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RESUMEN
El objetivo de este estudio fue determinar in vivo la resistencia de Ancylostoma
caninum a la lvermectina en perros. La resistencia del farmaco se evalu6 con base
en la reduccion del nimero de huevos por gramo de heces (hpg) y con el intervalo
de confianza al 95%. Se utilizaron 20 perros mayores a un afio de edad y positivos
a infecciones con A. caninum. Se formaron 2 grupos de 10 animales cada uno, los
cuales recibieron los siguientes tratamientos: grupo 1, fungié como control y no
recibié tratamiento alguno; y grupo 2, recibié 0.2 mg/kg de Ivermectina via
subcutanea (SC). En los dias 0, 3, 6, 9 y 14 postratamiento se tomaron muestras
de heces que fueron procesadas mediante las técnicas de flotacion centrifugada y
McMaster. El grupo 1 present6 promedios de huevos por gramo de heces de
830+165.32, 855+164.06, 930+154.91, 840+146.81 y 785+149.16 a los dias 0, 3,
6, 9 y 14 postratamiento, mientras que el grupo 2 presenté promedios de
855+130.06, 50+57.73, 40+45.94, 20+34.96 y 10+21.08 con porcentajes de
reduccion del 94.15%, 95.69%, 97.61% y 98.72% respectivamente. Los limites
inferiores del intervalo de confianza al 95% fueron menores a 90 en cada uno de
los dias post tratamiento. Se concluye que el tratamiento con lvermectina produce
una buena reduccion de hpg de A. caninum, sin embargo, al ser los limites

inferiores a 90 el resultado se considera sospechoso de resistencia.

Palabras Clave: Ancylostoma caninum, Resistencia, lvermectina, Perro, Yucatan-

México.



SUMMARY

The aim of this study was to determine the in vivo resistance of Ancylostoma
caninum to Ivermectin in Dogs. The resistance of the drug was evaluated based on
the reduction of the number of eggs per gram of feces (EPG) and with the 95%
confidence interval. Twenty dogs older than one year of age and positive for A.
caninum infections were included in this study. Two groups of 10 animals were
formed, which received the following treatments: Group 1, was used as a control
group and did not receive treatment; Group 2, received 0.2 mg/kg Ivermectin
subcutaneously (SC). On days 0, 3, 6, 9 and 14 post-treatment faecal samples
were collected and processed using the centrifugal flotation and McMaster
techniques. Group 1 showed averages EPG of 830 + 165.32, 855 + 164.06, 930 £
154.91, 840 £ 146.81 and 785 + 149.16 at days O, 3, 6, 9 and 14 post-treatment,
whereas Group 2 showed averages of 855 + 130.06, 50 £ 57.73, 40 + 45.94, 20
34.96 and 10 £ 21.08 with reduction percentages of 94.15%, 95.69%, 97.61% and
98.72% respectively. The lower limits of the 95% confidence interval were less
than 90 on each of the post-treatment days. It is concluded that treatment with
Ivermectin produces a good reduction EPG of A. caninum, however, being the

limits of confidence lower than 90 the result is considered suspected of resistance.

Key words: Ancylostoma caninum, Resistance, lvermectin, Dog, Yucatan-Mexico.
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I. INTRODUCCION

Los helmintos son un grupo diverso de gusanos parasitos, que abarcan
nematodos, cestodos y trematodos, y constituyen un problema de salud
importante para los seres humanos y animales en muchas partes del mundo.
Aunque el impacto de sus enfermedades podria ser reducido por los habitos de
higiene y el control eficiente a través de un manejo adecuado y el uso estratégico,
y minimo de antiparasitarios en los animales domésticos, tales métodos no son
suficientes para erradicar estos parasitos. En ausencia de vacunas, el control de
estos parasitos depende de la quimioterapia para aliviar los sintomas y reducir la
transmisién. Sin embargo, en la préactica veterinaria se ha instaurado la
administracion intensiva de antiparasitarios como una rutina que se realiza de
forma descontrolada. Este hecho constituye la principal causa del aumento de la
resistencia antihelmintica de los parasitos. Actualmente la prevalencia de la
resistencia a antihelminticos de amplio espectro ha aumentado dramaticamente y
ha pasado a provocar una grave crisis en muchos paises. Se considera que la
resistencia se ha establecido cuando un farmaco previamente eficaz deja de matar
a la poblacién parasitaria expuesta a las dosis terapéuticamente recomendadas
(Fleming et al., 2006; Jabbar et al., 2006; Sievers y Alocilla, 2007; Fredrick, 2010;
Lalchhandama, 2010; Bowman, 2012; Shalaby, 2013; Rodriguez-Vivas et al.,
2014).

En la actualidad, los estudios sobre la resistencia antihelmintica en perros
no son abundantes como la encontrada en otras especies animales como los
bovinos, ovinos y caprinos. Sin embargo, se han realizado estudios que
demuestran la resistencia antihelmintica de algunos parasitos a determinados
farmacos. Tal es el caso de la Dirofilaria immitis que se ha reportado resistente a
las lactonas macrociclicas (Geary et al., 2011, Bourguinat et al.,, 2015;

Wolstenholme et al., 2015) y Ancylostoma caninum al Pirantel (Kopp et al., 2007).



La ancilostomiasis es una infeccion ocasionada por la presencia y acciéon de
larvas y adultos de A. caninum en el intestino delgado y otros tejidos de los
caninos. Su importancia radica en su capacidad para provocar anemia y
hemorragias, al ser un parasito hematofago que consume aproximadamente 0.1
ml de sangre al dia; y por la zoonosis que ocasiona en humanos, denominada
Larva Migrans Cutanea. Por otro lado, desde que la Ivermectina fue obtenida en
1979, se ha convertido en uno de los antiparasitarios mas utilizados en los
animales de compafia, debido a su amplio espectro contra numerosos parasitos,
especialmente nematodos y artropodos (Diaz et al., 2000; Rodriguez-Vivas et al.,
2001; Urquhart et al., 2001; Quiroz, 2003; Bowman, 2009; Alfaro, 2011; Dunn et
al., 2011, Zajac y Conboy, 2012).

