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PREFACIO 

La presente Tesis Doctoral se ha estructurado en cinco Capítulos 

independientes, que corresponden a los artículos científicos que han sido, o están en 

fase de publicación, en revistas científicas internacionales indexadas. Cada Capítulo se 

ha redactado de forma que pueda entenderse de forma independiente al resto de las 

partes de la Tesis Doctoral. Por lo tanto, cada uno contiene su propio Resumen, 

Introducción, Material y Métodos, Resultados, Discusión y Conclusiones. Además, esta 

Tesis Doctoral incluye una Introducción general, que proporciona información sobre el 

contexto actual de las infecciones producidas por nematodos gastrointestinales; 

Discusión general, que evalúa el conjunto de los cinco Capítulos y reflexiona sobre las 

oportunidades científicas que se abren como consecuencia de los resultados aquí 

recogidos; Conclusiones, con las conclusiones de cada Capítulo individual y Resumen. 
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RESUMEN 
Las infecciones producidas por parásitos helmintos, incluyendo nematodos, 

trematodos y cestodos, representan una importante causa de enfermedad y pérdida 

económica para la industria ganadera de pequeños rumiantes a nivel mundial. Dentro 

de los helmintos, los nematodos gastrointestinales son los más relevantes en términos 

de impacto sanitario y económico, tanto en países en desarrollo como en 

industrializados. En pequeños rumiantes, las especies responsables de producir las 

mayores pérdidas económicas son Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta y 

Trichostrongylus spp.  

En condiciones de campo, la mayoría de las infecciones suelen ser mixtas, 

incluyendo diferentes especies de nematodos que se localizan en el abomaso e 

intestino. Se trata de procesos generalmente endémicos, de curso crónico y 

mortalidad baja. Sin embargo, el impacto de este tipo de parasitaciones en el animal 

va a depender no solo de la intensidad de la infección, si no también del estado 

fisiológico e inmunológico del hospedador. Los signos clínicos que suelen presentarse 

más comúnmente incluyen anorexia, diarrea, emaciación y anemia. Aunque, en casos 

de altos niveles de parasitación, sobre todo en animales jóvenes, se puede incluso 

producir la muerte.  

La administración de fármacos antihelmínticos ha sido el tratamiento de 

elección para el control de estas parasitosis durante muchos años debido a la 

disponibilidad de fármacos de alta eficacia y seguridad. Sin embargo, el creciente 

aumento de la prevalencia de la resistencia a los antihelmínticos a nivel mundial hace 

que los actuales programas de control sean costosos e insostenibles a largo plazo. 

Además hay que tener en cuenta que el cambio climático está provocando cambios en 

la incidencia e intensidad de estas infecciones, lo que agrava su impacto económico en 

la ganadería. Es por ello que la búsqueda de nuevos fármacos con actividad 

antihelmíntica y nuevos mecanismos de acción es de vital importancia en la actualidad. 
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Para abordar esta problemática, el objetivo general de la presente Tesis 

Doctoral se enfoca en la búsqueda de nuevos compuestos con posible actividad 

antihelmíntica frente a las infecciones ovinas causadas por tricostrongílidos que 

puedan ayudar a resolver los problemas generados por la aparición de la resistencia.  

En este contexto, tres de los cinco capítulos en que se divide la presente Tesis 

Doctoral se centran en la evaluación de la posible actividad antihelmíntica de varias 

familias de compuestos sintetizados por el departamento de Química Farmacéutica de 

la Universidad de Salamanca. En primer lugar, los compuestos fueron sometidos a un 

cribado primario a una dosis de 50 µM para determinar su eficacia in vitro frente a 

distintos estadios parasitarios del nematodo T. circumcincta. Los compuestos con una 

eficacia superior al 90% fueron seleccionados para llevar a cabo estudios con una cepa 

resistente a los bencimidazoles, ivermectina y levamisol, así como para calcular la dosis 

eficaz 50 (DE50) de cada uno de ellos.  

Paralelamente se llevaron a cabo estudios in vitro de citotoxicidad para 

descartar aquellos más tóxicos. Los tres compuestos con mayor actividad 

antihelmíntica y menor toxicidad in vitro fueron seleccionados con el fin de continuar 

con los experimentos de toxicidad y eficacia en modelos animales. Dos derivados de 

diamina y un derivado bencimidazólico fueron los compuestos seleccionados como 

candidatos, todos ellos con una DE50 inferior a 3 µM en alguno de los ensayos llevados 

cabo. Una vez que se descartaron los posibles efectos adversos de la administración 

por vía oral de los tres candidatos en ratones, se evaluó su eficacia antihelmíntica 

utilizando para ello jerbos de Mongolia (Meriones unguiculatus) infectados con H. 

contortus. Tras observar una reducción del 95% en el número de pre-adultos presentes 

en el estómago de los animales del grupo tratado con el derivado bencimidazólico a 

una dosis de 200 mg/kg, se decidió probar la eficacia del compuesto en el hospedador 

definitivo, la oveja.  

En el último experimento de esta parte del trabajo se comprobó que el grupo 

de ovejas tratado con el derivado bencimidazólico a una dosis de 120 mg/kg, produjo 

una reducción del recuento de huevos en heces del 99% y del 95% en el número de 

adultos presentes en el abomaso, demostrando ser un candidato interesante para su 

desarrollo como fármaco antihelmíntico. Es por ello por lo que creemos necesario 
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continuar realizando más estudios en futuro que permitan establecer una dosis 

mínima eficaz, así como determinar su eficacia en diferentes especies y cepas de 

nematodos gastrointestinales, y llevar a cabo estudios detallados de farmacocinética y 

farmacodinamia.  

En este contexto, durante la estancia internacional llevada a cabo en el “Swiss 

Tropical and Public Health Institute”, en Basilea (Suiza), parte de los compuestos 

utilizados en el cribado llevado a cabo en el nematodo T. circumcincta fueron 

evaluados en otro modelo de nematodo gastrointestinal que infecta ratones, Trichuris 

muris. De nuevo, tres compuestos fueron seleccionados por su potente actividad 

frente a larvas de primer estadio en un cribado inicial a una dosis de 100 µM, para 

posteriormente comprobar su eficacia frente a las formas adultas del parásito. Los tres 

candidatos consistían en dos derivados bencimidazólicos y un derivado de 

aminoalcohol, siendo distintos de los seleccionados en el estudio anterior. 

Adicionalmente, estos candidatos se testaron frente a las formas adultas del nematodo 

Heligmosomoides polygyrus. Como resultado final, dos de ellos mostraron eficacia en 

alguna de las dos formas adultas de los parásitos; uno de los derivados 

bencimidazólicos presentó una DE50 8,1 µM frente a T. muris y el el otro una DE50 de 

5,3 µM frente a H. polygyrus. Es por ello que ambos compuestos podrían ser también 

potenciales candidatos para llevar a cabo ensayos de eficacia in vivo en un futuro 

utilizando animales infectados.  

Con la finalidad de combatir el problema de la falta de nuevos fármacos 

antihelmínticos, en la presente Tesis Doctoral se ha abordado otro enfoque 

relacionado con la búsqueda de técnicas de cribado mejoradas que permitan la 

evaluación de gran cantidad de compuestos en un corto periodo de tiempo. Así, 

durante la segunda estancia internacional realizada en el “Laboratory of Growth 

Regulators” de la Universidad de Palacký, en Olomouc (República Checa), se puso a 

punto un protocolo de cribado de compuestos de alto rendimiento utilizando el 

dispositivo wMicrotracker ONE, en T. circumcincta y H. contortus. Este dispositivo es 

capaz de medir de forma automatizada la movilidad de las distintas formas parasitarias 

tras la incubación con los compuestos a través de microhaces de luz infrarroja. 
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Complementariamente, también hemos llevado a cabo estudios sobre el nivel 

de resistencia de los tricostrongílidos presente en los rebaños de ovino de la 

Comunidad Autónoma de Castilla y León frente a los fármacos bencimidazólicos 

mediante técnicas in vivo, in vitro y moleculares. Nuestro estudio confirmó un 

aumento de la presencia de resistencia antihelmíntica con respecto a los últimos datos 

analizados años anteriores, siendo T. circumcincta la especie más resistente. En este 

estudio el 35% de las explotaciones muestreadas resultaron resistentes al netobimín 

mediante el ensayo in vivo de reducción del número de huevos en heces y del 26% 

mediante el ensayo in vitro de eclosión de huevos, encontrándose una correlación muy 

alta entre ambas técnicas (r= -0.770; p < 0,0001). A nivel molecular, asociamos la 

presencia de un nuevo polimorfismo localizado en el codón 198 del gen que codifica 

para el isotipo 1 de la β-tubulina de T. circumcincta (E198L), con el nivel de resistencia 

de los bencimidazoles. En este sentido, se demostró una correlación muy alta y similar 

entre la presencia del nuevo polimorfismo y la resistencia medida mediante los 

ensayos in vivo e in vitro (r > 0,720; p < 0,0001).  
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SUMMARY 

Infections caused by helminth parasites, including nematodes, trematodes and 

cestodes, represent an important cause of disease and economic loss for the small 

ruminant livestock industry. Within helminths, gastrointestinal nematodes are the 

most relevant in terms of health and economic impact in both developing and 

industrialised countries. Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta and 

Trichostrongylus spp. are the three species responsible for the highest economic losses 

worldwide. 

Under field conditions, most infections are usually caused by more than one 

species of nematodes located in the abomasum and intestine. These are generally 

endemic processes, with chronic course and low mortality. However, the impact of this 

parasitism depends on the infection intessity, as well on the physiological and 

immunological state of the host. Most common clinical signs include anorexia, 

diarrhoea, emaciation and anaemia. However, in cases of high levels of infection, 

especially in young animals, death can take place. 

Administration of anthelmintic drugs has been the treatment of choice for the 

control of these parasites for many years due to the availability of highly effective and 

safe drugs. However, the increasing prevalence of anthelmintic resistance worldwide 

has led to control programmes that are costly and unsustainable in the long term. In 

addition, climate change is increasing the incidence and intensity of these infections, 

which exarcebates their economic impact on livestock farming. Therefore, searching 

for new drugs with anthelmintic activity and new mechanisms of action is vital. 

To address this problem, the general objective of the present Thesis is focused 

on the search for new compounds with potential anthelmintic activity against 

trichostrongylid infections in sheep which could alleviate the problems arising from the 

the emergence of resistance.  
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In this context, three out of five chapters described in the present Thesis are 

focused on the evaluation of the possible anthelmintic activity of several families of 

compounds synthesized by the Department of Pharmaceutical Chemistry of the 

University of Salamanca. First, the compounds were subjected to a primary screening 

at a dose of 50 µM to determine their in vitro efficacy against different parasitic stages 

of the nematode T. circumcincta. Those compounds with an efficacy higher than 90% 

were selected to carry out studies with a triple resistant isolate (to benzimidazoles, 

ivermectin and levamisole), as well as to calculate their effective dose 50 (ED50).  

At the same time, in vitro cytotoxicity studies were carried out to discard the 

most toxic compounds. Therefore, the three compounds with the highest anthelmintic 

activity and lowest in vitro toxicity were selected in order to study their in vivo toxicity 

and efficacy in gerbils and sheep. Two diamine and one benzimidazole derivatives 

were selected as candidate compounds, all of them with an ED50 below 3 µM in one of 

the tests carried out. Once the potential adverse effects of oral administration of the 

candidates in mice were discarded, their anthelmintic efficacy was evaluated using 

Mongolian gerbils (Meriones unguiculatus) infected with H. contortus. After observing 

a 95% reduction in the number of pre-adults in the stomach of the gerbils in the group 

treated with the benzimidazole derivative at a dose of 200 mg/kg, we decided to 

evaluate the efficacy of the compound in the definitive host, the sheep. 

In the last experiment, the group of sheep treated with the benzimidazole 

derivative at a dose of 120 mg/kg produced a 99% reduction in the number of eggs in 

faeces 7 days after administration, and a 95% reduction in the number of adults 

present in the sheep abomasum. Under this context, the BZ derivative demonstrated 

to be an interesting candidate for the development of an anthelmintic drug. For this 

reason, we believe it is necessary to carry out further studies to establish a minimum 

effective dose, as well as to determine its efficacy in different GIN species and isolates, 

and to carry out detailed pharmacokinetic and pharmacodynamic studies. 

In this context, during the international stay at the “Swiss Tropical and Public 

Health Institute”, in Basel (Switzerland), part of the compounds previously tested in 

the nematode T. circumcincta, were evaluated against another model of GIN infecting 

mice: Trichuris muris. Three compounds were selected for their potent activity against 
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the first larvae stage in an initial screening at a dose of 100 µM, and subsequently their 

efficacy against the adult forms of the parasite was tested. The three candidates 

consisted of two benzimidazole and one aminoalcohol derivatives, being different 

from those selected in the previous experiment. Additionally, these candidates were 

tested against adult forms of Heligmosomoides polygyrus. As a final result, two of 

them showed efficacy, at least, against one of the two parasites; one derivative 

showed an ED50 of 8.1 µM against T. muris and BZ12 showed an ED50 of 5.3 µM against 

H. polygyrus. Therefore, both compounds could also be potential candidates for future 

in vivo efficacy studies using infected animals.  

Another approach that we have considered in the present Thesis, in order to 

combat the problem of the lack of new anthelmintic drugs, is related to the search for 

improved screening techniques that allow the evaluation of large number of 

compounds in a short period of time. Thus, during the second international stay at the 

"Laboratory of Growth Regulators" of the University of Palacký, in Olomouc (Czech 

Republic), a high-throughput compound screening protocol was set up using the 

wMicrotracker ONE device on T. circumcincta and H. contortus. This device is able to 

automatically measure the mobility of the different parasite stages after their 

incubation with the compounds by means of infrared light microbeams. 

Complementarily, we have also carried out studies to determine the level of 

benzimidazole resistance of gastrointestinal nematodes present in sheep flocks in 

Castilla y León by means of in vivo, in vitro and molecular techniques. Our study 

confirmed an increase in the occurrence of anthelmintic resistance compared to the 

last data analysed in previous years, being T. circumcincta the most resistant species. 

In this study, 35% of the sampled farms were resistant to netobimin by the in vivo 

faecal egg reduction test and 26% by the in vitro egg hatching test, with a very high 

correlation between both techniques (r= -0.770; p < 0.0001). At molecular level, we 

also observed that a novel polymorphism at codon 198 of the isotype-1 β-tubulin gene 

can confer BZ resistance on its own in T. circumcincta. A very high and similar 

correlation was demonstrated between the presence of the new polymorphism and 

resistance measured by in vivo and in vitro assays (r > 0.720; p < 0.0001).  
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1. IMPORTANCIA DE LA PRODUCCIÓN ANIMAL  

La producción de carne y productos lácteos es inevitable para satisfacer la 

demanda de la creciente población mundial. En los países en desarrollo el sector 

ganadero se considera la columna vertebral de la economía, siendo los pequeños 

rumiantes una parte muy importante de esta. La demanda se multiplica a gran 

velocidad como consecuencia del rápido crecimiento demográfico mundial, así como 

del aumento del poder adquisitivo de la población y de las oportunidades de 

exportación. Es por ello que la ganadería es fundamental para la sostenibilidad de las 

comunidades rurales de todo el mundo 1,2.  

Sin embargo, la forma en que los sistemas alimentarios han evolucionado en las 

últimas décadas ha desencadenado una serie de cambios socioeconómicos y climáticos 

que acentúan cada vez más la necesidad de centrarse en la seguridad alimentaria, 

obtenida a partir de una intensificación sostenible de la agricultura. La producción 

ganadera eficiente es por tanto un punto crucial para lograr este objetivo 3.  

En este contexto, el futuro de la ganadería dependerá en gran medida del 

grado en que esta industria pueda alcanzar niveles de producción óptimos y 

sostenibles en un entorno medioambiental y socioeconómico cambiante 4. 

El censo total de la ganadería de rumiantes dentro de la Unión Europea (UE), 

incluyendo bovinos, ovinos y caprinos; se situó en casi 152 millones de cabezas en el 

año 2019. Del total, 74 millones pertenecían a pequeños rumiantes y de estos, 

únicamente 62 millones a ganado ovino, situando a España como el segundo país con 

mayor censo de ovinos dentro de la UE con casi 16 millones de cabezas, por detrás del 

Reino Unido 5.  

1.1 Producción ganadera ovina en España 

Debido al carácter extensivo de una parte importante del sector ovino y ser una 

actividad asociada a zonas donde no existen otras alternativas económicas, este sector 

juega un papel fundamental en la vertebración del territorio, en la conservación del 

medio ambiente y en la generación de empleo en las zonas rurales. En los últimos años 
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ha demostrado su capacidad de adaptación a las nuevas condiciones del mercado, 

incrementando los intercambios comerciales con terceros países, así como 

promoviendo y potenciando la calidad de los productos obtenidos en España. 

Con la reciente salida de Reino Unido de la UE, España se sitúa como el primer 

país en número de cabezas de ganado ovino dentro de la UE, representando un 25% 

del total (Fig. 1). Aunque el número de cabezas se ha mantenido mayormente estable, 

existe una tendencia ligeramente decreciente en los últimos años. De este modo, el 

número total se situaba en los 16,7 millones de cabezas en el año 2018, mientras que 

los últimos datos recogidos en 2021 apenas eran en 15,7 millones, 1 millón menos 6.   

 

Figura 1. Distribución del censo ovino por países en la UE en 2020. Tomada de MAPA 7. 

Las Comunidades Autónomas (CCAA) con mayor censo de ganado ovino son 

Extremadura (24,0%), Castilla y León (16,1%), Castilla La Mancha (15,4%), Andalucía 

(15,3%) y Aragón (10,4%), englobando un total del 81,2% del censo total nacional (Fig. 

2).  

Dentro de Castilla y León, el censo es de aproximadamente 2,5 millones de 

cabezas, siendo la provincia con mayor número de animales Zamora (23,4%), seguida 

de León (16,1%), Salamanca (13,7%) y Valladolid (11,2%) 8. 
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Figura 2. Distribución del total del censo ovino por Comunidad Autónoma en España (Julio 2021). 

Tomada de SITRAN 6. 

Para España, como primer país productor de la UE, la ganadería ovina y caprina 

es un sector estratégico desde los puntos de vista económico, medioambiental y social. 

Teniendo en cuenta ambas orientaciones productivas (carne y leche), este sector 

representa en torno al 3,7% de la Producción Final Agraria nacional, con un valor 

estimado de 1.959,1 millones de euros en 2020. Respecto a la Producción Final de la 

rama Ganadera, el conjunto de las producciones de ovino-caprino ocuparía el quinto 

lugar en importancia económica en nuestro país, representando un 9,9% de la misma 
9.  

Más en detalle, el valor de la producción de carne de ovino y caprino alcanzó 

los 1.110,9 millones de euros en 2020, mientras que la producción de leche tuvo un 

valor estimado de 848,2 millones, suponiendo así el 26% del valor de la producción 

láctea nacional, que en el año 2020 llegó a los 3.280,7 millones de euros incluyendo la 

leche de vaca (74%), oveja (15%) y cabra (11%) 10. 

En cuanto a la producción de carne, Castilla y León, Castilla la Mancha, 

Cataluña, Aragón y Murcia concentraron alrededor del 76% de los sacrificios totales de 

ovino en España en el año 2020. El 92% de los ovinos sacrificados se incluyeron dentro 

de la categoría de corderos frente al 8% de animales que finalizaron su vida 
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reproductiva. Castilla y León, Castilla la Mancha y Navarra son las CCAA con mayor 

porcentaje de corderos lechales sacrificados en relación a otro tipo de corderos, 

mientras que Aragón, Cataluña y Murcia produjeron en su mayoría corderos de entre 

10 y 13 kg 9. 

En el caso de la producción láctea, la modernización y reestructuración del 

sector ha permitido incrementar el rendimiento de los animales, reflejándose en un 

aumento de los niveles de producción durante los últimos años. La sustitución a gran 

escala de razas autóctonas por razas foráneas mejoradas, como la raza Assaf o 

Lacaune, ha cambiado el perfil de producción del sector, predominando ahora un 

modelo productivo basado en genética especializada y explotaciones intensivas con 

estabulación permanente. A esto se le une un alto grado de especialización y 

profesionalización de la mano de obra.  

