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RESUMEN

Las afecciones parasitarias son causas importantes de pérdidas econdmicas.
Haemonchus contortus es un nematodo parasito que predomina en regiones
tropicales y subtropicales, controlandose fundamentalmente con antihelminticos
quimicos cuyo abuso a originado la aparicion de resistencia antihelmintica. Para
palear este fenomeno se desarrollan nuevas estrategias de manejo sostenible. Por
esta razoén se inicié un programa de investigacién y cooperacion cientifica entre
Brasil y Cuba para evaluar la cuantificacion de resistencia en helmintos vy
desarrollar un modelo sostenible con el empleo de diagndstico individual y el
método FAMACHA, para ovinos. Se desarrollaron tres tareas: entrenamiento
practico para la aplicacion del método FAMACHA, determinacién in vitro de la
curva farmacoldgica de ivermectina para una infeccion por nematodos resistentes
y diagnostico de resistencia antihelmintica en un rebafo ovino infectado por
nematodos resistentes. Se realizaron interpretaciones practicas de la metodologia
utilizada en la implementacién del método FAMACHA, comprobando que existe
una correlacion negativa y significativa (P<0,05) entre los grados de FAMACHA y
el porcentual de hematdcrito, se confecciond la curva farmacoldgica de la
ivermectina para el mismo rebafo, alcanzando la CLgs con 750 ug de la droga, la
CLso con 10 pg, siendo el valor de R? de 0,769. La presencia de resistencia a
ivermectina se determiné ante valores de eficacia del producto entre 22 y 63%
para las diferentes dosis evaluadas, con intervalos de confianza inferiores al 90%.
Se estructuraron las perspectivas de trabajo entre ambas partes.

Palabras claves: Resistencia antihelmintica, FAMACHA, Ivermectina.

RESUMO

As infeccbes parasitarias sdo causas importantes de perdas econdmicas.
Haemonchus contorfus € um parasito nematoda que predomina em regides
tropicais e subtropicais, sendo controlado fundamentalmente com anti-helminticos
quimicos, cujo abuso originou a aparicdo da resisténcia antiparasitaria. Este
estudo verificou a possibilidade de desenvolver novas estratégias de manejo
sustentavel. Por esta razdo, se iniciou um programa de pesquisa e cooperagao
cientifica entre o Brasil e Cuba, para avaliar a quantificacdo da resisténcia em
helmintos e desenvolver um modelo sustentavel com emprego de diagnostico
clinico individual e o método FAMACHA em ovinos. Este projeto foi executado em
trés etapas; treinamento pratico para a aplicagdo do método FAMACHA,
determinacao in vitro da curva farmacoldgica de ivermectina para infeccao em
nematodas resistentes e diagndstico de resisténcia anti-helmintica em um rebanho
naturalmente infectado, com nematodas resistentes. A interpretacdo utilizada com
o método FAMACHA comprovou que existe correlacdo negativa e significativa
entre (P<0,05) entre os graus FAMACHA e o percentual de hematdcrito. Foi
construida uma curva farmacoldgica in vitro de ivermectina para 0 mesmo
rebanho. A dose letal de 50% foi determinada com 10 ug e a DL95 com 750 pg da
droga, sendo o valor de R=0,769. A presenca de resisténcia a ivermectina
determinou valores de eficacia do produto entre 22 e 63% para as diferentes
doses avaliadas, com intervalo de confianga de 90%. Foram discutidas
perspectivas de trabalho entre ambas as partes.

Palavras-chave: resisténcia anti-helmintica, FAMACHA, ivermectina, ovinos.
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1 Introduccién.

En los sistemas de produccién ganadera ubicados en regiones tropicales y
subtropicales del mundo, las afecciones parasitarias son consideradas como
causa importante de pérdidas en la productividad, debido a dafios tales como:
morbilidad y mortalidad de los animales, reduccion de los niveles de produccion y
productividad, alteraciones reproductivas y altos costos del control, entre otros
(FAO, 2003).

Haemonchus contortus es el nematodo que predomina en estas regiones
(FONTENOT vy col., 2003), un comportamiento similar se reporta en la isla de
Cuba (OLAZABAL y BRITO, 1985; LEON y DELGADO, 1986; ARECE, 2005 y
MENCHO, 2007).

Diversas formas de prevencion y control de las nematodosis del ganado se
han propuesto: pastoreo alternado con diferentes especies y rotacion de potreros
(BARGER, 1999), seleccién genética de animales resistentes a estos parasitos
(MORRIS y BISSET, 1997), inmunizacién del ganado, ya sea mediante la
administracién de larvas irradiadas (ECKER y DEPLAZES, 1996), o de extractos
proteicos purificados obtenidos de células intestinales de nematodos (NEWTON y
MUNN, 1999).

Sin embargo, el método mas comunmente usado continua siendo el
tratamiento peridodico de los animales con productos quimicos antihelminticos
(MALAN vy col., 1997). La dependencia total de un solo método de control
parasitario ha demostrado ser poco sustentable y rentable a largo plazo
(VERGARA, 1996; DE CASTRO, 1997; WALLER, 1997; BARGER, 1999),
tornandose dicha situacion insostenible desde el punto de vista biologico,
economico y ambiental (JACKSON, 1993); con independencia de los elevados
costos de los productos, especialmente en paises —como Cuba- que tienen que
importar los principios activos (GUERRA, 2007), asi como la presencia inminente
de resistencia de los parasitos a estos productos (WALLER, 1997).

Se entiende por resistencia a la habilidad de una poblacion de parasitos para
resistir dosis de antihelminticos significativamente mayores a las necesarias para

matar a una poblacion normal (NARI y col., 2000). Otros autores la definen como:



La capacidad heredable de algunos nematodos para sobrevivir al tratamiento con
drogas antihelminticas a dosis terapéutica (TAYLOR y HUNT, 1989).

En el campo se sospecha la presencia de resistencia, cuando un producto que
antes era util para el control, ya no demuestra el mismo efecto, siempre y cuando
se asegure que se esta trabajando bajo Optimas condiciones de aplicacion
(BENAVIDES, 2001).

Una vez que se ha desarrollado la resistencia, el producto se torna inservible y
es abandonado (FAO, 2003); sin embargo, se conoce que la disponibilidad futura
de nuevos antiparasitarios, no sélo se encuentra comprometida por el progresivo
aumento de los casos de resistencia y los crecientes costos de investigacion y
desarrollo, sino también por una falta de conocimiento y competencia para el
descubrimiento de nuevas drogas (VIAL y col., 1999; SANGSTER y GILL, 1999).

Actualmente se ha notificado resistencia, en parasitos gastrointestinales de
diferentes especies de animales, a la mayoria de los nematicidas disponibles en el
mercado (COLES, 1999), incluyendo los antiparasitarios de nueva generaciéon
como la ivermectina, moxidectina y doramectina (VERMUNT vy col., 1996). Si bien,
es en la especie ovina donde mas casos se reportan (SOCCOL vy col., 1996), los
bovinos no estan exentos a tener esta situacion (FIEL y col., 2001). La presencia
de resistencia antihelmintica, es ya una realidad que los productores ganaderos
tienen que enfrentar y controlar para evitar la propagacién y evoluciéon a un nivel
de emergencia critica (COLE vy col., 1998).