Estudios de Ivermectina en combinacion con el Pirantel han registrado una
eficacia del 98.5% y 99.6% para A. caninum en perros (Clark et al., 1992; Nolan,
1992). Asi mismo, Gémez-Uitzil et al., (1997) encontraron en Mérida, Yucatan que
la Ivermectina a razén de 0.2 mg/kg de peso vivo aplicada en perros presentd una
eficacia del 99% y 100%, a los 3 y 5 dias postratamiento. Estos estudios
demuestran la buena eficacia de la Ivermectina para el control de A. caninum en
perros; sin embargo, recientemente se han hecho estudios que empiezan a
reportar la existencia de resistencia a este farmaco (Ibarra-Velarde et al., 2015;
Jesus et al., 2015) debido a su constante aplicacién en los perros, lo que podria

estar provocando una seleccion de poblaciones de nematodos resistentes.

Ante esto surge la siguiente pregunta de investigacion: ¢El uso constante
de la Ivermectina para el control de nematodos gastrointestinales en los perros de
Yucatan, México ha seleccionado poblaciones de parasitos resistentes al
farmaco? Ante las consecuencias que esto podria ocasionar no solo a la salud
animal sino también a la publica, el objetivo del presente estudio es determinar in
vivo la resistencia de A. caninum a la Ivermectina en perros de Mérida, Yucatan,

México.



II. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes histéricos

En todo el mundo, las infecciones por nematodos restringen el bienestar y
la salud de los animales. El control de estos parasitos depende en gran medida de
la administracion de antihelminticos, debido a la facilidad de implementaciéon y
bajo costo de la terapia, en comparacion con otros métodos de control. Sin
embargo, la quimioterapia est4 cargada con problemas tales como el desarrollo de
la resistencia a antihelminticos. Muchos de los farmacos antihelminticos
actualmente disponibles han estado en uso durante bastante tiempo y los informes
que muestran el desarrollo de la resistencia contra ellos estan aumentando (De
Graef et al., 2013; Othman-Dyary, 2016).

Se encuentran diversos factores que favorecen la resistencia a
antihelminticos; los tratamientos frecuentes, las subdosificaciones, el tamafio de la
poblacion de parésitos y las rotaciones inadecuadas de los compuestos quimicos
son los factores que comunmente se asocian con el origen de resistencia a un

farmaco (Marquez-Lara, 2007).

2.2. Resistencia antihelmintica

La resistencia antihelmintica (RA) se define como la capacidad heredable
de los paréasitos de sobrevivir a tratamientos con drogas antihelminticas que a
dosis terapéuticas normalmente causan la inhibicion del crecimiento o muerte del
parasito. Al comienzo del desarrollo de la resistencia, solo una pequefia parte de
la poblacion parasitaria posee tolerancia genética al tratamiento y ante reiteradas
desparasitaciones con una misma droga, la poblacibn mayoritariamente
susceptible muere y sobreviven de esta forma los individuos resistentes que, luego
de los repetidos tratamientos aumentan en niumero y transmiten esta capacidad de
generacion en generacion, y asi se desarrolla el fendmeno de resistencia. Ello se
produce porque después de cada tratamiento sobrevive un pequefio nimero de
pardsitos que son resistentes al farmaco utilizado, y son los Unicos que logran
reproducirse y contaminar con sus huevos. Con la continua selecciéon de los
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individuos resistentes que se produce por el uso repetido de los antihelminticos,
aumenta la frecuencia de los genes de la resistencia en una poblacion, hasta
producir el reemplazo de la poblacion sensible por una poblacion resistente al
farmaco con el consiguiente fracaso del tratamiento antihelmintico. El
establecimiento de una poblacion resistente a un antihelmintico es un proceso de
caracter irreversible (Cristel y Suarez, 2006; De Graef, 2013; Demessie et al.,
2016).

Hasta la fecha hay pocos casos probados de resistencia a antihelminticos
en perros. En la actualidad la manera de detectar la resistencia a antihelminticos
en perros es a través de la prueba de reduccion de huevos fecales (ESCCAP
2010). Sin embargo, recientemente estan siendo reportados casos de resistencia
de la Dirofilaria immitis a las lactonas macrociclicas (Geary et al., 2011, Bourguinat
et al., 2015; Wolstenholme et al., 2015) y A. caninum al Pirantel (Kopp et al.,
2007).

Clark et al., (1992) y Nolan (1992) realizaron estudios de Ivermectina en
combinacion con el Pirantel mostrando una eficacia del 98.5% y 99.6% a dosis de
6ug/kg contra A. caninum en Philadelphia, EU; Turra-Pimpéo et al.,, (2005)
aplicaron por via subcutanea tres dosis de Ivermectina (200ug/kg) a intervalos de
7 dias a 6 perros infectados con parasitos internos incluyendo A. caninum,
mensualmente se les realiz6 examen coproldgicos por cinco meses observando
una reduccion del 100% de los parasitos mostrando la eficacia de la lvermectina,
sin embargo, dos de los 6 perros volvieron a presentar endoparasitosis 3 meses
después del tratamiento, este estudio se realizé en Parana, Brasil. Khayatnouri y
Garedaghi (2012) utilizaron una formulaciéon pour-on de Ivermectina a dosis de
0.5mg/kg en perros infectados con A. caninum en Iran, el porcentaje de reduccién
de HPG a los dias 1, 7, 21 y 28 fue de 21.19%, 68.21%, 91.24% y 98.61%
respectivamente; indicando la efectividad de la Ivermectina. Jesus et al., (2015)
realizé un estudio en Parand, Argentina en perros menores de un afio, de ambos
géneros y diferentes razas, estos recibieron 3mg/kg de Ivermectina via oral,

mostrando una eficacia del 85.7% y 95.2% a los dias 2 y 10 postratamiento.



Panigrahi et al., (2014) compararon en India la lvermectina en dosis de
0.5mg/kg/pv en dos rutas diferentes de administracion (subcutanea y oral), los
resultados obtenidos en el porcentaje de reduccion de HPG de la via subcutanea
fue del 92.10% y 98.02% al dia 7 y 15 postratamiento respectivamente y del
91.12% y 96.05% para la via oral, demostrando de esta manera la eficacia de la
Ivermectina a los 15 dias postratamiento contra A. caninum. Gémez-Uitzil et al.,
(1997) reportaron en Mérida, Yucatdn que la Ivermectina a dosis de 0.2mg/kg
aplicada en perros criollos callejeros en edad adulta por via subcutanea presento

una eficacia del 99% y 100%, a los dias 3 y 5 postratamiento.

