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Resumen

El presente estudio se desarroll6 en las sabanas de Casanare, a fin de determinar los grados
de susceptibilidad o resistencia antihelmintica que presentan las poblaciones de peque-
fos Strongylus de esta region del pais, frente a las lactonas macrociclicas. Se muestrearon cua-
tro municipios del departamento: Aguazul, Paz de Ariporo, Mani y El Yopal, entre junio del
2006 y abril del 2007, recolectando en cada uno de los municipios diez muestras de materia
fecal fresca, directamente de los potreros y completamente al azar. Las muestras fueron pro-
cesadas mediante la técnica coprolégica de MacMaster, estableciendo el numero de hpg de
materia fecal por municipio. A las seis muestras con el conteo de hpg de materia fecal mas alto,
de cada predio se extrajeron larvas L3 mediante las técnicas de coprocultivo y Baermann-Wetzel
con las cuales se corri6 la prueba andlisis del desarrollo de larvas (LDA), detectando poblacio-
nes de pequefios Strongylus altamente susceptibles a la accién de las lactonas macrociclicas
(ivermectina).

Palabras clave: parésitos, resistencia antihelmintica, lactonas macrociclicas.

Determining the Degree of Anthelmintic Resistance against
Macrocyclic Lactones in Small Strongylus, Based on the Larvae
Development Analysis (LDA) in Horses from Grasslands in the
Department of Casanare

Abstract

This study was conducted in the grasslands of the Department of Casanare, seeking to de-
termine the degree of anthelmintic susceptibility or resistance against macrocyclic lactones
in small populations of Strongylus in this region of the country. Samples were taken from
four municipalities in the department: Aguazul, Paz de Ariporo, Mani and El Yopal, between
June, 2006 and April, 2007, where ten fresh fecal samples were collected in each municipality,
directly from the field and in a completely random way. The samples were processed using
the MacMaster coprological technique, thus determining the highest count of fecal epg by
municipality. L3 larvae were extracted from each of the six samples with the highest count
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of fecal epg through the coprological and Baermann-Wetzel tests with which the Larvae
Development Analysis (LDA) test was run, detecting Small Strongylus highly susceptible to
the action of macrocyclic lactones (ivermectin).

Keywords: parasite, antihelmintic resistance, macrocyclic lactones.

INTRODUCCION

Segun Lichtenfels (1975), Jub et &l. (1985), Sie-
vers y Valenzuela (1998), Colahan et 4l. (1998) y
Prada (2002), los equinos son animales que poten-
cialmente pueden ser atacados o infectados por un
gran nimero de pardsitos gastrointestinales dentro
de los que se destacan los pequefios Strongylusy el
Parascaris equorum, particularmente en potros.

Para controlar las parasitosis en los animales, se
ha desarrollado una amplia variedad de firmacos,
y con estos, el uso intensivo de los antihelminticos,
con lo cual, los parasitos, como en el caso de los
ciatostomas, han desarrollado resistencia a casi to-
doslos productos disponibles en el comercio (Klei
y French, 1998; Lyons et 4l., 1999; Sangster, 1999;
Prada, 2002).

Actualmente, la resistencia a los medicamentos an-
tihelminticos constituye una amenaza importan-
te para el control de los parasitos en los animales
(Dobson et 4l., 1996); el descubrimiento de nue-
vos compuestos quimicos para el control de helmin-
tos ha sido intenso, situacién que ha producido
cambios radicales y un profundo impacto en el
control del parasitismo gastrointestinal (Echeve-
rria et 4l,, 1992).

La resistencia antihelmintica hace referencia al
estado heredable de no susceptibilidad o suscepti-
bilidad disminuida al efecto de una concentracién
determinada de un antihelmintico, que en condi-

ciones normales causa inhibicion del crecimiento
o la muerte del parasito (Pratt, 1990; Prada, 2002).
Esta resistencia puede ser intrinseca, cuando un pa-
rasito es naturalmente resistente a la accion de un
farmaco o adquirida, lo que sucede mediante de al-
teraciones genéticas como mutacién, amplificacién
y transferencia génicas, que terminan con cambios
cromoésomicos de una célula inicialmente sensible
a un farmaco, y ahora resistente a su efecto (Mot-
tier, 2001).