Las CCAA con mayor número de ganaderos son Castilla y León (58%) y Castilla 

La Mancha (27%), que reúnen el 85% del total. Por detrás, otras como Navarra, con 

solo el 4%, o Extremadura, con el 3% (Fig. 3) 10. 

 

Figura 3. Promedio de ganaderos con entregas de leche cruda de oveja por Comunidades 

Autónomas en 2020 vs 2019 (%). Tomada de MAPA 10. 

El ganado ovino ejerce un papel relevante en el medio rural español al permitir fijar 

población permanente en zonas agrarias desfavorecidas, contribuyendo a la 

preservación medioambiental, social y económica, junto al ganado caprino. 
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Las explotaciones ganaderas en España se pueden agrupar según el sistema de 

manejo en explotaciones extensivas, semi-extensivas o semi-intensivas e intensivas. 

Los sistemas de explotación intensiva implican un gran nivel de estabulación, aporte de 

alimento, lactancia artificial así como el empleo de razas muy fértiles. Es por ello que 

estos sistemas requieren de una técnica de explotación animal altamente tecnificada, 

de forma que permita obtener altos rendimientos productivos en el menor tiempo 

posible. Por el contrario, los sistemas extensivos de producción animal se basan en la 

utilización de especies ganaderas capaces de aprovechar eficazmente los recursos 

naturales mediante el pastoreo. Este tipo de explotación permite el aprovechamiento 

de recursos naturales que de lo contrario se perderían, siendo las exigencias de capital 

y mano de obra mínimas, por lo que la rentabilidad, con relación al capital invertido, es 

elevada. La producción se orienta principalmente a la obtención de carne o lana. En un 

punto intermedio, se encuentran los sistemas semi-intensivos o semi-extensivos, que 

suponen una combinación del aprovechamiento de los recursos naturales de los pastos 

con el apoyo alimenticio en el corral gracias a la mayor estabulación, logrando una 

intensificación productiva. Como resultado se obtiene un mayor aprovechamiento de 

los recursos tanto naturales como humanos 11–14. 

En los sistemas de explotación extensivos o semi-extensivos para la cría del 

ganado aumentan de forma notable las posibilidades de que estos animales adquieran 

infecciones de etiología parasitaria que, sin duda, repercutirán negativamente sobre 

las producciones ganaderas 15. Es por este motivo por lo que prácticamente en la 

totalidad de los rebaños explotados en este tipo de sistemas aparecen animales 

infectados por parásitos helmintos, siendo los nematodos gastrointestinales (NGI) los 

más comunes de todos ellos 16. 
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2. NEMATODOSIS GASTROINTESTINALES  

Las infecciones causadas por NGI son una de las principales causas de 

enfermedad y de disminución de los rendimientos productivos en los rumiantes en 

pastoreo de todo el mundo, especialmente en el ganado joven 17,18. Se tratan de las 

parasitosis más frecuentes e insidiosas del ganado ovino, ya que prácticamente la 

totalidad de los rebaños las sufren. A pesar de su distribución geográfica mundial, 

suelen ocasionar más problemas en zonas de clima templado y húmedo, así como 

también en zonas de clima tropical 19. 

La gravedad de las enfermedades causadas por los NGI depende 

principalmente de factores relacionados con el propio parásito, como las especies 

presentes en el tracto gastrointestinal y la carga de los mismos en el animal; de 

factores propios del hospedador, como el estado nutricional o inmunológico, la 

especie y la raza; y de factores ambientales como el clima, una importante variable 

que determina aspectos como la humedad ambiental, temperatura, luz, lluvia y viento 

de la zona 20. 

Como se puede observar en la Figura 4, existe una gran variedad de nematodos 

que parasitan el aparato digestivo del ganado ovino. Sin embargo, los géneros que con 

mayor frecuencia se presentan en los animales pertenecen principalmente a tres 

superfamilias: Trichostrongyloidea, que incluye los géneros Trichostrongylus, 

Teladorsagia, Ostertagia, Haemonchus, Marshallagia, Cooperia y Nematodirus; 

Strongyloidea, que incluye los géneros Chabertia y Oesophagostomum; y 

Ancylostomatoidea, que incluye el género Bunostomum 21,22. Otro género 

ampliamente distribuido en ovinos es Trichuris, dentro de la superfamilia Trichuroidea. 

Entre las diversas especies de este género, cabe destacar T. ovis, que infecta el ciego y 

colon también de cabras, bovinos y otros rumiantes en todo el mundo. No es muy 

habitual que provoquen infecciones graves en animales adultos, sin embargo, en 

ocasiones cargas parasitarias elevadas pueden dar lugar a manifestaciones clínicas 

importantes en corderos jóvenes. En los casos graves, puede aparecer colitis 

sanguinolenta que puede causar lesiones ulcerosas y necróticas en la mucosa. En estos 
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casos, la anemia, la deshidratación y la ictericia pueden conducir a la muerte de los 

animales 23. 

 

Figura 4. Encuadre taxonómico de los nematodos gastrointestinales de ovino. Adaptado de 

Cordero del Campillo & Rojo Vázquez 24. 

Normalmente, suelen encontrarse infecciones mixtas o pluriespecíficas, es 

decir, que están producidas por varios géneros y/o especies diferentes de NGI, aunque 

también es posible encontrarlas junto con otros parásitos helmintos pertenecientes a 

las clases Trematoda y Cestoda. De ahí el nombre que reciben de “gastroenteritis 

parasitarias”, siendo las más frecuentes de todas las producidas por los 

tricostrongílidos 22.  

Aunque no es habitual, las especies parásitas del ganado bovino pueden 

encontrarse también en ovinos o caprinos y viceversa. Asimismo, pueden localizarse 

en zonas no específicas y es frecuente encontrar especies que asientan en varias zonas 

del aparato digestivo 24. 
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2.1 Ciclo biológico de los tricostrongílidos  

El ciclo biológico de los tricostrongílidos es directo, con una fase de vida libre en 

el medio ambiente también conocida como exógena y otra fase en el interior del 

hospedador o endógena 24. 

La fase exógena comienza cuando las hembras adultas de los parásitos que se 

encuentran en el abomaso o intestino (Tabla 1) comienzan a eliminar huevos que son 

expulsados al exterior del animal a través de las heces. Una vez en el medio ambiente, 

comienza el desarrollo dentro del huevo de la larva de primer estadio (L1), que sale del 

huevo cuando este eclosiona. Este desarrollo se produce dentro de la masa fecal, ya 

que proporciona cierta protección frente a las condiciones ambientales.  

Tabla 1. Localización anatómica de los tricostrongílidos. Adaptado de Cordero del Campillo & 

Rojo Vázquez 24. 

Una vez en el medio ambiente, las larvas sufren dos mudas para alcanzar el 

tercer estadio larvario (L3), también conocido como fase infectante. Las L3s se 

desplazan de la materia fecal al forraje, donde son ingeridas por los animales 25. 

La cutícula se sustituye con cada muda menos en el caso de la L3, que conserva 

la cutícula de la segunda fase como vaina. Aunque esta proporciona a las larvas una 

mayor resistencia a las condiciones ambientales adversas, también les impide 

HOSPEDADOR ABOMASO INTESTINO 

BOVINO Ostertagia ostertagi Cooperia oncophora 

Cooperia punctata 

Nematodirus helvetianus 

OVINO/CAPRINO Teladorsagia circumcincta 

Teladorsagia trifurcata 

Haemonchus contortus 

Trichostrongylus axei 

Trichostrongylus colubriformis 

Trichostrongylus vitrinus 

Trichostrongylus capricola 

Nematodirus filicollis 

Nematodirus spathiger 

Nematodirus battus 

Marshallagia marshalli 

Cooperia curticei 
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alimentarse, por lo que deben sobrevivir a expensas de las reservas acumuladas en sus 

células intestinales 19.  

Cabe señalar que el ciclo de vida del género Nematodirus es una excepción a lo 

descrito anteriormente. En este caso, el desarrollo larvario se produce por completo 

dentro del huevo, por lo que la eclosión no se produce hasta que la L3 está 

completamente formada en su interior. M. marshalli también tiene un ciclo de vida 

distinto, ya que es la larva de segundo estadio (L2) la que eclosiona y abandona el 

huevo 25. 

Tras la ingestión de las L3s, estas se desenvainan en respuesta a los cambios en 

la concentración de CO2, la temperatura y el pH, y llevan a cabo dos mudas más en las 

que pasan por larvas de cuarto (L4s) y de quinto estadio (L5s) o preadultos, que 

maduran sexualmente y se transforman en adultos 26. Los lugares donde las larvas 

pierden la vaina son específicos de cada especie y suelen estar próximos a la 

localización definitiva de los adultos. Las L3s, al entrar en contacto con la mucosa, 

penetran entre los espacios de las vellosidades o en las glándulas y forman un nódulo, 

donde se desarollan a L4. Posteriormente, pasan a la luz del órgano donde se 

encuentran como preadultos y adultos. Tras la fecundación de las hembras, comienza 

la puesta de huevos que salen del hospedador a través de las heces, cerrándose de 

esta manera el ciclo biológico (Fig. 5) 24.  

Figura 5. Ciclo biológico de los tricostrongílidos. Elaborada por la propia autora.  

En condiciones óptimas de temperatura y humedad, el tiempo necesario para 

la formación de la L3 varía entre 5 a 14 días, aunque en condiciones naturales puede 
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alargarse hasta 3-4 meses. El tiempo que trascurre desde el momento de la infección 

hasta que la hembra comienza la eliminación de huevos se conoce como periodo de 

prepatencia y aunque es específico de cada especie suele situarse de media en torno a 

los 21 días. Géneros como Trichostrongylus y Teladorsagia necesitan 

aproximadamente periodos de 17 días, mientras que Haemonchus necesita 20 días, 

Nematodirus 28 días y Cooperia unos 15 días 24. 

Durante el ciclo vital de N. battus, las larvas no eclosionan en el momento de la 

madurez, sino que generalmente requieren de una bajada significativa de la 

temperatura ambiente durante varias semanas, seguido de temperaturas dentro del 

rango de eclosión de alrededor de 11-17 ºC. Por lo tanto, los huevos producidos por 

los corderos en primavera y a principios de verano producen L3s en la primavera 

siguiente, infectando así los pastos de los corderos del año siguiente 27. 

2.2 Epidemiología 

La prevalencia de las infecciones producidas por NGI en las poblaciones 

animales está determinada en gran medida por las condiciones ambientales 28. 

Mientras que la fase parasitaria del ciclo vital de los NGI experimenta condiciones 

relativamente estables dentro del hospedador, la fase de vida libre está expuesta a 

numerosas variaciones de las condiciones ambientales. Por ello, conocer la biología de 

los estadios inmaduros del parásito es fundamental para predecir su distribución y 

formular programas de gestión integrada para su control 29.  

Por lo tanto, cualquier alteración medioambiental va a llevar implícita una 

modificación en la abundancia y distribución de las especies de NGI, siendo las más 

importantes la temperatura y la humedad 30. Por lo general, el desarrollo de las larvas 

de tricostrongílidos en el ambiente, desde el huevo hasta L3 se produce en un rango de 

temperatura de aproximadamente 10 a 36ºC. Las temperaturas críticas por debajo de 

las cuales el desarrollo no tiene lugar se han estimado en  5º C para Ostertagia spp y 

12º C para H. contortus. Sin embargo, dentro de este rango, las especies tienen 

distintas preferencias. De esta manera, H. contortus se describe a menudo como un 

parásito de los trópicos y se desarrolla hasta L3 con mayor éxito a temperaturas de 

unos 25-38° C mientras que T. circumcincta es más tolerante al frío y el desarrollo de 
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los huevos hasta L3 se produce mejor a temperaturas entre 16°C y 30°C 31. En el caso 

de Trichostrongylus spp., se sitúa entre ambos géneros en términos de preferencia de 

temperatura, aunque cabe destacar que es la más tolerante a la sequía de estos tres 

géneros 32. 

Otro factor importante para el desarrollo exitoso de L3s es la humedad. En este 

sentido, hay que tener en cuenta no solo las precipitaciones, sino también el estado de 

hidratación del suelo, de la hierba y de los gránulos fecales. En general, la sequía 

perjudica el desarrollo del parásito mientras que las condiciones de humedad lo 

favorecen 29,30,33. 

Una vez que las larvas alcanzan el estado infeccioso, deben abandonar los 

gránulos fecales y migrar al forraje. Para ello es necesario que llueva, ya que, durante 

el periodo de sequía, las larvas quedan retenidas en los gránulos de heces. Dado que 

las larvas sólo pueden realizar movimientos ondulatorios con su cuerpo y no 

arrastrarse, la migración es un proceso bastante pasivo que depende en gran medida 

de la disponibilidad de humedad. Algunas larvas de H. contortus pueden migrar hasta 

90 cm de distancia de los gránulos fecales, aunque la mayoría suelen permanecer en 

torno a unos 10 cm. Además, la mayoría de las L3s de NGI no suelen migrar 

verticalmente a más de 5 cm del suelo. Este hecho tiene importantes implicaciones en 

el manejo del forraje de los pastos; los animales obligados a pastar en forrajes cortos 

ingerirán un número mucho mayor de larvas que cuando pastan en forrajes altos 31.  

Otro factor a tener en cuenta es la luz solar, pues la exposición solar directa 

provoca la muerte de las larvas 33,34. La supervivencia de las larvas depende también de 

las especies de parásitos con las que convivan, de la ubicación de las mismas en los 

pastos y de la altura del forraje, lo que hace muy difícil predecir con exactitud su 

permanencia en un lugar específico 29. 

Por consiguiente, las mejores condiciones para la supervivencia de las L3s son 

un clima fresco y seco, ya que la ausencia de humedad reduce el movimiento de las 

larvas y por lo tanto, la utilización de sus reservas almacenadas. El clima fresco y 

húmedo también favorece su supervivencia durante muchos meses. Sin embargo, los 
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climas cálidos aumentan la tasa metabólica de las larvas, haciendo que agoten sus 

reservas energéticas rápidamente 34. 

Tras la infección del hospedador definitivo, las larvas de algunos NGI son 

capaces de inhibir su desarrollo durante un periodo de tiempo que puede llegar a 

durar hasta 4, o incluso 5 meses, y luego reanudarlo. Durante este tiempo, las larvas 

no se desplazan ni se alimentan y su metabolismo celular se encuentra reducido, 

aunque no por completo. Este fenómeno, conocido como hipobiosis, se ha descrito 

solo en algunos géneros, como las L4s de Teladorsagia, Haemonchus y Nematodirus, y 

las L3s de Trichostrongylus 35. 

Aunque todavía no se conoce con exactitud el estímulo que produce la 

hipobiosis, se ha observado que está fuertemente influenciado por factores 

ambientales como la humedad, temperatura y fotoperiodo 36. Se trata de un 

fenómeno adaptativo que asegura la preservación del parásito en condiciones 

ambientales adversas, como ocurre durante las estaciones secas en zonas de clima 

tropical, o durante los meses de invierno en las zonas de clima templado 35,37.  

En zonas donde los inviernos son muy suaves, la hipobiosis parece ser menos 

importante en la epidemiología de la transmisión del parásito, sin embargo diferentes 

estudios parecen señalar que también pueden influir factores dependientes del 

hospedador (estado inmunológico, edad y exposición previa) y del parásito (base 

genética y competencia intraespecífica cuando la ingestión de larvas es muy elevada) 

38,39. 

Básicamente, las condiciones climáticas pueden dar lugar a un patrón 

estacional en el que se produce una inhibición invernal, cuando la inhibición del 

desarrollo comienza antes del invierno en regiones de clima templado, o una inhibición 

de verano, cuando la inhibición se inicia antes del verano o de una estación seca 40. 

En los meses de primavera, existe un marcado aumento del recuento del 

número de huevos de NGI eliminados en las heces de los animales que se conoce 

como “elevación peri-parto” o “incremento primaveral”. Este fenómeno ocurre en la 

época en la que se concentran la mayoría de las parideras en esta especie, por lo que 

los huevos eliminados en este periodo de tiempo desempeñan un papel importante en 

https://www.quimica.es/enciclopedia/Metabolismo.html
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la epidemiología de estos parásitos. Esto ha llegado a vincularse firmemente con la 

hipobiosis, ya que se trata de una desinhibición sincrónica de larvas hipobióticas, 

relacionándose directamente con una menor respuesta del sistema inmunitario de los 

animales como consecuencia del parto y la lactancia, pero también con estímulos de 

tipo ambiental, como el fotoperiodo 40–42. 

2.2.1 Distribución de los principales géneros de nematodos gastrointestinales 

Los tricostrongílidos más importantes en términos de enfermedad y pérdida de 

producción a nivel global incluyen los géneros de Teladorsagia, Trichostrongylus, 

Haemonchus y Nematodirus. Otros, como Cooperia, Chabertia, Oesophagostomum y 

Marshallagia, pueden ser importantes en algunas circunstancias, pero normalmente 

forman parte de una infección mixta 27. 

Las encuestas de prevalencia y estudios de epidemiología de campo llevados a 

cabo en diversas regiones de Europa proporcionan una imagen cualitativa de la 

distribución e importancia relativa de las diferentes especies de NGI. Así pues, de 

acuerdo con las observaciones sobre su biología, H. contortus tiende a ser más común 

y a constituir una mayor amenaza para la salud y producción ovina en las zonas más 

cálidas del sur, mientras que T. circumcincta es el nematodo dominante en las regiones 

templadas y septentrionales. Trichostrongylus y Nematodirus en cambio, son ubicuos y 

su importancia varía a escala local 27,43.  

Por lo que se refiere a N. battus, es también causa importante de enfermedad 

en corderos de la zona norte de Europa, debido a que los huevos de esta especie 

generalmente requieren un enfriamiento prolongado a temperaturas inferiores a 11 °C 

antes de su eclosión 44. Sin embargo, algunos estudios más recientes han demostrado 

que existen poblaciones de huevos que son capaces de eclosionar sin la necesidad de 

este estímulo, lo que explica el creciente aumento de la presencia de esta especie 

también en zonas del sur 45,46. Además, la dureza de los huevos y el retraso en la 

eclosión facilita a este género, junto con Marshallagia, para su transmisión en climas 

áridos del norte de África 47, y, en la zona seca paramediterránea 27. 

La importancia de las distintas especies como causantes de enfermedades en el 

ganado ovino depende no sólo de su presencia, sino también de su abundancia y de los 
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patrones estacionales de infección en relación con el ciclo de producción. En particular, 

las infecciones mixtas son comunes en todas las regiones.  

Así, incluso donde H. contortus es común, es probable que se encuentre junto a 

T. circumcincta y Trichostrongylus spp., siendo la enfermedad el resultado de 

complejas interacciones entre cada especie y la fisiología e inmunidad del hospedador 

48,49, así como entre los propios parásitos 50,51. 

En los últimos años se están evidenciando cambios en la distribución de las 

diferentes especies de NGI por todo el mundo como consecuencia de la capacidad de 

adaptación progresiva de algunos parásitos a condiciones climáticas desfavorables, 

pero también como consecuencia del creciente aumento de la temperatura media 

anual derivada del calentamiento global. El aumento de la temperatura en las regiones 

templadas favorece notablemente la supervivencia y desarrollo de los parásitos en el 

medio ambiente, así como la transmisión de numerosas enfermedades 4,52 . 

Es por ello que durante los últimos años H. contortus, una especie clásicamente 

termófila, con un rango de temperatura óptimo alto en relación con otros 

tricostrongílidos, así como una mayor resistencia a la desecación y a la irradiación 

ultravioleta 29, ha ido adquiriendo mayor importancia en Europa, especialmente en la 

zona norte 53, así como N. battus lo ha hecho en la zona sur 27. Este mismo fenómeno 

se ha descrito también en otras zonas del mundo como Estados Unidos 31 y Australia 54, 

y se espera que esta situación siga agravándose de manera importante con el paso de 

los años 53,55. 