Se citan una serie de causas que inducen la aparicion de resistencia
antihelmintica, las principales se centran en el uso indiscriminado de
antiparasitarios, y la falta de rotacion de principios activos, a lo que podria
agregarse el riesgo que representan en las condiciones antes mencionadas las
drogas o formulaciones de efecto prolongado como la ivermectina, las que
seleccionaran mas sostenidamente que las menos persistentes (FIEL y col, 2001).

La resistencia a compuestos con actividad antihelmintica se produce mas
rapidamente en regiones cuyas condiciones climaticas y sistemas pastoriles

permiten la exposicion a continuas reinfecciones, la adquisicion de altas cargas
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parasitarias y cuyos programas de control se basan en la utilizacion frecuente de
antihelminticos (CONDER y CAMPBELL, 1995).

Con el objetivo de retardar y en cierto modo, revertir el fenbmeno de la
resistencia, se propone la implementacién de el Control Integrado de Parasitos
(CIP) combinando adecuadamente los métodos de control quimico y no quimico
para mantener un nivel adecuado de produccion (NARI 'y HANSEN, 1999 y FAO
(2003).

Se consideran métodos no quimicos a los siguientes:

1. Manejo del pastoreo.

Este incluye el descanso de las areas de pastoreo, el pastoreo alterno, el
rotativo, el uso de areas de soca y el silvopastoreo.

2. Manejo de animales.

Existe una serie de estrategias de manejo de los animales que pueden ser
utilizadas para incrementar la inmunidad o resistencia/tolerancia natural de los
hospederos a los parasitos, lo que contribuye a reducir la necesidad de aplicaciéon
de antiparasitarios. Los principales métodos para alcanzar este propésito se basan
en la seleccion de animales resistentes (GASBARRE y MILLER, 1999),
vacunacion y mejora del estado fisiolégico (FAO, 2003).

3. Desarrollo de nuevas estrategias de control.

Asi, podemos mencionar métodos como la desparasitacién selectiva con
tarjeta FAMACHA (VATTA y col.,, 2001), el empleo de taninos condensados
presentes en muchas plantas (ATHANASIADOU y col., 2001) y el empleo de
enemigos naturales o controles biologicos (WALLER y FAEDO, 1996).

En Cuba se desconoce cual es el estado de la dispersion del fendbmeno de
resistencia en los nematodos (HERNANDEZ y col. 2003), pero se han descrito los
factores que afectan la efectividad de los antihelminticos propician el desarrollo de
resistencia (GUERRA, 2007), asi como se evaluan nuevas estrategias de control
con el empleo de enemigos naturales (MENCHO, 2007).

Teniendo en cuenta los elementos anteriores, nos trazamos como objetivo:

11



Desarrollar un programa de investigacion y cooperacion cientifica entre
Instituciones de Educacion Superior de Brasil y Cuba, en virtud del Programa
CAPES - MES/CUBA, al nivel de Post Doctorado.

2 Antecedentes.

2.1 Experiencias en Brasil.

En la década de los '90, en Brasil se observd una alta disminucién de la
eficacia de las drogas antiparasitarias utilizadas en los rumiantes de las principales
regiones productoras (ECHEVARRIA y col., 1996 y VIERA y CAVALCANTE,
1999). Este fendmeno en la actualidad, alcanza proporciones alarmantes, segun
se discutio en la “Mesa Redonda: Situagcdo da resiséncia de nematodides de
pequenos ruminantes a antihelminticos no Estado de S&o Paulo” (2009).

Con la aparicion de cepas resistentes a varios grupos quimicos, los
investigadores alertan sobre la reduccion de las fuentes de control quimico y el
dafio que esto causaria a los productores (MOLENTO y PRICHARD, 1999 y VAN
WYK y col.,, 1999). Estas observaciones fueron un estimulo para que los
investigadores desarrollaran alternativas que ayuden a mantener la eficacia de las
drogas antiparasitarias, asi como la sustentabilidad de la produccién agropecuaria
(MOLENTO y col., 2004).

Una de las alternativas de mayor diseminacion en Brasil ha sido el método
FAMACHA, utilizado en el campo en el afo 2000 y validado posteriormente
demostrando la posibilidad de reducir la aplicacion de antiparasitarios en ovinos en
un 79,5 % (MOLENTO y DANTAS, 2001).

Resultados similares se observaron en estudios realizados entre Octubre del
2001 y Marzo del 2002, en esta ocasion solo se desparasité el 2% de la masa de
ovinos evaluados (MOLENTO vy col., 2004). En el estado de Rio Grande do Sul se
utilizé durante el periodo de Junio del 2003 a Mayo del 2004 logrando una media
de animales no tratados del 91% (GAVIAO y col., 2004). Molento y col. (2007)

reiteran la posibilidad de reducir las aplicaciones de antiparasitarios. Resultado
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que resultan atractivo para paises como Cuba, que tienen que importar los

principios activos.

En este pais existe una amplia experiencia en la aplicacion del método
FAMACHA como parte de los programas de manejo sostenible de parasitos
gastrointestinales de los ovinos.

Otros elementos aplicables al Control Integrado de Parasitos son evaluados en
Brasil, asi Chagas y Vieira (2007) comunican la accién ovicida y larvicida in vitro
de extractos acuosos de hojas verdes y secas de Neem, con posterioridad Chagas
y col., (2008) evaluan tratamientos con la propia planta e informan que no fue

efectiva en el control de nematodos gastrointestinales in vivo.

2.2 Experiencias en Cuba.

En Cuba se desconoce el estado de la dispersion del fendmeno de resistencia
en helmintos. Hernandez y col. (2003) en un estudio realizado en una unidad
bovina estatal cubana, no encontraron la presencia del fendmeno de resistencia
en los nematodos gastrointestinales, obteniendo una reduccién del recuento de
huevos del 95,92%, con la aplicacion de levamisol.

Arece y col.,, (2004) determinaron la efectividad de: levamisol, tetramisol,
albendazol y dos presentaciones de ivermectina en dos instalaciones ovinas de
Cuba, la eficacia de todos fluctué entre 92,1% y 100%. En ninguno de los
antiparasitarios evaluados se detectaron valores de intervalos de confianza por
debajo de 90%. Sin embargo, el problema ha comenzado a manifestarse ya que
Rodriguez y col. (2005) reportaron resistencia a levamisol, para el nematodo
Dictyocaulus viviparus de los bovinos.

Guerra y col. (2005) y Guerra (2007), describen varios factores que afectan la
efectividad de los antihelminticos en este pais, propiciando el desarrollo de
resistencia: desconocimiento de la dosis terapéutica del producto para la especie a
tratar, dosificaciones mal formuladas, ajuste de dosis por estimacion erronea del

peso vivo, desconocimiento del espectro de accion del producto, contaminacion
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del mismo por mala manipulacién, asi como el reenvase de estos medicamentos y
conservacion de los mismos en forma inadecuada por parte del fabricante.

Guerra (2007), comunica una efectividad de 99,6 % para la Ilvermectina, en
tanto, refiere que aunque la efectividad del Levamisol 10 % es de un 98,4 %, el
limite inferior del intervalo de confianza para este caso fue de un 90 %.

Segun el Instituto de Medicina Veterinaria (2009) el parasitismo gastrointestinal
es considerado una de las principales causas de muerte en Cuba, después de la
desnutricion, Tabla 1. Sin embargo, su diagnéstico puede quedar enmascarado si
se considera que en el pais no se realiza determinacién cuantitativa de la carga
parasitaria ni coprocultivos para clasificacion de los géneros de nematodos
presentes.

