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RESUMEN
Esta préactica dirigida se realizo con el objetivo de conocer y desarrollar capacidades
relacionadas con la deteccion de infecciones parasitarias y la existencia de resistencia
antihelmintica en parasitos gastrointestinales de ovinos en Costa Rica. Se realizaron técnicas
laboratoriales de diagndstico parasitolégico tales como McMaster modificado, coprocultivo,

microhematrocrito e identificacion de larvas hasta su género.

El trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Parasitologia de la Escuela de Medicina
Veterinaria, UNA,; asi como en 13 fincas dedicadas a la crianza comercial de ovejas, dos de
las cuales participaban en el proyecto ARCAL RLA5071 — OIEA: “Disminucion de la tasa
de parasitosis en ovejas y cabras” y 11 en el proyecto FIDA 0126-16 titulado “Determinacion
de la prevalencia de resistencia a benzoimidazoles, lactonas macrociclicas e imidazotiazoles

de nematodos gastrointestinales de ovinos de carne de Costa Rica”.

Se procesaron un total de 1001 McMaster, 497 microhematocritos, 33 coprocultivos
y se identificaron 3300 larvas. Para el proyecto ARCAL RLA5071 — OIEA se detectaron
animales fenotipicamente resistentes, resilientes y susceptibles a los nematodos
gastrointestinales (NGI). En el caso del proyecto FIDA 0126-16, se encontrdé un 100% de

resistencia al albendazol, 100% a la ivermectina y un 11.1% de resistencia al levamisol.

Estos resultados muestran la importancia de mejorar las destrezas en la realizacion de
las pruebas para la deteccion parasitaria, con el fin de lograr una correcta identificacion del
estado parasitoldgico de los animales, la identificacion de larvas y los antihélminticos a los
gue son resistentes los parasitos de una finca; asi como para la identificacion de animales

fenotipicamente resistentes y resilientes a los NGI.
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ABSTRACT
A guided practice was carried out with the objective of knowing and developing skills
related to the detection of parasitic infections and the existence of anthelmintic resistance in
gastrointestinal parasites of sheep in Costa Rica. Parasitological diagnostic laboratory
techniques such as modified McMaster, coproculture, microhematrocrit and identification of

larvae up to the genus were performed.

The practice was carried out in the Parasitology Laboratory of the School of
Veterinary Medicine, UNA; as well as in 13 farms dedicated to the commercial breeding of
sheep, two of which belonged to the project ARCAL RLA5071 - IAEA: "Disminucion de la
tasa de parasitosis en ovejas y cabras™ and 11 to project FIDA 0126-16: " Determinacion de
la prevalencia de resistencia a benzoimidazoles, lactonas macrociclicas e imidazotiazoles de

nematodos gastrointestinales de ovinos de carne de Costa Rica".

A total of 1001 McMaster, 497 microhematocrits, 33 coprocultures were processed
and 3300 larvae were identified. For the project ARCAL RLA5071 - IAEA, phenotypically
resistant, resilient and susceptible sheep to gastrointestinal nematodes (NGI) were detected .
In the case of the FIDA project 0126-16, 100% resistance to albendazole, 100% to ivermectin

and 11.19% resistance to levamisole was found.

This results show the importance of improving the skills in performing the techniques for
parasitic detection, in order to achieve a correct identification of the parasitological state of
the animals, the identification of larvae, and the anthelmintic to which the parasites of a farm
are resistant; as well as for the identification of phenotypically resistant and resilient animals

to gastrointestinal parasites.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La importancia de la produccion ovina en Costa Rica ha aumentado de manera
significativa en los Ultimos afios. Segun estimaciones de Maroto en el 2007 se calculaba que
el hato ovino nacional constaba de 6765 animales (Maroto 2009); mientras que para el 2014
en el VI Censo Nacional Agropecuario se establecié que el mismo estaba conformado por 35
800 animales (INEC 2015). Las provincias donde se ubica la mayor parte de los animales

son Alajuela, Guanacaste, Puntarenas y San José (INEC 2015).

Los nematodos gastrointestinales (NGI) son muy comunes en el ganado ovino y son
causantes de multiples problemas de salud y disminucion del bienestar animal (FAO 2003).
Los NGI se encuentran entre los parasitos internos de mayor importancia en ovinos. Todos
estos endoparasitos, normalmente conocidos como gusanos redondos, poseen caracteristicas
anatomicas muy similares y son dependientes del hospedador para completar las ultimas

etapas larvarias de su ciclo de vida (Roeber et al. 2013a; Bowman 2014).

Dentro de las consecuencias de infecciones por NGI en ovinos se encuentran: diarrea,
anemia, pérdida de condicién corporal, disminucion de la digestibilidad de las proteinas,
deficiencias de hierro, atrofia de vellosidades intestinales, disminucién en el consumo y
capacidad de digestion de los alimentos e incluso la muerte (Linklater y Smith 1993; Pugh y
Baird 2012). Estos constituyen una de las principales limitaciones para las producciones de
ovinos en pastoreo ya que generan una fuerte carga econdmica para los productores en
América Latina (FAO 2003). Los nematodos de mayor importancia para la produccion ovina
en general son Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus spp.,

Strongyloides sp., Cooperia curticei y Oesophagostomum spp. (Pugh y Baird 2012).