Todos estos estudios demuestran que la Ivermectina sigue siendo eficaz
contra el parasito A. caninum en diferentes concentraciones y vias de
administracion. Sin embargo, Ibarra-Velarde et al., (2015) compararon en México
dos formulaciones pour-on de Ivermectina al 0.2% y 0.5% respectivamente a dosis
de 1ml/10kg/pv en perros callejeros de entre 5 a 12 meses de edad y con pesos
entre 4-15 kg, los resultados obtenidos en la reduccién de HPG de A. caninum
fueron del 50.7%, 47.1%, 42.3% y 50.4% a los dias 7, 14, 21 y 28 postratamiento
para la formulacion al 0.2%; mientras que para la formulacion al 0.5% se obtuvo

una reduccion del 100%, 87.5%, 83.3% y 79% respectivamente.

2.3. Métodos de evaluacion de resistencia antihelmintica

Para realizar el diagnéstico de resistencia antihelmintica se emplean
métodos in vivo e in vitro. Como métodos in vivo se utilizan el test de reduccién en
el recuento de huevos por gramo de materia fecal (FECRT, Faecal Egg Count
Reduction Test) o bien las pruebas de dosificacion y necropsia postratamiento
(CAT, Controlled Anthelmintic Test). Este ultimo método es por lo general aplicado
cuando existe un interés especial para confirmar resistencia. El costo de los
animales involucrados en las necropsias, asi como el recuento e identificacion de
los parasitos, desalientan esta metodologia. La prueba de FECRT implica calcular

la reduccion media en el conteo de huevos fecales en un intervalo definido



después del tratamiento de una poblacién animal; esta prueba se encuentra
ampliamente difundida y es de uso comun en todo el mundo, debido a su sencillez
y a que se puede aplicar a cualquier tipo de farmaco para medir su efectividad
(Cutullé et al., 1999; Gonzalez-Gardufio et al., 2014; Qadri et al., 2015).

Los métodos in vitro son mas sensibles, pero requieren de personal con
experiencia y material biologico, se basan en la accién de diferentes
concentraciones de antihelminticos en el embrién, desarrollo y motilidad de los
parasitos. Estos incluyen el ensayo de incubacion de huevos (EHA, Egg Hatch
Assay) y el ensayo de desarrollo de larvas (LDA, Larval Development Assay). La
prueba EHA se utiliza para diferenciar entre cepas resistentes y susceptibles de
nematodos gastrointestinales para los benzimidazoles y levamisoles que se
utilizan para calcular el 50% de la dosis letal del farmaco en huevos de nematodos
recién recolectados. La prueba de LDA se basa en el cultivo de un namero
conocido de huevos de nematodos gastrointestinales en presencia de diferentes
antihelminticos. Esta prueba es relativamente facil de realizar, mas sensible que el
FECRT y permite la identificacion de larvas de parasitos en el nivel de género. La
LDA es la Unica que permite la deteccidn de resistencia contra todos los farmacos
independientemente de su modo de accién (Coles et al., 2006; Holm et al., 2014;

Demessie et al., 2016).

2.4. Ancilostomiasis

La Ancilostomiasis es una infeccién ocasionada por la presencia y accion
de larvas y adultos de A. caninum en el intestino delgado y otros tejidos de los
caninos. Su importancia radica en su capacidad para provocar anemia Yy
hemorragias, al ser un parasito hematofago que consume aproximadamente 0.1
ml de sangre al dia; y por la zoonosis que ocasiona en humanos, denominada
Larva Migrans Cutanea, que tiene distribucion mundial y es endémica en paises
tropicales. La transmision ocurre cuando se tiene contacto con tierra contaminada
con heces de perros (Urquhart et al., 2001; Quiroz, 2003; Bowman, 2009; Alfaro,
2011; Zajac y Conboy, 2012).



2.4.1. Epidemiologia

En &reas endémicas, la enfermedad es mas comun en perros menores de
un afo. En animales viejos, el desarrollo gradual de la resistencia con la edad
hace que la enfermedad sea menos probable, particularmente en los perros
criados en areas endémicas cuya resistencia se refuerza con la inmunidad
adquirida (Urgquhart et al., 2001).

La epidemiologia esta relacionada con las dos vias principales de infeccion,
la lactogénica en los cachorros lactantes y la percutanea u oral desde el medio
ambiente. La contaminacion del ambiente es mas frecuente cuando los perros
hacen ejercicios en lugares con hierba o tierra que retienen la humedad y también
protege a las larvas de la luz solar. En esas superficies las larvas pueden
sobrevivir durante algunas semanas; por el contrario, las superficies secas,
particularmente si estdn expuestas al sol, son letales para las larvas en un dia. Por
lo tanto, si las perreras estan humedas o tienen el suelo poroso, pueden dar lugar

a una infeccion masiva (Urquhart et al., 2001).

En estudios realizados, se ha encontrado en Argentina que A. caninum
constituye uno de los parasitos que mas se encuentra en los perros, tanto en los
domiciliados como en los peri domiciliados, observandose en un 69.8% (Taranto et
al., 2000); fue el segundo méas abundante con un 28.21% en Bolivia (Loza et al.,
2006); mientras que en Brasil se encontré en un 46% (Castillo et al., 2012). En
México, la prevalencia encontrada de A. caninum fue de un 55.2% en Querétaro,
la observada en Veracruz fue de 32.89% (Fernandez y Cantd, 2002; Burgos,
2010), y recientemente Rodriguez-Vivas et al., (2011), reportaron que el 73.8% de
los perros estudiados en una comunidad rural de Yucatan, México, se encontraban
infectados con A. caninum. Estos hallazgos ponen de manifiesto la importancia de
este nematodo en la salud de los perros y su importancia como zoonosis en la
transmision de Larva Migrans Cutanea, al ser el canino un habitante frecuente en

los hogares y en las calles.