Tabla 1 Principales causas de muerte en ovinos y caprinos de Cuba. Primer
Semestre 2009.

Causas de Muerte MINAGRI Otros Estatales | Privado
(%) (%) (%)
Desnutricion 56.8 53.2 53.7
Accidentes 13.5 10 9.7
Parasitismo Int. 5.2 124 14.3
Trast. gastroentéricos 4.4 5.1 4.3
Trast. Respiratorios 3.4 4.9 -

Otras lineas de investigacion relacionadas con el Control Integrado de
Parasitos, son desarrolladas en Cuba. Soca y col. (2005) evaluaron el efecto de
diversos extractos de morera en la viabilidad de larvas infectantes de nematodos
gastrointestinales de ovinos y Mencho (2007) informa sobre la accién ovicida y
larvicida de la bacteria Tsukamurella paurometabola sobre Haemonchus sp.
(Anexo 1y 2).

Desde el afno 2004, los profesores Dr. C. Juan Diego Mencho Ponce del
Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Universidad de Camaguey, Cuba y el profesor Ph D. Marcelo Beltrdo Molento del
Laboratorio de Enfermedades Parasitarias. Departamento de Medicina Veterinaria.

Universidad Federal de Parana. Curitiba, PR. Brasil, han intercambiado
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informacion. El profesor brasilefio colabord en la orientacion de la tesis de Doctor
en Ciencias del profesor cubano, avalando la viabilidad de la misma.

Se presentaros dos proyectos de investigacion al Programa CAPES-MES y en
la actualidad se desarroll6 un Proyecto Post Doctoral gracias al cual el profesor
cubano fue entrenado con la coordinacion del profesor brasilefio, en la aplicacion
del método FAMACHA, asi como en métodos in vitro e in vivo para el diagndstico

de resistencia antihelmintica.

3 Estancia en Brasil.

3.1 Cuantificacion de resistencia parasitaria de helmintos y desarrollo de un
modelo sostenible con el empleo de diagnéstico individual y el método
FAMACHA, para ovinos en Cuba.

3.1.1 Entrenamiento en el método FAMACHA.

Objetivo.

Realizar un entrenamiento practico para la aplicacion del método FAMACHA.

Materiales y Métodos.

Para el entrenamiento en las técnicas y metodologia de trabajo empleadas en
el método FAMACHA se utilizo el rebafio ovino propiedad de la “Fazenda
Experimental do Canquiri”, Universidad Federal de Parana; localizada en el
municipio de Pinhais, estado de Parana, Brasil. La propiedad posee un area de 20
ha, de ellas 12 ha son de pastos permanentes y anuales de invierno

La composicidon del rebafo fue de 150 reproductoras, 100 corderos y dos
sementales, todos de la raza Suffolk (puros y 3/4). La alimentacion de los animales
es mediante pastoreo y suplementacién con ensilaje y concentrado en la época de
mayor exigencia nutricional.

La frecuencia de evaluacion del rebafo de reproductoras fue semanal, durante
un periodo de 7 semanas. Los animales se evaluaron bajo criterio clinico:
condicion corporal, presencia de diarreas, edema submandibular y anemia. El

porcentual de hematdcrito (Hto) se determind por la técnica de microhematdcrito,
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en sangre colectada de individuos con grados extremos de FAMACHA. Las
muestras de sangre se colectaron de la vena yugular utilizando tubos BD
vacutainer® (Becton & Dickinson, Reino Unido) con anticoagulante.

Para determinar el grado de infeccién helmintica individual de los animales se
colectaron muestras de material fecales, directamente de la ampolla rectal, a las
que se les determind la cantidad de huevos por gramo de heces (OPG), utilizando
la técnica de McMaster modificada (GORDON y WHILTLOCK, 1939). Con el
mismo material se realizaron coprocultivos que permitieron la colecta y posterior
clasificacion de los terceros estadios larvales (L3) de los géneros de nematodos
gastrointestinales presentes, utilizando la técnica descrita por Wertejuk (1955).

Se realizé un examen visual individual de la coloracion de la conjuntiva ocular
de los animales evaluados y los resultados fueron informados como se muestra en
la Tabla 2.

Tabla 2 Grados de FAMACHA y coloracion de mucosa correspondiente.

Grado de Famacha© Coloracién

1 Rojo fuerte

2 Rojo rosado

3 Rosado

4 Rosado palido
5 Blanco

Se registré la condicién corporal com base a una escala de 1 a 5, donde 1
correspondia a los animales excesivamente delgados y 5 a los mas gordos.
La variable OPG se agrupo en las siguientes categorias, con fines estadisticos:
0 OPG, superior a 0 y hasta 500 OPG, superior a 500 y hasta 1000 OPG y mas de
1000 OPG. Para el procesamiento de los datos se empled el Programa SPSS
(version 11.5) de 2002.

Se determiné la asociacion entre las variables FAMACHA, condicién corporal
(CC), porcentual de hematécrito (Hto) y huevos por gramos de heces (OPG),

mediante Correlacion de Pearson.
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Se determinaron las medias de cada variable, en el programa anteriormente
citado. Su comportamiento en el tiempo, se expresa mediante un grafico

elaborado en el Programa Microsoft Excell (2003).

Resultados y Discusion.

Al correlacionar las diferentes variables estudiadas, se observé una relacién
negativa y significativa (P<0,05) entre los valores de FAMACHA y Hto,
disminuyendo el porcentual de Hto segun avanza el tiempo de estudio. Por el
contrario, la relacion entre FAMACHA y OPG es positiva. La relacion entre
FAMACHA y CC fue negativa (Anexo 3).

La Figura 1 muestra que las medias de las variables Famacha, C.C y OPG,
tienen una tendencia similar en el tiempo, no asi para la media de Hto, que a
medida que pasan las semanas tiende a disminuir.

La carga parasitaria durante el periodo experimental mantuvo una proporcion

relativamente estable de 50:50 para los géneros Haemonchus 'y Trichostrongylus.

40

35,43

Media

10

Semana

Figura 1. Distribucién de las medias de las variables FAMACHA, C.C, Hto. y OPG

en el tiempo.
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Malan y Van Wyk (1992), observaron la correlacion entre la coloracion de la
conjuntiva ocular y el valor del Hto cuando existe incidencia del parasito
hematéfago Haemonchus contortus, con posterioridad, Van Wyk y col. (1997),
asociaron los valores de Hto con diferentes coloraciones de la conjuntiva ocular
asi como la alta correlacion de estos con infecciones de Haemonchus contortus.
Molento (2004) demuestra la alta correlacion entre estas variables.

Los resultados expuestos en este documento permiten comprobar como, en la
mediada que aumenta el grado de FAMACHA (1 a 5), disminuye progresivamente
el porcentual de Hto, de forma similar Kaplan y col. (2004) al validar el método
FAMACHA en el Sur de EUA, determinaron la alta correlacion negativa entre los
grados del método y el Hto.