En Costa Rica los NGI que se encuentran con mayor frecuencia son Haemonchus
spp., Strongyloides sp. y Cooperia spp. (Maroto 2009). Cada parasito induce una patologia
especifica en el animal; no obstante, la mayoria de las veces lo que se observan son
infecciones mixtas (Pugh y Baird 2012).

Para el control de estas afecciones, existen cuatro grupos de antihelminticos (AH) de
amplio espectro, (i) los benzoimidazoles, (ii) imidazotiazoles e hidropirimidinas, (iii)
lactonas macrociclicas y (iv) derivados de amino-acetonitrilo (Coles 2006; Hosking et al.
2010). Este ultimo grupo es el mas nuevo de todos, en este se encuentra un farmaco llamado
monepantel, que fue lanzado en el 2009 para administracion oral (Hosking et al. 2010). De
momento, las hidropirimidinas y el monepantel no estan disponibles en el pais (SENASA

2018).

El uso de los AH ha sido la base para el control de NGI en ovejas por muchos afios;
sin embargo, su uso indiscriminado ha llevado a la seleccién de poblaciones resistentes (FAO

2003; Calvete y Uriarte 2013).

La resistencia a AH se define como el aumento significativo de la proporcion de
individuos en una poblacion de parasitos que son capaces de tolerar un medicamento en
niveles que han probado ser letales para la mayoria de los individuos de la misma especie
(Chandrawathani 2004; Wolstenholme et al. 2004).

El uso indiscriminado de los AH es el principal responsable de la aparicion de la
resistencia, ya que ésta es el resultado de la seleccion activa de los alelos de resistencia en
los genes encargados de evadir el efecto letal de estos farmacos (Chandrawathani 2004;
Wolstenholme et al. 2004; Fleming et al. 2006).

El desarrollo de resistencia a los AH puede suceder por maltiples razones, muchas de

las cuales pueden derivarse de errores en el manejo del control parasitario, pero también
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existen causas genéticas y ambientales. Précticas tales como: no rotar de familia de
desparasitante, alta frecuencia de desparasitaciones, subdosificacion de farmacos por no
pesar a los animales antes de medicarlos, mal manejo de rotacion de pasturas, no realizar
examenes de heces, uso frecuente de un mismo producto AH, o tratar a todos los animales
del hato; causan la aparicion de resistencia a AH en una finca. También pueden adquirirse
parésitos resistentes de otras fincas si no se tiene un buen manejo de cuarentena antes de
introducir animales nuevos al hato (Pugh y Baird 2012; Shalaby 2013).

La resistencia a los AH puede darse por multiples mecanismos, tales como: (i) un
cambio en el sitio blanco molecular, para que el farmaco ya no lo reconozca y por lo tanto
no sea eficaz; (ii) un cambio en la distribucion en el sitio blanco molecular, para que el
farmaco no tenga acceso a éste; (iii) un cambio en el metabolismo del medicamento, para
inactivarlo, removerlo o prevenir su activacion; o (iv) amplificacion de los genes diana, para
superar la accion de la droga (Wolstenholme et al. 2004).

El primer reporte que evidencio la ineficacia de un AH fue en 1957, donde se reportd
Haemonchus contortus resistente a la fenotiazina, seguido de un reporte de resistencia a
tiabendazol en 1964 (Drudge et al. 1957; Drudge et al. 1964; Fleming et al. 2006). En
Ameérica existen reportes de resistencia a AH en Brasil, Argentina, Uruguay, Paraguay,
Estados Unidos, México, Cuba, Nicaragua y Costa Rica (Torres et al. 2012).

Este problema se ha agravado al punto que, a inicios de los afios ochenta se empezaron
a dar reportes de helmintos multirresistentes, los cuales se definen como parasitos que son
resistentes a dos o mas antihelminticos (Green et al. 1981; Wolstenholme 2004; Calvete y

Uriarte 2013).

Incluso en farmacos nuevos como en monepantel ya se han dado reportes de

resistencia en multiples paréasitos tales como Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shalaby%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23682256

colubriformis y Haemonchus contortus, entre otros. Esto a pesar de que el monepantel tiene
un mecanismo de accion diferente al resto de los AH de amplio espectro. Aun falta mucho
por investigar al respecto, pero se ha visto que la resistencia puede deberse a un cambio en
el sitio blanco de accién de la droga y que parasitos como Haemonchus contortus son capaces
de metabolizar el monepantel (Scott et al. 2013; Raza et al. 2016).

En la actualidad existen multiples técnicas para la deteccion de resistencia AH,
clasificadas como técnicas in vivo e in vitro. Entre las pruebas in vivo, que son la referencia
para el diagndstico de la resistencia AH, se encuentran las de reduccion del conteo de huevos
en heces (FECRT) descrita por Coles y colaboradores (1992) y el test de eficacia controlada.
Por otra parte, las pruebas in vitro incluyen el test de eclosién de huevos, la prueba de
desarrollo larval y la de inhibicion de migracion larval; asi como pruebas moleculares que
incluyen PCR y RT-PCR (Coles et al. 1992; Cutulle et al. 2001; Coles et al. 2006).