En el modelo epidemiológico de la Península Ibérica que se encuentra en 

condiciones de secano, hay un incremento del número de larvas en el pasto entre 

octubre y febrero (máximo en noviembre), según regiones, y un descenso posterior en 

marzo-abril, desapareciendo prácticamente entre junio y septiembre. En áreas de 

regadío, el modelo se caracteriza por tres máximos de larvas. El primero se extiende 

hasta abril y procede de los huevos eliminados por los animales durante el pastoreo 

del otoño anterior. El segundo comprende mayo y junio, y está originado por el 

desarrollo de los huevos de la elevación de periparto de marzo. El último abarca los 

meses de octubre a diciembre y se debe a los huevos eliminados al final del verano 24. 
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2.3 Fisiopatología y signos clínicos producidos por los NGI 

La presencia de los NGI en el abomaso e intestino de los rumiantes provoca  

importantes alteraciones en la función gastrointestinal, así como en metabolismo 

proteíco, energético y mineral. Numerosos estudios han confirmado que los animales 

parasitados muestran una reducción en el nivel de ingestión, así como alteraciones del 

comportamiento 56–60. Todo esto implica disminuciones significativas del rendimiento 

productivo de los animales 61,62, que en definitiva se traduce en importantes pérdidas 

económicas para la industria ganadera 63–65. 

Aquellas especies localizadas en el abomaso van a provocar hipertrofia de la 

mucosa, como consecuencia de una infiltración de células inflamatorias; hiperplasia 

general de las células productoras de moco, combinada con una erosión de las células 

mucosas epiteliales superficiales; y disminución del número de células parietales 

funcionales, responsables de la producción de ácido clorhídrico (HCl) y su sustitución 

por células anormales no diferenciadas 61.  

La alteración de la producción de HCl influye en el pH del contenido del 

abomaso. Se ha observado aumentos de 2,6 a 3,6, con picos transitorios de hasta 6,0, 

dependiendo del curso de la infección 61.  

Este aumento del pH reduce la conversión del pepsinógeno en pepsina activa, 

facilitanto el paso de macromoléculas, como el pepsinógeno, al torrente sanguíneo a 

través de los complejos de unión entre las células endoteliales y epiteliales dañadas 58. 

También favorece la posible colonización del tracto digestivo con bacterias que 

normalmente son inactivadas por el bajo pH en animales no infectados, favoreciendo 

la aparición de diarrea y produciendo alteraciones de los niveles circulantes de 

hormonas gastrointestinales, como la gastrina. 

El aumento de la secreción de gastrina se ha descrito en algunas especies de 

NGI como H. contortus y T. circumcincta, relacionándose con el aumento de la 

contractibilidad del abomaso y del peristaltismo intestinal 24, que pueden verse 

afectados también por sustancias liberadas de origen parasitario, como las 

colinesterasas de los nematodos 66.  
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En la necropsia pueden hallarse parásitos embebidos en la mucosa junto con 

lesiones crateriformes (áreas uniformemente grisáceas con bordes intensamente 

marcados). La lámina propia aparece engrosada, edematosa e infiltrada por células 

inflamatorias. Como consecuencia, se produce un incremento de la permeabilidad de 

los capilares y venas, apertura de las uniones entre las células epiteliales y pérdida de 

proteínas plasmáticas en el intestino, lo que desencadena hipoalbuminemia. En las 

áreas afectadas, se observa una atrofia de las vellosidades de grado variable, junto con 

un adelgazamiento de la mucosa y redondeamiento de los ápices de las células 

epiteliales, con microvellosidades escasas e irregulares. Los NGI de localización 

intestinal, tales como T. colubriformis y T. vitrinis, producen una patología similar en la 

porción anterior del intestino delgado. 

En conjunto, estos cambios afectan a los procesos digestivos del abomaso, 

disminuyendo la digestibilidad del alimento como consecuencia de la reducción de las 

funciones enzimáticas, del aumento del peristaltismo, de la pérdida de proteínas 

plasmáticas y malabsorción. El rápido recambio de las células epiteliales origina 

malabsorción, puesto que las células epiteliales inmaduras carecen de las enzimas 

necesarias para la digestión, reduciendo de esta manera el transporte de vitaminas, 

aminoácidos e hidratos de carbono 67. 

Por tanto, la deficiencia proteica es consecuencia de la disminución de la 

ingestión voluntaria de los animales, la menor eficiencia de digestión de proteínas, la 

pérdida de proteínas en el tracto gastrointestinal por la ruptura de la barrera epitelial y 

el desvío de proteínas hacia respuestas inmunitarias e inflamatorias 68. 

En las infecciones monoespecíficas con nematodos abomasales, la reducción de 

consumo de alimento se explica por el aumento de las concentraciones de gastrina en 

sangre y la liberación de gastrina y pepsinógeno en el abomaso 66. En el caso de los 

nematodos localizados a nivel intestinal, Sykes & Coop 69 sugirieron que la reducción se 

debe a un desequilibrio en la cantidad de aminoácidos que llegan al hígado y a los 

tejidos periféricos. Esto se debe al secuestro prioritario de aminoácidos para la 

recuperación del tejido gastrointestinal y para el desarrollo de la expresión de la 

respuesta inmunitaria.  
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La infección producida por H. contortus desencadena además otra serie de 

alteraciones derivadas de la capacidad hematófaga de las L4s y los adultos, así como de 

su elevado índice reproductivo en comparación con otros géneros de NGI. La mucosa 

gástrica además de inflamada, se puede encontrar cubierta de petequias, que en 

ocasiones pueden llegar a úlceras. Cada parásito es capaz de absorber entre 30 y 50 µL 

de sangre al día, lo que puede derivar en estados severos de anemia 28.  

Hay que tener en cuenta que la carga parasitaria influye de manera importante 

en la aparición de signos clínicos. Normalmente, las cargas bajas tienen poco impacto 

en la salud de los animales, dando lugar a la aparición de sintomatología subclínica,  

mientras que infecciones elevadas pueden llegar a producir enteritis severa y diarrea 

acompañado de una importante pérdida de peso en los animales, letargo y 

deshidratación 58,67. En el caso de H. contortus, el más patógeno de todos ellos, puede 

causar además fuerte anemia, edema e incluso la muerte del animal 70. 

La gravedad de la infección también depende de otros factores como la edad 

del hospedador, el estado nutricional e inmunológico del animal, la virulencia de la 

cepa del parásito, etc. Además, los factores ambientales locales comentados 

anteriormente también pueden agravar la situación 71.  
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3. CONTROL DE LAS INFECCIONES PRODUCIDAS POR 

NEMATODOS GASTROINTESTINALES MEDIANTE LA 

ADMINISTRACIÓN DE FÁRMACOS ANTIHELMÍNTICOS 

Durante muchos años el control de este tipo de infecciones en el ganado se ha 

llevado a cabo satisfactoriamente mediante el uso de fármacos AHs 72. A grandes 

rasgos, los fármacos AHs se pueden dividir en dos grandes grupos: de amplio espectro 

y de espectro reducido. Los AHs de amplio espectro se caracterizan por ser eficaces 

frente a un amplio rango de parásitos helmintos, entre ellos diferentes especies de NGI 

73. Desde su comercialización, han sido los más utilizados en el control de las 

infecciones producidas por NGI en el ganado ovino debido a su gran eficacia y amplio 

margen de seguridad. Sin embargo, su excesiva e incorrecta utilización ha dado lugar a 

la aparición de la resistencia antihelmíntica (RA) en todo el mundo 72,74. Las principales 

familias de fármacos AHs de amplio espectro comercializadas se explican a 

continuación.  

3.1 Bencimidazol-carbamatos y probencimidazoles  

A partir de la entrada en el mercado del tiabendazol 75, se comenzaron a 

introducir nuevos derivados fruto de la fuerte competencia existente entre las 

compañías farmacéuticas 76. 

Los primeros BZs comercializados (tiabendazol y parbendazol) presentaban un 

espectro de acción reducido, sin embargo, con el paso del tiempo comenzaron a 

aparecer otros que actuaban no solo frente a NGI, sino también frente a nematodos 

pulmonares, cestodos y trematodos (oxibendazol, mebendazol, etc.) 77. Estos 

compuestos, demostraron poseer una elevada eficacia frente a las formas adultas y 

larvarias del parásito, mientras que los introducidos años después (albendazol, 

fenbendazol, oxfendazol y ricobendazol), también demostraron ser eficaces frente a 

las larvas en hipobiosis 78. El incremento de la actividad de los nuevos BZs se reflejó en 

una reducción de su dosis terapéutica, siendo de 25-50 mg/kg en el caso del 

tiabendazol, de 15 mg/kg para el mebendazol y de 5 mg/kg para el fenbendazol o 

albendazol, todos ellos por vía oral. 
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Una característica común de los BZs es que presentan una solubilidad muy 

limitada y, por tanto, también una absorción limitada en el organismo 79. Este hecho ha 

dificultado su utilidad en el tratamiento de infecciones de tipo sistémico como la 

equinococosis alveolar o quística, o las nematodosis pulmonares 80. Sin embargo, 

aquellos BZs menos solubles persisten durante periodos de tiempo más prolongados 

en el plasma y en el tracto gastrointestinal, lo que explica, en parte, la mayor actividad 

antihelmíntica de fármacos como el fenbedazol en comparación con el tiabendazol o el 

cambendazol 81,82. 

Los pro-BZs son fármacos inactivos que se convierten enzimáticamente en etil o 

metil BZ carbamatos, mayoritariamente en el hígado, una vez que son absorbidos por 

el hospedador. De este modo reciben el nombre de precursores de los BZs 82. Su 

desarrollo se inició principalmente como una forma de aumentar su  solubilidad 83. 

Entre ellos encontramos el febantel, netomibin y el tiofanato. Una vez en el organismo, 

el febantel se transforma en fenbendazol, el netobimin en albendazol y el tiofanato en 

un compuesto bencimidazólico no comercializado como tal. 

Esta familia de fármacos también favorece el control epidemiológico de la 

infección debido a su actividad ovicida. Esto se debe a que los huevos de muchas 

especies de nematodos, cuando se exponen a uno de estos fármacos en el contenido 

intestinal de los animales tratados, no eclosionan después de eliminarse con las heces 

en los pastos 84.  

El mecanismo de acción inicial de esta familia de compuestos se pensaba que 

era la inhibición de varias enzimas metabólicas del parásito, como la fumarato 

reductasa y la malato deshidrogenasa 85,86. Sin embargo, estudios posteriores 

establecieron que el mecanismo principal de los BZs es la unión selectiva a la beta-

tubulina del parásito, lo que inhibe selectivamente la polimerización de los 

microtúbulos en las células  de  los  nematodos, provocando  la destrucción de la 

estructura celular y la consiguiente muerte del parásito (Fig. 6) 87. 

Los microtúbulos son estructuras intracelulares que se forman por la 

combinación de dos proteínas de unos 450 aminoácidos que se denominan α- tubulina 

y β-tubulina. Estos, son vitales para la supervivencia de las células eucariotas y 
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desempeñan funciones intracelulares críticas que incluyen la formación de un 

citoesqueleto dinámico, el transporte intracelular, la absorción de nutrientes y la 

división celular 77,88. 

 

Figura 6. Mecanismo de acción de bencimidazoles. Inhibición de la polimerización del microtúbulo por la 

unión del bencimidazol a la β-tubulina. Figura adaptada de Dib Brusales 89. 

3.2 Lactonas macrocíclicas 

La acción antihelmíntica de las lactonas macrocíclicas (LMs) se descubrió por 

primera vez a principios de los años 70, siendo la ivermectina el primer fármaco 

introducido en el mercado, en 1981 90. Estos compuestos son los AHs más utilizados en 

medicina veterinaria en todo el mundo 74. Su éxito se debe a su potente y amplio 

espectro de actividad frente a nematodos y artrópodos, a su perfil de seguridad y a su 

fácil administración 91.  

 Las LMs se dividen en dos grupos: las avermectinas y las milbemicinas. Las 

avermectinas son productos resultantes de la fermentación de Streptomyces 

avermitilis e incluyen la abamectina, la ivermectina, la doramectina y la eprinomectina. 

El otro grupo de fármacos es el de las milbemicinas, obtenidas a partir de la 

fermentación de S. hygroscopicus (milbemicina D) y S. cyanogrisum (moxidectina). La 

más utilizada es la moxidectina y, en menor medida, la selamectina y la milbemicina D 

92. La dosis indicada para el tratamiento de los NGIs es bastante menor en 

comparación con el grupo de los BZs. Se recomienda la administración oral de 

ivermectina, abamectina y doramectina a una dosis de 0,2 mg/kg, mientras que la 
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moxidectina se recomienda a una dosis de 1 mg/kg. Además, son eficaces frente a NGI, 

nematodos pulmonares, ácaros de la sarna e insectos como Oestrus ovis. 

Ambos grupos de LMs comparten algunas propiedades fisicoquímicas 

generales. Aún así, presentan pequeñas diferencias en la estructura química que 

determinan cambios en su comportamiento farmacocinético, lo que se traduce en 

diferencias en la eficacia y la biodisponibilidad de las mismas en el organismo 93. En el 

caso de la moxidectina, se ha comprobado que su persistencia en el organismo es 

mayor que en el caso de la ivermectina o la abamectina, de ahí su utilización en 

formulaciones de acción prolongada. Esto se puede explicar debido a su mayor lipofilia 

y menor afinidad por la glicoproteína P (P-gp) 94,95. En este sentido, se ha comprobado 

que la moxidectina es la más eficaz de todas las LMs para el tratamiento de infecciones 

producidas con cepas resistentes 96. 

Los primeros estudios en este campo propusieron que el mecanismo de acción 

de las LMs se basaba en la estimulación de la liberación del ácido gamma 

aminobutírico (GABA), un neurotransmisor inhibitorio del Sistema Nervioso Central 

97,98, sin embargo, ahora se consideran dianas secundarias 99. Tiempo después, 

sugirieron que la acción de las LMs viene dada principalmente por la interacción de las 

mismas con los canales de cloro (Cl-) activados por glutamato (GluCls), miembros de la 

superfamilia de canales iónicos activados por ligandos (LGIC) 100–102. Estos GluCls son 

receptores inhibidores que se encuentran en los tejidos neuronales y musculares de 

nematodos, insectos y garrapatas, lo que les hace dianas farmacológicas ideales 103.  

La interacción de las LMs con los GluCls provoca un incremento en la 

permeabilidad neuromuscular de los Cl- 91 que desencadena una hiperpolarización. Por 

lo tanto, el fármaco bloquea la neurotransmisión en las sinapsis neuromusculares (Fig. 

7), lo que se traduce en una parálisis de los músculos faríngeos y somáticos del 

parásito 104.  

Por lo tanto, al funcionar como agonistas de LGIC, las LMs producen una 

parálisis flácida de la musculatura somática y de los órganos reproductivos en los 

nematodos, que da lugar un cese en la ingestión de alimento debido a la inhibición del 

peristaltismo faríngeo.  
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Figura 7. Modo de acción de la avermectina en la sinapsis de los nematodos. Tomada de Õmura 104. 

Además, otros LGIC, como por ejemplo, los canales iónicos activados por la 

dopamina y la serotonina pueden verse también afectados por las LMs, contribuyendo 

así a la sensibilidad a los fármacos 105–107. Por consiguiente, estos compuestos podrían 

tener un efecto más global en la neurotransmisión de los nematodos de lo que se 

había apreciado inicialmente.  

3.3 Imidazotiazoles 

A pesar de que el tetramisol fue el primer AH imidazotiazol que se introdujo en 

el mercado veterinario en 1967 108, el levamisol es el más utilizado en el mundo 109.  

El tetramisol está formado por una mezcla racémica de isómeros D y L, de los 

cuales el isómero levógiro (L) purificado, el levamisol, es el que le confiere la actividad 

frente a nematodos. Este descubrimiento permitió utilizar el levamisol a la mitad de 

dosis que el tetramisol, reduciéndose así el riesgo de toxicidad 87. 

Estos fármacos son eficaces frente a nematodos adultos y larvas del tracto 

gastrointestinal, y pulmón, aunque pierden eficacia frente a larvas en hipobiosis y 

carecen de actividad ovicida. Las dosis terapéuticas recomendadas son de 5 mg/kg 

para administraciones intramusculares y subcutáneas, y de 8 mg/kg para 

administraciones orales. Además, no presentan actividad frente a cestodos y 

trematodos 110. 
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Los  imidazotiazoles actúan selectivamente como agonistas colinérgicos en los 

receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChRs) sinápticos y extra-sinápticos de las 

células musculares del nematodo 111,112. Estos receptores en los nematodos son muy 

similares a los descritos en los mamíferos. Están formado por cinco subunidades (2α, 

1β, 1γ y 1δ) y se encargan de controlar el flujo de sodio (Na2+), potasio (K+) y en menor 

medida calcio (Ca2+). Se ha observado que el sitio de unión se encuentra en la 

subunidad α de todos los receptores nicotínicos 113.  

La activación persistente de los canales de cationes en las uniones 

neuromusculares, a través de la unión de estos fármacos, da como resultado la 

despolarización sostenida del sistema neuromuscular del nematodo, provocando una 

contracción y parálisis muscular espástica 114. El parásito por lo tanto, no es capaz de 

moverse libremente, alimentarse ni reproducirse, lo que conduce a su muerte o a su 

expulsión al medio externo 87. 

3.4 Derivados de aminoacetonitrilo 

En 2008 se descubrió una clase nueva de compuestos sintéticos que mostraban 

elevada eficacia frente a los NGI, los derivados del aminoacetonitrilo (DAA) 115. Estos 

primeros compuestos activos de DAA fueron fruto de un proyecto de descubrimiento 

de AHs llevado a cabo por la empresa Novartis Animal Health, el cual se centró en el 

cribado compuestos previamente identificados como interesantes para indicaciones 

agrícolas. En primer lugar, estos compuestos de prueba se evaluaron in vitro mediante 

un ensayo fenotípico de cribado de compuestos denominado ensayo de desarrollo 

larvario o LDT (del inglés, larval development test), utilizando para ello larvas de H. 

contortus y T. colubriformis. A continuación, se llevaron a cabo estudios de eficacia y 

tolerabilidad en un modelo de roedor infectado con ambas especies, el jerbo de 

Mongolia 115–117. 

A partir de los resultados iniciales obtenidos con las moléculas más activas, se 

generaron más de 700 análogos diferentes de DAA con el fin de evaluar su potencial 

actividad antihelmíntica. Este proceso condujo a la identificación de las moléculas más 

activas, que luego fueron evaluadas en ovinos y bovinos. Después de toda la batería de 
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pruebas, se seleccionó el compuesto AAD-1566 (monepantel) para entrar en la fase de 

desarrollo industrial  118. 

En 2009 y 2010 el monepantel se comercializó por primera vez en Nueva 

Zelanda y Australia, respectivamente 119. La Organización Mundial de la Salud dio al 

AAD-1566 el nombre de monepantel y lo introdujo como AH para ovejas (Zolvix™, 

Novartis Animal Health). Su utilización se recomendó en el caso de encontrar 

nematodos resistentes al resto de fármacos AHs. Posteriormente se registró para su 

uso en otras regiones de producción ovina importantes como Reino Unido, Países 

Bajos, Australia, Uruguay, Argentina y Brasil. 

Una dosis oral de 2,5 mg/kg de monepantel ha mostrado elevada actividad 

frente a L4s y adultos de H. contortus, Teladorsagia spp, Trichostrongylus spp, Cooperia 

spp, Nematodirus spp, C. ovina y O. venulosum, incluyendo aislados resistentes a BZs, 

LMs, imidazotiazoles y a la combinación comercializada de derquantel y abamectina 

118,120. 

El modo de acción de los DAA fue descrito por primera vez por Kaminsky et al.  

116 en el nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans y en H. contortus. Estos 

compuestos causan una hipercontracción de los músculos de la pared corporal que 

conduce a la parálisis, contracciones espasmódicas de la porción anterior de la faringe 

y, finalmente, la muerte del nematodo. La subunidad nAChR ACR-23 fue identificada 

como la diana molecular en C. elegans 121, lo que permitió posteriormente buscar 

proteínas homólogas en H. contortus. De esta manera, se identificaron varias 

mutaciones independientes en el gen monepantel-1 (Hco-mptl-1) en cepas mutantes 

de H. contortus que presentaban una sensibilidad reducida a monepantel. Este 

hallazgo apoya la idea de que la subunidad Hco-MPTL-1 de nAChR de la subfamilia 

DEG-3, es la diana de acción principal de los DAA en esta especie 122. Dicha proteína es 

única y específica de nematodos, lo que hace que sea una diana farmacológica muy 

atractiva para el desarrollo de nuevos fármacos 123. 

Por lo tanto, el monepantel actúa como un modulador alostérico positivo de la 

subunidad Hco-MPTL-1 , que se ve forzada a abrirse ante un estímulo siendo incapaz 

de volver a cerrarse, lo que resulta en un flujo constante e incontrolado de iones y, 
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finalmente, en una despolarización de las células musculares que conduce a la parálisis 

118. 