La resistencia ha sido descrita especialmente en
pardsitos de ovinos, caprinos, bovinos y porcinos
(Echeverria et al., 1992; Craven et 4l., 1999; Paiva
et4l, 2001). En los equinos el estudio de resistencia
antihelmintica ha llevado a reportar susceptibilidad
disminuida a la fenotiazina, bencimidazoles, piran-
tel y, en la actualidad, posiblemente a las lactonas
macrociclicas. En equinos, los reportes en cuanto
a resistencia con respecto a las lactonas macroci-
clicas han sido dados unicamente para los peque-
fios Strongylus (Larsen et al, 1996; Kharchenko et
4l, 1997; Linchetenfels et 4l., 1997; Linchentels et 4l.,
1997; Paulrut et 4l., 1997; Pérez et 4l., 2001; Rals-
ton, 2000; Linchtenfels et al., 2001; Vitaliy et 4l
2001). Mds recientemente, Prada (2002) demos-
tré resistencia antihelmintica frente a ivermectina
en poblaciones de pequefios Strongylus en equinos
de planteles del sur de Chile, reporte que se suma a
las publicaciones mundiales sobre la resistencia de
este tipo de nemdtodos a diferentes antiparasitarios
como al oxibendazole, fenotiazina, piperazina, benci-
midazoles y pirantel (Hutchens y Dipietro, 1996).
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El objetivo del presente estudio fue determinar los
grados de susceptibilidad o resistencia antihelmin-
tica que presentan las larvas L3 de pequenos Stron-
gylus en relacion con grupo de antiparasitarios mds
frecuentemente utilizado en los equinos, las lacto-

nas macrociclicas (ivermectina).

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio fue realizado desde junio del
2006 hasta el mes de abril del 2007 en cuatro mu-
nicipios de Casanare: Mani, Aguazul, Paz de Ari-
poro y El Yopal. Durante el trabajo, se analizaron
un total de ochenta muestras de materia fecal
equina, frescas, recolectadas directamente de los
potreros y completamente al azar. Se muestrea-
ron un total de cuatro predios: finca Santa Lucia,
municipio de El Yopal; finca Titiriji, municipio de
Mani; finca La Esperanza, municipio de Aguazul,
y finca La Defensa, municipio de Paz de Aripo-
ro, cada uno con una poblacién minima de diez
equinos. Para su andlisis, las muestras fueron dis-

tribuidas de la siguiente manera:

« Cuarenta muestras recolectadas en junio del
2006, a las cuales se les realizo la técnica copro-
légica de MacMaster, modificada por Schmidt
(1971), para determinar la presencia o ausencia
de huevos de parasitos gastrointestinales que
permitieran realizar la investigacion en esta re-
gion del pais.

« Cuarenta muestras recolectadas en enero del
2007, a las cuales se les realizaron las técni-
cas coproldgicas de MacMaster, modificadas
por Schmidt, en 1971), coprocultivo (Prada,
2002 ), Baermann-Wetzel y anélisis del desarro-
llo de larvas (LDA), modificada por Varady y
Corba, en 1999. Los resultados de este mues-
treo fueron los registrados, y los tomados en
cuenta para la discusion.

Conlos resultados de la técnica de MacMaster fue-
ron seleccionadas las seis muestras de cada predio
que presentaron los conteos de huevos por gramo
mas altos. A estas muestras, mediante la técnica de
coprocultivo y Baermann-Wetzil, se les extrajeron
larvas L3 de pequenos Strongylus, con las cuales se
realizé la prueba LDA.