2.4.2. Clasificacién taxonémica.

Figura 1. Clasificacion taxondmica de A. caninum (Botero, 1998).

Reino Animalia

Rama Helminta
Sub-rama Nemathelminta
Clase Nematoda
Subclase Adenophorea
Orden Strongylida
Suborden Strongylina
Superfamilia Strongyloidea
Familia Ancylostomatidae
Subfamilia Ancylostomatinae
Género Ancylostoma
Especie Caninum

Familia Ancylostomidae

La familia Ancylostomidae, cuyos miembros son denominados comunmente
gusanos ganchudos por su caracteristica forma de gancho en su extremo anterior;
son responsables de una gran morbilidad y mortalidad en los animales debido a

sus habitos hematéfagos en el intestino (Urquhart et al., 2001).

2.4.3. Morfologia

Macroscopicamente se les identifica facilmente por su caracteristica forma
de gancho y por su tamafio (1,0-2,0 cm), siendo mas pequefios en comparacion
con los nematodos ascaridos que también se localizan en el intestino delgado.
Microscopicamente presenta una capsula bucal grande y dientes en su margen, la

especie mas importante es A. caninum (Urquhart et al., 2001; Iturbe, 2011).
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Figura 2. Macho y hembra de A. caninum (Alfaro, 2011).

Ancylostoma caninum

Son gusanos cilindricos que encuentran en el intestino delgado de perros,
coyotes, zorros, lobos y otros carnivoros silvestres. Los vermes en estado fresco
son de color grisaceo o gris rojizo; la capsula bucal es subglobular y posee tres
pares de dientes ventrales sobre su borde y un par de dientes dorsales de forma
triangular o lancetas en el fondo. El margen anterior de los dientes generalmente
es concavo y algunas veces recto, y el es6fago es muscular en forma de huso.
Los machos miden 10 a 13 mm, presentan en el extremo posterior una dilatacion
en forma de campana conocida como bolsa copuladora, que es ancha y traslucida
que presenta espiculas para fijarse en el momento de la copulacion; las hembras
de 13 a 20.5 mm de largo con una cola relativamente ancha. Los huevos miden de
55 a 72 ym de longitud por 34 a 45 ym de anchura, la hembra fértil puede poner
entre 10,000 y 20,000 huevos al dia (Alfaro, 2011; Iturbe, 2011).



2.4.4. Ciclo biolégico

El suelo que mas lo favorece es el arenoso, con bastante humedad y
oxigeno; la temperatura 6ptima es entre 23-30 °C. El ciclo es directo y en
condiciones 6ptimas los huevos pueden eclosionar y desarrollarse hasta L3 en tan
solo cinco dias. La primera larva se desarrolla en un dia, se alimenta de bacterias
y muda para llegar al segundo estado larvario. Se alimenta y muda para dar lugar
al tercer estado larvario, conserva la muda de la segunda larva ya que le sirve de
proteccion; esto sucede en 22 dias a 15 °C o en dos dias a 20 °C (Alfaro, 2011,
lturbe, 2011).

/

Figura 3. Ciclo biolégico de A. caninum (Alfaro, 2011).
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2.4.5. Transmisién

La infeccion del animal se realiza por penetracion a través de la piel o por
ingestion. En la infeccién percutdnea, las larvas migran por la corriente sanguinea
hasta al corazon y los pulmones, en los bronquios y la traquea mudan a L4, y
posteriormente pasan al intestino delgado donde tiene lugar la muda final, esta
migracion tarda de 2 a 7 dias dos dias. Si la infeccion es por ingestion, las larvas
pueden penetrar por la mucosa bucal y llevar a cabo la migracion a los pulmones
descrita anteriormente, o pasar directamente al intestino y desarrollar la
enfermedad. Independientemente de la via, el periodo de prepatencia es de 14-21
dias; las hembras son muy prolificas y ponen muchos huevos, por lo que un perro
puede eliminar millones de ellos diariamente durante varias semanas (Urquhart et
al., 2001, Alfaro, 2011; Iturbe, 2011).

Un aspecto muy importante de la infeccién por A. caninum es que en perras
receptivas, una proporcion de Lz que alcanzan los pulmones migran a los
musculos esqueléticos donde permanecen inhibidas hasta que la perra queda
gestante. Entonces se reactivan y las L3 pasan a la leche de la perra durante unas
tres semanas después del parto. La transmisidén lactogénica es responsable de
anemia grave en cachorros en su segunda o tercera semana de vida; una sola
infeccion en la perra produce la transmisién lactogénica durante al menos tres
lactaciones consecutivas. Las Ls inhibidas en los musculos, tanto en perras como
perros, pueden reiniciar la migracion meses o afios mas tarde para madurar en el
intestino del hospedador (Urquhart et al., 2001; Iturbe, 2011).

2.4.5.1. Transmision placentaria

Cuando la perra gestante se infesta, las larvas pasan por via
transplacentaria a los fetos. Las larvas no mudaran hasta que el cachorro nace y

los huevos salen a los 10 o0 12 dias de nacidos (Alfaro, 2011; Iturbide, 2011).
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2.45.2. Transmision a través del calostro

Las larvas de A. caninum infestan a los cachorros luego que estos ingieren
el calostro. Algunas larvas que llegan a los pulmones no prosiguen su camino
hacia el intestino, sino que migran hacia los musculos donde permanecen
aletargados durante mas de 240 dias. En este aspecto cobran interés especial las
perras porque durante la gestacion las larvas somaticas se reactivan y se eliminan
por la leche, infectando a los cachorros durante las primeras 3 semanas de
lactacion, aunque la primera semana puerperal es realmente la mas importante.
Las larvas permanecen acantonadas en los musculos durante meses y pueden
transmitirse con el calostro y la leche al menos en tres lactaciones seguidas, sin
reinfeccion de la madre (Alfaro, 2011; Iturbide, 2011).

2.4.6. Diagnéstico

Depende de la historia y los signos clinicos complementado con andlisis
hematolégicos y coprolégicos; también hay que tomar en cuenta el valor del
hematocrito y grado de anemia. Los recuentos muy altos de huevos en heces son
valiosos para confirmar el diagndstico, pero debe tenerse en cuenta que los
cachorros que se encuentran mamando presentan signos clinicos antes de que los
huevos sean detectados en las heces. Para la determinacion de A. caninum y
Uncinaria se puede realizar un cultivo de larvas asi como la identificacién
microscoépica (Urquhart et al., 2001; Alfaro, 2011; Iturbe, 2011).