Algunos estudios más recientes han observado que el monepantel es activo en 

múltiples subtipos de nAChRs, sugiriendo que podría presentar un mecanismo de 

acción más complejo de lo que se pensaba, ya que probablemente implique múltiples 

dianas de acción 124.   

3.5 Espiroindoles 

El derquantel  fue el primer fármaco comercializado de la familia de los 

espiroindoles. Se trata de un compuesto semisintético derivado de la parahercuamida, 

un producto resultante de la fermentación de Penicillium simplicissimum. Se introdujo 

en el mercado en 2010 en Nueva Zelanda y Sudáfrica bajo el nombre comercial de 

STARTECT® 125. La falta de uniformidad en la eficacia del mismo frente a todos los 

géneros de NGI hizo que se comercializara en combinación con la LM abamectina, con 

la que presenta una interacción sinérgica 126.  

El derquantel actúa como antagonista de nAChRs del subtipo B mediante la 

inhibición de los canales 45-pS de los receptores, lo que provoca una parálisis flácida 

del parásito, facilitando su expulsión del hospedador 127 

Por sí solo, una dosis de 2 mg/kg de derquantel es eficaz frente a adultos y L4s 

de Trichostrongylus spp. y C. curticei, así como frente a adultos de H. contortus y N. 

spathiger. Sin embargo, la eficacia frente a T. circumcincta es algo menor y más 

variable (70-95%), y escasa frente a adultos de O. columbianum y T. ovis 126. Sin 

embargo, la combinación comercializada de derquantel con abamectina (2 mg/kg 

derquantel y 0,2 mg/kg abamectina) es activa frente a todas las L4s y adultos de los NGI 

de mayor importancia económica, incluso en cepas resistentes a las principales 

familias de fármacos AHs, con la excepción de T. trifurcata, en la que la eficacia se ve 

reducida al 95,9% 128. 
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3.6 Otros fármacos antihelmínticos 

A continuación se incluyen algunos AHs de espectro más reducido que se 

utilizan para el tratamiento de los NGI en ovejas en menor medida que los descritos 

anteriormente.  

 Los miembros del grupo de las tetrahidropirimidinas son el pirantel, morantel  

y oxantel. El pirantel (sales de pamoato y tartrato) es el primer compuesto de 

esta familia que se introdujo en 1966 como AH de amplio espectro para tratar 

los NGI de las ovejas. Posteriormente se desarrolló para su uso en vacas, 

cerdos, caballos, perros y gatos. Más tarde, el morantel y el oxantel fueron 

introducidos como compuestos nematocidas 129. Estos AHs son activos contra 

las formas adultas y las L4s de los NGI, pero no contra las formas inmaduras ni 

las larvas hipobióticas, y tampoco tienen acción sobre los cestodos ni 

trematodos. Su mecanismo de acción es similar al de los imidazotiazoles, ya 

que actúan como agonistas colinérgicos selectivos a través de la estimulación 

de los receptores colinérgicos nicotínicos de los nematodos. En definitiva, 

provocan una parálisis espástica de los parásitos 87.  

 El closantel, es activo frente a trematodos hepáticos adultos y H. contortus, sin 

embargo, tiene una eficacia limitada contra otros NGI. Pertenece al grupo de 

las salicilanilidas, cuyo mecanismo de acción consiste en la inhibición del 

metabolismo energético desacoplando la fosforilación oxidativa mitocondrial 

del parásito 130. 

 El nitroxinil es un AH de espectro reducido perteneciente al grupo de los 

fenoles halogenados. Presenta actividad frente a algunos NGI como 

Bunostomun spp., Haemonchus spp. y Oesophagostomum spp 109. Su 

mecanismo de acción es muy similar al de las salicilanilidas ya que interfiere en 

el metabolismo respiratorio de los helmintos, bloqueando la producción de 

energía por inhibición de la fosforilación oxidativa mitocondrial del parásito 131. 

 El triclorfón es un antiparasitario de la familia de los organofosforados que se 

ha utilizado en el control de infecciones de algunos NGI del ganado, así como 
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en el control de ectoparasitos e insectos 132. Se trata de un inhibidor de la 

acetilcolinesterasa, por lo que provoca una acumulación excesiva del 

neurotransmisor acetilcolina a nivel del espacio sináptico. Debido a esto, los 

parásitos mueren o quedan paralizados y son expulsados al exterior por el 

hospedador. Algunos estudios han demostrado que su administración produce 

efectos adversos en diferentes especies de animales, por lo que su uso es muy 

cuestionable en la actualidad 133. 



53 

 

4. RESISTENCIA ANTIHELMÍNTICA 

La RA se define como una pérdida hereditaria de sensibilidad a un AH en una 

población de parásitos que en el pasado fue susceptible al mismo 134.  

Se puede hablar de tres tipos de RA: resistencia cruzada, lateral y múltiple. La 

resistencia cruzada es el primer tipo de resistencia en el que una cepa de parásitos es 

capaz de tolerar las dosis terapéuticas de AHs que no están relacionados 

químicamente o que tienen un mecanismo de acción diferente. El segundo, es la 

resistencia lateral y es una condición en la que la RA se debe a la selección por otro AH 

que tiene un mecanismo de acción similar. Esto se ha observado entre los diferentes 

compuestos que forman la familia de los BZs. También se han descrito casos de cepas 

resistentes al levamisol que han desarrollado resistencia al morantel. El desarrollo de 

resistencia a dos o más AH con un mecanismo de acción similar o diferente, ya sea por 

selección de cada grupo de forma independiente o por resistencia lateral, es el tercer 

tipo de resistencia y se conoce como resistencia múltiple 135. 

Actualmente, los fármacos AHs son la base del control de las infecciones 

causadas por helmintos en animales, y probablemente seguirán siéndolo en el futuro 

debido a la falta general de vacunas antiparasitarias 136. En los últimos 50 años, el 

control químico de los parásitos en los animales ha sido exitoso debido a la notable 

eficacia de los mismos, el buen margen de seguridad general, la naturaleza de amplio 

espectro y los bajos costes de los AHs. Lamentablemente, la aplicación de los fármacos 

AHs de forma intensiva ha dado lugar a un grave y dramático nivel de RA 137. Este 

creciente desarrollo de la RA en los parásitos del ganado está amenazando la salud y la 

producción de los animales en todo el mundo.  
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4.1 Factores que favorecen la aparición de RA 

La eficacia de los fármacos AHs modernos es de aproximadamente el 99% 

contra las cepas susceptibles. Los parásitos que sobreviven al tratamiento son 

eliminados en el medio ambiente contaminando los pastos, lo que conduce al 

desarrollo de generaciones de parásitos resistentes y por tanto de RA debido a la 

presión de selección 136.  

La tasa de desarrollo de la resistencia está influenciada por muchos factores 

que pueden englobarse en tres grupos: genéticos, biológicos y de manejo. Los factores 

genéticos se relacionan con la frecuencia y la perpetuación de los genotipos vinculados 

a la resistencia, mientras que los biológicos están relacionados con posibles cambios 

en la patogenia y/o morfología del parásito según sea resistente o susceptible.  Los 

factores de manejo son considerados los más importantes ya que dependen 

directamente del ganadero y constituyen la base de los programas de gestión de la 

resistencia. Sin embargo, es necesario comprender los factores genéticos y biológicos 

para llegar a los procedimientos de manejo correctos 138.  

La frecuencia del tratamiento es uno de los factores más importantes asociado 

al desarrollo de la RA según diferentes autores 139–141. Se ha observado que se 

desarrolla más rápidamente en las regiones donde los animales son desparasitados 

regularmente. Un corto intervalo de tiempo entre los tratamientos puede dar como 

resultado una presión de selección muy intensa sobre los parásitos. El principio 

fundamental de la selección de la RA es que el tratamiento ofrece a los parásitos 

supervivientes una ventaja reproductiva y de replicación sobre los susceptibles, 

durante unas 2 o 3 semanas después de la administración del AH 142,143. 

Otro factor importante es la administración de una dosis incorrecta de AH. 

Esto se debe principalmente a que la estimación visual del peso es el método más 

comúnmente aplicado para calcular la dosis de AH que se debe administrar a los 

animales, lo que a menudo es inapropiado y puede conducir a la subdosificación. 

También puede ocurrir que las pistolas dosificadoras no se calibren correctamente o 

que existan infecciones mixtas de parásitos con susceptibilidades distintas al fármaco 

41,144. Todo esto permite la supervivencia de nematodos tanto homocigóticos como 
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heterocigotos resistentes, eliminando solo a los homocigotos susceptibles y, 

contribuyendo por tanto, a la selección de cepas resistentes 145 

El sistema de manejo y la época de tratamiento también tienen una fuerte 

influencia sobre el desarrollo de la RA. La administración de tratamientos masivos 

profilácticos ha contribuido también al desarrollo generalizado de la RA 136. Además, 

durante años, una práctica recomendada ha sido la administración de un AH y el 

traslado de los animales a zonas poco o nada contaminadas, lo que se conoce como 

“dose and move system”. Otra práctica común es la planificación de la administración 

del tratamiento en las estaciones secas para reducir la rápida reinfección de los 

animales. Sin embargo, estos sistemas de manejo, ejercen una fuerte presión de 

selección y contribuyen al desarrollo de resistencias, ya que la descendencia de los 

parásitos que resisten el tratamiento contamina los pastos “limpios” 146.  

Hay otros factores que también pueden contribuir al desarrollo de la RA, como 

el uso frecuente y continuado de un único fármaco, sin alternar con ningún otro de 

una familia química diferente 146, la introducción de parásitos resistentes en el rebaño 

mediante la adquisición de animales de otras explotaciones, o el pastoreo de 

diferentes especies de animales en el mismo lugar, como por ejemplo cabras y ovejas. 

Sin embargo, hay autores que han descrito este último método de manejo como 

medida de prevención de la aparición de resistencia 138,142. Otro factor podría ser la 

utilización de formulaciones de acción prolongada. Estos fármacos retrasan la 

reinfección ya que poseen una acción persistente, sin embargo, a medida que la 

concentración de AH disminuye hasta concentraciones subletales, los parásitos 

resistentes son capaces de sobrevivir dentro del hospedador, mientras que los 

susceptibles habrán sido eliminados, acelerando así el desarrollo de la RA 147.  

4.2 Mecanismos por los que se desarrolla la resistencia antihelmíntica y 

su detección a nivel molecular 

La comprensión de los mecanismos por los que se desarrolla la RA puede 

ayudar a predecir mejor la rapidez con la que aparecerá en un rebaño, además de 

tratarse de una herramienta para estudiar la biología del parásito y las posibles dianas 
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terapéuticas para el desarrollo de nuevos fármacos. A continuación, se describen los 

mecanismos por los que se desarrolla la RA en las familias de fármacos más utilizados, 

los BZs y las LMs.  

4.2.1 Resistencia a los bencimidazoles 

El mecanismo de resistencia más estudiado y conocido es el de los BZs. Este, se 

ha vinculado definitivamente a mutaciones en el gen que codifica el isotipo 1 de la β-

tubulina de los nematodos. Según numerosos estudios, los polimorfismos de un solo 

nucleótido (SNPs, del inglés single nucleotide polymorfism) en los codones 167, 198 y 

200 de este son los responsables de causar la resistencia 136,148. La mutación en el 

codón 200 se ha descrito como la más frecuente, seguido de la mutación en el codón 

167 y por último, en el codón 198 136,148–150. 

Dichos cambios dan lugar a alteraciones de las secuencias de aminoácidos que 

posteriormente, cambian la estructura tridimensional de la proteína. Se cree que los 

cambios en la estructura de la proteína inhiben la unión o disminuyen la afinidad de las 

moléculas de BZ a los sitios objeto de unión en la β-tubulina 151. 

Los codones 167 y 200 comparten el mismo SNP, una sustitución de la segunda 

timina por adenina (TTC  TAC), que da lugar a las sustituciones de aminoácidos de 

fenilalanina  a tirosina 152,153. En el codón 167, también se ha observado una 

sustitución de aminoácidos de fenilalanina a histidina 148. La mutación en el codón 198 

se debe a la sustitución de la adenina por una citosina (GAA  GCA), lo que da lugar a 

una sustitución de ácido glutámico a alanina 153, aunque recientemente, también se 

han encontrado otras sustituciones en el codón 198 que producen cambios de un 

ácido glutámico a leucina 154,155, valina , lisina  o isoleucina  154. 

Otros estudios han sugerido la implicación del gen que codifica el isotipo 2 de la 

β-tubulina en H. contortus, en la resistencia a los BZs 152,156. Sin embargo, los datos que 

apoyan esta afirmación son escasos y poco concluyentes 157. 

Estas mutaciones son capaces de detectarse mediante el uso de técnicas 

moleculares. La mayoría de estas técnicas se basan en la reacción en cadena de la 

polimerasa o PCR (del inglés polymerase chain reaction), entre las que se pueden 
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encontrar distintos tipos como la PCR alelo específica o AS-PCR (del inglés allele 

specific-PCR) y la PCR con análisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de 

restricción o PCR-RFLP (del inglés PCR – Restriction Fragment Lengh Polymorphism), 

que permiten detectar la presencia de SNPs, y la PCR en tiempo real (qPCR, 

quantitative PCR), que permite su cuantificación. Cabe destacar también la técnica de 

pirosecuenciación como una estrategia de secuenciación que permite la cuantificación 

de SNPs alelo-específicos de manera precisa, reproducible y de alto rendimiento 158. 

Esta tecnología se basa en la detección cuantitativa de señales luminosas que se 

generan como resultado de una reacción multienzimática. Tras la adición de 

nucleótidos al cebador de secuenciación unido a la cadena complementaria de ADN 

diana, se libera pirofosfato en una cantidad equimolar a la cantidad de nucleótidos 

incorporados. El pirofosfato se convierte entonces en ATP, que finalmente es utilizado 

por la luciferasa para producir una señal luminosa que es detectada por un dispositivo 

de cámara de carga acoplada. Mediante la adición de los cuatro nucleótidos posibles, 

de uno en uno, en una secuencia predeterminada, se determina la secuencia de 

nucleótidos de la plantilla. La luz producida en la reacción catalizada por la luciferasa 

es detectada por una cámara y analizada en un pirograma 159.  

Todas estas técnicas moleculares han experimentado una importancia 

creciente en el estudio de la RA en los NGI pues se tratan de pruebas muy específicas 

que además permiten detectar bajos niveles de resistencia 150. Su aplicación permite el 

diagnóstico temprano, rápido y preciso de la resistencia 160. Sin bien es cierto que su 

diseño y utilización requiere el conocimiento y comprensión previos de la naturaleza 

molecular de las distintas resistencias, lo que en muchos casos no se tiene del todo 

claro 159.  

4.2.2 Resistencia a las lactonas macrocíclicas 

Los mecanismos moleculares que determinan la resistencia a las LMs siguen 

siendo un tema de estudio en la investigación parasitológica veterinaria 157. Como se 

comentó anteriormente, las LMs actúan como agonistas sobre la unidad α de los 

receptores GluCl, por lo que la resistencia ocurre por modificaciones en las 

subunidades del receptor GluCl y/o por la mayor expresión de una proteína de 
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membrana, la P-gp, impidiendo que el fármaco alcance las concentraciones activas en 

los receptores GluCl de los parásitos resistentes 136. Los resultados de algunos estudios 

in vivo han demostrado que aquellos parásitos resistentes a las avermectinas lo son 

igualmente a las milbemicinas, en particular a la moxidectina, por ser fármacos 

relacionados químicamente que tienen un mecanismo de acción similar 161. 

Blackhall et al.  162 observaron un aumento de la frecuencia de un alelo del gen 

putativo codificante de la subunidad α de los canales GluCl en una cepa de H. 

contortus resistente a la ivermectina y moxidectina, por lo que sugirieron que la 

mutación de este gen inducía la resistencia a las LMs. Estudios posteriores, asociaron la 

resistencia a esta clase de fármacos con una sustitución de leucina por fenilalanina en 

el codón 256 de dicho gen 163,164. Otros estudios han observado que una sustitución 

aminoacídica de una alanina por una valina en la posición 169 de la subunidad α del 

canal GluCl codificado por el gen Hco-glc-5, se asoció con una reducida sensibilidad a la 

ivermectina y moxidectina 105. 

En el nematodo de vida libre C. elegans, los genes avr-14, avr-15 y glc-1 

codifican para tres subunidades α de los receptores GluCl del músculo faríngeo y 

algunas neuronas extrafaríngeas y los genes unc-7 y unc-9 codifican las innexinas, 

subunidades de las uniones gap de los invertebrados que están presentes entre 

neuronas extrafaríngeas y las células musculares faríngeas 165. Dent et al. 165 

demostraron que la mutación simultánea en los genes avr-14, avr-15 y glc-1 se traduce 

en resistencia a la ivermectina, mientras que las cepas con mutaciones en sólo dos de 

los tres genes de la subunidad receptora apenas confieren resistencia. Por otro lado, 

mutaciones en los genes unc-7 y unc-9 llevan a que la resistencia se limite sólo a las 

neuronas con receptores GluCl y no al músculo faríngeo 161.  

También se ha descrito que la resistencia a las LMs está relacionada con la 

disminución de la permeabilidad de la cutícula de los nematodos a estos fármacos, 

siendo la expresión de los genes Dyf la responsable de la captación, de tal manera que 

la mutación de algunos de ellos, como el osm-1, producen en los parásitos una 

permeabilidad menor al fármaco, confiriéndoles resistencia 161. 
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Por otra parte, también cabe destacar el papel de la P-gp en el desarrollo de la 

resistencia a las LMs en H. contortus 166. Diferentes estudios han mostrado la 

existencia de cuatro genes con al menos 40-50 alelos diferentes en el gen que codifica 

la P-gp en H. contortus y su relación con la resistencia 141,167,168.  Al mismo tiempo, la 

exposición de larvas y adultos de H. contortus a LMs condujo a la sobreexpresión de la 

P-gp in vivo 96, mientras que la expresión de la P-gp parece aumentar en las cepas 

resistentes. Diversos estudios han demostrado que varios inhibidores de la P-gp 

pueden aumentar la sensibilidad de H. contortus a esta familia de fármacos, tanto in 

vitro 169–171 como in vivo 166. Según estos hallazgos, Lifschitz et al. 172 concluyeron que 

los inhibidores de la P-gp pueden aumentan la eficacia de las LMs contra cepas de H. 

contortus resistentes en ovejas.  

También se han descrito mutaciones en los genes que codifican para el 

receptor GABA en cepas de H. contortus y C. elegans 99,173,174. Otros autores como 

Williamson et al. 175, no lograron correlacionar la resistencia a las LMs con mutaciones 

en los receptores GABA ni en los canales de GluCl.  

En general, hay pruebas de que existen múltiples mecanismos para desarrollar 

una resistencia a la avermectina 176, pero aun así sigue siendo necesario llevar a cabo 

más investigaciones en este campo.  

4.3 Estado actual de la resistencia antihelmíntica 

 Actualmente, el problema de la RA está presente en la ganadería de todo el 

mundo, aunque varía según las distintas áreas y especies de animales 136, 

encontrándose más extendido en pequeños rumiantes que en grandes, especialmente 

en ovejas 177.   

A nivel europeo, las especies de NGI más comúnmente asociadas a la 

resistencia frente a los BZs y las LMs son H. contortus y T. circumcincta, aunque 

también se encuentra en otras especies como Trichostrongylus, Cooperia y 

Nematodirus 178,179. Rose Vineer et al. 179 analizaron un total de 197 publicaciones con 

datos disponibles sobre RA en NGI de 22 países europeos, junto con datos no 

publicados previamente, durante un periodo comprendido desde 1980 a 2020. El 
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estudio confirmó una tendencia al aumento de la RA con el tiempo para todas las 

clases de AHs, siendo los BZs el grupo con mayor prevalencia de resistencia en Europa, 

con un 86% de media, seguido de las LMs (a excepción de la moxidectina) con un 52%, 

levamisol con un 48% y moxidectina con un 21%. 

En países como Reino Unido 180–182 e Irlanda 183, se ha observado la presencia 

de la RA a los BZs en el 98 y 100% de las explotaciones ovinas examinadas, 

respectivamente. Otros países como República Checa 184 y Eslovaquia 185, también 

mostraron niveles muy elevados con porcentajes del 98 y 100%, respectivamente.  

