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RESISTENCIA A LOS ANTIHELMINTICOS

"Aumento significativo de los individuos.de una
poblacion parasitaria, capaces de soportar niveles
de farmaco que han probado ser letales para la
mayoria de los individuos de la misma especie”

(Nari, 2001)



RESISTENCIA A LOS ANTIHELMINTICOS

Fenomeno de adaptacion y supervivencia de las especies de
pardsitos ante la presion impuesta por el uso de antihelminticos.

Cardcter de resistencia es heredable y esta asociado a uno o
varios genes que normalmente se encuentran a baja frecuencia
antes de la exposicion a los farmacos.

El uso reiterado de antihelminticos conlleva el incremento de la
frecuencia de estos genes en la poblacion parasitaria.

Proceso IRREVERSIBLE.

Su intensidad crece EXPONENCIALMENTE hasta que la eficacia
de los antihelminticos desaparece practicamente.



Factores asociados a la resistencia

o Frecuencia de aplicacion de los tratamientos antiparasitarios.
— Mayor frecuencia > mayor presion de seleccion-=>> resistencia.
— 5-6 desparasitaciones/aio generan resistencia en 2 afos.
— Frecuencias bajas pero repetidas en el tiempo, caso de Espaia.

o Subdosificacion:
— Dosis subterapéuticas permiten sobrevivir a los individuos heterg

— Calculo de la dosis y conocimientos sobre biodisponibilidad y metab
especie animal o el manejo. jj imprescindibles !!
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Frecuencia de aplicacion de los tratamientos antiparasitarios.
— Mayor frecuencia > mayor presion de seleccion->>> resistencia.
— 5-6 desparasitaciones/afio generan resistencia en 2 afios.

— Frecuencias bajas pero repetidas en el tiempo, caso de Espaia.

Subdosificacion:
— Dosis subterapéuticas permiten sobrevivir a los individuos heterocigotos.

— Calculo de la dosis y conocimientos sobre biodisponibilidad y metabolismo segunila
especie animal o el manejo. jj imprescindibles !!

Proporcion de parasitos susceptibles en refugio.

— Poblacion no expuesta al farmaco.

— Nducleo de individuos susceptibles que
posibilitan la dilucién de los genes de
resistencia en el total de la poblacion.

— Constituida por las fases preparasitarias
presentes en el medio ambiente.

Larva 2 se transforma en Larva 3
o infectante que migra de las heces al pasto




DIAGNOSTICO DE LA RESISTENCIA

o En el campo se sospecha cuando hay una baja respuesta clinica después de aplicar
un tratamiento.

» Numerosas técnicas con fines diagnosticos y de investigacion, gue
pruebas in vivo e in vitro.

o La mayoria serios inconvenientes en terminos de coste, aplicabilidad y
consistencia (precision, interpretacion y estandarizacion).



DIAGNC O DE LA RESISTENCIA:
Pruebas in vivo

o TEST REDUCCION ELIMINACION DE HUEVOS (FECRT)
— Prueba de campo por excelencia.
— Unico valido para todos los antihelminticos.

— Calcular entre 10 y 14 dias después del tratamiento la reduccion de la tasa de
eliminacién de huevos.

— Estandarizado por la WAAVP: resistencia cuando reduccion <'‘95%




DIAGNOSTICO DE LA RESISTENCIA:
FECRT

Inconvenientes que limitan su utilizacion.
— Baja sensibilidad: genes presentes en el 25% de la poblacién.
— Muy dificil de aplicar cuando la eliminacion es baja (<150 hpg).
— Falta de precision derivadas de McMaster y muestreo.

Recientemente se ha optimizado, buscando simplificarlo y aumentar la
especificidad y sensibilidad.

— Aprovechar el manejo rutinario del ganado para los muestreos.

— Trabajar con “pool” de heces como unidad de muestreo.

— Utilizar bajas diluciones en las técnicas de recuento de huevos.



o Disponibles diversas pruebas, utilidad sobre
todo en investigacion.

o Solo es necesario recoger heces
directamente del recto en unas 25-30 ovejas.

o Test de eclosion de huevos (EHA), Test de
desarrollo larvario (LDA) y Test de PCR a
tiempo real (RT-PCR).




ica de la resistencia
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SITUACION ACTUAL DE LA RESISTENCIA

En Europa y en general en los paises del hemisferio norte, la emergencia de menor
intensidad, aunque denunciado en la mayoria de-ellos, siendo UK el més afectado.