La relacién positiva de FAMACHA y OPG es factible ya que se conoce el
incremento de OPG en ovinos desde las cuatro semanas anteriores al parto,
alcanzando sus cuentas mas elevadas entre la sexta y octava semanas post parto,
declinando al momento del destete (FARIAS y co., 1988 y VASQUEZ y col., 2006),
las variaciones en el OPG son normales en los animales jovenes y en hembras
gravidas (MOLENTO y col., 2007 y CHAGAS y col., 2008).

La alta capacidad hematéfaga del género Haemonchus, diagnosticado en la
poblacién ovina evaluada, es razdén suficiente para causar la disminucién
progresiva del porcentual de Hto observada, este fendmeno fue estudiado por
Malan y Van Wyk (1992). La alta correlacion entre diferentes grados de anemia e
infecciones causadas por Haemonchus contortus, fue comunicada (VAN WIK vy
col., 1997 y MOLENTO, 2004).

La relacion entre FAMACHA, OPG y CC, puede variar dependiendo de

diversos factores (SALLES y col., 2001 y JAEGER y col., 2003).
Varios autores de Brasil se refieren al predominio de los géneros de nematodos
Haemonchus y Trichostrongylus, cuya incidencia puede variar en dependencia de
las condiciones climaticas (AMARANTE vy col., 2004; CARRATORE, 2004 y
CHAGAS y col., 2008).
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3.1.2 Determinacion de la extension de resistencia parasitaria en un rebano

de ovinos.
3.1.2.1 Determinacioén in vitro de la curva farmacologica de Ivermectina.

Objetivo
Determinar la curva farmacoldgica de la ivermectina ante una infeccién por

nematodos resistentes.

Materiales y Métodos.

La ejecucién de los experimentos in vitro se efectuaron en el “Laboratério de
Doencgas Parasitarias da Universidade Federal do Parana”. Las L3 utilizadas en el
experimento se colectaron de coprocultivos realizados con el material fecal
procedente de animales de la “Fazenda Experimental do Canguiri, UFPR”.

Se realizé un Test de Migracion en Agar (TMA), modificado por Molento y
Prichard (2001), (Anexo 4). Se utilizaron concentraciones de: 3,0; 6,2; 12,0; 50;
100; 200; 350; 750; 1.500 y 3.000 ug/mL de Ivermectina y un grupo control con
400 larvas desenvainadas de Haemonchus contortus y Trichostrongylus sp.
resistentes, por grupo y en triplicado. Ocho animales naturalmente infectados con
la misma variedad de nematodos, fueron tratados con una dosis terapéutica de
Ivermectina para correlacionar la amplitud de la variacion entre el test in vitro e in
Vivo.

La eficacia se determind mediante la formula: E = [(Mc - Mtr) / Mc] x 100,
donde E es porcentaje de eficacia, Mc es la media del numero de larvas contadas
en el grupo control y Mtr es la del numero de larvas contadas en el grupo tratado.
Para la confecciéon de la curva de reduccion de la migracion los datos se
procesaron en el Programa Microsoft® Excel, estableciendo la linea de tendencia
y el valor de R?. Una comparacién de eficacia y calculo de intervalo de confianza

se establecio con el Programa RESO 2.0 modificado.
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Resultados y Discusion.

La Tabla 3 muestra que existe un efecto de reduccion de la migracion larval,
dependiente de la dosis utilizada de Ivermectina.

El TMA demostré tener una tendencia lineal, de manera, que puede ser
utilizado para comparar los métodos in vitro e in vivo cuyo objetivo sea el
diagndstico de resistencia antihelmintica, asi como utilizarlo como modelo

experimental en la evaluacion de fitoterapicos y controladores bioldgicos.

Tabla 3. Efecto de lvermectina sobre el conteo de larvas, desviacion estandar e

intervalo de confianza superior e inferior del Test de migracion en Agar.

Concentracion ug/mL Conteo de larvas  Desviacion estandar (+/-)  1C superior e inferior
Controle 226,67 57,01 -
3,0 264,44 99,64 15-60
6,2 162,22 59,74 48 — 02
12,5 84,44 45,03 75—-44
50 54,44 28,33 84 — 64
100 26,67 15,81 93 - 82
200 32,22 27,74 92-73
350 17,78 17,16 96 — 84
750 10 15,81 99 - 86
1.500 5,56 10,14 99 — 91
3.000 0 0 0-0

El 95 % de reduccién de la migraciéon larval (CLgs) se alcanzé a una
concentracion de Ivermectina de 750 ug, en tanto la CLsp se alcanzé con 10 ug y
por encima de los 3 ug se obtuvo la menor afectacion de la motilidad de las larvas.
El valor de R? fue de 0,769, con una formula: y=-9,703x+126,07 (Figura 2).

La eficacia de La Ivermectina en los animales tratados con una dosis de 200
Mg/Kg de peso vivo fue de 22, 86 %, valor que se corresponde con una de 6,2 ug

en el TMA. Esto indica una variacion entre métodos de 1:32 veces.
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Figura 2 Porcentaje de inhibicibn de la migracibn en agar de larvas de
Haemonchus contortus 'y Trichostrongylus sp. tratadas con diferentes

concentraciones de Ilvermectina.

Fiel y col. (2001) refieren que se han desarrollado diferentes métodos para

detectar resistencia in vivo e in vitro, pero existen grandes variaciones entre los
ensayos para lvermectina.
En Cuba, se realizaron estudios in vivo para determinar la eficacia de los
antiparasitarios mas utilizados, empleando el test de reduccién del recuento de
huevos (HERNANDEZ vy col., 2003; ARECE y col. 2004 y GUERRA, 2007), sin
correlacionar evaluaciones in vitro.

Las técnicas in vitro tienen ventajas econdmicas y desventajas practicas ya
que requieren de una considerable capacitacion de los técnicos que la ejecutan
(CUTULLE vy col., 1990). d’Assonville y col. (1996) y Molento y Prichard (2001),
comunican que la TMA es un método rapido y efectivo para determinar el efecto
de compuestos que causan paralisis en nematodos.

Para la implementacion de los programas de control de nematodos resulta
necesario monitorear la eficacia de los antihelminticos, y para esto se requieren

métodos sensibles y efectivos (TAYLOR y col., 2002). Kaplan y col. (2007) y von
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Samson-Himmelstjerna y col. (2009) enfatizan en la necesidad de desarrollar
métodos in vitro que permitan monitorear la eficacia de las drogas y el desarrollo

de resistencia.

3.1.3 Diagnéstico de resistencia a Ivermectina, con el empleo del Test in vivo
de Reduccion del Recuento de Huevos.

Objetivo.
Realizar in vivo el diagnostico de resistencia antihelmintica en un rebafo ovino

afectado.

Materiales y Métodos.

Para el diagnostico de resistencia se utilizaron 50 ovejas reproductoras del
rebafio ovino propiedad de la “Fazenda Experimental do Canquiri”, Universidad
Federal de Parana, Brasil.

Los animales se trataron con el producto comercial Baymec® inyectable de la firma
Bayer, compuesto por Ivermectina 1%.
Los ovinos se dividieron en 5 grupos, cuya dosificacion fue:

- Grupo 1: Control no tratado.