Las técnicas para deteccion de resistencia in vivo son el método de eleccion para
diagnostico en campo, ya que las pruebas in vitro, a pesar de ser méas controladas, tienen la
desventaja de requerir instalaciones y equipo especificos, mantenimiento de estos, personal
altamente capacitado y larvas susceptibles y resistentes de referencia. En cuanto a las
técnicas in vivo, el test de eficacia controlada compara mediante necropsias el conteo de NGl
en el tracto gastrointestinal de animales tratados y no tratados. Este método es bastante
confiable; sin embargo, requiere mucho trabajo y es muy costoso. En la FECRT se compara
el conteo de huevos en heces previo y posterior al tratamiento. Este es el método mas
utilizado a nivel mundial, ya que es facil de realizar, no es costoso, no requiere equipo muy
especializado y no requiere el sacrificio de los animales (Coles et al. 1992; Wood et al. 1995;

Cutulle et al. 2001; Coles et al. 2006; Pefa et al. 2014).



En el 2009 se realiz6 un estudio en Costa Rica llevado a cabo por Maroto, para
determinar la presencia de resistencia en NGI de ovinos en siete fincas del pais. En el trabajo
se detect0 resistencia al albendazol y a la ivermectina por medio de la técnica de FECRT; sin
embargo, se dejo por fuera del estudio a la familia de los imidazotiazoles. Los parasitos que
presentaban mayor resistencia fueron Haemonchus spp., Strongyloides sp. vy
Trichostrongylus spp. Ademas, se realizd una encuesta sobre el manejo pecuario, donde se
evidenci6 que en su mayoria habia una frecuencia de desparasitacion mayor a tres veces al

afio y no se pesaban los animales para desparasitarse (Maroto 2009).

Ante la necesidad de informacion mas completa y actualizada respecto a la situacion
de la resistencia a AH en NGI en el pais, surge el proyecto FIDA 0126-16 “Determinacion
de la prevalencia de resistencia a benzoimidazoles, lactonas macrociclicas e imidazotiazoles
de NGI de ovinos de carne de Costa Rica”; a cargo de la M.Sc Natalia Soto Barrientos, el
cual incluye también a la familia de los imidazotiazoles, que no se habia considerado en la
tesis de Maroto (Maroto 2009), por lo que se espera que brinde un panorama mas completo
de la situacion de resistencia a las tres familias de AH presentes en el pais.

Dado el creciente problema de resistencia antihelmintica a nivel mundial, otras
estrategias no quimicas han surgido para el control parasitario. Estas incluyen el manejo de
pasturas, que reduce al minimo la exposicion de los animales a larvas infectivas; la
alternancia entre pequefios y grandes rumiantes; el mejoramiento genético de los animales
naturalmente resistentes y mejores practicas de alimentacion para mejorar la nutricion, entre
otras (FAO 2003, Pugh y Baird 2012, Kumar et al. 2013).

La seleccion de animales naturalmente resistentes es, actualmente, la expectativa para

el control de las afecciones parasitarias (Kumar et al. 2013). De aqui nace el proyecto



regional ARCAL RLA5071 del Organismo Internacional de Energia Atémica (OIEA)
titulado “Disminucion de la tasa de parasitosis en ovejas y cabras” en el cual participan los
siguientes paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Costa Rica, Cuba, El Salvador, México,
Paraguay, Peru, Republica Dominicana, Uruguay y Venezuela.

Este proyecto busca identificar las bases para la correcta discriminacion entre
animales resistentes, resilientes y susceptibles; luego integrar a los animales resistentes en
programas de reproduccion intensiva y asi heredar estos genes de resistencia a las siguientes
generaciones de reproductores. Los animales resistentes son aquellos que pueden suprimir el
establecimiento o el consecuente desarrollo de las infecciones parasitarias, mientras que los
animales resilientes son aquellos que son capaces de mantener parametros productivos
normales ante un desafio parasitario (Bisset y Morris, 1996).

La seleccion y cria de animales resistentes seria la estrategia sostenible a largo plazo
para aliviar las pérdidas producidas por los parasitos, ya que el recuento de huevos de los
parasitos es un rasgo moderadamente heredable y el pastoreo de los animales resistentes
conduce a una reduccion en el numero de larvas infectantes en el pasto (Bisset y Morris,

1996; Aguerre 2018).

1.2. Justificacién

Uno de los problemas médicos mas significativos en ovinos en pastoreo a nivel
mundial, son las afecciones por parasitos internos. Estos son una importante causa de
pérdidas econdmicas en regiones tropicales y subtropicales, ya que llevan a una disminucion
de la produccién, alteraciones reproductivas, altos costos de inversion para tratamientos y

aumentos en la morbilidad y la mortalidad de los animales (FAO 2003; Pugh y Baird 2012).



El impacto econdémico generado por las infecciones con NGI en ovinos ha ido en
aumento con el paso de los afos, se estima que a nivel mundial se invierten decenas de miles
de millones de ddlares al afio para combatir las parasitosis por helmintos. En el caso de
Australia se invierten 436 millones de dolares australianos por afio en el control y manejo de
las parasitosis en ovinos (Roeber et al. 2013b; Lane et al. 2015).

El control de los NGI desde hace muchos afios se ha basado en el uso de AH y por un
tiempo esto dio resultados eficaces, maximizando los indices de produccion ovina; sin
embargo, las malas précticas de manejo y el uso indiscriminado de éstos, ha llevado la
aparicion de resistencia a AH, e incluso la aparicion de parasitos multirresistentes (Pugh y

Baird 2012; Calvete y Uriarte 2013).