A pesar de que los estudios muestran una menor prevalencia de la RA en 

Europa que en otras regiones del mundo, se han notificado casos de multirresistencia 

tanto en H. contortus, como en T. circumcincta y Trichostrongylus spp. en un 

numerosos países 186,187.  

También existen algunas publicaciones con casos de RA al monepantel y al 

derquantel en Reino Unido, Francia y Países Bajos, los dos AHs registrados más 

recientemente 188–190. En el caso del monepantel se ha descrito principalmente en H. 

contortus, aunque también se ha identificado en Trichostrongylus spp., T. circumcincta 

y C. curticei 191. 

Si nos centramos en España, la mayoría de los estudios sobre RA se han llevado 

a cabo en las CCAA de Castilla y León, Galicia y Aragón. En Castilla y León, los datos 

recopilados mostraron que desde el año 1999 hasta el año 2011 los niveles de 

resistencia a los BZs y a las LMs se mantuvieron relativamente estables en los rebaños, 

con valores en torno al 13 y 27%, respectivamente, mientras que los niveles de 

resistencia al levamisol aumentaron un 20%, hasta alcanzar el 59% 192,193. Por otro 

lado, el último estudio llevado a cabo entre 2015 y 2016 en esta Comunidad evidencia 

que la resistencia a los BZs se ha incrementado hasta el 36% 194. En Galicia, los últimos 

datos recogidos por Díez-Baños et al. 195 mostraron la presencia de resistencia a BZs en 

un 18% de los rebaños, mientras que la resistencia a LMs sólo se detectó en un 3% de 

las explotaciones. Además, ninguna de las 72 explotaciones muestreadas presentaba 

resistencia a más de un AH. En Aragón, Calvete et al. 196 estimaron que el 11% de los 

rebaños muestreados en la zona presentaban poblaciones de parásitos resistentes a 
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los BZs, aunque se sospechaba de la presencia de cepas de parásitos resistentes a los 

BZs en el 98% de la muestra analizada.  

En el resto del mundo la resistencia también se encuentra muy extendida. En 

Estados Unidos, H. contortus es la especie más identificada en los estudios de 

resistencia y los BZs son el grupo de AHs con resistencia más prevalente, con valores 

por encima del 90% en todos los casos, seguido de la ivermectina, con valores que 

varían desde el 35 al 95%, según la zona 137,197,198. En el caso de la moxidectina, aunque 

la incidencia de la resistencia es menor que en el caso de la ivermectina, se ha visto un 

un importante incremento en los últimos años, con valores de cerca del 50% en 

algunas zonas 137. En Canadá también se ha observado que la resistencia a la 

ivermectina y a los BZs está muy extendida en H. contortus, aunque no tanto como en 

Estados Unidos 199. Otros países de América como Brasil, Argentina, México y Costa 

Rica también presentan datos muy similares a sus países vecinos, con una elevada 

presencia de resistencia a BZs e ivermectina 200–206. Cabe destacar que en la mayoría de 

estos estudios aparecían casos de resistencia a más de un fármaco AH. 

En el caso del continente africano, se han notificado casos de RA en al menos 

14 países. La mayoría de los estudios procedían de Kenia y Sudáfrica e implicaban a H. 

contortus 72. Algunos de los estudios más recientes también apuntan a la presencia de 

cepas resistentes principalmente a los BZs 207 y a la ivermectina 208 . 

En zonas como Australia, los niveles de prevalencia de resistencia son muy 

elevados, especialmente para los BZs y el levamisol en T. circumcincta y 

Trichostronglylus spp 72,209. La resistencia a la avermectina también ha aumentado 

considerablemente los últimos años en T. circumcincta y H. contortus llegando incluso 

a valores del 80% en algunas zonas. En Nueva Zelanda, los últimos estudios llevados a 

cabo, hace más de 10 años, pusieron de manifiesto que la RA es altamente prevalente, 

aunque permanece en niveles inferiores a los observados en climas más cálidos 72. 

A parte de en Europa, también se han registrado fallos de eficacia frente al 

último fármaco registrado en el mercado, el monepantel, en diferentes zonas del 

mundo, incluyendo Nueva Zelanda, Australia y Sudamérica 210–214. 
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4.4 Uso sostenible de fármacos antihelmínticos 

Los dos enfoques clave que utilizan actualmente los productores para hacer 

frente a la resistencia a los AH son en primer lugar, evitar la introducción de parásitos 

resistentes en las explotaciones y en segundo lugar, frenar el desarrollo de la 

resistencia. Con respecto al primero, se pueden utilizar medidas de cuarentena 

estrictas para limitar el riesgo de introducir parásitos resistentes. Sin embargo, 

conseguir conservar la eficacia de los fármacos actuales y futuros debe equilibrarse 

con la capacidad de mantener altos niveles de producción y bienestar animal.  

Uno de los enfoques más actuales en los que se ha centrado la investigación y 

el debate es el de mantener una población de parásitos en refugios (no expuesta a los 

fármacos), con el fin de mantener la susceptibilidad tanto fenotípica como genotípica 

178,215. 

En el contexto de la RA, un refugio se refiere a las poblaciones que no están 

expuestas al tratamiento AH, bien de la denominada “infrapoblación” o los estadios 

parasitarios dentro del hospedador, o bien de la “suprapoblación”o los estadios de 

vida libre en los pastos. Estos parásitos completan su ciclo vital y transmiten los alelos 

susceptibles a la siguiente generación parasitaria, manteniendo así la susceptibilidad al 

fármaco 216. 

Desde el año 2001, el control de los parásitos del ganado basado en los refugios 

ha ido ganando aceptación. Van Wyk 217 propuso que los refugios se incorporaran más 

ampliamente al uso racional de los AHs como medio para frenar la propagación de la 

RA. Al minimizar la exposición al fármaco, las estrategias de control basadas en 

refugios pretenden conservar los alelos susceptibles dentro de la población de 

parásitos. Si una proporción de una población no se expone al fármaco, los estados 

pre-parasitarios derivados de ellos aportarán genotipos susceptibles al pasto, por lo 

tanto, la mezcla resultante de genotipos resistentes y susceptibles debería permitir la 

posibilidad de cruces y/o diluir la frecuencia de genotipos resistentes dentro de una 

población 216.  

Aunque hay varios factores parasitológicos y de gestión que pueden influir en la 

tasa de desarrollo de la resistencia, como la frecuencia de los tratamientos y la 
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subdosificación, Van Wyk 217 sugirió que la proporción de la población de parásitos en 

los refugios podría ser el factor más importante que determina la tasa de desarrollo de 

la resistencia y debería de tenerse en cuenta, por encima de todo, durante el 

desarrollo y la aplicación de cualquier estrategia de control. 

Aunque esta estrategia ha ganado cada vez más aceptación en los últimos años, 

siguen existiendo importantes lagunas de conocimiento. La RA tiene una base genética 

y puede ser preadaptativa o espontánea, de modo que los alelos que confieren 

resistencia pueden estar presentes en las poblaciones antes de la exposición al 

fármaco, o pueden aparecer de nuevo durante el período de exposición al fármaco 218.  

Múltiples estudios llevados a cabo en diferentes continentes han demostrado 

repetidamente que la resistencia a los BZs no es reversible, ya que la resistencia 

fenotípica seguía siendo alta muchos años después de dejar el tratamiento 219–222. Sin 

embargo en otros casos, se ha observado que el uso regular del levamisol para 

controlar los NGI resistentes a los BZs condujo a una reducción del nivel de resistencia 

a los mismos en O. circumcincta después de cuatro años  223,224 y en T. colubriformis 

después de 8 años 225. Sin embargo, no se consiguió alcanzar una completa 

susceptibilidad y la reintroducción de los BZs condujo a una reaparición de la 

resistencia muy rápida, alcanzando los niveles anteriores. Por el contrario, un estudio 

de 5 años llevado a cabo en Nueva Zelanda, basado en el control de los refugios y la 

combinación de AHs, demostró una reversión parcial de la susceptibilidad para el 

levamisol y la ivermectina, aunque no para los BZs, en poblaciones de T. circumcincta 

resistentes a múltiples fármacos 226.  

Por lo tanto, para la mayoría de los fines prácticos, una vez que se establece 

una resistencia sustancial a los BZs, esta es efectivamente permanente 216. 

Tratamiento selectivo dirigido  

Hoy en día, una de las recomendaciones de buenas prácticas de manejo para el 

control de NGI basada en los refugios es el tratamiento selectivo dirigido o TST (del 

inglés target selective treatment). Esto se basa en el tratamiento de una sola 

proporción de animales, en lugar de todo el grupo, dejando una parte de la población 
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de parásitos sin tratar y, por tanto, libre de la presión de selección aplicada por la 

exposición al fármaco. 

Uno de los principales retos del TST, y de otros métodos basados en los 

refugios, es decidir qué animales se van a tratar. Para ello, hay que tener en cuenta 

que normalmente unos pocos animales son los que contienen la mayor parte de los 

NGI en el rebaño. Para detectarlos existen una serie de indicadores potenciales como 

el aumento del recuento de huevos fecales, la disminución de la producción de leche o 

la reducción del aumento de peso vivo. También existen diferentes sistemas de 

puntuación, como el método FAMACHA© o la valoración de la condición corporal 

227,228. Sin embargo, la adopción de un enfoque específico de TST depende de aspectos 

prácticos de la granja en cuestión, ya que cualquier modificación de la práctica 

estándar tiene que ser fácil de llevar a cabo y rentable para el ganadero.  

Por ejemplo, en las zonas endémicas de H. contortus, se ha utilizado 

ampliamente una medida relativamente sencilla denominada FAMACHA©, en la que se 

evalúa el color de la conjuntiva ocular en una escala numérica del 1 al 5, siendo 1 rojiza 

y 5 pálida, indicando esta última la presencia de anemia (Fig. 8) 229. El tratamiento solo 

se recomienda cuando se encuentren en una escala de 4 o 5. En el caso de encontrarse 

en 3, se recomienda la desparasitación solo si son animales jóvenes, si presentan mala 

condición corporal o si presentan algún otro tipo de enfermedad. La eficacia del uso de 

este sistema de puntuación para supervisar la salud de los animales infectados y 

mantener los refugios en el campo se ha demostrado en diferentes estudios de 

campo230,231.  

Algunos autores han encontrado una buena correlación entre la cantidad de 

parásitos adultos en el abomaso, el recuento de huevos fecales, hematocrito, 

hemoglobina y el método de puntuación FAMACHA© 232–234. El uso de este método 

permite disminuir el número de tratamientos AHs a aplicar a los animales y por lo 

tanto, reducir el gasto económico del ganadero. Además, se trata de una herramienta 

barata y fácil de utilizar y conseguir. Sin embargo, este método no puede aplicarse en 

las especies de parásitos no hematófagos 228.  
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En las regiones en las que existe un predominio de T. circumcincta, se ha 

evidenciado que un aumento de peso inferior al esperado es un indicador fiable de las 

ovejas que requieren tratamiento 235. Aunque esta estrategia TST basada en la 

ganancia de peso como índice de rendimiento puede ser semiautomatizada, utilizando 

básculas e identificación electrónica, se necesitan más estudios para desarrollar 

herramientas de selección que sean fáciles de aplicar y económicamente atractivas en 

diferentes contextos.  

 

Figura 8. Tarjeta de puntuación FAMACHA©. Guía para la evaluación del color de la conjuntiva ocular en 

los animales en una escala del 1 al 5, junto con la recomendación o no, de la administración de 
tratamiento antihelmíntico. Tomada de Şahin et al. 234. 

También es necesario seguir trabajando para garantizar que las estrategias de 

TST utilicen umbrales de tratamiento adecuados para preservar la producción a la vez 

que se minimiza el uso de AHs 216. En el futuro, algunas herramientas para la selección 
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de animales podrían ser la supervisión automatizada del rendimiento productivo o el 

comportamiento de los animales 236.  

Combinación de fármacos antihelmínticos 

Se recomienda que al utilizar el TST, se emplee también una combinación de 

AHs para maximizar el nivel de eficacia del tratamiento 237.  

En los rumiantes, esta estrategia de combinación de fármacos ha conseguido 

mejorar la eficacia de los mismos, disminuir la toxicidad y retrasar el desarrollo de 

resistencia 238,239. Los datos disponibles demuestran que el uso de combinaciones de 

fármacos, especialmente cuando se introducen antes de que se desarrolle la 

resistencia a todos los componentes activos incluidos en la combinación, retrasa la 

aparición de la resistencia 238,240–242.  

En algunos países se comercializan formulaciones farmacéuticas que combinan 

dos o tres entidades químicas diferentes. Normalmente estas pertenecen a los grupos 

químicos de los BZs, las LMs o de los imidazotiazoles, aunque como se describía 

anteriormente, existen también otras combinaciones con compuestos más nuevos 

como el derquantel con la abamectina. El caso del monepantel sin embargo, se 

comercializa solo en la mayoría de los países salvo Australia y Nueva Zelanda, en 

donde también se encuentra en combinación con la abamectina.  

Las poblaciones iniciales de NGI son genéticamente diversas 243, sin embargo, 

cabe señalar que cuanto mayor sea la diversidad genética dentro de la población, 

mayor será la probabilidad de que aparezcan alelos resistentes. Por lo que la 

combinación de fármacos se basa en el hecho de que los parásitos individuales pueden 

tener un menor grado de resistencia a una formulación de múltiples componentes 

(cada producto químico con un modo de acción/resistencia diferente) en comparación 

con el observado cuando se utiliza una única molécula antihelmíntica (Fig. 9). El bajo 

número resultante de parásitos supervivientes con genotipos resistentes se diluiría en 

la población de nematodos en los refugios, y los parásitos resistentes tardarían más en 

ser predominantes. Por lo que este tipo de tratamiento proporciona una ventaja de 

supervivencia a los nematodos que portan los alelos de resistencia 244.  
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Diferentes estudios indican que este tipo de tratamientos son eficaces para 

frenar el desarrollo de la RA incluso cuando la resistencia inicial a uno de los 

componentes de la combinación es elevada 240,241,245. No obstante, hay que tener en 

cuenta que en ausencia de un nivel adecuado de refugio, el uso de combinaciones 

tiene el potencial de seleccionar hacia el desarrollo de múltiples parásitos resistentes a 

los fármacos, reduciendo la gama de opciones de fármacos AHs 246. También puede 

ocurrir que las poblaciones de parásitos bajo refugio sean elevadas, es decir, que los 

pastos se encuentren muy contaminados, y por tanto, la reinfección de los animales 

será también elevada y su rendimiento se verá afectado negativamente. En este caso, 

la frecuencia de los tratamientos AHs (presión de selección) deberá aumentarse, 

favoreciendo el desarrollo de resistencias. Lograr un correcto equilibrio entre las 

poblaciones de nematodos en el refugio, la carga de parásitos en los animales de 

pastoreo y su rendimiento productivo es un reto complejo 247. 

 

Figura 9. Justificación del uso de tratamientos antihelmínticos combinados. La población inicial 

incluye parásitos susceptibles a los fármacos denominados A y B (parásitos de color verde), parásitos 
resistentes al fármaco A (color púrpura), al fármaco B (color azul) y, en menor frecuencia, a ambos 
fármacos (color rojo). Teóricamente, los parásitos resistentes al fármaco A y los multirresistentes (a los 
fármacos A y B) sobrevivirán tras el tratamiento con el fármaco A, contribuyendo a la siguiente 
generación. Sin embargo, cuando los fármacos A y B se utilizan en combinación, sólo sobreviviría una baja 
proporción de parásitos resistentes múltiples. Modificado de Canton et al. 242.  
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5. BÚSQUEDA DE NUEVOS COMPUESTOS CON ACTIVIDAD 

ANTIHELMÍNTICA 

En la actualidad la administración de fármacos AHs representa la estrategia 

básica para el tratamiento de las nematodosis gastrointestinales en los animales 31,137. 

Se han propuesto diversos métodos para el control de este tipo de infecciones que no 

dependen exclusivamente del uso de fármacos, sin embargo, cuando el nivel de 

infección es elevado, es necesario realizar un tratamiento AH eficaz y rápido 248.  

Entre los diferentes métodos de control se encuentran la adecuada gestión del 

pastoreo, el control biológico de los pastos, la suplementación nutricional y los 

enfoques genéticos mediante la cría selectiva 137,246,249. Los agentes de control 

biológico están ganando cada vez más importancia, y aunque parecen mostrar 

resultados prometedores, necesitan llevarse a cabo aún más investigaciones para 

poder implementarse. Entre ellos podemos encontrar el uso de hongos nematófagos, 

los escarabajos peloteros, las lombrices de tierra, los nematodos depredadores y los 

ácaros nematófagos 250. Por otro lado, el desarrollo de vacunas también es un campo 

prometedor objeto de numerosos estudios. Países como Australia, Sudáfrica y Reino 

Unido ya disponen de vacunas frente a H. contortus. No obstante, hasta la fecha no 

contamos con ninguna comercializada en nuestro país 74,251. Otro enfoque en auge que 

está siendo objeto de numerosos estudios es la explotación de los compuestos 

bioactivos presentes en las plantas. Además de complementar la acción de los 

fármacos AHs y reducir la presión de selección que produce la resistencia, también 

tienen la ventaja de la disponibilidad de recursos, la falta actual de resistencia a dichos 

compuestos y el bajo coste en comparación con algunos AH  252.  

Aunque todos estos métodos son muy valiosos y necesarios, la quimioterapia 

sigue siendo el pilar para el control de todas las nematodosis gastrointestinales. Aun 

así, no hay que olvidarse de que ningún método de control es sostenible por sí solo, y 

por lo tanto, la aplicación de los fármacos AHs debe realizarse en combinación con 

estrategias de control alternativas, garantizando al mismo tiempo que la tasa de 

selección de la resistencia sea mínima 31,137,252.  
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5.1 Métodos de determinación de la eficacia antihelmíntica de 

compuestos. 

El proceso de descubrimiento de nuevos fármacos AHs se ha basado 

mayoritariamente en la utilización de ensayos fenotípicos, es decir, en donde se 

observa el efecto que ha producido el compuesto sobre el parásito. Sin embargo, cada 

vez existen más intentos de utilizar nuevos sistemas para el descubrimiento de 

fármacos como el cribado basado en el mecanismo de acción, la aplicación de técnicas 

genómicas y moleculares para la identificación de dianas farmacológicas, y el 

desarrollo de nuevos tipos de ensayos basados en el análisis de imágenes para facilitar 

el cribado de alto rendimiento 74. A continuación se describen algunos de los métodos 

disponibles para determinar la eficacia tanto de los AHs comerciales como de los 

posibles nuevos compuestos. 

5.1.1. Ensayos in vivo para determinar la eficacia antihelmíntica 

En este contexto, los primeros intentos sistemáticos de descubrimiento de 

nuevos AHs se basaron en ensayos que utilizaban animales infectados. De esta 

manera, dichos modelos tuvieron un éxito innegable y llevaron al descubrimiento de 

fármacos como el levamisol 253, el pirantel 129, el ciclodepsipéptido PF1022A 254 y la 

ivermectina 90.  

Las primeras bases publicadas para la determinación de la posible eficacia 

antihelmíntica de los compuestos a través de ensayos de eficacia controlada o CET 

(del inglés controlled efficacy test), fueron establecidas por La Asociación Mundial para 

el Avance de la Parasitología Veterinaria o WAAVP (del inglés, World Asotiation for the 

Advancement of Veterinary Parasitology) en 1982 255. Años más tarde, Wood et al.  256 

fijaron nuevas directrices y estandarizaron la técnica completamente. Para llevar a 

cabo este ensayo, es necesario medir la carga de NGI presente en el abomaso e 

intestino del animal sacrificado tras haber sido sometido a un tratamiento AH. El 

ensayo es capaz de determinar la eficacia antihelmíntica de los compuestos frente a 

los distintos estadios del parásito según el momento en el que se lleve a cabo el 

sacrificio. En un inicio, Powers et al. 255 reflejaban la opinión de que una eficacia del 

90% o más era muy buena, mientras que entre el 80 y el 90% era considerado 
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moderadamente eficaz. Desde entonces, se han desarrollado AHs que alcanzan una 

eficacia superior al 98%.  

