de los huevos y retirar la mayor cantidad
de solucion saturada de cloruro de sodio. Nuevamente se centrifugaron; este
paso se repitid dos o tres veces hasta que los huevos quedaran en una suspension
al 0.1%. Se cont6 la cantidad total de huevos por cada mL de esta suspension
final (fig. 11).

Figura 11. Lavado por centrifugacion de los huevos de Haemonchus contortus.



Preparacion de diluciones.

Debido a que los farmacos utilizados no son solubles en agua se utilizd dimetil

sulfoxido (DMSO) para preparar las diferentes concentraciones.

Se pesaron 24 mg de cada farmaco y se colocaron en 2 ml de dimetil sulfoxido,
de esta mezcla, se tomaron 50 pl de la solucién preparada y se agregaron a 950

Wl de agua colocados en tubos tipo Eppendorf para completar 1 ml.

Posteriormente para las diluciones dobles seriadas, se tomaron 500 pl de la
solucion previamente preparada y se colocaron en tubos tipo Eppendorf con 500
ul de agua a 4°C y asi sucesivamente hasta formar diluciones de 600, 300, 150,
75, 37.5, 18.75, 9.37 y 4.68 pg/ml.

Exposicion de los huevos de Haemonchus contortus a los antihelminticos.

Se colocaron 100 pl de la solucion concentrada de huevos y 100 pl de cada
concentracion de los antihelminticos en una placa de 96 pozos. La mezcla se

incubd 48 horas a una temperatura de 22 a 23°C (fig. 12).

Fig. 12 Placa multipocillos donde S€ colocaron 100 pl de la solucion concentrada



de huevos de Haemonchus contortus y 100 pl de cada concentracion de los antihelminticos
(albendazol, fenbendazol y oxibendazol)

Pasado este tiempo se contabilizd la cantidad de larvas y huevos sin desarrollo
embrionario para determinar el porcentaje de eclosion. Cabe aclarar que se

realizaron 20 repeticiones con cada farmaco evaluado.

Analisis de resultados.

Para determinar las dosis letales, DL, DLso, DLgg ¥ DLgg de los antihelminticos
empleados se realizd el analisis Probit mediante el programa Polo Plus. Lo
anterior permitié saber que concentraciones de los farmacos fueron necesarias

para matar al 10, 50, 90 y 99% de los huevos de H. contortus expuestos.

El grado de resistencia a los antiparasitarios fue expresado como el indice de

resistencia IR, que se calcula empleando la siguiente formula:

IR= DLsg de una cepa sospechosa a ser resistente
DLso de la cepa considerada susceptible

EL IR expresa el nUmero de veces que debe ser incrementada la dosis de una cepa
eventualmente resistente a los antiparasitarios para lograr el efecto de una cepa

susceptible a los farmacos. (Hall y col., 1978; Whitlock y col., 1980)



Resultados.

A continuacion se describen los resultados obtenidos en la determinacion in vitro
de la resistencia a tres bencimidazoles (albendazol, fenbendazol y oxibendazol)

de la cepa de Haemonchus contortus aislada y mantenida en la FES Cuautitlan.

La inhibicion en la eclosion de huevos de H. contortus tras la exposicion a las
primeras siete concentraciones de albendazol (de 4.68 a 300 pg/ml), varid entre
el 99.6 y 100%. La menor inhibicidon ocurrié con la concentracion de 4.68 pg/mly
la maxima con 75 pg/ml, en las otras concentraciones de albendazol el

porcentaje de inhibicidn oscilo entre 99.8 y 99.9% (fig. 13).

Figura 13. Inhibicién de la eclosion de huevos de la cepa FES Cuautitlan de Haemonchus contortus

expuestos a tres bencimidazoles.
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Para el albendazol, existio la necesidad de efectuar mas evaluaciones a
concentraciones mas diluidas, de esta manera se observd que entre las
concentraciones de 0.58 y 2.34 pg/ml de este principio activo donde el
porcentaje de inhibicion de la eclosion fue mayor al 99%.Por otra parte con las
concentraciones de 0.14 y 0.29 pyg/ml la inhibicion fue alrededor del 85% y con
las mas diluidas, el porcentaje de inhibicion disminuyo de 22.9% (0.073 pg/ml)
hasta 9.3% (0.0022 pg/ml).