- Grupo 2: 100 pg/Kg pv

- Grupo 3: 200 pg/Kg pv

- Grupo 4: 400 ug/Kg pv

- Grupo 5: 800 ug/Kg pv

Antes de la aplicacion de la Ivermectina, todos los animales se les realizé un
muestreo para la determinacion de OPG. Las muestras de material fecal se
extrajeron directamente del recto, en bolsas de polietileno, identificadas con el
numero del animal. Se extrajo el aire de la bolsa y se anudd la misma en el punto
mas cercano posible a su contenido y se trasladaron al “Laboratério de Doengas
Parasitarias da Universidade Federal do Parana”. Se realizaron coprocultivos para

la posterior clasificacién de los géneros de nematodos presentes.
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Para la determinacién de la eficacia y célculo de intervalo de confianza se

utilizé con el Programa RESO 2.0 modificado, que se basa en la formula:

E = OPG antes do tratamento — OPG pds tratamento x 100

OPG antes do tratamento

Resultaos y Discusion.

La Tabla 4 muestra la eficacia de la Ivermectina con las diferentes dosis
utilizadas, el mayor valor de eficacia alcanzado fue de 63%. Se observa también
que los intervalos de confianza son inferiores al 90%.

La propia tabla muestra que los porcentajes de eficacia no aumentaron

progresivamente con las dosis empleadas.

Tabla 4. Efectividad de Ivermectina in vivo.

Tratamientos OPG % de Eficacia IC superior e inferior
Control 1780 - -

100 pg/Kg 1385 22 -60 - 62

200 pg/Kg 695 61 -17 - 87

400 pg/Kg 1280 28 -58 - 67

800 pg/Kg 655 63 -13 - 88

Fiel y col. (2001) sefialan que se diagnostica resistencia cuando se cumplen
dos parametros al mismo tiempo: que el porcentaje de reduccion del recuento de
huevos sea menor que 95% y que el limite inferior del intervalo de confianza sea
menor que 90%. En nuestro caso ambos parametros se cumplen, por lo que se
corrobora la presencia de resistencia a Ivermectina en el rebafio ovino evaluado.

Detectar de forma temprana la aparicion de la resistencia es un factor
esencial para el control estratégico de endoparasitos, o que permitira desarrollar
practicas que conduzcan a preservar la eficacia y vida util de estas sustancias

quimicas (LE JAMBRE, 1997). En el rebafio evaluado se desarrolla un programa
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de control integrado aplicando el método de desparasitacion selectiva evitando la
eleccion de Ivermectina como principio activo terapéutico.

En la actualidad es un imperativo la reorientacion en el uso de drogas
quimicas precisando de alternativas de control mas efectivas y menos costosas,
en un mundo donde la disponibilidad de nuevos antiparasitarios es muy pequena
(ANZIANI y FIEL, 2004).

Waller (1997) refiriéndose a la dispersion de la resistencia antihelmintica en
nematodos de ovejas en Suramérica, comunica para 182 instalaciones estudiadas
en Brasil, un 13% de resistencia a Ivermectina oral sin referirse a la presentacion
inyectable. Con posterioridad un fendmeno de resistencia lateral a esta y otras
lactonas macrociclicas, es informado por Molento (2004), en el propio pais.
Chagas y col. (2007), comunican un fendmeno similar para eprinomectina.

La resistencia a Ivermectina también se reporta en otros paises del
continente americano (NARI, 2000; CARACOSTANTOGOLO, 2006; EDDI y col.,
2006; FIEL y col., 2006 y KAPLAN, 2007).

Aun cuando se demostrd la presencia de resistencia a lvermectina, resulta
necesario sefalar que los porcentajes de eficacia no aumentaron progresivamente
con las dosis empleadas, fendbmeno que se puede explicar por errores cometidos
en la distribucién y seleccion de los animales evaluados ya que se incluyeron en el
ensayo animales con OPG menor de 200, en contradiccién con lo establecido en
la Guia de Procedimientos para el Muestreo de Resistencia a los Antihelminticos

en rumiantes de establecimientos ovinos (FAO, 2005).
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3.2 Otras actividades durante la estancia en Brasil.

Se desarrollaron ademas las siguientes actividades:

1.

Participacion en la programacion docente de asignatura Enfermedades
Parasitarias.

Se impartié una conferencia sobre la situacién epizootiolégica de Cuba,
lineas de investigacion y caracteristicas de la Maestria coordinados por el
autor.

Colaboracion en la evaluacién de fitoterapicos que se realiza en el
"Laboratdrio de Doengas Parsitarias" (Anexo 5).

Colaboracion en la rutina diagnodstica del "Laboratério de Doencas
Parsitarias".

Colaboracion en el entrenamiento de Doctorantes, Maestrantes y Tesantes
de Pre Graduacion que rotaron por el "Laboratério de Doencgas Parsitarias".
Participacion en el evento "Encontro sobre Controle de Parasitos de
Animais de Interesse Zootécnico". Instituto de Zootécnia. Nova Odessa.
Sao Paulo. Brasil. 17 de Setembro de 2009 (Anexo 6).

Participacion en el evento "Treinamento em Coprocultura". Instituto de
Zootécnia. Nova Odessa. Sao Paulo. Brasil. 18 de Setembro de 2009
(Anexo 7).

Participacion en el evento "XIV Simpdsio Paranaense de Ovinocultura, |l
Simpdsio Paranaense de Caprinocultura y Il Simpdsio Sul Brasileiro de
Ovinos e Caprinos" con el trabajo "Establecimiento de Curva Farmacoldgica
de Ivermectina em teste In Vitro para Nematddeos Gastrintestinais de
Ovinos". Curitiba. Brasil. 24 de Setembro de 2009 (Anexo 8).

Participacion en curso de posgrado em Biologia Molecular.
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4. Perspectivas de trabajo.

1.

Organizar una visita del Profesor Marcelo Beltrao Molento. Ph D. a Cuba,
con el fin de crear conciencia sobre la grave situacioén de la dispersion de la
resistencia antihelmintica en el mundo.

Crear en la Provincia de Camaguey, Cuba una "Unidad de Entrenamiento
Experimental" con el objetivo de transferir la metodologia de
Desparasitaciéon Selectiva por el método FAMACHA (Anexo 9).

Coordinar con el Instituto de Medicina Veterinaria de la Provincia de
Camaguey, Cuba, el establecimiento de un programa para el "Diagnéstico
de Resistencia Antihelmintica" en Cuba.

Introducir el Test de Migracion Larval en los protocolos experimentales del
"Proyecto Controladores Biologicos" que se desarrolla en el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia de la Provincia de Camaguey, Cuba.
Estructurar un Doctorado para el diagndstico y estudio de resistencia en
Fasciola hepatica en Cuba.

Introducir la metddica de evaluaciones experimentales in vitro para testar la

efectividad de fitoterapicos evaluados en Cuba.
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5. Conclusiones.

1.

Existen condiciones para el establecimiento de convenios de colaboracién
entre las Instituciones brasilefas y cubanas.

Se realizaron interpretaciones practicas de la metodologia utilizada en la
implementaciéon del método FAMACHA.

Se confecciond la curva farmacolédgica de la ivermectina para un rebafo
ovino parasitado por nematodos resistentes.

Se determind la presencia de resistencia antihelmintica en un rebafo
afectado por esta.

Se realizaron actividades docentes, diagnésticas e investigativas
colaterales.

Se estructuraron las perspectivas de trabajo entre ambas partes.
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Anexos.