De esta manera, el CET ha sido estandarizado como método para determinar la 

presencia o ausencia de resistencia frente a cualquier tipo de fármaco AH, tanto a nivel 

de campo como de investigación, considerándose como el método más eficaz a la hora 

determinar la eficacia de un fármaco, sin embargo, se trata de una prueba muy costosa 

en términos de tiempo y dinero 257. En el caso de sospecha de RA, esta se confirma 

cuando la reducción en la media geométrica del número de parásitos es inferior al 

90%, o el recuento de los vermes que sobreviven al tratamiento es superior a 1.000 258. 

Otro tipo de prueba que requiere la utilización de animales vivos es la prueba 

de reducción del recuento de huevos fecales o FERCT (del inglés Faecal Egg Count 

Reduction Test). Se trata de una prueba sencilla y fácil de realizar, que proporciona una 

estimación de la eficacia de un AH mediante la comparación del recuento de huevos 

fecales de un grupo de animales antes y después del tratamiento. Por lo general, se 

incluye un grupo no tratado para controlar cualquier cambio que se produzca en los 

recuentos de huevos de nematodos durante el período de la prueba 259. 

Una de las limitaciones importantes del FECRT es que los resultados de la 

prueba pueden no estimar la eficacia de los AHs con precisión porque la producción de 

huevos de nematodos no siempre se correlaciona bien con el número real de parásitos 

adultos presente en el animal. Se ha encontrado una buena correlación entre los 

recuentos de huevos en heces y los recuentos de adultos para H. contortus, pero no 

para T. colubriformis 260 o T. circumcincta 261. Los recuentos de huevos de Nematodirus 

spp. suelen ser bajos y guardan poca relación con la carga real de parásitos 262. 

Por lo tanto, la precisión de esta técnica por tanto, se ve influenciada por el 

método de recuento de huevos en heces utilizado y por el nivel de excreción de los 

mismos 263. Algunos autores recomiendan la utilización de técnicas de recuento de 

huevos fecales más sensibles, como el caso del Mini-flotac 264, en lugar de la técnica de 

McMaster modificada, inicialmente recomendada 259. 

Además, hay que tener en cuenta, que cuando se trata de infecciones mixtas el 

FECRT por sí solo puede no proporcionar suficiente información para una 
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interpretación correcta de los resultados, ya que los huevos de NGI son todos iguales 

(con la excepción de Nematodirus spp), por lo que es necesario realizar coprocultivos 

para la diferenciación de las L3s de los diferentes géneros. Sin embargo, las condiciones 

en las que se mantiene el coprocultivo pueden favorecer el desarrollo de unas especies 

sobre otras 258. Además, especies con un elevado potencial biótico, como por ejemplo 

H. contortus, pueden ejercer una influencia desproporcionada en los resultados. Se 

trata de la técnica más utilizada en la detección de RA 263, a pesar de ser uno de las 

primeras en describirse 258. Está completamente estandarizada y puede usarse en la 

detección de resistencia frente a todos los tipos de AHs y especies de tricostrongílidos. 

Se considera que la resistencia está presente cuando el porcentaje de reducción del 

número de huevos fecales está por debajo del 95% y el límite inferior para su intervalo 

de confianza del 95% es menor o igual al 90%. En el caso de que solo se cumpla uno de 

estos dos criterios, la resistencia se sospecha y si no se cumple ninguno el fármaco se 

considera eficaz 259. 

Según el tipo de AH utilizado en el tratamiento se recomienda una fecha 

diferente para realizar el recuento de huevos. En el caso de los BZs, es recomendable 

esperar al menos 10 días 136, mientras que cuando se emplean tetrahidropirimidinas o 

imidazotiazoles se recomienda realizarlo el día 7 tras la administración del fármaco 265. 

En el caso de las LMs, el tiempo recomendado es entre 14 y 17 días 222. 

Entre los inconvenientes del FECRT se encuentra su baja sensibilidad, pues no 

es capaz de detectar la RA cuando la proporción de individuos resistentes en la 

población está por debajo del 25% 259.  

Este tipo de técnicas basadas en el uso de animales infectados son capaces de 

establecer la eficacia de cualquier compuesto, independientemente de su mecanismo 

de acción, mientras que los métodos que se van a explicar a continuación, 

denominados como métodos in vitro, tienen más probabilidades de pasar por alto 

compuestos sin fenotipos muy manifiestos 266.  

5.1.2.  Ensayos in vitro para determinar la eficacia antihelmíntica 

En los últimos años, las estrategias de la química medicinal cambiaron y 

condujeron a la síntesis rutinaria de cantidades bastante pequeñas de compuestos (<1 
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mg). Este hecho coincidió con la introducción y aceptación general del principio de las 

"Tres R" (reducir, reciclar y reutilizar) para reducir, perfeccionar y sustituir las pruebas 

que utilizan animales 267,268, así como con la aparición de fuertes presiones económicas 

para reducir el gasto económico. En consecuencia, los ensayos en animales pasaron a 

utilizarse únicamente para determinar la actividad antihelmíntica de los compuestos 

más prometedores, dando paso al desarrollo de sistemas de cribado fenotípico que 

utilizan parásitos mantenidos bajo condiciones de laboratorio y posteriormente, a 

sistemas de cribado basados en el mecanismo de acción. Los sistemas de cribado 

fenotípico se basan en la medición de la viabilidad y/o el comportamiento de los 

parásitos vivos in vitro 269.  

Dado que no se dispone de sistemas que permitan el cultivo de parásitos 

adultos (el principal objetivo para el control quimioterapéutico de los parásitos 

tricostrongílidos), se han investigado varias estrategias que emplean el cultivo in vitro 

de las fases larvarias; fácilmente disponibles en especies de nematodos patógenos y en 

modelos de vida libre 270. De hecho, el primer AH verdaderamente seguro y de amplio 

espectro, el tiabendazol, se descubrió en un ensayo con larvas de tricostrongílidos 75. El 

monepantel también fue descubierto a través de ensayos que utilizaban larvas de H. 

contortus y T. colubriformis 115. 

De esta manera, los ensayos fenotípicos que utilizan estadios parasitarios han 

sido una herramienta muy útil en el cribado de cantidades considerables de 

compuestos. Sin embargo,  la falta de estandarización de estas técnicas hace que el 

número de ensayos que se pueden encontrar sea elevado, ya que cada investigador 

establece sus propios criterios a la hora de llevarlo a cabo. Siendo así, podremos 

encontrar un gran número de ensayos que permiten evaluar el efecto de los 

compuestos sobre diferentes estadios del parásito, desde huevo hasta la forma adulta. 

Uno de los principales inconvenientes de este tipo de ensayos es la necesidad del 

mantenimiento de animales infectados de forma experimental para la obtención de las 

diferentes fases parasitarias.  

Como se verá a continuación, algunos de estos ensayos in vitro también han 

sido puestos a punto como técnicas para la detección de la RA, utilizando en este caso 

fármacos comerciales.  
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El ensayo de eclosión de huevos o EHT (del inglés, egg hatch test) evalúa la 

capacidad de los compuestos para actuar sobre la embrionación y eclosión de los 

huevos. Inicialmente se desarrolló utilizando huevos aislados de rumiantes infectados 

por NGI con el fin de detectar la presencia de resistencia a los BZs.  

El EHT fue descrito por primera vez por Le Jambre (1976) 271, sin embargo, fue 

la WAAVP quien describió el primer protocolo estandarizado 259. 

En este ensayo los huevos de los NGI no desarrollados se incuban con los 

compuestos que se desea cribar. Tras el periodo de incubación, se determina el 

porcentaje de huevos que eclosionan (o, por el contrario, que mueren) en cada pocillo, 

corrigiéndose con la mortalidad natural de los pocillos control y se determina la 

capacidad ovicida de cada compuesto.   

En los últimos años, este ensayo ha sido utilizado por numerosos investigadores 

con el fin de evaluar la posible antividad antihelmíntica de diferentes colecciones de 

compuestos, como derivados de BZs 272, productos de plantas 273–275 o compuestos 

previamente seleccionados en cribados de quimiotecas, como la benzoamida BLK127 y 

la bencenosulfonamida HBK4 276. Generalmente H. contortus, T. circumcincta y 

Trychostrongylus spp. son los NGI de rumiantes más utilizados para ello. 

El EHT también ha servido para determinar la presencia de resistencia frente a 

los BZs. Inicialmente, estos ensayos requerían el cálculo de la dosis eficaz 50 (DE50), o 

dosis capaz de inhibir el desarrollo en el 50% de los huevos, del tiabendazol. Se 

estableció que una DE50 con valor mayor de 0,1 μg/ml de tiabendazol era indicativo de 

resistencia, y con valor inferior, susceptible 259. Años más tarde, la técnica se simplificó 

mediante el estudio de la actividad ovicida a una sola dosis discriminante de 0,1 µg/ml, 

considerándose que un porcentaje de eclosión mayor al 50% es indicativo de 

resistencia a los BZs 277,278.  

En 2009, Von Samson-Himmelstjerna et al. 277 estandarizaron y validaron el 

protocolo en diferentes laboratorios europeos con el fin de asegurar su repetibilidad. 

Fijaron algunos aspectos no clarificados en el protocolo propuesto inicialmente por 

Coles et al. 259, como el tipo de agua que se debe utilizar, la preparación y disolución 

del tiabendazol y el tiempo que debe transcurrir desde que se recogen las heces hasta 
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que se realiza el ensayo. Este último factor es muy importante, ya que la sensibilidad 

del tiabendazol disminuye con el tiempo, recomendándose no esperar más de 3 horas. 

En el caso de no poder llevarlo a cabo en ese transcurso de tiempo, se aconseja que el 

método de almacenamiento de heces sea al vacío 279,280.  

Otros ensayos están enfocados en la evaluación de los efectos de los 

compuestos sobre la motilidad de las larvas. Entre ellos, se pueden encontrar el ensayo 

de motilidad larvaria o LMT (del inglés,  larval motility test), basado en la 

determinación del porcentaje de larvas que sufren parálisis cuando se incuban con 

diferentes compuestos 281. Este tipo de ensayo presenta muchas variaciones. Se puede 

evaluar la presencia o ausencia completa de movimiento en el parásito o, en algunos 

casos, los autores establecen escalas numéricas de motilidad, que incluyen distintos 

grados de movimiento en las larvas.  

El LMT también se desarrolló inicialmente para evaluar la eficacia del levamisol 

y tartrato de morantel utilizando cepas de campo y por lo tanto, evaluando la posible 

presencia de RA, aunque no se utiliza de forma rutinaria en la actualidad 282. 

Estos ensayos se han utilizado para evaluar la eficacia de compuestos sobre 

diferentes tipos de nematodos como larvas infectantes de Ancylostoma spp., Necator 

americanus y Strongyloides spp. 283; L1s de T. muris 284; L3s de H. contortus, T. 

circumcincta y T. colubriformis 285,286; y L4s de C. elegans 287, entre otros.  

Algunos trabajos de este tipo han permitido detectar interesantes candidatos a 

fármacos AHs. Preston et al. 288 encontraron un compuesto prometedor que había sido 

desarrollado anteriormente como plaguicida, denominado Tolfenpyrad, durante el 

cribado de alto rendimiento de 400 compuestos de la quimioteca “Pathogen Box”. 

Este, inhibía la motilidad de las L3s de H. contortus, por lo que se llevaron a cabo, entre 

otros, ensayos de motilidad para calcular su DE50 y confirmar su actividad. Otro cribado 

de alto rendimiento de más de 14.000 compuestos de la librería “Open Scaffodls”, 

permitió detectar otro posible candidato identificado como SN00797439, mediante la 

inhibición de la motilidad de L3s de H. contortus. Después, la actividad del compuesto 

se probó también en otros nematodos, como L1s de T. muris, adultos de A. ceylanicum, 

adultos y microfilarias de Brugia malayi y microfilarias de Dirofilaria immitis 289.  
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Otro tipo de ensayo que utiliza L3s es el ensayo de inhibición de la migración 

larvaria o LMIT (del inglés, larval migration inhibition test). Demeler et al. 290 

intentaron desarrollar un protocolo estandarizado comparando la actividad in vitro de 

la ivermectina en cepas con distinta susceptibillidad en diferentes especies de NGI. 

Para ello, las larvas se incubaron durante un periodo de 24 horas con diferentes 

concentraciones de ivermectina y posteriormente se evaluó su capacidad de migración 

a través de un tamiz con un diámetro de poro de 25 µm. De esta manera, el ensayo 

permitió establecer la DE50 de cada cepa. Observaron que cuanto mayor fue la DE50 

obtenida, mayor fue la resistencia de la cepa a la ivermectina. Sin embargo, hasta la 

fecha, no se ha informado del uso de este protocolo estandarizado para la detección 

de la resistencia con muestras recogidas en el campo 291.  

Se han descrito algunas variaciones del ensayo que evalúan la capacidad de las 

L3s de migrar fuera del bloque de agar tras la exposición al fármaco 292 y otras que 

combinan el uso de tamices y agar, lo que ha mejorado considerablemente la 

sensibilidad de la técnica 293. 

En los últimos años, el LMIT se ha utilizado para el cribado de diferentes 

compuestos como derivados de plantas en distintos NGI 294–296, y derivados de BZs 272 

en T. circumcincta. Otro compuesto candidato, identificado como KSI-4088, fue 

seleccionado durante un cribado de 10.000 compuestos, utilizando como modelo el 

nematodo de vida libre C. elegans. Se evaluó su capacidad para producir la inhibición 

de la motilidad del nematodo mediante LMIT 294.   

La mayor parte de los AHs afectan de alguna manera al metabolismo del 

parásito y, por lo tanto, los efectos que provocan en su desarrollo ofrecen formas 

potenciales de cribado de compuestos. El LDT se basa en la capacidad de las larvas 

para sobrevivir y desarrollarse in vitro bajo distintas concentraciones de AH. Para ello, 

se examina el desarrollo de las L1s (obtenidas a partir de los huevos de una muestra de 

heces) hasta L3 bajo distintas dosis del AH 297. Existen diversas variaciones del formato 

básico del ensayo, aunque se pueden dividir en dos grupos: las que realizan la 

incubación en medio líquido 297–299 y las que utilizan medio sólido de agar 300.  
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El principal inconveniente del LDT es que se requieren 7 días para llevarlo a 

cabo, en comparación con el resto de los ensayos en los que la duración de la 

incubación es de entre 24 y 72 horas. Aun así, el LDT permite detectar mayor cantidad 

de candidatos porque evalúa la acción del compuesto sobre distintas fases parasitarias 

a la vez, sin centrase únicamente en una como ocurre en los otros ensayos 270. 

Además, no requiere la utilización de huevos no desarrollados o muestras frescas 

como en el caso del EHT. 

Aparte del cribado de nuevos compuestos, permite detectar la presencia de 

resistencia a los BZs, imidazotiazoles, LMs 298 y monepantel 301. Basado en este ensayo, 

se ha desarrollado un producto comercial denominado DrenchRite®, desarrollado por 

Commonwealth Scientific Indutrial Research Organization (CSIRO) en Australia, que 

permite detectar la presencia de RA a los BZs, levamisol y LMs. Básicamente se trata de 

una placa de microtitulación de 96 pocillos que contienen agar impregnado con el 

fármaco. 

Como en casos anteriores, el LDT se ha utilizado para el cribado de compuestos 

derivados de plantas302–304 en los géneros de NGI más prevalentes como T. 

circumcincta, H. contortus y T. colubriformis, así como para compuestos químicos 

como el Tolfenpyrad 288 y análogos de la norcantharidin 305 en H. contortus. 

Por otra parte, también se han descrito ensayos in vitro frente a las formas 

adultas del parásito a través de la evaluación de su motilidad tras la incubación con el 

compuesto o fármaco de interés. Los resultados se expresan como porcentaje de 

adultos móviles y no móviles, o mediante una puntuación de la reducción de motilidad, 

de manera muy similar al LMT 306,307 

La capacidad de producir parálisis de los compuestos se ha evaluado utilizando 

medidores de motilidad 308 y mediante la simple observación del grado de motilidad de 

los parásitos tratados con el fármaco, en comparación con los controles 309.  

La utilización de las formas adultas de los parásitos no permite llevar a cabo un 

cribado de compuestos de alto rendimiento, por lo que en la mayor parte de las 

ocasiones, estos ensayos se utilizan después de cribados primarios previos realizados 

con técnicas diferentes. O’Grady & Kotze 306 pusieron a punto la técnica en H. 
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contortus probando un total de 200 compuestos que habían sido seleccionados 

previamente con el LDT. También se han llevado a cabo numerosos estudios para 

evaluar la actividad antihelmíntica de derivados de plantas en H. contortus, T. 

colubriformis, T. circumcincta, T. muris, Schistosoma mansoni, etc 310–313. Otros 

estudios incluyen parásitos como Ancylostoma ceylanicum, B. malayi, T. muris y H. 

polygyrus 289,314–316. 

Entre muchos otros tipos de ensayos in vitro, se pueden encontrar ensayos 

que evalúan la capacidad de los compuestos para actuar en el proceso de 

desenvainado de las larvas infectantes 317 y ensayos colorimétricos que evalúan la 

actividad metabólica celular de los parásitos. Hördegen et al. 318 desarrollaron un 

ensayo basado en la reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-

2,5-difeniltetrazol (MTT) en formazán, un compuesto de color azul, lo que permitía 

diferenciar larvas de H. contortus muertas (color amarillo-marrón) de vivas (color azul). 

También se han utilizado otros colorantes, como el azul de metileno, el rojo neutro y el 

azul de tripán, para evaluar la viabilidad de la fase adulta del parásito trematodo S. 

mansoni 319. Recientemente, Jasmer et al. 320 utilizaron dos sondas nucleares 

fluorescentes, la bisbenzimida y el yoduro de propidio, para evaluar los cambios 

patológicos producidos en L3s, L4s y adultos del nematodo Ascaris suum por la 

exposición a toxinas intestinales de nematodos mediante microscopía de 

fluorescencia. Aunque se utilizó a A. suum, los autores sugirieron que este enfoque 

sería aplicable a otras especies de nematodos.  

Entre los inconvenientes de este tipo de ensayos basados en la observación al 

microscopio de las diferentes formas parasitarias tras la incubación con los 

compuestos, destaca la subjetividad de la interpretación de los resultados, puesto que 

se trata de métodos no automatizados que requieren la evaluación manual de los 

fenotipos de los parásitos por parte de un operador capacitado, lo que conlleva 

también restricciones en el rendimiento 321.  

5.2 Nuevos ensayos de cribado de alto rendimiento 

A pesar de que las nuevas plataformas de cribado de compuestos de alto 

rendimiento persiguen la aceleración del proceso de descubrimiento de nuevos 
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fármacos, así como la minimización del trabajo y del consumo de compuestos, a 

menudo los costes financieros de este tipo de ensayos automatizados pueden llegar a 

ser considerablemente elevados 270,321. 

El primer sistema que dio paso al desarrollo de plataformas de cribado de alto 

rendimiento fue un medidor de micromotilidad, desarrollado para larvas y adultos de 

algunos nematodos como A. suum 308, y que posteriormente se adaptó 

específicamente para L3s de H. contortus 322,323. Este sistema emplea un sensor de luz 

que capta las señales del menisco de la solución que contiene los parásitos. De esta 

manera, el movimiento activo de los parásitos provoca un aumento de las desviaciones 

del haz, mientras que la ausencia de movimiento en parásitos paralizados o muertos se 

detecta como reducciones de las desviaciones del haz 308. Aunque este tipo de ensayos 

proporcionan mediciones relativamente objetivas que evalúan el movimiento de los 

parásitos de forma automatizada, el empleo de tubos Falcon en lugar de placas 

multipocillos hace que el rendimiento de la técnica sea bastante bajo. De ahí que 

pasara a utilizarse en cribados secundarios de compuestos en vez de primarios.  

Por otro lado, Lockery et al. 324 desarrollaron una plataforma basada en 

microfluidos que permitía detectar la actividad eléctrica de la faringe de C. elegans, 

realizando lecturas electrofisiológicas no invasivas de su función neuromuscular. Se 

trata de una técnica que cada vez se utiliza más como modelo en el descubrimiento de 

AHs 325,326. Este sistema se adaptó posteriormente para evaluar la actividad de las L4s 

de A. ceylanicum y de las L3s de A. suum frente a varios candidatos a fármacos AHs 327. 

Aunque las plataformas basadas en microfluidos no se adaptan a un formato de alto 

rendimiento, permiten realizar mediciones detalladas y en tiempo real de los efectos 

de los compuestos, lo que supone una gran ventaja en el estudio de compuestos con 

mecanismo de acción desconocidos. 

