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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el nivel de resistencia a los farmacos antihelminticos
presente en rebanos de ovejas infectados por nematodos gastrointestinales en el noroeste de
Espafia mediante técnicas in vitro, como la prueba de eclosion de huevos (EHT) para detectar
la resistencia a farmacos de la familia de los benzimidazoles, y la prueba in vivo de reduccion
del recuento de huevos en heces (FECRT) para detectar la resistencia a las lactonas
macrociclicas. La evaluacion de la resistencia a los benzimidazoles se llevo a cabo en 47
rebafios. Se recogieron muestras de heces en “pool” para realizar un EHT a una dosis
discriminante de 0,1 pg/ml de tiabendazol. Para la deteccion de resistencia a las lactonas, se
analizaron 30 rebafios tras seleccionar aquellos con mayor excrecion de huevos en heces. Para
ello, se tratd a los animales con ivermectina via oral a 0,2 mg/kg, y se comparo el nimero medio
de huevos por gramo de heces entre el dia del tratamiento y dos semanas después.

El EHT revelo resultados indicativos de resistencia a los benzimidazoles en 5/47
rebanos (10,6%). En cuanto a las lactonas macrociclicas, el tratamiento con ivermectina oral
fue eficaz en 13/30 rebafios (43.3%), con reducciones de huevos mayores al 95% (IC...); 13 de
los rebafios restantes (43.3%) se declararon resistentes, con una reduccion inferior al 90%
(ICw.). E1 13.3% (4/30) presentaron sospecha de resistencia, con una reduccion entre el 90-95%
(ICu). Al comparar niveles de resistencia en la zona de estudio con los de afios anteriores, se
observo un aumento significativo de la resistencia a esta familia de farmacos antihelminticos
en la region.

PALABRAS CLAVE: rumiantes, resistencia antihelmintica, ivermectina, nematodos
gastrointestinales

INTRODUCCION

Los nematodos gastrointestinales (NGI) se encuentran entre los pardsitos mas
prevalentes de los pequefos rumiantes en todo el mundo, y mas concretamente de las
ovejas.Suponen un importante impacto econdmico en la industria ganadera, con efectos sobre
la produccion animal y los costes de los tratamientos. Segiin un reciente estudio, las pérdidas
en Europa ascienden a los 1900 millones de euros anuales, de los cuales la mayor parte (38%)
es causada por infecciones por NGI (Charlier et al., 2020). Estos parasitos infectan el abomaso
y el intestino delgado de los pequefios rumiantes, lo que puede conducir al desarrollo de signos
clinicos de infeccion (Miller et al., 2012). Los animales pueden presentar signos de anemia,
hipoproteinemia, depresion, pérdida de condicion corporal, reduccion de la produccion, pérdida
de peso, disminucion del apetito y, en ocasiones, la muerte.

En la actualidad, la aplicacion de farmacos antihelminticos (AH) sigue siendo una
estrategia fundamental de control de las infecciones por NGI en humanos y animales. La
ivermectina (IVM), perteneciente a la familia de las lactonas macrociclicas (LM), se
comercializa desde los afios noventa como un farmaco AH de gran eficacia y amplio espectro
que ademas presenta un amplio margen de seguridad, lo que la convierte en uno de los farmacos
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de eleccion contra nematodos parasitos en los animales domésticos (Laing et al., 2017). Por su
parte, los benzimidazoles (BZ) han sido utilizados de forma rutinaria en toda Europa desde su
lanzamiento al mercado en la década de 1960, pero la aparicion de resistencias a esta familia
ha provocado graves problemas en las explotaciones de pequefos rumiantes de todo el mundo
(Papadopoulos et al., 2012). Ante la creciente aparicion de resistencia a los antihelminticos
(RA), la correcta deteccion de la misma de forma fiable es algo crucial, ya que un diagnostico
preciso ayudaria a evitar que se generalizara. En este sentido, el objetivo del presente estudio
fue evaluar el nivel de RA presente en rebafios de ovejas del noroeste de Espafia infectados por
NGTI aplicando técnicas in vitro como el EHT para detectar la RA a fairmacos de la familia de
los BZ, ¢ in vivo como el FECRT, frente a las LM.