Anexo 1

B_'# : }\\J’ s

Estructura de la pared de un huevo de Haemonchus sp. donde se muestran comparativamente los
controles (A) y los tratados (B). (Obsérvese en el primer caso la alteracion de la capa de quitina
(CQ), y en el segundo un amplio espacio vacuolar (V) y deformacion de la capa vitelina (CV) del
huevo). Fuente: Mencho (2007).
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Anexo 2
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Estructura de la cuticula de una L; de Haemonchus sp., se muestran comparativamente el

controles (A) y las tratadas (B). Fuente: Mencho (2007).
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Anexo 3

Correlacion de las variables evaluadas.

Correlaciones

FAMACHA C.C HTO OPG SEMANA
FAMACHA Correlacién de Pearson 1 -,079 -,280™ ,048 ,086
Sig. (bilateral) . ,083 ,003 ,290 ,058
N 485 485 112 485 485
c.C Correlacion de Pearson -,079 1 ,206* -,024 ,035
Sig. (bilateral) ,083 . ,029 ,604 441
N 485 485 112 485 485

HTO Correlaciéon de Pearson -,280™ ,206* 1 -,140 -,376™"
Sig. (bilateral) ,003 ,029 . ,140 ,000
N 112 112 112 112 112
OPG Correlacion de Pearson ,048 -,024 -,140 1 ,035
Sig. (bilateral) ,290 ,604 ,140 . ,436
N 485 485 112 485 485
SEMANA  Correlacion de Pearson ,086 ,035 -,376™ ,035 1
Sig. (bilateral) ,058 ,441 ,000 ,436 .
N 485 485 112 485 485

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Anexo 4

Test de migracion larval en Agar.

T MINISTERIO DA EDUCAGAO
LI R | L UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
U FP R SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS '
DEPARTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA

LABORATORIO DE DOENGAS PARASITARIAS

LDP 02
Teste in vitro de migragao de larvas em agar (modificado)

-Colher larvas de terceiro estadio (L3) de fezes de ovinos doadores: Haemonchus contortus.
-Adicionar 0.3% de hipoclorito de sddio para desembainhar as larvas (1h aproximadamente).
-Lavar as larvas 3x em agua destilada por centrifugagédo (3000 rpm por 2 min.).

-Filtrar as larvas em peneiras de 25 pm quando estiverem sem bainha, (30 min. em BOD).

-Calcular a quantidade das larvas para grupos de 400 larvas por dose e em ftriplicata.
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-Colocar as larvas em 0,5 ml de agua destilada e adicionar mais 0,5 ml com o produto, preparado em
frasco diferente (total 1 ml).

-Colocar a solugdo agua+larvas+produto, em placa de 24 pogos em incubadora 27°C por 6h.

-Colocar, apos isto, 1 ml de solugdo de Agar a 1.4% a 45° C em cada pogo (total 2 ml) e transferir
imediatamente a solugdo Agar+solugdo com as larvas para um aparato previamente preparado*
utilizando uma pipeta de 5 ml.

-Colocar o aparato em incubadora a 27° C por 18h sob lampada de 150 MHz. O objetivo da luz é
estimular a mobilidade das larvas para fora do gel.

-Apos isto, retirar a porgdo liquida da solugdo em tubo Falcon de 50 ml com tampa. Centrifugar a 3000
rpm’s/5 min. O volume final deve ser ajustado para 10 ml.

-Agitar o tubo (vortex) por 3 segundos e retirar 3 aliquotas de 1ml para analise, colocando 10 pl de
solugéo de iodo a 2% em cada amostra.

-Colocar as amostras de 1 ml em tubos eppendorf e centrifugar por 3 min a 3000.

-Descartar cuidadosamente 900 pl. Contar as larvas (100 pl x 3) em microscépio. Multiplicar a média das

aliquotas por 10.

Preparo do aparato: placa de Petri, contendo uma malha plastica na base e uma malha com abertura
menor sob esta e ainda um cilindro plastico com 2 cm de altura acima delas. Deve-se colocar 22 ml de
agua destilada e colocar o aparato completo (malhas+cilindro+agua) no freezer para que a agua feche
as malhas no congelamento. Deve-se permitir que exista espaco no cilindro para colocar a solugao

final de 2 ml.

Anexo 5

Evaluacién de extracto de coco.

Extrato de Coco
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Anexo 6
Participacion en el "Encuentro sobre control de parasitos de animales de interés

zootécnico".

Anexo 7

Participacion en "Entrenamiento en coprocultivo".
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Anexo 8

Presentacion de resumen en evento cientifico.

Anexo 9

Proyecto para el desarrollo de una "Unidad de Entrenamiento Experimental”.

Titulo:

"Desarrollo de un establecimiento modelo para el manejo sostenible de nematodos
gastrointestinales con desparasitacion selectiva"

Coordinadores — Cuba

Dr. C. Juan Diego Mencho Ponce. M.V.

Profesor de Enfermedades Parasitarias. Facultad de Ciencias Agropecuarias.
Universidade de Camaguiey. Cuba.

E-mail: jmencho@cag.reduc.edu.cu

M Sc. Yunaisy Guerra Llorens. M.V.

Profesora de Medicina Interna. Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad

de Camaguey. Cuba.
E-mail: yunaisy.guerra@cag.reduc.edu.cu
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Coordinador — Brasil
Ph D. Marcelo Beltrao Molento. M.V.

Profesor de Enfermedades Parasirtarias. Laboratorio de Enfermedades
Parasitarias. Departamento de Medicina Veterinaria. Universidad Federal de
Parana. Curitiba, PR. Brasil.

E-mail: molento@ufpr.br

1. Justificacién y caracterizacion.

La cria de ovinos y caprinos esta caracterizada en el mundo por estructuras de
pequeia y mediana escala donde el parasitismo gastrointestinal es el principal
responsable de las pérdidas que ocurren en estos sistemas. Para el control de
este tipo de parasitismo el método mas utilizado ha sido el empleo de productos
quimicos cuyo abuso ha originado la disminucion de la efectividad de estos por la
aparicion de resistencia de los parasitos a estos productos.

El fenédmeno de la resistencia antihelmintica ha sido bastante estudiado en casi
todo el mundo, sin embargo, en Cuba se desconoce el estado de la dispersion del
mismo, algunos estudios realizados en este pais indican el riesgo de aparicién de
de resistencia debido a la presencia de factores que pueden predisponer a ello. La
realidad econdmica del pais es otro factor por que seria factible el desarrollo de
programas integrados para el control del parasitismo gastrointestinal de los
pequenos rumiantes en la isla.

El método Famacha se utiliza para la identificacion individual de animales
infectados por el nematodo Haemonchus contortus y su uso en Brasil ha permitido
una reduccion de hasta un 89% en el uso de productos antiparasitarios. Su
generalizacidon en Cuba se traduciria en beneficios para productores y la poblacién
que reciba el resultado productivo.
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2. Fundamentacion teérica.

En lo sistemas de produccion de ovinos de las regiones tropicales y subtropicales
del mundo, las infecciones parasitarias son consideradas como una causa
importante de las pérdidas productivas. Los ultimos afios se han caracterizado por
el desarrollo e introduccion de numerosas estrategias para el manejo sostenible de
parasitos (empleo de microorganismos, fitoterapicos, formas control estratégicos).
Estos métodos tienen el objetivo de disminuir el uso de antihelminticos, asi como
el residuo de drogas en el medio ambiente, y productos de origen animal.