El descubrimiento y desarrollo de nuevos desparasitantes ha sido obstaculizado por
los altos costos y por la dificultad de conseguir compuestos que eliminen a los NGI y que a
su vez sean seguros para los animales; como resultado pocos farmacos han salido al mercado
en los ultimos afos, siendo uno de ellos el monepantel en el 2009 (FAO 2003; Hosking et al.
2010; Elsheikhay Ahmed 2011). El costo de desarrollar un farmaco nuevo para animales de
produccion se aproxima a los 400 millones de dolares (Abongwa et al. 2017). Debido a esto,
es esencial retrasar el desarrollo de resistencia de los AH que se tienen disponibles en este
momento, por lo que es necesario llevar a cabo una adecuada deteccion y monitoreo de su

eficacia en las explotaciones ovinas (Calvete y Uriarte 2013).

La industria ovina esta en proceso de crecimiento en Costa Rica (INEC 2015) y como
se mencionod anteriormente estas producciones pueden verse fuertemente afectadas por las
parasitosis. Por esta razén es indispensable que los veterinarios que se dediquen a atender
explotaciones ovinas, tengan un amplio conocimiento sobre el manejo, técnicas de deteccion

de NGI resistentes a AH y nuevas tendencias de control a nivel mundial.



El prop6sito de este trabajo es participar en los proyectos FIDA y ARCAL, con el fin
de adquirir conocimientos novedosos sobre la resistencia a AH y su manejo, asi como
adquirir una mayor destreza en las técnicas que se realizan para su diagndstico en campo y

laboratorio.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Conocer y desarrollar capacidades relacionadas con la deteccién de infecciones
parasitarias y la existencia de resistencia antihelmintica en parasitos gastrointestinales de

ovinos en Costa Rica.

1.3.2. Objetivos Especificos

1. Practicar y mejorar las destrezas en la realizacion de técnicas laboratoriales de
diagnostico parasitoldgico tales como McMaster modificado, coprocultivo,
microhematrocrito e identificacion de larvas.

2. Aprender técnicas de deteccion a campo de infecciones parasitarias

gastrointestinales y de resistencia a antihelminticos.



2. METODOLOGIA

2.1. Lugar de realizacion de la practica dirigida.

El trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Parasitologia de la Escuela de Medicina
Veterinaria, UNA; asi como en trece fincas con hatos dedicados a la produccion comercial
de ovinos. El laboratorio cuenta con todas las facilidades necesarias para el procesamiento
de muestras de heces; asi como la medicion de microhematocritos. Ademas, los proyectos
que financiaron la préctica poseen los materiales necesarios para la toma y procesamiento de

muestras a campo, asi como para el acceso a las fincas.

De las 13 fincas que se muestrearon para la practica, 11 participan en el proyecto

FIDA y dos forman parte del proyecto ARCAL.

2.1.1. Animales de estudio

Se trabajo con animales de la especie ovina, mayores a tres meses que se encontraran

en pastoreo o semi-estabulados.

En las fincas donde se realizaron las pruebas de resistencia antihelmintica (FIDA) se
trabajo con un minimo de 30 animales, que resultaron con al menos 150 huevos por gramo
de heces (HPG) en el McMaster modificado. En el caso del proyecto ARCAL, se muestred
la totalidad de animales de la finca que cumplieran con las caracteristicas mencionadas
anteriormente, estos fueron muestreados para la obtencion de sangre y heces una vez al mes,

durante un periodo de tres meses.



2.1.2. Précticas realizadas

En cada finca que se visitd se participo en la seleccion de animales, toma de muestras,
realizacion de pruebas de McMaster, calculo y administracion de medicamentos e

interpretacion de resultados.

En el Laboratorio de Parasitologia de la Escuela de Medicina Veterinaria, UNA; se
participd en la elaboracién de materiales para los muestreos en finca (solucién hipersaturada
de azlcar), microhematocritos, procesamiento de coprocultivos e identificacion de larvas.

Asi como la interpretacion de datos obtenidos de los muestreos.

Para ambos proyectos se extrajeron heces directamente del recto de los animales para
realizar la prueba de McMaster modificado, utilizando la técnica descrita por Roberts y
O'sullivan (1949), en la que se pesaron dos gramos de heces, estos se diluyeron en 28 ml de
la solucion hipersaturada de azucar, dando un total de 30 ml. Esta solucion se colocé por
medio de jeringas de 1 cc en camaras de McMaster, que miden 1 cm? y constan de dos
compartimentos, estas cdmaras son especiales para realizar el conteo de huevos a través de
la cuadricula bajo el microscopio (Roberts y O'sullivan 1949).

La materia fecal restante de los animales parasitados se transporto al laboratorio para
realizar coprocultivos. Para esta técnica se tomo la muestra de heces, se adiciond y mezclo
con aserrin y agua destilada, se coloco en un recipiente de vidrio y se mantuvo durante una
semana en incubadora a 27°C. Transcurrida la semana en la incubadora, se saco, se llend con
agua destilada a 30°C y se invirtié sobre un plato de Petri, que también se llen6 con agua
hasta la mitad y se dej6 reposar con el fin de que las larvas migraran hacia el plato de Petri.
El coprocultivo permite desarrollar las larvas L3 para su posterior identificacion (Roberts y

O'sullivan 1949, Coles et al. 1992).
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Las larvas de los coprocultivos se identificaron utilizando la guia del Laboratorio de
Parasitologia de la Escuela de Medicina Veterinaria, UNA (Anexo 1) (Hernandez 2010) y la
guia de Rodriguez (2015) (Anexo 2), las cuales toman en cuenta caracteristicas morfoldgicas
de la extremidad anterior, media y posterior de los diferentes géneros de larvas L3 para la
identificacion del género.