MATERIAL Y METODOS
Muestreo de explotaciones de ganado ovino

El muestreo de las explotaciones de ganado ovino se realizd en las estaciones de
primavera y otoflo, que es cuando la prevalencia de la infeccion por NGI es especialmente alta,
durante los afios 2022-2024. Se llevo a cabo en un total de 47 explotaciones de ganado ovino
en régimen extensivo o semiextensivo de las provincias de Ledn y Zamora. El criterio de
inclusion en el estudio fue que los animales no hubieran sido tratados contra nematodos
parasitos durante al menos ocho semanas antes del inicio del estudio y que hubiera al menos 25
ovejas adultas en pastoreo disponibles. Se evalud la eficacia del albendazol (ABZ) en las 47
explotaciones y la eficacia de la ivermectina (IVM) en 30 de las 47 explotaciones.

Las muestras fecales se recogieron directamente del recto de cada animal de forma
individual, y lo sobrante se mezcld en bote de plastico (pool de heces) lleno de agua sin aire
para evitar el desarrollo de los huevos. Las heces para el pool se procesaron para concentrar los
huevos con el fin de realizar un ensayo de eclosion de huevos (EHT) para cada lote.

Tras la recogida de muestras en la explotacion, cada oveja seleccionada fue
desparasitada por via oral con IVM (ORAMEC: 0,8 mg/ml solucion oral para ovejas y cabras,
Boehringer Ingelheim) a razén de 0,2 mg/kg de peso corporal.

Deteccion de RA a LM mediante el ensayo in vivo “ensayo de reduccion del conteo de huevos
en heces” o FECRT (Faecal Egg Count Reduction Test)

Para realizar el FECRT se tomaron las muestras individuales a cada animal tomado al
azar de cada rebafio de los 30 muestreados, y se realizaron coprologias individuales para
determinar el nimero de huevos por gramo de heces (hgh) de NGI presente en cada muestra.
La coprologia se realizo mediante la técnica de McMaster modificada y utilizando una solucién
saturada de cloruro sodico (densidad = 1,2 g/ml) para el recuento de huevos. La sensibilidad de
esta técnica fue de 15 huevos por gramo (hgh). Tras ello, se desparasitaron con la IVM oral
y posteriormente, a los 14-17 dias post- tratamiento (pt), se recogieron de nuevo heces de los
mismos animales muestreados en el dia 0 pt para determinar el nimero de hgh de nuevo. El
calculo de la eficacia antihelmintica se determiné a partir de la reduccion de huevos entre los
dos dias de muestra, utilizando la siguiente férmula: % reduccion de huevos en heces = ((media
hgh de los animales tratados en el dia 0 pt — media hgh de los animales tratados en el dia 14-
17 pt) / (media hgh de los animales tratados en el dia 0 pt)) x 100. Si el porcentaje de reduccion
es mayor al 95% el rebaio se considera susceptible al farmaco, si se encuentra entre el 90-95%
es que existe sospecha de resistencia, y si es menor del 90% el rebafio se considera resistente
(Martinez Valladares et al., 2020).

Deteccion de resistencia antihelmintica a los BZ mediante el ensayo in vitro “ensayo de
eclosion de huevos” o EHT (Egg Hatch Test)

El EHT se ha disefiado en base a las propiedades ovicidas de determinados firmacos
antihelminticos y en la capacidad de los huevos de cepas resistentes para embrionar y eclosionar
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a concentraciones mas altas que los de las cepas susceptibles. Esta técnica se utiliza para la
deteccion de resistencias in vitro en los farmacos de la familia de los BZ.La prueba se realizo
en las 47 granjas en las muestras pre-tratamiento. Para ello, del pool de heces se aislaron los
huevos mediante técnicas de flotacion. Después se realiz6 el recuento de los mismos y se
incubaron en placas de 24 pocillos durante 48 horas a 23°C conjuntamente con tiabendazol a la
dosis eficaz 50 de 0,1 pg/ml (Coles et al., 1992). Tras ese tiempo, se cont6 el nimero de larvas
de primer estadio o larvas 1 (resultantes de los huevos desarrollados) y huevos muertos (huevos
sin desarrollar, habiendo sido el firmaco eficaz) presentes por pocillo utilizando un microscopio
invertido, y se calcul6 el % de eclosion utilizando la siguiente formula: % eclosion = niimero
de larvas 1/ (nimero de larvas 1 y huevos muertos).El porcentaje de eficacia del fairmaco se
calculo utilizando la siguiente formula: % eficacia del farmaco = [(media % eclosion pocillos
control — media % de eclosion pocillos con firmaco) / (media % eclosion pocillos control)] x
100.Para cada una de las explotaciones si el porcentaje de eficacia es menor o igual al 50% se
considera que el rebafo es resistente, si la eficacia se sitlia entre el 51-60% es que hay sospecha
de resistencia, y si es mayor al 60% es que es susceptible al farmaco y no hay resistencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