2.5. Lactonas Macrociclicas

Las lactonas macrociclicas provienen de la bacteria gram (+) Streptomyces
avermilitis (Familia: Streptomycetaceae, Clase: Actinobacteria). Esta bacteria fue
aislada por primera vez de una muestra de suelo en Japon en 1944 (Clark et al.,
1994; Chhaiya et al., 2012).

Se les conoce como macrociclicas por las caracteristicas de su estructura
guimica (una glicona y un azucar) que permite relacionarlas con los macrdlidos. La
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estructura quimica de estas sales corresponde a una lactona macrociclica de 16
miembros (sin efecto bacteriano), unida a un grupo benzofurano y a un anillo
espiroquetal; por lo que son moléculas de gran tamafio con peso molecular entre
600 kDa (Milbemicinas) y 800 kDa (Avermectinas) (Sumano y Ocampo, 2006;
Rodriguez-Vivas et al., 2010).

Dependiendo del actinomiceto de cuya fermentacion provenga existen dos
familias: 1) las Avermectinas (S. avermitilis) y b) las Milbemicinas (S.
cyaneogriseus). Los compuestos de ambas familias poseen actividad sobre endo y
ectoparasitos recibiendo por ello, la denominacién de farmacos endectocidas
(Lifschitz et al., 2002; Gutiérrez, 2008).

Streptomyces Streptomyces
avermitilis cyaneogriseus
Avermectinas Milbemicina
Abamectina Nemadectina
Ivermectina Moxidectina
Doramectina Milbemicina B41 D
Eprinomectina Streptomyces
Selamectina hygroscopicus
Milbemicina 5-Oxima

Figura 4. Origen y clasificacion de las Lactonas Macrociclicas (Lifschitz et al.,
2002).
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2.5.1. Ivermectina

La Ivermectina es el resultado de la fermentacion de la bacteria
Streptomyces avermilitis, obtenido por primera vez en el afio 1979. Es un farmaco
muy liposoluble y poco hidrosoluble, por lo que se puede aplicar por diferentes
vias; siendo las méas recomendadas la subcutanea, intramuscular y topica
(Lifschitz et al., 2002; Rodriguez-Vivas et al., 2010).

La Ivermectina es un antiparasitario de amplio espectro utilizado universalmente
en varias especies al ser efectiva, econémica, practica y ofrecer varias alternativas
para su aplicacion, ya que puede administrarse por via oral, subcutanea o topica;

por lo que es comunmente usada (Paradis, 1998).

H,CQ

lvermectina

Figura 5. Estructura quimica de la Ivermectina (Gonzalez-Canga et al., 2009)
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2.5.2. Mecanismo de accién

La lvermectina es un producto de las Avermectinas cuyo mecanismo de
accion es bloquear los mecanismos de neurotransmision al fijar el &cido gamma
amino-butirico (GABA), causando la inmovilidad del parasito. Esta caracteristica
se relaciona con la inocuidad del producto ya que, en mamiferos, sélo en el
cerebro existen terminaciones nerviosas mediadas por el GABA; de esta forma,
bajo condiciones normales, la Ivermectina no atraviesa facilmente la barrera
hematoencefélica. Lo anterior otorga un cierto margen de seguridad (Méarquez-
Lara, 2007; Aparicio-Medina et al., 2011; Chhaiya et al., 2012).

Originalmente se creia que estos farmacos aumentaban la liberacion de &cido
gamma amino-butirico (GABA), de las terminaciones nerviosas del parasito pero
en la actualidad se sabe que también poseen cierta afinidad por los canales
ionicos de las células nerviosas y musculares, sobre todo los de cloro; de igual
manera aumentan la permeabilidad de la membrana y provocan alteraciones
nerviosas de los parasitos, a menudo hiperpolarizacion celular que le ocasiona
una paralisis flacida, la muerte y por dltimo interfieren en la reproduccion
(Marquez-Lara, 2007; Aparicio-Medina et al., 2011; Chhaiya et al., 2012 ).

Prestsaple nenve ending

|

Figura 6. Mecanismo de accioén de la Ivermectina (Chhaiya et al., 2012)
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2.5.3. Farmacocinética

Su farmacocinética indica que puede utilizarse por via parenteral, es
altamente liposoluble; se absorbe totalmente en el sitio de aplicacion, en el
intestino alcanza niveles elevados en muy corto tiempo y sus maximos residuos se
encuentran en grasas e higado. Es de amplia distribucion en los liquidos
corporales y se mantiene por periodos prolongados; se concentra en gran cantidad
en las mucosas y el contenido intestinal, la piel y el tejido pulmonar, siendo estas
concentraciones significativamente mayores a las obtenidas en el plasma, lo que
resulta relevante para su eficacia y persistencia antiparasitaria. Tiene una vida
media terminal larga en la mayoria de las especies y es metabolizada en el higado
por via oxidativa pudiendo sufrir circulacion enterohepética, lo que contribuye a su
prolongada permanencia en el organismo animal; la bilis es su via de eliminacion
fundamental por lo que se detectan grandes cantidades en las heces, aunque
también se excreta por la orina y la leche (Lifschitz et al., 2002; Sumano y
Ocampo, 2006; Aparicio-Medina et al., 2011).

2.5.4. Espectro de actividad

En caninos, las Avermectinas se utilizan para el tratamiento profilactico
contra D. inmitis, a pesar de la excelente actividad de la lvermectina contra
diversos nematodos que afectan a los caninos, los efectos toxicos producidos en
algunas razas como los Collie, limitan su uso como antiparasitario de amplio
espectro. Sin embargo, se ha descrito el uso de lvermectina contra nematodos
(Ascaris, Trichurs, Ancylostoma) en perros y gatos a dosis de 200-300 mcg/kg. Via
subcutanea u oral, cada 7-14 dias (Paradis, 1998; Lifschitz et al., 2002).
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2.5.5. Toxicidad

Cuando la Ivermectina esta presente en concentraciones suficientemente
altas para cruzar la barrera hematoencefalica, puede causar signos neurolégicos
en los perros. La sobredosificacion y la susceptibilidad en funcion de la raza
son las dos causas de toxicidad en perros. En esta especie, los principales signos
clinicos que se presentan en cuadros de intoxicacion por Ivermectina son: ataxia,
midriasis, alteracion mental (estupor, coma), hipersalivacion, vémito, ceguera,

temblores y convulsiones (Gonzélez-Canga et al., 2009; Odunayo y Kerl, 2012).