La especie no se determind debido a la similitud que existe entre ciertas especies de
un mismo género de NGI, la necesidad de matar a los animales para obtener las formas
adultas de las larvas, que se pudieran identificar hasta el nivel de especie y la ausencia de
métodos moleculares que permitieran diferenciar especies de una forma sencilla y certera.

Para el proyecto FIDA, se determind la resistencia a los AH por medio de FECRT.
Se efectuaron dos giras a cada finca, en la primera se muestrearon los ovinos para obtener
muestras de heces y con estas, se realizaron McMaster modificados para elegir a los animales
que calificaran para el estudio. Estos se dividieron en tres grupos de al menos diez animales,
correspondientes a cada una de las familias de AH presentes en el pais, se pesaron y se
trataron con albendazol, levamisol o ivermectina, y se marcaron con un aerosol de un color
correspondiente a cada grupo de AH.

Las heces obtenidas de estos animales antes del tratamiento fueron llevadas, en
hieleras a una temperatura de 4°C, al Laboratorio de Parasitologia para montar un
coprocultivo, que determinaria la poblacién parasitaria presente en la explotacion.

En la segunda visita se realizaron nuevamente McMaster modificados a los animales
que se habian seleccionado para el estudio. Las heces de cada uno de los grupos de
tratamiento se llevaron al laboratorio para realizar coprocultivos, y determinar la poblacion
de larvas que habia sobrevivido a la desparasitacion, las cuales luego ovopositaron y de estos

huevos se obtienen las larvas que se identifican al microscopio.

11



Los datos obtenidos de los McMaster y los coprocultivos luego de la primera y la
segunda gira se ingresaron en una version modificada del programa RESO de Wursthorn y
Martin (1990), para determinar la resistencia hacia los AH en cada una de las fincas, el
porcentaje de reduccion de cada AH y los géneros de las larvas resistentes. ElI programa
RESO, determina la resistencia calculando la media aritmética, el porcentaje de reduccién de
HPG y el intervalo de 95% de confianza (Wursthorn y Martin 1990).

Para que un grupo sea resistente es necesario que: (i) el porcentaje de reduccion de
HPG sea menor al 95% v (ii) el intervalo de confianza 95% del porcentaje de reduccién sea
menor al 90%. Si solamente se cumple uno de los dos criterios se considerard como
sospechoso de resistencia, si no se cumple ninguno se considera susceptible (Coles et al.
1992).

Por otro lado, las giras del proyecto ARCAL consistieron en tres visitas a cada finca,
una por mes, en las cuales se obtuvo datos de HPG, FAMACHA, condicion corporal (CC) y
hematocrito; para asi montar la base de datos que permita la correcta clasificacion de los
animales entre resistentes, resilientes y susceptibles. A las muestras de heces se les realizo la
prueba de McMaster modificado. La toma de muestras de sangre se llevé a cabo mediante
puncion yugular con una aguja calibre 20 de 4 cm de largo en un tubo con anticoagulante
EDTA (Pugh y Baird 2012).

Para la seleccién de resistentes se tomaron los animales que mantuvieron HPG
menores a 1000 durante las tres visitas (Torres et al. 2008). Los resilientes fueron animales
gue mantuvieron conteos mayores a 1000 HPG, pero con hematocrito >19, CC >2.5 y
FAMACHA <3, a lo largo de estas tres visitas (Kaplan et al 2004; Medina et al. 2015). El

resto de los animales fueron considerados susceptibles.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
Durante la préactica dirigida, entre los dos proyectos, se visitaron 13 fincas,
procesando un total de 1001 McMaster, 497 microhematocritos, 33 coprocultivos y se

identifico el género de 3300 larvas.

Este trabajo fue disefiado para promover la practica y aumentar las destrezas en la
realizacion de pruebas laboratoriales utilizadas en el diagnéstico parasitoldgico en ovinos.
Luego de la préctica dirigida se ha visto la importancia de la repeticion para perfeccionar las
técnicas y disminuir el tiempo necesario en la elaboracién de las pruebas de McMaster

modificado, coprocultivo, microhematocrito e identificacion de larvas.

Las técnicas utilizadas requieren gran disponibilidad de tiempo, paciencia, insumos,
asesoria adecuada y personal entrenado para realizarse; sin embargo, a pesar del tiempo que
se invierte en ellas, son esenciales para un correcto diagndstico de parasitosis, del estado de

salud de los animales y de los géneros que afectan cada explotacion.