Con el paso del tiempo, la integración de tecnologías ha dado paso al desarrollo 

de plataformas automatizadas que permiten el registro de fenotipos y el análisis de 

datos, poniendo en marcha plataformas de cribado de compuestos de mucho mayor 

rendimiento 325,326,328,329 .  
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Los ensayos basados en la fotometría permiten medir la absorbancia, 

fluoresecencia, luminiscencia o dispersión de la luz para identificar alteraciones 

fenotípicas en los parásitos tras su exposición al fármaco. Las primeras técnicas 

basadas en la absorbancia utilizaban un espectrofotómetro estándar para obtener 

lecturas, pero recientemente se han introducido lectores de microplacas robustos y 

eficientes. Estos, proporcionan mediciones objetivas y cuantitativas en un formato de 

rendimiento medio (utilizando placas de 96 pocillos) o alto (utilizando placas de 384 o 

1536 pocillos) 326. 

Asimismo, se han desarrollado ensayos colorimétricos basados en la inclusión 

del colorante vital MTT en el parásito, demostrando ser muy útiles en el cribado 

fenotípico de diversos nematodos como C. elegans y H. contortus 330–333. También se 

han desarrollado otros ensayos similares basados en la reducción de compuestos como 

el 3-(4,5,dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetaxi-fenil)-2-4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) 

334 y la sal de tetrazolio 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-

carboxanilida (XTT), que permiten evaluar la viabilidad de C. elegans. Phiri et al. 335 

también establecieron una plataforma con C. elegans basada en la capacidad del 

colorante 3 amino-7 dimetil amino-2 metil furazide hidroclorhídrico (rojo neutro), para 

incorporarse a los lisosomas y liberarse tras el daño celular. La principal ventaja de 

todos estos ensayos es que proporcionan mediciones relativamente objetivas y 

cuantitativas.  

De manera similar, se han puesto a punto plataformas de cribado basadas en la 

medición de fluorescencia que utilizan lectores de microplacas de fluorescencia y 

citómetros. Estos ensayos utilizan sondas fluorescentes para obtener medidas 

fenotípicas de la viabilidad de los parásitos. Marcadores fluorescentes como el 2,1,3-

benzotiadiazol (DB-1) y el yoduro de propidio, permiten identificar parásitos vivos en la 

población, y otros marcadores flourescentes como el Sytox, permiten identificar los 

parásitos muertos en C. elegans 336,337. 

Los ensayos que se basan en las mediciones de los microhaces infrarrojos 

también se han utilizado para examinar la actividad antihelmíntica de diferentes 

compuestos. Simonetta & Golombek 338 desarrollaron un sistema que permitía evaluar 

la locomoción de C. elegans a través de mediciones de la interferencia que provoca el 
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movimiento del parásito en un haz de luz infrarroja y registraba "recuentos de 

actividad" como medida de la motilidad. Esto fue la base para el desarrollo de un 

nuevo instrumento automatizado conocido como wMicroTracker (Phylumtech, 

Sunchales, Argentina). Este dispositivo detecta la dispersión de luz provocada por el 

movimiento de los organismos cuando estos son sometidos a microhaces de luz 

infrarroja. Cuando los organismos dispersan la luz de los microhaces se incrementa un 

contador de actividad locomotora, y el resultado puede verse como la actividad 

acumulada en el tiempo (actividad total o cinética) (Fig. 10). 

A partir de esto, se han puesto a punto numerosos protocolos que utilizan el 

wMicrotracker en cribados de colecciones de compuestos con C. elegans y algunos NGI 

como H. contortus, T. circumcincta, O. ostertagi y C. onchophora 339–341. Diversas 

adaptaciones y mejoras en la utilización de este dispositivo han permitido cribados de 

hasta 10.000 compuestos por semana, demostrando ser una herramienta muy 

práctica, rentable y eficaz. Este es el caso de Taki et al. 340, quienes fueron capaces de 

probar un total de 80.500 compuestos en L3s de H. contortus. Para ello, dispusieron 

320 compuestos en cada placa de 384 pocillos, utilizando 16 pocillos como controles 

negativos y 16 como controles positivos y los incubaron durante un total de 90 horas. 

 

Figura 10. wMicrotracker One. Fuente: www.phylumtech.com. 

Muchos de estos tipos de ensayos se centran en la evaluación de la motilidad 

del nematodo, pero también se pueden encontrar otros enfocados en determinar la 

fecundidad 342, el crecimiento 342,343 y la supervivencia de los parásitos 334.  
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La integración de la física, la ingeniería, la química y la biología facilitó la 

evaluación de las alteraciones fenotípicas inducidas por los compuestos mediante la 

obtención de mediciones cuantitativas de los cambios en la producción de calor o la 

impedancia 344. Los avances más recientes han permitido desarrollar microcalorímetros 

isotérmicos capaces de evaluar cuantitativamente la motilidad del parásito de manera 

indirecta, a través de mediciones de los cambios en la producción de calor generadas 

durante el movimiento del parásito. Sin embargo, se han puesto a punto únicamente 

en los trematodos S. mansoni 345 y Fasciola hepatica 346.  

Por otro lado, el sistema xCELLigence, es un dispositivo de monitorización 

celular en tiempo real basado en la impedancia eléctrica que permite medir la eclosión 

de los huevos y la motilidad de los parásitos en un formato automatizado de alto 

rendimiento. Este dispositivo consta de microelectrodos que miden los cambios 

producidos en la impedancia eléctrica cuando los gusanos se mueven a través de los 

electrodos. Se ha aplicado entre muchos otros, al nematodo H. contortus para medir la 

eclosión de los huevos y/o la motilidad 347. Rinaldi et al. 348 mejoraron el sistema 

xCELLigence para convertirlo en un ensayo de motilidad de parásitos en tiempo real 

xCELLigence (xWORM) realizando diversos ajustes de frecuencia. La principal 

desventaja que presenta este sistema es el alto requerimiento de tiempo de análisis. 

Además, no permiten analizar un nuevo lote de compuestos hasta que se haya 

completado el análisis anterior. 

El uso de cámaras de alta resolución, junto con programas informáticos de 

análisis de imágenes, microscopía y otros instrumentos de adquisición de imágenes, ha 

dado paso al desarrollo de plataformas de cribado de alto rendimiento mejoradas 326. 

Algunas plataformas de imágenes se desarrollaron utilizando microscopía de campo 

brillante acoplada a cámaras de alta resolución. Estas, permiten la grabación de 

imágenes y/o vídeos y su análisis a través programas informáticos especializados. 

Fueron desarrolladas para medir caracteres fenotípicos como la morfología corporal 

y/o la motilidad de C. elegans y H. contortus 321,349.  

El WormAssay es un software informático de código abierto, creado por 

Marcellino et al. 350 con el fin de evaluar la motilidad de los parásitos adultos de B. 

malayi. Este software se basó en un sistema de captura de imágenes y análisis de 
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datos, capaz de grabar placas de 24 pocillos con parásitos en su interior, utilizando una 

cámara colocada debajo de la placa. Años más tarde, Storey et al. 351 adaptaron este 

ensayo y modificaron el software para desarrollar una plataforma denominada 

Worminator, capaz evaluar la motilidad de las L3s de Cooperia spp., las microfilarias de 

B. malayi y D. immitis, y los adultos de B. pahangi 352. La utilización de placas de 96 y 

384 pocillos permitió lograr rendimientos medios y altos de cribado 351.  

Partridge et al. 343 también implementaron una "plataforma de fenotipado 

automatizado de invertebrados” o INVAPP (del inglés invertebrate automated 

phenotyping platform), acoplada a un algoritmo denominado "Paragon". Este sistema 

estaba formado por una cámara de alta resolución y un panel de diodos emisores de 

luz, capaces de medir la motilidad y el desarrollo de algunos nematodos como C. 

elegans, H. contortus, T. circumcincta y T. muris. 

Mathew et al. 354 desarrollaron otro dispositivo diferente denominado 

“WormScan” que permitió una evaluación automatizada y cuantitativa de cuatro 

fenotipos diferentes de C. elegans cultivados en placa de Petri: muerte, fecundidad, 

motilidad y tamaño. Este sistema utilizaba el estímulo de luz de un escáner para 

inducir la motilidad del gusano. Después, las imágenes escaneadas se analizaban 

utilizando un software específico. Diferentes adaptaciones y mejoras del dispositivo, 

han permitido medir la viabilidad de C. elegans 355 e incrementar su rendimiento 

considerablemente, siendo capaz de evaluar cuatro placas de 96 pocillos a la vez 356. 

Puckering et al. 357 también lo adaptaron para desarrollar un "Wormscan” 

automatizado, con un programa informático capaz de enumerar parásitos, en 

comparación con el sistema basado en el aprendizaje automático utilizado en el 

ensayo inicial.  

Las plataformas de captura de imágenes o vídeos de alto rendimiento también 

se han acoplado a chips de microfluidos para obtener mediciones detalladas y en 

tiempo real de los efectos de los compuestos en los parásitos. La mayoría de estos 

chips se desarrollaron para medir detalladamente la motilidad y/o el crecimiento de C. 

elegans, normalmente a pequeña escala 358–360. 
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A continuación, la Figura 11 muestra de manera gráfica todos los sistemas de 

cribado de compuestos de bajo, medio y alto rendimiento explicados en el apartado. 

 

Figura 11. Resumen de las técnicas utilizadas en los ensayos de cribado fenotípico de helmintos 

empleados para el descubrimiento de antihelmínticos. Los ensayos de bajo rendimiento se basan en la 
microscopía de campo brillante o de fluorescencia, los micromedidores, la electrofisiología o los 
radiorespirómetros. Las tecnologías capaces de realizar ensayos de medio o alto rendimiento incluyen 
instrumentos o sistemas de imagen basados en la fotometría, el flujo de calor o la impedancia. Los 
parámetros fenotípicos evaluados o medidos se indican en letra gris. Tomada de Herath et al. 344. 
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5.3 Últimos avances en el descubrimiento de compuestos con actividad 

antihelmíntica. 

Se puede hablar de distintos enfoques a la hora de desarrollar nuevos AHs que 

permitan controlar las infecciones producidas por NGI. El primero, y más clásico, es la 

síntesis de nuevas entidades químicas activas contra los parásitos. El acceso a grandes 

colecciones de compuestos, la colaboración con investigadores del campo de la 

química y la disponibilidad de tecnología de cribado de alto rendimiento, favorecen el 

descubrimiento de estas entidades químicas 361.  

Si bien es cierto que este enfoque puede facilitar el descubrimiento de 

moléculas con mecanismo de acción novedosos, se trata de un proceso complicado, 

largo y costoso 362. Por lo general, llevar una nueva entidad química al mercado es un 

proceso de una o dos décadas, que debe pasar por el descubrimiento y la optimización 

de candidatos (2-5 años), el desarrollo preclínico (1-2 años), el desarrollo clínico (6-7 

años) y el registro y la comercialización (1-2 años). Además, supone un importante 

coste financiero de cientos de millones a miles de millones de euros 363. 

La búsqueda de nuevas dianas farmacológicas (“targets”) y la identificación de 

proteínas esenciales, cuyo bloqueo provoca la muerte del parásito, pueden acelerar el 

proceso de desarrollo de nuevos candidatos a fármacos 364. Bajo este contexto, 365 

descubrieron múltiples series de pequeñas moléculas como nuevos AHs potenciales 

mediante el análisis de “chokepoints”. Se trata de un concepto utilizado para 

encontrar enzimas que producen o consumen de forma exclusiva un metabolito 

concreto y que por tanto, son esenciales para la célula. De esta manera, descubrieron 

las palmitoiltransferasas de carnitina como posible diana farmacológica en los 

nematodos, identificando varias moléculas activas, entre ellas la perhexilina con 

actividad frente a las primeras fases larvarias de C. elegans, H. contortus y Onchocerca 

lienalis 366. 

Otra posibilidad es el cribado de compuestos sobre las distintas fases de los 

parásitos mediante técnicas de alto rendimiento, lo que permite probar miles de 

compuestos diferentes simultáneamente. Dicha estrategia permite identificar nuevas 
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entidades químicas con potencial efecto AH e identificar compuestos que supongan un 

buen punto de partida para la optimización y el desarrollo de nuevas moléculas.  

Este fue el caso del cribado de la quimioteca "Open Scaffolds", la cual contiene 

un total de 33.999 compuestos, sobre los que se dispone de información sobre sus 

propiedad fisicoquímicas 367. En este estudio se analizaron 14.464 compuestos frente a 

L3s de H. contortus, que dio como resultado un compuesto eficaz, el 1-metil-1H-

pirazol-5-carboxamida, denominado SN00797439 289, al que siguieron estudios de 

optimización de química medicinal dando lugar a un conjunto de 64 análogos. El 

compuesto más potente de este conjunto inhibió el desarrollo de L4s de H. contortus 

con valores de DE50 de 0,01 μM 316,368. Además, se demostró que este compuesto actúa 

frente a especies de nematodos genéticamente distintas, incluyendo T. muris, A. 

ceylanicum, B. malayi y D. immitis, lo que indica un espectro de actividad 

relativamente amplio. 

A partir del cribado primario de 236 compuestos de la quimioteca “Kurz-box”, 

llevado a cabo en L3s y L4s de H. contortus, se identificaron dos candidatos, designados 

como BLK127 y HBK4, que indujeron cambios fenotípicos en L3s de H. contortus. El 

compuesto BLK127 además inhibió el desarrollo de las L4s, mostrando una DE50 de 

7.98 ± 0.68 µM. La quimioteca que se probó estaba constituida por familias de 

compuestos químicamente diversas, como compuestos heterocíclicos (por ejemplo, 

tiazoles, pirroles, quinolinas, pirimidinas, benzo[1,4]diazepinas) e inhibidores de 

metaloenzimas a base de ácidos hidroxámicos, peptidomiméticos (bis y tris-

pirimidoneamidas, alcoxiamidas) 369. La actividad de dichos compuestos contra huevos 

y adultos de H. contortus en cepas susceptibles y resistentes a BZs y LMs fue evaluada 

más adelante, así como su hepatotoxicidad en ratas y ovejas, y su biotransformación 

en adultos de H. contortus y en el hígado ovino 276. Ninguno mostró efecto inhibidor 

sobre la eclosión de los huevos, mientras que la benzoamida BLK127 disminuyó 

significativamente la viabilidad de los adultos, incluso en las cepas resistentes, sin 

mostrar ningún efecto hepatotóxico. Este, redujo significativamente la viabilidad de las 

hembras a una concentración de 1 µM, y de los machos a una concentración de 10 µM. 

Además, se demostró que formaba varios metabolitos en el estudio de 

biotransformación, aunque en bajas cantidades. Por el contrario, el compuesto HBK4 
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no tuvo ningún impacto en la viabilidad de los adultos de H. contortus y mostró una 

hepatotoxicidad significativa, por lo que fue excluido de futuros estudios. Por 

consiguiente, el BLK127 parece ser un candidato potencial para ser un nuevo fármaco 

AH. En la actualidad, se está estudiando el metabolismo y el mecanismo de acción de 

este candidato 276. 

Debido al nivel de conservación de las secuencias en gran parte del filo de los 

nematodos, C. elegans ha demostrado ser un buen modelo sustituto de los nematodos 

parásitos 326. Por ejemplo, Burns et al. 370 identificaron un total de 275 candidatos que 

producían la muerte de C. elegans a partir de un cribado inicial de 67.012 compuestos. 

Posteriormente, se observó que 113 de los 275 compuestos candidatos presentaban 

una actividad ovicida mayor al 90% a una concentración de 60 µM en C. onchophora y 

H. contortus.  

Con un enfoque similar, Mathew et al. 356 descubrieron 14 compuestos con 

efecto sobre el crecimiento y fecundidad de C. elegans a partir de un cribado de alto 

rendimiento a una concentración inicial de 43 µM llevado a cabo en dos quimiotecas: 

“Chembridge” y “Maybridge”. 

Otro cribado de alto rendimiento de 480 pequeñas moléculas frente a adultos 

de T. muris, reveló una nueva clase de compuestos con actividad antihelmíntica, las 

dihidrobenzoxazepinonas. Los compuestos más activos inmovilizaron a los adultos de 

T. muris con valores de DE50 en torno a 25-50 μM, comparables a los del levamisol. El 

OX02983, fue capaz de reducir el establecimiento de la infección in vivo en un 54%, lo 

que señala el camino hacia un potencial tratamiento para la tricuriasis 371.  

Partridge et al. 343 identificaron otra serie de compuestos con actividad frente a 

adultos y huevos de T. muris, las diaminotienopirimidinas. Es importante destacar que 

estos compuestos, como serie química, son relativamente fáciles de producir 

sintéticamente, por lo que presentan un margen considerable para realizar 

modificaciones estructurales con el fin de mejorar la eficacia. Además han demostrado 

presentar actividad frente a la malaria, aunque hasta ahora no se había descrito que 

tuvieran actividad antihelmíntica. 
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Por otro lado, Preston et al. 321 realizaron otro cribado de 522 inhibidores de 

quinasa en el que identificaron dos sustancias químicas, una amida de bifenilo y un 

análogo del pirazolo[1,5-a]piridina, que inhibían la motilidad y el desarrollo de las L3s y 

L4s de H. contortus mostrando unos valores de DE50 en un rango entre 14 y 47 μM.  

Otro enfoque cada vez más atractivo para el desarrollo de fármacos es el 

cribado de fármacos que ya han sido aprobados para el tratamiento de otras 

enfermedades. La ventaja de esta estrategia, también llamada "reposicionamiento de 

fármacos" o "cambio terapéutico", es la disponibilidad de datos preclínicos y clínicos 

de los compuestos y el bajo coste de su producción en comparación con la síntesis de 

nuevas entidades químicas. Además, la reutilización de fármacos aprobados para otras 

indicaciones minimiza el riesgo de fracaso por toxicidad y, por tanto, conduce a una 

aprobación más rápida de los medicamentos por parte de los organismos reguladores 

372,373.  

En los últimos años, se han puesto en marcha diversas iniciativas de 

reconversión de fármacos en muchos campos de la medicina, incluida la parasitología. 

Estos esfuerzos han aportado algunos candidatos prometedores para la reutilización 

de fármacos, aunque, según los datos publicados hasta la fecha, la cuestión de si los 

fármacos identificados se convertirán en nuevos AHs sigue abierta (Panic et al., 2014).   

Por ejemplo, se identificaron 12 moléculas eficaces frente a L3s de A. 

ceylanicum en un cribado de 1.600 compuestos de una quimioteca aprobada por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos o FDA (del inglés Food and Drugs 

Administration) de Estados Unidos 374. Otras pruebas llevadas a cabo frente a varias 

especies de helmintos revelaron que el triclorfón, un insecticida organofosforado de 

amplio espectro, era activo frente diferentes estadios de A. ceylanicum, H. polygyrus y 

T. muris. Más recientemente, el triclorfón se probó a una dosis de 100 mg/kg para el 

tratamiento de la haemoncosis, dando lugar a una importante reducción del recuento 

de huevos en heces (99%) en corderos infectados con una cepa multirresistente de H. 

contortus 132. A pesar de estos resultados, el uso de este plaguicida es cuestionable ya 

que se han comunicado numerosos efectos adversos derivados de su uso. 
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Otros ejemplos que se pueden encontrar son los cribados realizados con las 

quimiotecas “Pathogen Box” y “Stasis Box”, cada una de ellas formadas por 400 

compuestos, en las que su actividad fue evaluada frente a L3s y L4s de H. contortus. De 

ellas, el tolfenpirad, un plaguicida ya aprobado, así como dos inhibidores de la quinasa, 

mostraron una inhibición de la motilidad de las larvas en un rango de concentración 

prometedor 288,314. Más concretamente, los inhibidores de la quinasa, SNS-032 y AG-

1295 mostraron unos valores DE50 de 12,4  y 9,92 μM, respectivamente, inhibiendo la 

motilidad de las L3s. Aunque ninguno tuvieron actividad inhibitoria detectable sobre la 

motilidad de las L4s, ambos inhibieron su desarrollo (valores de DE50 = 41,24 μM y 7,75 

μM para SNS-032 y AG-1295, respectivamente).  Le et al. 376 realizaron posteriormente 

un estudio exhaustivo de la relación estructura-actividad del tolfenpirad para la 

inhibición de las L3s de H. contortus, el cual dio lugar a la síntesis de una serie de 

análogos que alcanzaron valores de DE50 en L4s de 0,03 µM.  