En Espana
— Descrita en 1997 en cabras cachemira importadas. (Requejo-Fernandez et al.,
1997)
— Lainformacion, esta limitada a cuatro regiones y algunos datos son
preocupantes.
Region Benzimidazol Imidazotiazol =~ Macrolactonas
Castilla/ Ledn 14,3 38,5 23,5
(Alvarez et al., 2006)
Galicia 33,3 No testado 8,3
(Diez-Barios et al., 2008)
Aragon 11,2 No testado No testado
(Calvete et al.,, 2012)
Zona Centro 0 0 No testado

(Sacristan-Gomez et al., 2009)




Necesidad de estudio de la resistencia
MOTIVOS:

1) Informacion obtenida en trabajos anteriores.

2) Escasa informacion sobre las resistencias en nuestro pais.

3) Posible extensificacion de los sistemas de produccion con el
consiguiente incremento de la importancia de las parasitosis
gastrointestinales.

4) La principal estrategia es la deteccion precoz de la resistencia y el
establecimiento de manejos orientados a retardar su crecimiento.

PROYECTOS:

-(2007-2010) INIA RTA 2006-0183-C03-01
-(2010-2013) INIA RTA 2010-00094-C0O3-01
-CITA-Aragon (coordinacion)
-Universidad de Zaragoza
-Universidad de Leon
-Universidad Complutense Madrid



Proyecto de investigacion resistencias

OBJETIVOS PRINCIPALES:

1) -Valorar la situacion actual de las resistencias a
los antihelminticos en la ganaderia ovina en el area de
estudio.

2) -Identificar posibles factores asociados a la
aparicion y crecimiento de los fenomenos de resistencia.

3) -Optimizar los métodos de diagndstico para su
uso rutinario en condiciones de campo.



Caracterizacion epidemiologica de explotaciones

MUESTREO: Hweee el QST
-107 explotaciones de ovino en Aragon.

ENCUESTA:

-Localizacion (coordenadas geograficas)
-Fecha del muestreo

-Censo explotacion

-Riesgo de importacion de parasitos (reposicion, cuar'en'rena )
-Manejo (semiextensivo)

-Tipo de hdbitat (clasificacion preliminar: secano, regadio, mixto)
-Tipo de pastos (comunales, privados, etc.)

-Frecuencia de desparasitacion

-Principales épocas de desparasitacion

-Otros datos adicionales para caracterizar el manejo.



Prueba /7 v ' Test de la eclosion de huevos

-Recoleccion de heces directamente
en unas 25-30 ovejas.

-Estimacion de la tasa de eclosion a dosis
discriminante de tiabendazol (0, 1ug/ml).

INTERPRETACION:

-Dosis discriminante debe de inhibir la
eclosion de, al menos, el 99% de los
huevos.

-Si el porcentaje de eclosion es > 50%,
entonces se considera que existe un
fenomeno declarado de resistencia.

-Inconvenientes:
No se identifican las especies o géneros resistentes
Conservacion adecuada de los huevos



Prevalencia y niveles de resistencia

-De 107 explotaciones, en 12 el porcentaje de eclosion fue 250%.
Prevalencia = 11%. En algunas se confirmé mediante FECRT.

-PROBLEMA: Solo en 2 explotaciones hubo. porcentajes de eclosion

<1%. Esto indica que habria cepas resistentes en el 98% de las
explotaciones.
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Porcentaje de eclosion

SITUACION ACTUAL: Baja prevalencia pero con riesgo de aumentar
rdpidamente.



Factores asociados a la resistencia

Frecuencia de aplicacion de los tratamientos antiparasitarios.
Subdosificacion.
Uso de pastos privados.

Factores bioclimaticos, estacionales y
de uso del suelo.
-Niveles mayores en zonas frias y
himedas (somontanos)
-Mayor en rebafios muestreados en
otofio y menor en invierno.

Niveles de resistencia presentan una
fuerte correlacion espacial.
-Trasmision de cepas.
-Manejo sanitario comdun.




¢Qué podemos hacer para minimizar la
expansion de la resistencia?

1) Eliminar o reducir la aplicacion de aquellas medidas de
manejo implicadas en su desarrollo.

2) Establecer prdcticas rutinarias de vigilanciay, para la
deteccion y diagndstico de la resistencia en campo.

-En casos clinicos, observar la respuesta después del
tratamiento (no siempre posible ni aplicable).

-Aplicacion rutinaria de protocolos para valorar la eficacia del
tratamiento. PROGRAMA DE VIGILANCIA



VIGILANCTIA DE LA RESISTENCIA

» TEST REDUCCION ELIMINACION DE HUEVOS (FECRT)
- Prueba de campo por excelencia.
- Unico vélido para todos los antihelminticos:.
- Fundamento muy sencillo

- Calcular entre 10 y 14 dias después del tratamientola reduccion
de la tasa de eliminacion de huevos.