3.1. Proyecto FIDA 0126-16 “Determinacion de la prevalencia de resistencia a
benzoimidazoles, lactonas macrociclicas e imidazotiazoles de nematodos
gastrointestinales de ovinos de carne de Costa Rica”

En el periodo de la practica se visitaron 11 fincas que eran parte de este proyecto. De
estas 11 fincas, en dos no fue posible realizar la prueba de resistencia, ya que el nimero de
animales parasitados no fue suficiente para probar ni siquiera uno de los desparasitantes, por
lo que se presentan los resultados de las nueve fincas restantes. De estas nueve fincas, en dos
no fue posible muestrear ivermectina pues la cantidad de animales infectados no permitio
muestrear los tres desparasitantes en una sola visita, hizo falta una visita que se programo

para después de que esta practica terminara.
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En total, para las fincas de este proyecto se procesaron 520 McMaster, 33
coprocultivos y 3300 larvas fueron identificadas hasta el género. EI menor HPG fue igual a
cero, el mayor fue de 14900 y un 80.9% de los McMaster que se realizaron en la primera

visita presentaban conteos menores a 1000 HPG.

La adecuada deteccion de animales parasitados es de suma importancia, ya que
permite que los que no precisan de una desparasitacion al tener un HPG menor a 1000 no

sean tratados (Torres et al. 2008).

Al ingresar los datos en el programa RESO, con base en los porcentajes de reduccion
y el intervalo de confianza 95% (IC), se determin6 que de las fincas en que se traté a los
animales con albendazol, un 100% presento resistencia a este AH, el 100% de las que se
muestrearon para ivermectina fueron resistentes y un 11.1% presentd resistencia al levamisol

lo que se observa en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Porcentajes de reduccion, intervalo de confianza y resistencia a los AH en cada

finca muestreada.

Finca PR
1 74.2
2 11.5
3 41.3
4 16
5 0
6 24.5
7 58.3
8 67.3
9 45.7

Albendazol

IC Clasif
50.8- Resistente
86.5

0.0- Resistente
475

0.0- Resistente
80.1

0.0- Resistente
66.4

0.0- Resistente

0.0

0.0- Resistente
52.4

0.0- Resistente
90.7
31.3- Resistente
84.5

0.0- Resistente
71.3

PR

65

58.4

31.2

24.9

NR

75.5

NR

lvermectina
IC Clasif
17.0- Resistente
85.2
3.2- Resistente
82.1
0.0- Resistente
76.4
0.0- Resistente
0.0
0.0- Resistente
0.0
0.0- Resistente
57.4
NR NR
61.6- Resistente
84.4
NR NR

PR

89.1

99.9

99.4

99.9

99.6

100

100

99.3

100

Levamisol

IC Clasif

62.6- Resistente
96.8

99.5- Susceptible
100

93.8- Susceptible
99.9

99.1- Susceptible
100

96.1- Susceptible
100

100- Susceptible
100

100- Susceptible
100

90.7- Susceptible
99.9

100- Susceptible
100

PR: porcentaje de reduccidn. IC: intervalo de confianza 95%, Clasif: clasificacion segun

resistente o susceptible. NR: no se realiz6 la prueba.
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En un estudio realizado por Maroto en el 2009 en siete fincas de Costa Rica, el cual
pretendia determinar el estado de resistencia Unicamente a benzimidazoles y lactonas
macrociclicas de los NGI, se encontrd que en ese momento en el pais habia un 86.71% de
resistencia al albendazol y un 71.43% de resistencia a la ivermectina en los NGI de ovejas.
Comparando los resultados que obtuvo Maroto (2009) con el estudio actual en el que se hall6
100% de resistencia a ambos productos en las fincas tratadas indica un alarmante aumento

de la resistencia a estos AH muestreados en el lapso de diez afos.

En esta préactica se detecta el primer caso de resistencia a levamisol del pais, ya que
la familia de los imidazotiazoles no habia sido muestreada en estudios anteriores y con este
hallazgo también se reporta el primer caso de una finca con multirresistencia a las tres
familias de AH disponibles en Costa Rica. En América ya se han dado reportes de resistencia
a levamisol en Brasil, Argentina, Uruguay, Paraguay, Estados Unidos, Mexico, Cuba y

Nicaragua (Torres et al. 2012).

Los resultados de los porcentajes de reduccién muestran una realidad alarmante,
como es el caso de la Finca 5 en la cual hay un cero por ciento de reduccién en el HPG luego
de las aplicaciones de albendazol e ivermectina, esto significa que aplicar dichos farmacos
en la finca mencionada no tiene beneficio alguno en disminuir la poblacion parasitaria y por
lo tanto no puede recomendarse su uso al productor ni siquiera para realizar rotacion de

productos.

Se determind en la préactica que las larvas presentes en la poblacion inicial son:
Haemonchus spp. presente en un 100% (9/9) de las fincas, Trichostrongylus spp. en un 88.8%
(8/9), Oesophagostomum spp. en 11.1% (1/9), Cooperia spp. en 22.2% (2/9) y Chabertia spp

en un 22.2% de las fincas (2/9) (Figura 1).
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Figural. Poblacion inicial de larvas.

Las poblaciones iniciales de larvas presentes en esta practica son similares a las
reportadas por Maroto (2009), quien reportdé Haemonchus spp., Cooperia spp.,
Trichostrongylus spp., Strongyloides sp., Oesophagostomum spp., y Chabertia sp., a
excepcion de que en esta practica no se menciona Strongyloides sp. (Maroto 2009). Esto se
debe a que, para los conteos e identificacion de larvas de las fincas del proyecto FIDA, solo
se tomaron en cuenta los NGI del orden Strongylida y el género Strongyloides sp. no se
encuentra dentro de este grupo (Bowman 2014). Se observa también que la larva de mayor
prevalencia es Haemonchus spp. lo cual concuerda con lo reportado por Maroto (2009); sin

embargo, se observa un aumento en la prevalencia de la poblacion de Trichostrongylus spp.