No existe predisposicién de género o edad. Sin embargo, los animales muy
jovenes pueden tener un mayor riesgo debido a que poseen barreras
hematoencefalicas inmaduras. Los perros con una mutacion en el gen de
resistencia a muiltiples farmacos (ABCB1, anteriormente MDR1) son
especialmente sensibles a la Ivermectina y estdn predispuestos a una mayor
sensibilidad a la Moxidectina, Loperamida y Milbemicina. Las razas comunes con
esta mutacion incluyen el Border collie, el Pastor australiano, el Whippet de pelo
largo, el Windhound de seda, los collies y razas mezcladas asociadas (Gonzalez-
Canga et al., 2009; Odunayo y Kerl, 2012).

Dosis orales de 10mg/kg puede dar lugar a midriasis, ataxia, temblores
musculares y muerte en 12-24 horas en perros no susceptibles, mientras que en
los susceptibles la administracién de dosis orales de 0.1-2.5 mg/kg presentan
signos de toxicidad como sialorrea, vomitos, temblores y ataxia (Gonzalez-Canga
et al., 2009).
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[ll. OBJETIVO GENERAL

Determinar in vivo la resistencia de A. caninum a la Ivermectina en perros

de Mérida, Yucatan, México.

3.1. Objetivos Especificos

Identificar la presencia de A. caninum en perros de Mérida, Yucatan,

México.

Determinar la resistencia de A. caninum a la Ivermectina en perros de

Mérida, Yucatan, México.

IV. HIPOTESIS

e La Ivermectina empleada en perros de Mérida, Yucatan, México produce

resistencia sobre A. caninum.
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RESUMEN. El objetivo de este estudio fue determinar la resistencia de la Ancylostoma caninum
a la Ivermectina en perros. La resistencia del farmaco se evalué con base en la reduccién del
namero de huevos por gramo de heces (hpg) y con el intervalo de confianza al 95%. Se utilizaron
20 perros mayores a un afio de edad y positivos a infecciones con A. caninum. Se formaron 2
grupos de 10 animales cada uno, los cuales recibieron los siguientes tratamientos: grupo 1, fungié
como control y no recibié tratamiento alguno; y grupo 2, recibié 0.2 mg/kg de Ivermectina via
subcutanea (SC). En los dias 0, 3, 6, 9 y 14 postratamiento se tomaron muestras de heces que
fueron procesadas mediante las técnicas de Flotacién Centrifugada y McMaster. El grupo 1
presenté promedios de huevos por gramo de heces de 830+165.32, 855+164.06, 930+154.91,
840+146.81 y 785+149.16 a los dias 0, 3, 6, 9 y 14 postratamiento, mientras que el grupo 2
presenté promedios de 855+130.06, 50+57.73, 40+45.94, 20+34.96 y 10+21.08 con porcentajes de
reduccién del 94.15%, 95.69%, 97.61% y 98.72% respectivamente. Los limites inferiores del
intervalo de confianza al 95% fueron menores a 90 en cada uno de los dias post tratamiento. Se
concluye que el tratamiento con Ivermectina produce una buena reduccion de hpg de A. caninum,

sin embargo, al ser los limites inferiores a 90 el resultado se considera sospechoso de resistencia.

Palabras Clave: Ancylostoma caninum, Resistencia, lvermectina, Perro, Yucatan-México.
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ABSTRACT. The aim of this study was to determine in vivo the resistance of Ancylostoma

caninum to lvermectin in Dogs. The resistance of the drug was evaluated based on the reduction of
the number of eggs per gram of feces (EPG) and with the 95% confidence interval. Twenty dogs
older than one year of age and positive for A. caninum infections were used. Two groups of 10
animals were formed, which received the following treatments: Group 1, was used as a control
group and did not receive treatment; Group 2, received 0.2 mg/kg lvermectin subcutaneously (SC).
On days 0, 3, 6, 9 and 14 post-treatment faecal samples were collected and processed using the
Centrifugal Flotation and McMaster techniques. Group 1 showed averages EPG of 830 + 165.32,
855 + 164.06, 930 + 154.91, 840 + 146.81 and 785 + 149.16 at days O, 3, 6, 9 and 14 post-
treatment, whereas Group 2 showed averages of 855 + 130.06, 50 + 57.73, 40 + 45.94, 20 + 34.96
and 10 = 21.08 with reduction percentages of 94.15%, 95.69%, 97.61% and 98.72% respectively.
The lower limits of the 95% confidence interval were less than 90 on each of the post-treatment
days. It is concluded that treatment with Ivermectin produces a good reduction EPG of A. caninum,
however, being the limits of confidence lower than 90 the result is considered suspected of
resistance.

Key words: Ancylostoma caninum, Resistance, Ivermectin, Dog, Yucatan-Mexico.

1. INTRODUCCION

Los helmintos son un grupo diverso de gusanos parasitos, que abarcan
nematodos, cestodos y trematodos, y constituyen un problema de salud
importante para los seres humanos y animales en muchas partes del mundo.
Aungue el impacto de sus enfermedades podria ser reducido por los habitos de
higiene y el control eficiente a través de un manejo adecuado y el uso estratégico,
y minimo de antiparasitarios en los animales domésticos, tales métodos no son
suficientes para erradicar estos parasitos. En ausencia de vacunas, el control de
estos parasitos depende de la quimioterapia para aliviar los sintomas y reducir la
transmision. Sin embargo, en la practica veterinaria se ha instaurado la
administracion intensiva de antiparasitarios como una rutina que se realiza de
forma descontrolada. Este hecho constituye la principal causa del aumento de la

resistencia antihelmintica de los parasitos. Actualmente la prevalencia de la
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resistencia a antihelminticos de amplio espectro ha aumentado draméaticamente y
ha pasado a provocar una grave crisis en muchos paises. Se considera que la
resistencia se ha establecido cuando un farmaco previamente eficaz deja de matar
a la poblacion parasitaria expuesta a las dosis terapéuticamente recomendadas
(Fleming et al., 2006; Jabbar et al., 2006; Sievers y Alocilla, 2007; Fredrick, 2010;
Lalchhandama, 2010; Bowman, 2012; Shalaby, 2013; Rodriguez-Vivas et al.,
2014).