VIGILANCIA DE LA RESISTENCIA. FECRT

Intento de estandarizacion por la WAAVP (1992):

-Dos lotes: Lote control y lote tratado
-Tamaino de lote= 15 animales

-Limite de deteccion de técnica McMaster: 50 hpg (0215 hpg)

-Cdlculo de la tasa de reduccion comparando las medias de lote
-Resistencia cuando reduccion <95% y limite del CI95% «90%.
-No adecuado para tasas de eliminacion bajas (<150 hpg)

*Protocolo establecido de forma empirica. No validado
adecuadamente.



VIGILANCIA DE LA RESISTENCIA: FECRT

Multitud de variaciones:

-Comparacion: lote control v.s. mismo lote
-Calculo tasa reduccion: tasas medias de grupo v.s. individuales

-Calculo de las tasas medias de grupo:
media estimaciones individuales v.s. homogeneizados

-Diferente tamaifio muestral: Desde 1 hasta 15
-Diferente limite deteccion McMaster: desde 100 hasta 1 hpg
-Diferente criterio para definir resistencia: Desde 95% hasta 80%

-Diferentes escenarios:
Desde muy baja hasta muy alta tasa de eliminacion de huevos.



Simulacion muestreo en campo:

-Una sola especie de parasito.

. .y : s
-Rebaiio de 1000 individuos que son seleccionados al azar.

-42 escenarios de distribucion y abundancia parasitaria:
-6 niveles de distribucion parasitaria: valores de 4 (0,1-5)
X
-7 niveles de abundancia parasitaria: Media HPG = 50-10.000 hpg

-9 niveles de resistencia antihelmintica: FECR real 30-99,9%

-7 niveles de esfuerzo muestral: tamano de muestra 10-70 individueos.



\\N\ODELIZACION FECRT

Simulacion procesado muestras en

oratorio:

T, = 100*(1-[T2/T1]) (se incluyen todos los animale
T = 100*(1-[T2/T1]) (solo animales con HPG positiv
Ti =(1/n) X(100*(1-[T2/T1])) (solo animales con HPG p

Hre = 100%(1-[H:2/H,2]) -Hasta 20 determinaciones

XI
4
]

100*(1-[H+2/H:11) | _variacién intermuestral: Coef. 1,

2,602,680 combinaciones replicadas 1000 veces



PRECISION DE LAS ESTIMAS

Sin embargo, el problema es larelacion directa pero no lineal entre la
precision y los niveles de resistenciareales.
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-Incremento de la imprecision con el.aumento de la resistencia
-Escasa reproducibilidad de los resultados

-Inconsistencias en casos de monitorizacion

-Necesidad de protocolos costosos

FECR real percentil 95%

——TC_50 hpg —=—TC_15 hpg TO T —*—Ti ——HT ———HTC

Ej. Rebaiios parasitacion media. N = 20. En homogeneizados, N=50.



DISCRIMINACION
RESISTENCIA/NO RESISTENCTA

-Estimacion de los percentiles 95% del rango-de variacion para una serie de valores de
FECR real establecidos como puntos de corte para discriminar la resistencia de la no
resistencia. FECR = 99% y FECR = 95%.

-En este caso se simularon 10,000 réplicas para cada escenario posible.

FECR = 100% FECR = 0%
No resistencia § Maxima resistencia

Sensibilidad 100% Especificidad 100%

Interpretacion de los coeficientes A y B:
-Coeficientes para la discriminacion de resistencia / no resistencia con un
100% de sensibilidad y especificidad en, al menos, un 95% de las estimas.

Clasificacion: Sensible / Indeterminado / Resistente

-Elaboracidn de tablas para diferentes escenarios parasitoldgicos:
-Baja, Media o Elevada parasitacion.



PROTOCOLO MUESTREO FECRT

TOMA DE MUESTRAS PRE-TRATAMIENTO

-Tratamiento a dosis terapéutica, sin posibilidad de subdosificacidn.

-Tomar heces de entre 40 y 50 animales.

-No hace falta guardarlas individualmente.

-Mejor si la cantidad de heces es similar entre animales:
Variacion maxima 1/10 entre la mds pequeiia y la mds grande.

Se pueden tomar heces del recto de los animales, cogerlas del
suelo si son frescas o ambas cosas hasta alcanzar el nimero de
muestras.



\PROTOC@LO MUESTREO FECRT

PROCESADO EN LABORATORIO

-Mezcla y homogenizacién de todas las muestras.
-Mejor si se usa alguin tipo de maquina amasadora. NO utilizar
batidoras o mdquinas que lleven algin tipo de cuchilla.

heces (hpg).
-Nivel de deteccion de la técnica McMadster = 15 hpg

Este nivel se logra
los huevos que caen fuer
cuadricula de conteo y suma
contados en ambas cdmaras.