La prevalencia de las infecciones por NGI a nivel de rebaiio fue del 100% ya que todas
las explotaciones muestreadas se encontraban parasitadas en el momento de la realizacion del
estudio. La eliminacion media de los 47 rebafios infectados por NGI fue de 245 hgh, con un
rango que vari6 entre 15 y 6135 hgh. Las ovejas pertenecian a distintas razas (Merino -28%-,
Assaf -14%-, Churra -12%-, Castellana -10%-, razas mixtas -6%-, Awassi -2,2%-) y se criaban
para la produccion de leche y carne.

La mayoria de los estudios sobre resistencias hasta ahora realizados en Espafia se han
llevado a cabo en las Comunidades Auténomas de Galicia, Castilla y Ledén y Aragon. Segin
los resultados del EHT del presente estudio llevado a cabo en las provincias de Leén y Zamora,
se detecto resistencia a los BZ en el 10.6% de los rebafios muestreados, y en el 4.2% hubo
sospecha de resistencia. Por lo tanto, teniendo en cuenta sospechosos y resistentes se considera
que en el 14.8% de los rebafios el ABZ no result6 eficaz. Segin el FECRT del estudio para
IVM, el 43.3% de los rebafios muestreados se considerd resistente y el 13.3% con sospecha de
resistencia, siendo el total de resistentes y sospechosos del 56.6%. En Castillay Leon, los datos
recopilados mostraron que desde el afio 1999 hasta 2011 los niveles de resistencia a los BZy a
las LM se mantuvieron relativamente estables en los rebafios, con valores en torno al 13 y 27%,
respectivamente. Por otro lado, el ultimo estudio llevado a cabo entre 2015 y 2016 en esta zona
evidencié que la RA a los BZ se habia incrementado hasta el 26% mediante EHT (Martinez
Valladares et al., 2020). Asimismo, al comparar los niveles de RA de la zona de estudio con
afios anteriores mediante FECRT, se observa un incremento significativo de la RA a las LM en
los ultimos afios, que parece que sigue aumentando, por lo que mediante este estudio se
evidencia una vez mas la necesidad de plantear estrategias para combatir las resistencias, como
el uso de combinaciones de farmacos, las mejoras en la gestion de los pastos, el estudio para el
desarrollo de vacunas, la seleccion genética o la fitoterapia.

CONCLUSIONES

El presente estudio revela un aumento de la resistencia a los antiparasitarios,
especialmente a las LM. Estos resultados destacan la necesidad urgente de aplicar estrategias
de control sostenibles para frenar el avance de las resistencias, asi como la utilizacion de
herramientas de deteccion de RA antes de implementar un plan de control antiparasitario en el
rebafio.
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PREVALENCE OF ANTHELMINTIC RESISTANCE IN GASTROINTESTINAL
NEMATODES IN SHEEP

SUMMARY

The aim of the study was to evaluate the level of anthelmintic resistance present in
gastrointestinal nematode-infected sheep flocks in northwestern Spain using in vitro techniques
such as the Egg Hatch Test (EHT) to detect resistance to drugs of the benzimidazole family,
and the in vivo Faecal Egg Count Reduction Test (FECRT) against macrocyclic lactones.
Evaluation of benzimidazole resistance was carried out in 47 flocks. Pooled faecal samples
were collected for EHT at a discriminating dose of 0.1 ug/ml thiabendazole. For the detection
of lactone resistance, 30 flocks were tested after selecting those with the highest egg excretion.
For this purpose, animals were treated with ivermectin orally at 0.2 mg/kg, and the mean
number of eggs per gram of faeces was compared between the day of treatment and two weeks
later.

EHT revealed results indicative of resistance to benzimidazoles in 5/47 flocks (10.6%).
For macrocyclic lactones, treatment with oral ivermectin was effective in 13/30 flocks (43.3%),
with egg reductions greater than 95% (CLw.); 13 of the remaining flocks (43.3%) were found to
be resistant, with a reduction of less than 90% (ClL..). Resistance was suspected in 13.3% (4/30),
with a reduction between 90-95% (Cl..). Comparing resistance levels in the study area with
previous years, a significant increase in resistance to this family of anthelmintic drugs was
observed in the region.
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