En la actualidad, los estudios sobre la resistencia antihelmintica en perros
no son abundantes como la encontrada en otras especies animales como los
bovinos, ovinos y caprinos. Sin embargo, se han realizado estudios que
demuestran la resistencia antihelmintica de algunos parasitos a determinados
farmacos. Tal es el caso de la Dirofilaria immitis que se ha reportado resistente a
las Lactonas Macrociclicas (Geary et al., 2011, Bourguinat et al., 2015;

Wolstenholme et al., 2015) y Ancylostoma caninum al Pirantel (Kopp et al., 2007).

La Ancilostomiasis es una infecciébn ocasionada por la presencia y accién
de larvas y adultos de A. caninum en el intestino delgado y otros tejidos de los
caninos. Su importancia radica en su capacidad para provocar anemia y
hemorragias, al ser un parasito hematofago que consume aproximadamente 0.1
ml de sangre al dia; y por la zoonosis que ocasiona en humanos, denominada
Larva Migrans Cutanea. Por otro lado, desde que la lvermectina fue obtenida en
1979, se ha convertido en uno de los antiparasitarios mas utilizados en los
animales de compafia, debido a su amplio espectro contra numerosos parasitos,
especialmente nematodos y artropodos (Diaz et al., 2000; Rodriguez-Vivas et al.,
2001; Urquhart et al., 2001; Quiroz, 2003; Bowman, 2009; Alfaro, 2011; Dunn et
al., 2011, Zajac y Conboy, 2012).

Estudios de Ivermectina en combinacion con el Pirantel han registrado una
eficacia del 98.5% y 99.6% para A. caninum en perros (Clark et al., 1992; Nolan,
1992). Asi mismo, Gomez-Uitzil et al., (1997) encontraron en Mérida, Yucatan que

la ivermectina a razén de 0.2 mg/kg de peso vivo aplicada en perros presenté una
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eficacia del 99% y 100%, a los 3 y 5 dias postratamiento. Estos estudios
demuestran la buena eficacia de la Ivermectina para el control de A. caninum en
perros; sin embargo, recientemente se han hecho estudios que empiezan a
reportar la existencia de resistencia a este farmaco (lbarra-Velarde et al., 2015;
Jesus et al., 2015) debido a su constante aplicacion en los perros, lo que podria

estar provocando una seleccion de poblaciones de nematodos resistentes.

Ante esto surge la siguiente pregunta de investigacion: ¢El uso constante
de la Ivermectina para el control de nematodos gastrointestinales en los perros de
Yucatan, México ha seleccionado poblaciones de parasitos resistentes al
farmaco? Ante las consecuencias que esto podria ocasionar no solo a la salud
animal sino también a la publica, el objetivo del presente estudio es determinar in
vivo la resistencia de A. caninum a la Ivermectina en perros de Mérida, Yucatan,

México.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Lugar de estudio

El estudio se realizo en la ciudad de Mérida, Yucatan, México. Mérida se
encuentra localizada a menos de 50 km del Golfo de México en la parte noroeste
del Estado de Yucatan, sus coordenadas son 20° 41’ y 21° 12’ latitud Norte y 89°
27 y 89° 49 de longitud Oeste; altitud entre 7 y 10m. El clima es calido
subhimedo con lluvias en verano, la temperatura maxima alcanza los 40°C vy la
media es de 26.6°C. Con una poblacién total de 830,732 personas, se reporta una

relacion de un perro por cada cinco habitantes (INEGI 2009, 2010).

2.2. Seleccion de los animales

Para determinar en condiciones in vivo la resistencia antihelmintica de la
Ivermectina sobre A. caninum, se muestrearon al menos 50 perros >1 afio de
edad de diferentes razas de 10 clinicas veterinarias de la ciudad de Mérida.
Asimismo, se tomaron heces de al menos 40 perros de una poblacion rural de

Mérida, Yucatan.
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2.3. Tomay procesamiento de muestras

De cada animal se obtuvieron heces directamente del recto que fueron
identificadas con un cddigo, para posteriormente ser procesadas mediante las
técnicas de flotacion centrifugada y McMaster, con la intension de identificar los
perros positivos a A. caninum y verificar que eliminen 2150 huevos por gramo de
heces (hpg). De cada poblacion de animales se tomaron al azar 10 para incluirse

en el experimento (Coles et al., 2006).

2.4, Tratamientos

Una vez identificados los perros se formaron 2 grupos de 10 animales cada
uno, balanceados en cuanto a la cantidad de hpg; el primer grupo fungié como
control por lo que no recibi6é tratamiento alguno, el grupo 2 recibi6é tratamiento a
base de lvermectina a dosis Unica de 0.2 mg/kg de peso vivo, via subcutanea.
Previo al tratamiento los perros se pesaron para determinar la dosis por cada
animal. La aplicacion de la Ivermectina se realiz6 a través de la via subcutanea y
en los dias 0, 3, 6, 9 y 14 dias postratamiento, se tomaron muestras de heces a
todos los animales para determinar el nimero de hpg, las cuales se analizaron por

la técnica de McMaster (Rodriguez-Vivas y Cob-Galera, 2005).

2.5. Andlisis estadistico

La resistencia antihelmintica se determind a través de la reduccion de la
cuenta dee huevos usando el programa RESO. Para la determinacion del
porcentaje de reduccion de huevos se utilizo la formula de Coles et al., (1992): %
de reduccion= 100 (1-Xt / Xc). Dénde, Xc: Media aritmética del conteo de huevos
del grupo control y Xt: Media aritmética del conteo de huevos del grupo tratado. El
antihelmintico se consider6 efectivo cuando la reduccion de la cuenta de HPG fue
> 95 por ciento y con un limite de confianza inferior (IC 95%) superior al 90%.
Cuando ambos criterios no se obtenian se considerd a los NGI resistente al
farmaco. Si s6lo se cumplia uno de los dos criterios se consider6 como

sospechoso (Coles et al., 1992).