ANALISIS DE DATOS

Mediante el programa computacional Statistical
Analysis System, version 9, se realizaron: anilisis
de varianza de una via y andlisis de varianza mul-
tifactorial. Para calcular la mortalidad de todas las
muestras, se debid corregir cada serie de datos en
relacion con la supervivencia normal de las larvas,
determinada en los pocillos de control, aplicando
las siguientes formulas:

LS (%) = LKIvx 100 / LSc
LS-LD (100%) = 100 — LS

Donde:

LS = supervivencia corregida de larvas vivas.

LKIv = nimero de larvas vivas con distintas con-
centraciones de ivermectina.

LSc =numero de larvas vivas en pocillos de control
(promedio entre la muestra principal y la réplica).
LS-LD = porcentaje de larvas muertas.

REsuLTADOS

El promedio de hpg de materia fecal en los cuatro
municipios fue de 984 hpg (tabla 1). Las muestras
resultaron positivas a huevos de tipo Strongylido
spp., Strongyloide spp., Triodonthoforus spp., Ha-
bronema spp., Anoplocephala spp. y Oxyuris spp. De
las cuarenta muestras analizadas, el huevo que se
observé en todas fue de tipo Strongylido spp., se-
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guido de Habronema spp., presente en veinte de las
cuarenta muestras, e igualmente registrados en los
cuatro municipios; Anoplocephala spp., reportado
en diez de las muestras, se distribuy? entre los mu-
nicipios de Aguazul, Paz de Ariporo y Mani; Trio-
donthoforus spp. se observo en nueve de las mues-

tras, y estuvo presente en los cuatro municipios
del departamento; Strongyloides spp., presente en
ocho de las muestras, fue reportado para los muni-
cipios de Aguazul, El Yopal y Paz de Ariporo, y, por
ultimo, Oxyuris spp., el cual estuvo en dos de las
cuarenta muestras del departamento.

Tabla 1. Resultados de la técnica de MacMaster para los cuatro municipios en estudio

Promedio . . . .
Muestra hpg/materia Strongylidos | Strongyloides | Triodontho- | Habronema | Anoplocepha- Oxyuris spp. Parascaris
spp- spp- forus spp. spp- la spp. spp-
fecal
Aguazul 1319 X X X X X X
El Yopal 858 X X X X
Paz de Ariporo 1569 X X X X X
Mani 190 X X X X

Fuente: elaboracién propia.

El municipio con el mayor promedio de elimi-
nacién de hpg de materia fecal fue Paz de Ariporo
con 1.569 hpg; seguido del municipio de Agua-
zul, con un promedio de hpg de materia fecal de
1319; El Yopal, con 858 hpg en promedio; y, final-
mente, el municipio de Mani, con un promedio de
190 hpg de materia fecal.

Resultados del coprocultivo

Mediante las técnicas de coprocultivo (Prada, 2002)
y Baermann-Wetzel, se recolectaron larvas L3 de pe-
quenos Strongylus a los 15 dias de haber sido sem-
bradas las muestras con una prevalencia de 86,2%.

Andlisis del desarrollo larval (LDA)

Previa realizacidn del test LDA, se determind la
mortalidad en cada una de las muestras, obtenien-
do un porcentaje de mortalidad menor a 3,5% para
cada uno de los cuatro municipios en estudio.

Las larvas infectantes se cosecharon durante 15 dias
y se recolectaron mediante la técnica de Baermann-

150

Wetzel. Luego, se concentraron en una suspen-
sién acuosa y se procedio a determinar la canti-
dad delarvas L3 en 20 pl, obteniendo un promedio
de 100 larvas en cada muestra. Los datos que se
muestran en la tabla 2 son los promedios de mor-
talidad de larvas de cada uno de los municipios, y
estan corregidos en relacion con la supervivencia
determinada en los pocillos de control de cada

animal.