En el caso del oxibendazol, las concentraciones entre los 37.5 y 300 pg/ml
produjeron una inhibicion en la eclosion de huevos superior al 90%. Sin embargo
con la concentracion de 18.75 pg/ml la inhibicién disminuyd a 67.8%, después
con el oxibendazol mas diluido (9.37 y 4.68 pg/ml), se presentd una caida

pasando de 31.4% y terminando con un 16.6% de inhibicion.

Para el fenbendazol, la inhibicion de la eclosion de huevos de H. contortus
disminuy6 gradualmente a medida que el principio activo se iba diluyendo. Asi se
obtuvo que a concentraciones de 300 pg/ml el porcentaje de inhibicion fue del
71.9% (£1.79), con 37.5 pg/ml se logré un 61.1% (+0.91) de inhibicién para
finalizar con un 42.0% de inhibicion para las concentraciones de 9.37 y 4.68

Hg/ml de fenbendazol.

En cuanto a las dosis letales (DL) evaluadas (cuadro 3), se observa que la
concentracion de los farmacos necesaria para matar al 50% de los huevos de H.
contortus (DL 50, IC 95%) se requirieron 0.016 pg/ml de albendazol y 13.71 pg/ml
de fenbendazol, mientras que para lograr esa letalidad con oxibendazol, las DL

fueron muy altas 29.9 pg/ml.

El albendazol es el que mostro el mejor desempefo para lograr la inhibicién de la
eclosion de huevos de H. contortus, pues a una dosis de 0.051 pg/ml tuvo efecto

en la mayoria de los individuos evaluados (DL 99). Con los demas farmacos, las



dosis requeridas para inhibir la eclosion de huevos en la mitad de los individuos o
mas (DL 50, 90 y 99) fueron altas.

Cuadro 3. Dosis letales (DL) de tres bencimidazoles para la cepa de Haemonchus
contortus de la FES Cuautitlan evaluadas mediante la técnica in vitro de inhibicion de la
eclosion de huevos.

Producto I.C. 95% Minimo-maximo

Albendazol 0.008 0.007 - 0.009

DL 10 Oxibendazol 4.15 2.98-5.36
Fenbendazol 0.08 0.016 - 0.27
Albendazol 0.016 0.014 - 0.018

DL 50 Oxibendazol 13.71 11.48 - 16.00
Fenbendazol 29.98 18.65 - 43.73
Albendazol 0.030 0.025 - 0.039

DL 90 Oxibendazol 45.34 38.55 - 54.84
Fenbendazol >10000 5,027.96 - 30,401.82
Albendazol 0.051 0.039 - 0.078

DL 99 Oxibendazol 120.19 93.83 - 165.07
Fenbendazol >1000000 297,712.58 - 10,215,903.0

ND= No determinada.
IC= Indice de confianza.

Cuando se calcul6 el indice de resistencia (IR), tomando como referencia la DLsg
del albendazol (0.016 pg/ml), que en esta evaluacién se considero susceptible, se

obtuvo un IR de 856.8 para el oxibendazol y 1,873.7para el fenbendazol.

Por lo que se considera que la cepa de Haemonchus contortus es susceptible al
albendazol y resistente al oxibendazol y fenbendazol esto por los valores

obtenidos en las dosis letales.



Discusion.

La cepa de Haemonchus contortus aislada y mantenida en la FES Cuautitlan
UNAM tuvo una muy alta susceptibilidad al albendazol evaluada por medio de la
técnica in vitro de inhibicidon de la eclosion de huevos, lo que obligd a efectuar
ensayos con concentraciones mas diluidas. Este procedimiento fue utilizado
inicialmente por Le Jambre (1976) para demostrar que a mayor concentracion

del farmaco a evaluar ocurria un menor porcentaje de eclosion.