30



3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el cuadro 1 se presentan los promedios del conteo de huevos obtenidos
previo al tratamiento antihelmintico y en los dias 3, 6, 9 y 14 pos tratamiento
donde puede observarse una reduccidon significativa a partir del dia 3 del
tratamiento (P<0.05).

Cuadro 1. Analisis coprolégico del promedio de huevos por gramo de heces (hpg)
del grupo control y grupo tratado con lvermectina con sus porcentajes de
reduccion e intervalo de confianza al 95%.

Tiempo Grupo Control | Tratado Reduccion
Dias HPG Media = DE % 95% IC
0 830+ 165.32 855 + 130.06
3 855 = 164.06 50 +£57.73 94.15% 14.21-85.78
6 930 £ 154.91 40 £45.94 95.69% 11.52-68.47
9 840 + 146.81 20 + 34.96 97.61% -1.66-41.66
14 785 + 149.16 10 +£21.08 98.72% -3.06-23.06
Diagnostico Sospechoso

A pesar de que existen numerosos estudios acerca de la eficacia de la
Ivermectina en las diferentes especies animales, alin no se ha reportado
resistencia de su uso en perros como es el caso de otras especies. En México y
principalmente en el Estado de Yucatan, no se cuenta con estudios recientes de la
eficacia de dicho farmaco. En el presente trabajo se observo que los animales que
recibieron tratamiento con lvermectina, mostraron una reduccién en la eliminacién
de hpg de A. caninum. Sin embargo, los limites inferiores del intervalo de
confianza al 95% de los dias postratamiento fueron menores a 90. Esta condicién

ubica a los NGI como sospechosos (Coles et al., 1992).

La Ivermectina presentd reducciones del 94.15%, 95.69%, 97.61% vy
98.72% a los dias 3, 6, 9 y 14 postratamiento (Cuadro 2) en el conteo de huevos
de A. caninum, esto concuerda con lo reportado en India por Panigrahi et al.,
(2014), quienes compararon el mismo farmaco a dosis de 0.5mg/kg/pv en dos
diferentes rutas de administracion (subcutanea y oral), el porcentaje de reduccién
de HPG encontrado para el primer grupo fue de 92.10% y 98.02% al dia 7 y 15
postratamiento respectivamente y del 91.12% y 96.05% para el segundo grupo de
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animales; demostrando una buena eficacia de la lvermectina a los 14 dias
postratamiento contra A. caninum. Asimismo Jesus et al., (2015), reportaron en
Argentina una eficacia del 95.2% a los 10 dias postratamiento contra A. caninum,
utilizando Ivermectina oral indicando una baja resistencia al farmaco. En Iran,
Khayatnouri y Garedaghi (2012) utilizaron una formulacion pour-on de lvermectina
en perros infectados con A. caninum, el porcentaje de reducciéon de HPG a los
dias 1, 7, 21 y 28 fue de 21.19%, 68.21%, 91.24% y 98.61% respectivamente; de
acuerdo a estos resultados es posible determinar que la administracién pour on de
Ivermectina disminuyo la infestacion natural de A. caninum en los perros tratados,

la eficacia del farmaco en los parasitos fue mayor al 98%.

En un estudio realizado en Meéxico, Ibarra-Velarde et al., (2015),
compararon dos formulaciones pour-on de Ivermectina al 0.2% y 0.5%
respectivamente a dosis de 1ml/10kg/pv reportando una baja eficacia en la
reduccion de HPG de A. caninum del 50.7%, 47.1%, 42.3% y 50.4% a los dias 7,
14, 21 y 28 postratamiento para la formulacion al 0.2%; y del 100%, 87.5%, 83.3%
y 79% respectivamente para la formulacién al 0.5%. Asimismo, Gémez-Uitzil et al.,
(1997) encontraron en Mérida, Yucatan que la Ivermectina a razén de 0.2 mg/kg
de p.v. aplicada en perros presentd una eficacia del 99% y 100%, a los 3 y 5 dias
postratamiento. Estos estudios demuestran la buena eficacia de la Ivermectina
para el control de A. caninum en perros. Los estudios experimentales indican que
cuando el farmaco se utiliza en dosis altas tiene un espectro mas amplio de
actividad, sin embargo, a dosis de 0.05mg/kg via subcutanea, se elimina al
parasito A. caninum. En el estudio no se tomé en cuenta las razas de los perros,
sin embargo, hay que tener presente que perros de la raza Collie son mas
susceptibles al uso de este farmaco pudiéndoles causar problemas de toxicidad
(Paradis, 1998; Lifschitz et al., 2002; Lefkaditis 2005; Gonzalez-Canga et al.,
20009).

También se ha encontrado una prevalencia mayor del parasito en perros
gue se encuentran en zonas rurales en comparacion de los de las zonas urbanas.

Por ejemplo, Ashraf et al., (2008), reportaron una prevalencia del 72% en perros
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de zonas rurales y del 54% en perros de zonas urbanas. Mahdy et al., (2012),
encontré una prevalencia del 71.4% en perros rurales por un 48% en perros que
viven en areas urbanas. En el presente estudio se tomaron en cuenta ambas

zonas del Estado, sin embargo, no se determind una prevalencia por area.

En conclusion, la Ivermectina aplicada a perros en forma subcutanea y a
dosis de 0.2 mg/kg tuvo un porcentaje de reduccion del 94.15%, 95.69%, 97.61%
y 98.72% a los dias 3, 6, 9 y 14 postratamiento, sin embargo el intervalo de
confianza al 95% mostré que los limites inferiores se encontraban por debajo de
90 indicando que la Ivermectina era sospechosa de resistencia. Por otro lado, los
estudios encontrados a excepcion del de Ibarra-Velarde reportaron una buena
eficacia del farmaco contra A. caninum, pero soélo utilizaron el criterio de
porcentaje de reduccién para establecer la eficacia sin tomar en cuenta el intervalo

de confianza al 95%.
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