El empleo de los antiparasitarios quimicos demostré ser eficaz, pero con la
aparicion del fenomeno de la resistencia antihelmintica, estas estrategias se
hicieron menos rentables al extremo de comprometer la sostenibilidad de los
sistemas productivos (SCHILHORN VAN VEEN, 1997). La disponibilidad futura de
nuevos antiparasitarios no solamente estd comprometida por el aumento creciente
de los casos de resistencia, sino por el creciente costo en el desarrollo de
investigaciones, asi como en la falta de conocimiento y competencia para el
desarrollo de nuevas drogas (VIAL y col.,1999; SANGSTER y GILL, 1999; GEARY
y col., 1999).

Toda esta informaciéon unida a los requerimientos econdémicos de paises en vias
de desarrollo como Cuba, que estan obligados a importar la materia prima para la
produccion de antiparasitarios, torna viable el desarrollo de programas integrados
de manejo de parasitos.

2.1Resitencia parasitaria.

La resistencia parasitaria es aquel fendomeno mediante el cual los parasitos de una
poblacion son capaces de sobrevivir después de la constante utilizacion de un
producto quimico.

Tenemos diagndstico positivo a resistencia cuando una droga que presentaba
reduccion de las cargas parasitarias por encima del 99%, obtiene una reduccion
menor del 95%. Cuanto mas eficaz fue la droga, mayor sera la presion de
seleccion para los parasitos resistentes (BARGER, 1995) y como no existe una
droga capaz de eliminar el 100% de los parasitos en el 100% de las ocasiones, un
pequeio numero de individuos sobrevivientes, sera capaz de trasmitir la
resistencia.

Conociendo que la resistencia parasitaria es trasmitida genéticamente, todos los
nuevos parasitos seran capaces de tolerar el compuesto si es utilizado
nuevamente.
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Este proceso de seleccion parasitaria ocurre de forma gradual y si no se
diagnostica de forma precoz, solo sera detectado cuando se observen sintomas
clinicos en los animales.

Cuando estan involucradas drogas de grupos diferentes el fendmeno es llamado_
resistencia cruzada.

2.1.1 Causas que predisponen a la aparicion de resistencia.
e Cortos intervalos entre tratamientos.
e Rapida alternancia entre diferentes grupos de antiparasitarios.
o Utilizacion de antiparasitarios de larga duracion.

¢ Adquisicion de animales infectados con parasitos resistentes.
En Cuba, se han estudiado los factores que afectan la efectividad de los

antihelminticos, propiciando el desarrollo de resistencia: desconocimiento de la
dosis terapéutica del producto para la especie a tratar, dosificaciones mal
formuladas, ajuste de dosis por estimacion erronea del peso Vvivo,
desconocimiento del espectro de accién del producto, contaminacion del mismo
por mala manipulacién, asi como el reenvase de estos medicamentos y
conservacion de los mismos en forma inadecuada por parte del fabricante (Guerra
y col., 2005 y Guerra, 2007).

2.2 Resistencia en Cuba.
En Cuba se desconoce el estado de la dispersion del fendmeno de resistencia en

helmintos. Hernandez y col. (2003), en un estudio realizado en una unidad bovina
estatal cubana, no encontraron la presencia del fendmeno de resistencia en los
nematodos gastrointestinales, obteniendo una reduccion del recuento de huevos
del 95,92%, con la aplicaciéon de levamisol.

Arece y col., (2004) determinaron la efectividad de: levamisol, tetramisol,
albendazol y dos presentaciones de ivermectina en dos instalaciones ovinas de
Cuba, la eficacia de todos fluctué entre 92,1% y 100%. En ninguno de los
antiparasitarios evaluados se detectaron valores de intervalos de confianza por
debajo de 90%.
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Sin embargo, el problema ha comenzado a manifestarse ya que Rodriguez y col.
(2005) reportaron resistencia a levamisol, para el nematodo Dictyocaulus viviparus
de los bovinos.

Guerra (2007) comunica una efectividad de 99,6 % para la Ivermectina, en tanto,
refiere que aunque la efectividad del Levamisol 10 % es de un 98,4 %, el limite

inferior del intervalo de confianza para este caso fue de un 90 %.

2.3 El método FAMACHA.
Partiendo de estudios realizados por mas de ocho afios VAN WYK y col.(1997)

correlacionaron los valores de hematdcrito y el color de la mucosa de la conjuntiva
ocular en ovinos con diferentes grados de infeccion por Haemonchus contortus,
unico causante de un bajo nivel de hematocrito por anemia acentuada en
rumiantes.

El método FAMACHA se desarrollé con el objetivo de identificar individualmente a
los animales que necesitan o no, ser tratados contra el parasitismo referido. La
estimacion se realiza por examen visual, definiendo la coloracion de la conjuntiva
con la ayuda de una tarjeta ilustrativa.

VAN WYK y col. (2001) demostraron la alta correlacion que existe entre el grado
de coloracién de la conjuntiva y los valores de hematocrito, como se muestra a

continuacion:

Informacién sobre el grado de anemia (FAMACHA), coloracion de la conjuntiva,
porcentual de hematocrito e indicacidén para el tratamiento de los animales.

Grado Coloracion Variacion del hematdcrito Proceder clinico
Famacha® (%)
1 Rojo fuerte Superior a 28 No tratar
2 Rojo rosado 23a27 No tratar
3 Rosa 18 a22 Tratar!
4 Rosa palido 13a17 Tratar !!
5 Blanco Debajo de 12 Tratar !!!

Por este método se pueden identificar a los animales resistentes, resilientes y
sensibles a las infecciones parasitarias por Haemonchus contortus. También se
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puede optimizar el tratamiento de forma selectiva en las condiciones reales del
campo sin necesidad de los recursos del laboratorio clinico, BATH y VAN WYK
(2001) observaron una reduccion media de un 58,4%, en los costos por
tratamientos en Africa del Sur.

2.3.1 Ventajas del método FAMACHA.
¢ |dentificacion indirecta de los animales clinicamente infectados.
e Se pueden realizar evaluaciones regulares ya que se integra a la rutina del
establecimiento.
e Se pueden tratar a los animales antes de que aparezcan complicaciones
clinicas.
Se pueden seleccionar los animales resistentes, resilientes y susceptibles.
Se reduce el numero de tratamientos antiparasitarios.
Aumenta el costo beneficio de la produccion.
Reduce la cantidad de compuestos quimicos eliminados al medio.
Mantiene la poblacion parasitaria con baja presion de seleccién.
Retarda la seleccion a resistencia parasitaria.

2.3.1 Experiencia de aplicacion del método FAMACHA e América.

El método se ha validado en diversos paises de toda América, en todo el Sur de
los EUA se ha aplicado ampliamente (Kaplan, 2004), en Brasil se han entrenado
mas de 1500 personas para su aplicacion y esta generalizado en casi la mitad de
sus estados a la vez que se ha incluido en los programas de estudio de la
signatura Enfermedades Parasitarias de diversas Universidades. Se emplea
también en paises como Uruguay (SALLES y col., 2001), Méjico, Argentina y
Costa Rica.