Los factores que mostraron un efecto estadistica-
mente significativo sobre la variable mortalidad,
correspondieron a: municipios, con un 95% de
confianza (0,0263 < 0,05), y dilucién, con un 99%
de confianza (0,0000 < 0,01). La variable depen-
diente muestras no fue significativa con un nivel de

confianza de 99% y 95%.

En el caso del factor municipio contra la variable
mortalidad, el municipio de Aguazul (93,9792%
de mortalidad) mostré una diferencia estadistica-
mente significativa con un intervalo de confianza
de 99% con respecto al municipio de Paz de Ariporo
(92,5% de mortalidad).
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Tabla 2. Promedio de mortalidad de larvas L3 para cada una de las concentraciones de ivermectina
en los cuatro municipios en estudio

Técnica de MacMaster Promedio 1 Promedio 2 Promedio 3 Promedio 4
(modificada por Schmidt)
passte (100 pg) (250 pg) (500 pg) (1000 pg)
[1IV.

El Yopal 1 97,6 95 92,8 87,9
Aguazul 98,2 95,3 92,9 89,5
Mani 98,5 94,6 92 88,5
Paz de Ariporo 97,4 94,5 90,8 87,4

[ ]IV. = concentraciones de ivermectina.

Fuente: elaboracién propia.

DiscusionN

El porcentaje de supervivencia en los pocillos de
control para el municipio de El Yopal fue de 93,3%;
municipio de Aguazul, 94%; municipio de Paz
de Ariporo, 94,5%; y para el municipio de Mani, del
94%. Los porcentajes con respecto a los promedios
de mortalidad de larvas para las cuatro concen-
traciones de ivermectina en cada uno de los muni-
cipios fueron: 92,8% para El Yopal, 93,8 % para
Aguazul, 93,5% para Paz de Ariporo y 98,5%
para el municipio de Mani.

En los cuatro municipios ocurrié que el porcenta-
je de mortalidad de larvas en los pocillos con dife-
rentes concentraciones de ivermectina present6
una disminucién a medida que la concentracién de
la Jactona macrociclica aumentaba, es decir, que la
mortalidad mds alta para las larvas L3 estuvo en las
concentraciones mas bajas del antihelmintico.

Con respecto a esta observacion, se report6 una
respuesta atipica de la prueba LDA para el levami-
sol, en la cual se observo que las concentraciones
altas del farmaco son menos efectivas que las con-
centraciones bajas; en el caso de las lactonas ma-
crociclicas, esta respuesta atipica fue reportada por
Prada (2002), quien encontrd una tendencia en el
aumento de la mortalidad de larvas L3 a medida

que disminuia la concentraciéon del antihelmintico,
lo que concuerda con los resultados del estudio Ile-
vado a cabo en el departamento de Casanare. Esta
respuesta se podria deber, segiin Martin (1997), a
que las avermectinas en bajas dosis potencian los
efectos del glutamato, mientas que en dosis altas
actan sobre los canales de cloro regulados por el
glutamato de manera directa, es decir, sin permitir
que actue el glutamato. Puede ser también debido
a un problema de tipo técnico en el momento de
medir la potencia intrinseca de una concentra-
cién del antihelmintico, como lo describe Sangs-
ter (1999) y Prada (2002), quienes sefialan que la
ivermectina, por ser un farmaco lipofilico, puede
unirse fuertemente a materiales como el vidrio o
el plastico, utilizados para correr la prueba de re-
sistencia antihelmintica LDA, con lo cual la dosis
y la concentracién real a la que quedan expuestas
las larvas es desconocida.

El factor muestras no presenté diferencia estadisti-
camente significativa, con un intervalo de confianza
de 99% y de 95% en ninguno de los municipios.