Necesario leer 10 placas
McMadaster. (2 gramos de heces
14ml de suspension salina). Calcula
hpg medio.




PROTOCOLO MUESTREO FECRT

-TOMA DE MUESTRAS POST-TRATAMIENTO

-La toma de muestras se debe realizar entre 10 y 14 dias después del
tratamiento con antihelmintico.

-La toma de muestras se realiza exactamente igual que en el pre-
tratamiento, pero existen las siguientes dos opciones:

1)-Muestreo al azar en que los animales muestreados no tienen
porqué ser los mismos que se muestrearon en el pre-tratamiento. Pueden
ser cualquiera del rebaho, incluyendo o no (por azar) alguno de los
muestreados en el pre-tratamiento.

2)- Muestreo dirigido, en el que se muestrean exactamente los
mismos animales que en el pre-tratamiento (ej. caso de que el lote se haya
mantenido apartado del rebafio durante los 10-14 dias anteriores).



PROTOCOLO MUESTREO FECRT

CALCULO DE LA TASA DE REDUCCION (T(hpg)).

Estimacion de la tasa de reduccién mediante la siguiente formula.

T(hpg)=100 x (PRE(hpg)-POST(hpg))/PRE(hpg).

PRE(hpg) y POST(hpg) son la tasa media de eliminacion de huevos por
gramo de heces antes y después del tratamiento respectivamente.

La tasa media es el valor de hpg medio estimado para las 10 cdmaras de
McMaster.



PROTOCOLO MUESTREO FECRT

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Dos tipos de rebaiios:
-Baja (< 200 hpg) y media eliminacién (200-1000 hpg).

Una vez estimada la T(hpg) su interpretacion se hace con la
siguiente tabla que contiene los valores limite o discriminantes para
una reduccién de la hpg teédrica del 99 o del 95% en funcion del nivel
de parasitacion del rebaiio y de si se ha muestreado, o no, el mismo
lote de animales antes y después del tratamiento.

Eliminacion baja. Eliminacion media.
hpg pre-tratamiento < 200 hpg hpg pre-tratamiento= 200-1000 hpg
Diferentes Mismos animales Diferentes Mismos animales
animales animales
92 << 94 << 096 << 97 <<

99% €— 99% €— 99% €— 99% €—
R A

Niveles criticos de eficacia



PROTOCOLO MUESTREO FECRT

Eliminacion baja. Eliminacion media.
hpg pre-tratamiento < 200 hpg hpg pre-tratamiento= 200-1000 hpg
Diferentes animales Mismos animales Diferentes.animales Mismos animales
92 << 94 << 96 << 97 <<

Ejemplo 1: Se hace un test de reduccion de huevos en un rebaiio con un
hpg medio de 350 hpg. Se muestrean los mismos animales, antes y
después del tratamiento y la T(hpg) calculada es igual a 91%.

-Eficacia real si que es inferior al 99%.

-No podemos asegurar que sea igual o inferior al 95%.

Ejemplo 2: Se hace un test en un rebafio con un hpg medio pre-
tratamiento de 150 hpg. Los animales se muestrean al azar antes y
después del tratamiento, y la T(hpg) calculada es de 75%.

-Eficacia inferior al 99%, pero esta dentro de los limites de|una
eficacia igual o superior al 95% .

-No podemos asegurar que haya un fendmeno de resistencia.

-Valores inferiores a 73 si que serian indicadores de que la eficacia
real ha sido igual o inferior al 95%.



VIGILANCIA DE LA RESISTENCIA

¢CUANDO Y CON QUE FRECUENCIA?

-No hace falta muestrear todos los rebaiios todes los aios.

-Sélo un reducido ndmero cada afo.

-Mejor si se hace un FECRT al mismo rebaiio todas las veces que se
desparasite a lo largo de un mismo aio.

-Variacion de los rebafios muestreados cada afio.

-Muestrear un mismo rebaio pasados 4-5 afios como minimo.

IDEALMENTE..

-Los datos obtenidos en los muestreos se deberian centralizar.
-Andlisis estratificado, teniendo en cuenta variaciones
geogrdficas.
-Obtencion de informacion general Gtil para todos.



CONTROL DE LA RESISTENCIA

¢ QUE HACER CUANDO HAY RESISTENCIA?

-No existen recetas y las decisiones dependeran del nivel de
resistencia y de la especie involucrada. jjDIAGNOSTICO!!

-Niveles elevados (<75% eficacia)
-Patogenicidad de la especie } Cambio de farmaeco
-Administracion combinada de farmacos diferente accion.

-Introducir animales de otras procedencias en el rebano.

-Reducir al maximo posible el uso de quimioterapicos:
-Tratamientos selectivos jjanimales de riesgo!!.
- Practicas de control integrado.



MUCHAS GRACIAS
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