Las larvas que presentan resistencia en las fincas muestreadas al albendazol son las
pertenecientes al género Haemonchus spp. que se encuentra en una proporcion promedio de

95.2% vy Trichostrongylus spp. en 4.8% (Figura 2). Las larvas resistentes a ivermectina son
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Haemonchus spp. en una proporcién de 94.8%, Trichostrongylus spp. en 5% y Chabertia

spp. en 0.2% (Figura 3). En el caso de levamisol, Haemonchus spp. en un 93.5% y

Trichostrongylus spp. en 6.5% fueron resistentes (Figura 4).
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Figura2. Poblacién de larvas resistentes a albendazol.

18




100

2 Z 4
3 18

« 80

<

>

o

S

w 60

fa)

e 98 100 98 99 % o1

<

E 40 82

w

o

o

o

& 20

0 NA NA
Finca 1 Finca 2 Finca 3 Finca 4 Finca 5 Finca 6 Finca 7 Finca 8 Finca 9
FINCAS
OHaemonchus spp. O Trichostrongylus spp. M Chabertia spp.
Figura3. Poblacion de larvas resistentes a ivermectina.
100
13
»n 80
<
>
[~ 4
3
060
fa)
5 100
Eao 87
w
O
o
o]
820
0 0 0 0 0 0 0 0
Finca 1 Finca 2 Finca 3 Finca 4 Finca 5 Finca 6 Finca 7 Finca 8 Finca 9

FINCAS
OHaemonchus spp. ™ Trichostrongylus spp.

Figura4. Poblacién de larvas resistentes a levamisol.

El presente estudio encontrd diferentes poblaciones de larvas resistentes tanto al
albendazol como a la ivermectina, en comparacion con las reportadas por Maroto 2009. Ya

que Maroto aparte de Haemonchus spp. y Trichostrongylus spp., que concuerda con el
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estudio actual, encontré Cooperia spp. resistente a albendazol. En ambos estudios existe una
mayor proporcion de Haemonchus spp. resistente a este AH. En el caso de ivermectina en
ambos estudios se encontrd6 Haemonchus spp. y Trichostrongylus spp.; sin embargo, en este
estudio se da el primer reporte de Chabertia spp. resistente a la ivermectina en el pais. Se
observ6 un aumento en la proporcion de Haemonchus spp. resistente a este AH del 2009 al

estudio actual.

Las larvas resistentes a levamisol en la Finca 1 se identificaron como Haemonchus
spp. En el caso de la Finca 3, la poblacion era susceptible a levamisol, sin embargo, hubo
crecimiento de larvas en el coprocultivo, esto puede deberse a que el porcentaje de reduccion
fue de 99.4%, por lo que ese 0.6% de larvas restantes eclosiono durante el cultivo en larvas
de Haemonchus spp., y Trichostrongylus spp. Ya existen reportes previos en América de

Haemonchus spp. y de Trichostrongylus spp. resistentes al levamisol (Torres et al. 2012).

3.2. Proyecto ARCAL RLA5071 — OIEA: “Disminucion de la tasa de parasitosis en
ovejas y cabras”

Para este proyecto se muestrearon dos fincas, la poblacion total de animales a
muestrear para este proyecto era de 175 animales; sin embargo, a lo largo de los muestreos
tuvieron que ser eliminados 38 por la falta de disponibilidad de muestras de heces o la
ausencia del animal. En conjunto, en las dos fincas y a lo largo de los tres muestreos se
procesaron un total de 481 McMaster y 497 microhematocritos, los cuales se muestran en el

Cuadro 2.
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Cuadro 2. Resultados de las fincas muestreadas para el proyecto ARCAL RLA5071 —
OIEA.

Finca A Finca B Total
MCMASTERS MODIFICADOS 323 158 481
PROCESADOS
MICROHEMATOCRITOS PROCESADOS 337 160 497
TOTAL INICIAL DE ANIMALES 121 54 175
PARTICIPANTES
TOTAL DE ANIMALES QUE 87 50 137
PARTICIPARON EN LOS 3 MUESTREOS

De los McMaster realizados el menor HPG obtenido fue de 0, el mayor 49100 y un
total de 65.9 % de los animales obtuvo un HPG menor a 1000. De los microhematocritos

realizados, el menor valor obtenido fue de siete y el mayor de 43.

Los 137 animales que participaron en los tres conteos se clasificaron como resistentes,
resilientes y susceptibles. Resultaron resistentes 56 animales los cuales mantuvieron HPG
menores a 1000 durante las tres visitas. Se encontraron en total 11 resilientes que son aquellos
con conteos mayores a 1000 HPG, con hematocrito >19, CC >2.5 y FAMACHA <3, a lo

largo de los tres conteos. Los otros 70 animales fueron considerados susceptibles (Cuadro 3).

Cuadro 3. Animales resistentes, resilientes y susceptibles.