3. Objetivo.
3.1 Objetivo geral.
e Desarrollar de un establecimiento productivo modelo, para el manejo
sostenible de nematodos gastrointestinales con desparasitacion selectiva.
3.2 Objetivos especificos.
e Entrenar a profesionales y productores en la aplicacion del método
FAMACHA.
e Entrenar a técnicos y profesionales en la interpretacion de datos
parasicolégicos, hematoldgicos y clinicos.
e Promover estudios sobre resistencia en Cuba.
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e Promover la aplicacion de desparasitacion selectiva en Cuba, como parte
de un sistema de manejo sostenible.

e Establecer un centro de referencia para la diseminacion de la metodologia
en Cuba.

4. Metodologia.
El se desarrollara en un periodo de un afio y medio, dividido en cuatro etapas:
e 60 dias de entrenamiento
e 120 dias de validacion de la metodologia.
e 180 dias evaluacion de resultados.
e 180 dias evaluacidon de la actividad de extensidon a otras unidades
productoras del pais.

4.1 Primera etapa (60 dias):
Se procedera al entrenamiento de 5 personas, dos profesores de la Universidad
de Camaguey, un especialista del Instituto de Medicina Veterinaria de la provincia
de Camaguey, un Técnico Medio en Veterinaria y un productor del establecimiento
seleccionado.
Se utilizara un rebafo de ovinos "Pelibuey" de la finca "Taburete", propiedad de la
Universidad de Camaguey, donde los animales se mantiene en pastoreo continuo.
Los animales seran evaluados con frecuencia de 10 dias, realizando
determinacion del grado de FAMACHA, condicion corporal, evaluacion de
sintomas clinicos, determinacion del valor de hematdcrito, determinacion de HPG
y clasificacion larval de los coprocultivos.
Los animales seran tratados con ivermectina o albendazol segun los siguientes
criterios:

e HPG superior a 500.

e Grado de FAMACHA superior a 3.

e Condicion corporal por debajo de 2,5.

e Comprobar eficacia del medicamento pasados 15 dias.

La eficacia de los medicamentos que se empleen sera determinada en funcion de
la férmula:
E = OPG antes do tratamento — OPG pds tratamento x 100
OPG antes do tratamento
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4.2 Segunda etapa (120 dias).

Durante este periodo se establecera el método FAMACHA como una rutina de
trabajo en el establecimiento seleccionado.

Con frecuencia mensual los profesionales de la Universidad y del IMV, procederan
a realizar una evaluacion similar a la descrita en el acapite 4.1, discutiendo con
debatiendo con los productores la evolucién del proceso.

4.3 Tercera etapa.

Durante esta etapa se procedera a la evaluacidon de los todos los datos
productivos del establecimiento (porcentaje de mortalidad, ganancia en peso,
numero de partos, crias por partos, consumote medicamentos, rentabilidad del
sistema) con el fin de compararlos con los afios anteriores.

Con los datos obtenidos de la evaluacién de los resultados del periodo, el
establecimiento se sometera a una evaluacion por los especialistas brasilefios,
estos resultados permitiran una secuencia de presentaciones en cuatro
localidades del pais (correspondientes a la ubicacion de las cuatro Facultades de
Medicina Veterinaria en la isla) para sociabilizar los resultados obtenidos.

4.3 Cuarta etapa.

Se procesaran los datos de los resultados obtenidos y se iniciara la capacitacion y
generalizacion de los resultados de la aplicaciéon del método a las diferentes
entidades estatales y particulares de la isla.

4.4 Cronograma de trabajo.

Meses
1121314 |5/6|7/8]9(10|111(12|13|14(15|16|17

—

Etapa
s
Primer
a

Segun
da
Tercer

a
Cuarta
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5. Resultados esperados.

Capacitacion de profesionales, técnicos y productores de Cuba en
estrategias de manejo sostenible de parasitos.

Establecimiento y generalizacion en Cuba estrategias de manejo sostenible
de parasitos.

Actualizacién de la caracterizacidon epidemioldgica de los nematodos
grastrointestinales en Cuba, a partir de su clasificacion genérica asi como
su comportamiento por época del aio.

Evaluacion en Cuba del estado de dispersion del fendbmeno de resistencia
antihelmintica.

Creacién de una cultura sobre la problematica del fendmeno de resistencia
antihelmintica en Cuba.

Disminucion del costo beneficio en los sistemas productivos del pais.
Mejorar los requerimientos proteicos de los sectores sociales beneficiados.
Transferencia de tecnologia.

Intercambio profesional entre las Universidades de Cuba y Brasil.
Produccién de material cientifico.

Produccién de grados cientificos en Cuba.

6. Especificaciones de la infraestructura disponible.
La Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Camaguey, constate

de:

Laboratorio de Parasitologia, con un area util de 30 m2, mesetas
azulejadas con fregaderos, conductoras de agua, gas y electricidad, asi
como sus servicios. Climatizacién, equipos de 6ptica con acople digital a
un computador vy television, cristaleria, camara climatica, centrifuga y dos
locales de trabajo anexos.

Laboratorio de Clinica, con un area util de 25 m? mesetas estucadas con
fregaderos, conductoras de agua, gas y electricidad, asi como sus
servicios. Equipos de 6ptica centrifuga de microhematdcrito y refrigerador.

La instalaciones fueron remodeladas recientemente.

El Instituto de Medicina Veterinaria (IMV) de Cuba esta de acuerdo en
participar en el programa e incluira un especialista en el mismo. Se puede
contar ademas con el apoyo de la Rede de Laboratorios Diagndsticos del
IMV.
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7. Equipamientos y material de consumo.
Moneda libremente convertible.

e Computadora CuUC 600,00
e Impressora CUC 200,00
e Refrigerador CUC 400,00
e Material de escritorio CuC 100,00
e TOTAL CUC 1250,00

Moneda Nacional.
e Dieta para viajes y alimentacion Pesos 3000,00

8. Justificacion y pertinencia de la colaboracion con la Universidad
brasilena.

En Brasil existe una amplia experiencia en la aplicaciéon del método FAMACHA
como parte de los programas de manejo sostenible de parasitos gastrointestinales
de los ovinos.

Los primeros estudios en este pais demostraron la posibilidad de reducir la
aplicacion de antiparasitarios en ovinos en un 79,5 % (MOLENTO y DANTAS,
2001).

Resultados similares se observaron en estudios realizados entre Octubre del 2001
y Marzo del 2002, en esta ocasion solo se desparasitd al 2% de la masa de ovinos
evaluados (MOLENTO y col. 2004).

En el estado de Rio Grande do Sul se utilizé durante el periodo de Junio del 2003
a Mayo del 2004 logrando una media de animales no tratados del 91% (GAVIAO y
col., 2004).

Desde el ano 2004, los profesores Dr. C. Juan Diego Mencho Ponce del
Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Universidad de Camaguey, Cuba y el profesor Ph D. Marcelo Beltrao Molento del
Laboratorio de Enfermedades Parasitarias. Departamento de Medicina Veterinaria.
Universidad Federal de Parana. Curitiba, PR. Brasil, han intercambiado
informacion. El profesor brasilefio colabord en la orientacién de la tesis de Doctor
en Ciencias del profesor cubano, avalando la viabilidad de la misma.

Se presentaros dos proyectos de investigacion al Programa CAPES-MES y en la
actualidad se desarroll6 un Proyecto Post Doctoral gracias al cual el profesor
cubano fue entrenado con la coordinacién del profesor brasilefo, en la aplicaciéon
del método FAMACHA, asi como en métodos in vitro e in vivo para el diagndstico
de resistencia antihelmintica.
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