La DLgy se logro con una concentracion de 0.051 pg/ml de albendazol, cifra
inferior a la reportada por Varady y col. (2007) que con 0.138 y 0.265 pg/ml
consideraron a sus cepas de H. contortus como susceptibles a bencimidazoles
(tiabendazol). Cuando se tomo6 en cuenta la DLsy en la cepa de H. contortus
estudiada, se encontré que se requirieren 0.016 pg/ml de albendazol para lograr
la inhibicion de la eclosion del 50% de los huevos de nematodos, cifra similar
(0.023 pg/ml) a la reportada por Whitlock y col. (1980) para definir una cepa de

H. contortus como susceptible a los bencimidazoles.

Lo anterior resalta el buen efecto antihelmintico del albendazol. Es conocida su
eficacia antiparasitaria contra el H. contortus con cifras cercanas al 100% en la
reduccion en la eliminacion de huevos y contra las fases adultas (Theodorides y
col., 1976; Rodriguez y col., 1981; Bogan y col., 1987). Se sabe que la accion
antihelmintica de ese antiparasitario se debe a que inhibe la sintesis de los
microtUbulos y altera irreversiblemente la captacion de la glucosa, esto da como
resultado que el parasito se inmovilice o muera con lentitud por la falta de

energia (Katzung, 2007).



Una razon de la alta susceptibilidad de la cepa evaluada al albendazol, es que no
ha estado en contacto con ese farmaco antiparasitario, Le Jambre (1976) obtuvo
resultados similares al evaluar cepas de Haemonchus y Ostertagia que no habian
sido expuestas a los bencimidazoles. Es sabido que el fendmeno de resistencia a
los antihelminticos es consecuencia de un contacto continuo a los principios
activos (Torres, 2001) por un incremento en la frecuencia de desparasitacion de

los rebafnos, que en algunas partes de México ocurre cada mes (Cuéllar, 2009).

En muchos lugares del mundo se han reportado casos de cepas de (NGE) con
resistencia a ese grupo de antihelminticos, siendo actualmente un problema
frecuente y grave en el continente americano (Torres, 2001). En México en 1990
se notific6 por primera vez la existencia de H. contortus resistente a
bencimidazoles (especificamente al albendazol) en una unidad de produccion
ovina de raza Pelibuey, donde se emple6 una prueba in vitro para conocer el

indice de resistencia (Campos y col., 1990).

Por otro lado el oxibendazol y el fenbendazol también tuvieron una buena accion
antiparasitaria contra H. contortus, sin embargo, la maxima accion para el
primero (99%) en la inhibicion de la eclosion de huevos ocurrié desde una dosis
de 37.5 hasta los 300 pg/ml, no obstante para el fenbendazol su maximo efecto
(72%) se logré con 300 pg/ml. Con el hecho de que la cepa de H. contortus
estudiada fue susceptible al albendazol, el calculo del indice de resistencia (IR),
resulté de 856.8 para el oxibendazol y 1,873.7 para el fenbendazol, lo que indica
que es necesario multiplicar esas cifras de IR para lograr la eficacia del
albendazol. Lo anterior permite sospechar que la cepa de H. contortus de la FES
es resistente a esos dos bencimidazoles. Ambos antiparasitarios tienen un
mecanismo de accion similar a cualquier bencimidazol, pero ademas se ha
reportado que interfieren con la asimilacion de la glucosa evitando su integracion
en forma de glucégeno en el parasito, también alteran la produccion de energia y

ademas se cree que tienen efectos neurotoxicos para los parasitos (Sumano,



1997). Es probable que ese efecto lo tengan principalmente sobre las fases
adultas de los nematodos y no sobre la eclosion de los huevos lo que pudiera ser
la razén de su menor efecto y la pronta disminucién de la eficacia en esos

principios activos.

Conclusiones.

e La cepa de Haemonchus contortus aislada y mantenida en la FES
Cuautitlan UNAM tuvo una muy alta susceptibilidad al albendazol evaluada
por medio de la técnica in vitro de inhibicion de la eclosion de huevos. La

DL99 se logré con una concentracion de 0.051 pg/ml de albendazol.

e El oxibendazol y el fenbendazol también tuvieron una buena accién
antiparasitaria contra H. contortus. La maxima eficacia para el primero
(99%) en la inhibicion de la eclosidon de huevos ocurrié entre los 37.5 y 300

pg/ml, para el fenbendazol su mejor efecto (72%) se logro con 300 pg/ml.

e Se ratifica que la cepa de H. contortus de la FES es resistente al
oxibendazol y fenbendazol pues el indice de resistencia (IR), resulto de

856.8 para el oxibendazol y 1,873.7 para el fenbendazol.
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