FINCA A FINCAB TOTAL
TOTAL DE ANIMALES QUE 87 50 137
PARTICIPARON EN LOS 3 MUESTREOQOS
ANIMALES RESISTENTES 45 11 56
ANIMALES RESILIENTES 4 7 11
ANIMALES SUSCEPTIBLES 38 32 70
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Los resultados de este proyecto lograron identificar animales en cada finca que
pueden ser clasificados fenotipicamente como resistentes, en base a su conteo de HPG y
hematocrito durante las tres visitas realizadas. Esta informacion es Gtil para los productores
ya que al encontrarnos en un momento de crisis a nivel nacional y mundial con la situacion
de NGI resistentes a AH, tener conocimiento sobre animales fenotipicamente resistentes a
los NGlI, les permite cruzar estos animales para crear una primera generacion filial o F1 que
presente una mayor resistencia a los parasitos y asi disminuir la necesidad del uso de AH en
el futuro. Estos cruces de animales fenotipicamente resistentes para obtener una F1 con
mayor resistencia a los NGI se han realizado con éxito en otros paises (Aguerre 2018), donde
se reporta que la seleccion de machos resistentes a NGI genera una mejora en la resistencia
en las hembras de su F1. El paso a seguir ahora en el proyecto ARCAL, es buscar en el
genotipo qué genes tienen en comun estos animales fenotipicamente resistentes, ya en

Europa, Asiay América del Sur se han realizado estudios al respecto (Periasamy et al. 2014).

Segun los resultados obtenidos en ambas fincas, un 80.9% de la poblacion del
proyecto FIDA y un 65.9% del ARCAL presentaron conteos de HPG menores a 1000 y por
lo tanto no precisan ser desparasitados, estos animales representan mas de la mitad de la
poblacidn. Conocer cuales son los animales parasitados, que géneros estan presentes en la
finca y a cuales AH son susceptibles, permite una desparasitacion adecuada, que evite el uso

excesivo e incorrecto de productos y asi la aparicion o el aumento de la resistencia a AH.

Es importante recalcar el hecho de que el numero de fincas muestreadas en esta
practica dirigida no es una cantidad significativa, por lo que los resultados obtenidos no

reflejan una realidad nacional. Para tener resultados que realmente tengan un peso estadistico
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es necesario esperar a que concluyan los proyectos ARCAL RLA-5071 y FIDA 0126-16, y

que estos presenten sus resultados.
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5. CONCLUSIONES
1-En este trabajo se ha probado la importancia de las destrezas en la realizacion de
métodos de deteccidn parasitaria, tanto en laboratorio como a campo y su continua practica,
para lograr una correcta identificacion del estado de infeccion parasitaria de los animales, la
identificacion de los parésitos que afectan cada finca y de paréasitos resistentes a los AH; asi

como para la identificacion de animales fenotipicamente resistentes y resilientes a los NGI.

2.- Las técnicas de deteccion laboratoriales y a campo permitieron en el caso del
proyecto FIDA, detectar un aumento en la resistencia de los NGI hacia la ivermectina y el
albendazol y la aparicion de resistencia al levamisol; y con esto la presencia de fincas
multirresistentes a las tres familias de AH disponibles en el pais. Se logro identificar
animales fenotipicamente resilientes en las fincas del proyecto ARCAL,; asi como individuos
resistentes, con los cuales realizar un posterior estudio genético. Los resultados encontrados
en este trabajo indican que al menos en las fincas muestreadas, hay un serio problema de
resistencia a los AH, por lo que se hace necesario que los veterinarios se informen en el tema
para ser capaces de realizar una correcta aplicacion de técnicas de diagndstico parasitoldgico,

asi como para asesorar de manera adecuada a los productores.
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6. RECOMENDACIONES
Realizar esquemas de tratamiento antiparasitario con asesoramiento de médicos
veterinarios entrenados, que puedan ayudar al productor a escoger especificamente cuéles

animales desparasitar, en qué etapas de vida y con qué productos.

Entrenar a los productores en la correcta realizacion de FAMACHA, CC y el uso de
examenes de heces, asi como en la rotacion de AH y a aplicarlos segun el peso de cada animal

para evitar la aparicion de resistencia a AH.

Realizar pruebas de resistencia a AH en cada finca, para saber exactamente el estado
actual de esa finca, cuales AH tienen resistencia y qué porcentaje de reduccion tiene cada

uno.

Identificar hembras y machos fenotipicamente resistentes a NGI en cada finca para
crear una F1 con mayor resistencia natural y de esta forma reducir la necesidad del uso de

AH.

Recomendar a cada productor la utilizacion de métodos alternativos al los AH como

opciones de control parasitario, para intentar disminuir el uso y la resistencia de estos.
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6. ANEXOS

Anexo.1 Guia de identificacion de larvas del Laboratorio de Parasitologia de la Escuela de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional.
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Anexo.2 Guia de identificacion de larvas de Rodriguez 2015.
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Figura 3.24. Caracteristicas morfoidgicas de I3 extremidad anterior, meda y posterior
de Ios diferentes géneros de lanvas (L,) de nematodos gastrontestinales de rumiantes.
A) Strongyloides spp., B) Bunsstomum spp., C) Trichostrongyius spp., D) Teladorsagla
0p., )Coopenaspp F) MecistockTus digtatus, G) Haemonchus spp., H) Chabertia
oving, 1) Cesophagostomum spp., J) Nematodius spp.
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