El factor dilucién presentd una diferencia estadisti-
camente significativa con unintervalo de confianza
de 99% en las cuatro diluciones utilizadas (114,4-
1.144 nM), en lo que a la mortalidad de larvas se
refiere, puesto que los porcentajes de mortalidad
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fueron estadisticamente diferentes entre una dilu-
cién y otra, indicando que la mortalidad de larvas
depende de la concentracién del antihelmintico.
Paiement et 4l. (1999) y Jackson y Coop (2000)
mencionan que la ivermectina induce la paralisis
de las L3 solo con concentraciones superiores a
300 nM, lo que difiere de los resultados del pre-
sente estudio, donde se obtuvo la misma respuesta
con concentraciones inferiores a 300 nM.

En cuanto al factor municipio, hubo una diferencia
estadisticamente significativa con un intervalo de
confianza de 99% entre los predios de los munici-
pios de Paz de Ariporo y Aguazul, los cuales tuvie-
ron un porcentaje de mortalidad de larvas L3 de
92,5y de 93,97%, respectivamente; la disminucién
del porcentaje de mortalidad en el municipio de
Paz de Ariporo se podria explicar porque el predio
donde se encuentran los equinos que fueron mues-
treados en este estudio, con frecuencia a lo largo
de todo el afio entran en contacto con animales de
otros predios de la region, debido a que esta finca
es el punto de encuentro de muchos llaneros para
salir a la via principal que conduce al centro urba-
no del municipio, por lo cual los equinos visitantes
pueden tener poblaciones de pardsitos gastrointes-
tinales menos sensibles a la accion del antihelmin-
tico, por razones como resistencia natural, despa-
rasitaciones sin tener en cuenta la carga parasitaria,
baja remocién de heces del potrero, especialmente
después de un tratamiento (Sangster, 1999), dosis
bajas de fairmacos antiparasitarios —subdosifica-
cién (Jackson y Coop., 2000)—, etcétera.

Segtin Sdenz et 4l. (1991) y Jackson y Coop (2000),
la selecciéon de nematodos resistentes involucra
factores propios de los antihelminticos, de los para-
sitos, del hospedero, el manejo y el medio ambiente
donde se encuentre el hospedador y donde se de-
sarrolla el fenémeno. A diferencia del municipio
de Paz de Ariporo, en el municipio de Aguazul, los
equinos son estrictamente criollos, sin contacto

con animales externos y antiparasitarios, que pu-
dieran alterar o modificar de modo alguno la res-
puesta de las poblaciones de endopardsitos de
este predio a la accién de la lactona macrociclica,
ivermectina.

CONCLUSIONES
Y RECOMENDACIONES

« El andlisis del desarrollo de larvas (LDA) per-
miti6 detectar poblaciones de pequenos Stron-
gylus sensibles a la ivermectina, lo cual no es
frecuente en la actualidad, cuando se esta repor-
tando constantemente la presencia de resisten-
cia antihelmintica de este grupo de parasitos.

« Elanalisis LDA es una prueba in vitro que evalta
la resistencia o susceptibilidad a las lactonas ma-
crociclicas, pero que, segun los datos obtenidos
en este estudio, puede generar resultados atipi-
cos, por lo que seria interesante realizar otro tipo
de prueba de campo que igualmente identifique
poblaciones de parasitos gastrointestinales sus-
ceptibles a la accién de la ivermectina, como el
test de reduccion de la oviposicion, con muestras
bajo las mismas condiciones, para comparar los
resultados y verificar su calidad.

« El cultivo de larvas de nematodos del equino a
partir de muestras de materia fecal, es una técni-
ca que permite identificar el género y las carac-
teristicas morfoldgicas de los estados larvarios
L1, L2 y L3, permitiendo clasificar diferentes
poblaciones de parasitos gastrointestinales que
afectan a los equinos.

« Es necesario identificar las poblaciones de pa-
rasitos que afectan a los equinos de las diferen-
tes regiones del pais, antes de introducir algiin
producto antihelmintico que tal vez no contro-
le las poblaciones que se imagina estan presen-
tes en estos, y que, por el contrario, contribu-
yan al desarrollo del fenémeno de resistencia
antihelmintica.
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