Otro enfoque en la búsqueda de nuevos compuestos es la modificación de la 

estructura química de fármacos AHs ya conocidos. La comprensión del mecanismo de 

acción del fármaco y, sobre todo, el conocimiento de su bioactividad basado en su 

estructura, facilitan en gran medida la generación de nuevos fármacos. 

Las avermectinas son derivados de productos naturales obtenidos por 

fermentación de S. avermitilis. Los últimos avances han producido una un cepa 

modificada genéticamente, denominada S. avermitilis MHJ1011, que ha dado lugar a 

un nuevo compuesto, la tenvermectina 377, con mayor actividad y menor toxicidad que 

la ivermectina. Los resultados mostraron que la inyección subcutánea de una única 

dosis de 0,3 mg/kg de tenvermectina en cerdos producía una reducción del número de 

huevos en heces del 99% después de 4 semanas de su administración, tanto en A. 

suum como en Trichuris suis 378. 

Una de las principales clases de AHs utilizados actualmente son los BZs. Estos 

compuestos actúan como larvicidas y ovicidas, aunque su eficacia está limitada por su 

escasa solubilidad en el agua. Por ello, se diseñó una sal de mebendazol no descrita 

anteriormente con un anión nitrato para mejorar su solubilidad en el agua 379. También 

se han llevado a cabo estudios con el albendazol, cuya solubilidad se mejoró en forma 
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de complejo con itaconil-β-ciclodextrina, demostrando una actividad antihelmíntica in 

vitro aumentada en comparación con el albendazol puro 380. 

Entre los derivados del imidazol, se ha producido otro candidato prometedor, el 

diisopropilfenil-imidazol, el cual fue letal en larvas y adultos de C. elegans, ejerciendo 

su acción en los receptores nicotínicos. Curiosamente, este compuesto también 

mostró un nuevo modo de acción bioquímico 368. 

Aunque este enfoque puede dar lugar a nuevos fármacos con mejor solubilidad 

y farmacocinética y, por tanto, más eficaces, hay que tener en cuenta que la 

resistencia frente a los AHs actualmente utilizados puede que ya esté presente y que 

probablemente se desarrolle, incluso de manera más rápida 20. 
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OBJETIVOS 

El Objetivo General de la presente Tesis Doctoral consiste en desarrollar 

nuevos compuestos con utilidad terapéutica frente a las infecciones ovinas por 

tricostrongílidos que puedan ayudar a resolver los problemas de resistencias a los 

fármacos de uso habitual. Por lo tanto, los objetivos específicos serán los siguientes:  

 Evaluar el nivel de resistencia a los BZs en rebaños de ovejas pertenecientes a la 

Comunidad Autónoma de Castilla y León mediante técnicas in vivo, in vitro y 

moleculares.  

 Estudiar la actividad antihelmíntica de nuevos compuestos sintéticos sobre 

huevos y larvas de T. circumcincta y su toxicidad mediante diferentes ensayos 

in vitro. 

 Estudiar la actividad antihelmíntica in vitro de compuestos sintéticos de distinta 

naturaleza sobre larvas y adultos de T. muris y H. polygyrus. 

 Evaluar la toxicidad y seguridad de los candidados seleccionados para el 

desarrollo de fármacos AHs en ratones.  

 Evaluar la toxicidad, seguridad y actividad antihelmíntica de los candidados 

seleccionados para el desarrollo de fármacos AHs en jerbos de Mongolia 

(Meriones unguiculatus) y ovejas infectadas con H. contortus.   

 Poner a punto una plataforma de alto rendimiento para el cribado 

automatizado de compuestos frente T. circumcincta y H. contortus.  
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ABSTRACT 

Background: Benzimidazole resistance is associated with isotype-1 β-tubulin 

gene F200Y, E198A and F167Y SNPs. In this study, the recently described 

polymorphism E198L was reported and analysed in Teladorsagia circumcincta. 

Methods: The benzimidazole phenotypic resistance was measured by the 

faecal egg count reduction test (FECRT) and the egg hatch test (EHT) using a 

discriminating dose (DD) in 39 sheep flocks. Around 1,000 larvae collected before and 

after treatment were used for DNA extraction. The resistant species identified in all 

flocks was T. circumcincta. The resistance allele’s frequencies were measured for 

F200Y and E198A. A 371-bp fragment of the isotype-1 β-tubulin gene was analysed, 

including the three codons of interest, and a new pyrosequencing assay was designed 

for testing E198L. 

Results: The percentage of resistant flocks was 35% by FECRT or 26% by EHT; 

however, F200Y and E198A SNPs were absent in T. circumcincta. The amplification of a 

371-bp fragment confirmed the absence of F167Y and F200Y in 6 resistant flocks. 

Regarding codon 198, all samples after treatment carried a leucine (CTA). A 

pyrosequencing assay analysed the allele frequencies for the first two bases at codon 

198 independently, G/C and A/T. The correlation between C and T frequencies was 

almost 1 (r = 0.929, P < 0.0001) and the mean value of both was calculated to measure 

the leucine frequency; this value ranged between 10.4–80.7% before treatment, and 

82.3–92.8% after treatment. High and similar correlations were reported between the 

genotypic variables (C frequency, T frequency or mean of both frequencies) and 

phenotypic resistance (r > 0.720, P < 0.0001), although negatively associated with the 

FECRT and positively with the EHT. According to multivariate linear regression analysis, 

the T frequency was the most significant variable influencing the phenotypic resistance 

(FECRT or EHT; P < 0.0001). In the EHT, 67.1% of the phenotypic variability is associated 

with the T frequency but in the FECRT only 33.4%; therefore, the EHT using a DD seems 

to detect the genotypic resistance more accurately than the FECRT. 
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Conclusions: The E198L polymorphism can confer BZ resistance on its own in 

T. circumcincta.
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ABSTRACT 

Gastrointestinal nematodes (GIN) infections are a serious problem in livestock 

production due to the great economic losses they cause. Their control is increasingly 

difficult because of the rapid development of drug resistance and the limited number 

of available drugs. Therefore, this study evaluated 18 aminoalcohol and 16 diamine 

derivatives against eggs, first and third stage larvae from a susceptible and a resistant 

isolate of Teladorsagia circumcincta collected from sheep. The effectiveness of the in 

vitro anthelmintic activity of the compounds was evaluated using three different 

procedures: Egg Hatch Test (EHT), Larval Mortality Test (LMT) and Larval Migration 

Inhibition Test (LMIT). Those compounds with activities higher than 90 % in the initial 

screening at 50 μM were selected to determine their half maximal effective 

concentration (ED50). In parallel, cytotoxicity assays were conducted on Caco2 and 

HepG2 cell lines to calculate Selectivity Indexes (SIs) for each compound. The 

diamine 30 presented the best results in preventing egg hatching, displaying the 

lowest ED50 value (1.01 ± 0.04 μM) of all compounds tested and the highest SI 

(21.21 vs. Caco-2 cells). For the LMIT, the diamine 34 showed the highest efficacy, with 

ED50 values of 2.67 ± 0.08 and 3.02 ± 0.09 μM on the susceptible and resistant isolate of 

the parasite, respectively. 
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ABSTRACT 

The control of gastrointestinal nematodes (GIN) in livestock is becoming 

increasingly difficult due to the limited number of available drugs and the rapid 

development of anthelmintic resistance. Therefore, it is imperative to develop new 

anthelmintics that are effective against nematodes. Under this context, we tested the 

potential toxicity of three compounds in mice and their potential anthelmintic efficacy 

in Mongolian gerbils infected with H. contortus. The compounds were selected from 

previous in vitro experiments: two diamine (AAD-1 and AAD-2) and one benzimidazole 

(BZ-42) derivatives. BZ-42 was also selected to test its efficacy in sheep. In Mongolian 

gerbils, the benzimidazole reduced the percentage of pre-adults present in the 

stomach of gerbils by 95% at a dose of 200 mg/kg. In sheep, there was a 99% reduction 

in the number of eggs shed in faeces after seven days at a dose of 120 mg/kg and a 

95% reduction in the number of adults present in the abomasum. In conclusion, BZ-42 

could be considered a promising candidate for the treatment of helminth infections in 

small ruminants. 
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CAPÍTULO IV 

Benzimidazole and aminoalcohol derivatives show in vitro 

anthelmintic activity against Trichuris muris and Heligmosomoides 

polygyrus 

Elora Valderas-García, Cécile Häberli, María Álvarez Bardón, Nerea Escala, Verónica 

Castilla Gómez de Agüero, Jennifer de la Vega, Esther del Olmo, Rafael Balaña-Fouce, Jennifer 

Keiser, María Martínez-Valladares. 

Submitted to Parasites & Vectors 
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ABSTRACT 

Background: Infections by gastrointestinal nematodes cause significant 

economic losses and disease in both human and animals worldwide. The discovery of 

novel anthelmintic drugs is crucial for maintaining control of these parasitic infections. 

Methods: For this purpose, the aim of the present study was to evaluate the 

potential anthelmintic activity of three series of compounds against the 

gastrointestinal nematodes Trichuris muris and Heligmosomoides polygyrus in vitro. 

The compounds tested were derivatives of benzimidazole, lipidic aminoalcohols and 

diamines. A primary screening was performed to select those compounds with an 

ability to inhibit T. muris L1 motility by more than 90% at a single concentration of 100 

µM, and then, their respective ED50 values were calculated. Those compounds with 

ED50 lower than 10 µM were also tested against the adult stage of T. muris and H. 

polygyrus at a single concentration of 10 µM.  

Results: Of the 41 initial compounds screened, only compounds AO14, BZ6 and 

BZ12 had ED50 values lower than 10 µM on T. muris L1 assay, showing ED50 values of 

3.30, 8.89 and 4.17 µM, respectively. However, only two of them displayed activity 

against the adult stage of the parasites: BZ12 killed 81% of adults of T. muris (ED50 of 

8.1 µM) and 53% of H. polygyrus while BZ6 killed 100% of H. polygyrus adults (ED50 of 

5.3 µM) but only 17% of T. muris.  

Conclusions: BZ6 and BZ12 could be considered as potential candidates for 

further in vivo efficacy testing. 

Keywords: Trichuris muris, Heligmosomoides polygyrus, anthelmintic, 

benzimidazole, diamine, aminoalcohol. 
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CAPÍTULO V 

Screening for compounds with anthelmintic activity in 

Heamonchus contortus and Teladorsagia circumcincta using motility 

measurement  

Elora Valderas-García*, Alena Kadlecová*, Dominik Vítek, Ota Blahoušek, Matthew 

Lacey, Rafael Balaña-Fouce, María Martínez-Valladares, Jiří Voller. 

*both authors contributed equally to this study

Submitted to JoVE Journal 
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ABSTRACT 

 The current repertoire of anthelmintics is limited, moreover drug resistance 

was observed to almost all of their main classes. Efficient methods of novel drug 

identification are therefore highly desirable, especially if they allow for high-

throughput format. One such modern method is the evaluation of worm motility in 

liquid cultures using the locomotor activity recording system wMicroTracker. The 

instrument evaluates the movement by counting how many times the infrared light 

beams passing through the wells of microtitre plate are interrupted by moving worms. 

Here we describe how we use this platform for testing candidate drugs on infectious 

stage of important parasites in ruminants, Haemonchus contortus and Teladorsagia 

circumcincta. The presented protocol starts with the coproculture of feces to obtain 

infectious third stage larvae (L3) and includes the preparation of L3 for their testing by 

cuticle exsheathment. The main advantages over automated microscopy include: 

lower cost and space requirements of the instrumentation, concurrent measurement 

of all wells of a microtiter plate, and ease of data analysis. 
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DISCUSIÓN 

Las infecciones causadas por NGI en rumiantes conllevan importantes pérdidas 

económicas en la ganadería debido al impacto negativo directo que causan sobre los 

animales a través de la reducción de la ingesta de alimento, peso, crecimiento de la 

lana, fertilidad y producción de leche 1.  

En la UE, el coste anual de las infecciones provocadas por helmintos se estima 

que se sitúa en torno a los 2,1 billones de euros, alcanzando los 357 millones de euros 

únicamente en ovejas 2. Del total, se calcula que el 81% de estos costes se deben a las 

pérdidas de la producción y el 19% al coste del tratamiento AH 2. En cuanto a las 

pérdidas originadas en ovino y bovino se propone que pueden alcanzar los miles de 

millones de dólares en todo el mundo 3. Se han propuesto varios métodos para 

controlar este tipo de infecciones sin depender exclusivamente de fármacos, como la 

gestión del pastoreo y el control biológico de los pastos, la suplementación nutricional, 

la vacunación y los enfoques genéticos mediante la cría selectiva 4,5. Todas estas 

estrategias no químicas son especialmente importantes para prevenir la infección, sin 

embargo, cuando la tasa de infección aumenta rápidamente, es necesario llevar a cabo 

tratamientos AHs eficaces y rápidos. Por esta razón, la quimioterapia sigue siendo el 

pilar central para el control de todas las helmintiasis, incluidas las producidas por NGI 

6. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el número de fármacos disponibles en el 

mercado es limitado y que su eficacia se está viendo amenaza cada vez más por la 

creciente aparición de fallos terapéuticos a nivel global, especialmente en los NGI de 

rumiantes 7,8, amenazando la economía de las industrias ganaderas, así como la salud y 

el bienestar de los animales 8–10. 

La prevalencia de la RA ha aumentado en todo el mundo, y cabe esperar un 

mayor incremento debido a la administración masiva de fármacos, que induce una 

presión farmacológica para seleccionar alelos relacionados con la resistencia 7,11. En la 
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mayoría de los países, los casos de RA se refieren principalmente a la familia de los 

BZs, con un número creciente de explotaciones resistentes a las LMs, en particular a la 

ivermectina, ya que se tratan de los AHs más utilizados 12,13. En España, más 

concretamente en la zona de Castilla y León, nuestro grupo de investigación ha 

detectado un creciente aumento de los niveles de resistencia frente a los BZs con el 

paso de los años. Entre los años 2000 y 2010 la RA en esta familia de fármacos se 

mantuvo en valores estables, encontrándose en el 13% de las explotaciones 

muestreadas 14,15. Sin embargo, el trabajo desarrollado en el Capítulo I confirma que 

los niveles de resistencia han aumentado en la zona durante los últimos años, 

alcanzando un porcentaje de resistencia del 35%. A pesar de ello, son valores 

considerablemente más bajos que los descritos en otros países de Europa, donde se ha 

estimado que el porcentaje medio de explotaciones resistentes a los BZs está en torno 

al 86% 13. 

Al llevar a cabo el análisis molecular de larvas de T. circumcincta resistentes a 

los BZs, comprobamos que no se detectó ninguno de los tres SNPs de interés que 

suelen estar presentes de manera habitual en el fragmento específico del gen que 

codifica el isotipo 1 de la β-tubulina (F167Y, E198A y F200Y). Tras la secuenciación de 

estas larvas, aisladas de ovejas antes y después del tratamiento con netobimín, se 

identificó un nuevo polimorfismo en el codón 198 del mismo gen, en donde se 

encontró una sustitución del ácido glutámico por leucina en el caso de las larvas 

resistentes. Posteriormente se desarrolló un nuevo ensayo de pirosecuenciación para 

cuantificar la presencia de este polimorfismo en larvas procedentes de ovejas 

infectadas de forma natural y la frecuencia se correlacionó con los niveles de 

resistencia en función del FECRT y el EHT. Los resultados mostraron un nivel de 

significación muy alto entre las tres técnicas (r > 0,720; p < 0,0001), por lo que el nuevo 

ensayo de pirosecuención descrito en este Capítulo podría utilizarse de forma rutinaria 

para la detección de la resistencia cuando la presencia de T. circumcincta sea 

predominante en el rebaño.  

A pesar de los intentos de optimizar la eficacia de los fármacos AHs, en los 

últimos 20 años la RA ha seguido aumentado, convirtiendo el control de los helmintos 

en un grave problema mundial 16. Desde 2010 no se han comercializado nuevos 
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fármacos AHs 17, por lo que la disponibilidad de nuevas moléculas activas en los 

próximos años es de urgente necesidad 6,18. 

Por lo tanto, los Capítulos II, III y IV de la presente Tesis Doctoral se han 

enfocado específicamente en la búsqueda de nuevos compuestos con posible actividad 

antihelmíntica. Más concretamente, en el trabajo llevado a cabo en el Capítulo II se 

cribaron un total de 18 derivados de aminoalcoholes y 16 diaminas previamente 

sintetizados por el departamento de Química Farmacéutica de la Universidad de 

Salamanca. Se probó la actividad de los compuestos frente a huevos, L1s y L3s de una 

cepa susceptible y otra resistente de T. circumcincta. De la misma manera se llevaron a 

cabo estudios de citotoxicidad en dos líneas celulares diferentes: adenocarcinoma 

colorrectal humano Caco-2, para evaluar la toxicidad en una línea celular de origen 

intestinal, y el hepatocarcinoma humano HepG2, para evaluar la toxicidad sistémica de 

los compuestos. Aquellos compuestos con mejor actividad nematocida y menor efecto 

citotóxico se sometieron a la predicción in silico de sus propiedades farmacocinéticas y 

efectos adversos. Finalmente, los dos compuestos más eficaces y menos tóxicos a nivel 

celular fueron seleccionados para posteriores experimentos: la diamina AA 30 

(denominada como AAD-1 en el trabajo desarrollado en el capítulo III), con potente 

actividad frente a huevos (DE50= 1,01 µM) y la diamina AA 34 (denominada como AAD-

2 en el Capítulo III), como la más potente inhibiendo el movimiento de las L3s (DE50= 

2,67 µM).   

Estos resultados, junto con los obtenidos en un estudio llevado a cabo 

previamente por nuestro grupo de investigación para el cribado de una serie derivados 

bencimidazólicos, permitió seleccionar un tercer compuesto, el BZ-42, como candidato 

para desarrollar el trabajo llevado a cabo en el Capítulo III. En este Capítulo, se 

descartaron los posibles efectos adversos de los tres compuestos tras su 

administración oral en ratones a una dosis de 250 mg/kg y se evaluó su actividad 

antihelmíntica utilizando como modelo jerbos de Mongolia infectados con L3s de H. 

contortus. Decidimos utilizar jerbos infectados con H. contortus porque ha demostrado 

ser un modelo fiable y reproducible para el análisis de la eficacia in vivo de compuestos 

con posible actividad AH 19-21 y ha formado parte del proceso de evaluación de la 

actividad AH de compuestos actualmente comercializados como el monepantel 22 y el 



220 

 

derquantel 23. Además, el uso de jerbos de Mongolia nos permitió llevar a cabo un 

primer cribado in vivo de los compuestos antes de utilizar el modelo final ovino.  

De los tres compuestos probados en jerbos, solamente el derivado de BZ 

demostró reducir el número de pre-adultos de H. contortus presentes en el estómago 

de los animales de manera significativa (95%), aunque no afectó al número de L4s. Por 

esta razón se decidió probar su eficacia utilizando para ello la especie de destino, la 

oveja. Administrado a una dosis de 120 mg/kg por vía oral, este derivado 

bencimidazólico produjo una reducción del número de huevos en heces del 99% 7 días 

después de su administración, y del 95% en el número de adultos presentes en el 

abomaso de las ovejas. Es por ello que el derivado de BZ podría ser un potencial 

candidato para el desarrollo de un nuevo fármaco AH eficaz frente a las infecciones 

provocadas por los NGI. Sin embargo, aún quedan numerosos estudios por realizar, 

entre los que se incluyen la determinación de la dosis mínima eficaz, así como estudios 

farmacológicos detallados y en otras especies y cepas de tricostrongílidos. No se deben 

descartar otros estudios que puedan mejorar la biodisponibilidad del compuesto, con 

el fin de mejorar la eficacia in vivo a dosis más bajas 24. Además, esta nueva molécula 

podría ser el punto de partida para la síntesis de nuevos compuestos a partir de 

modificaciones estructurales con el fin de mejorar la eficacia. 

La síntesis de nuevos compuestos derivados de fármacos conocidos con un uso 

aprobado, como en el caso de esta Tesis Doctoral, es una forma razonable de mejorar 

sus propiedades y eficacia, ya que puede dar lugar a nuevos compuestos con 

solubilidad y farmacocinética mejoradas 6. Sin embargo, el riesgo de desarrollo de 

resistencia en este caso es aún mayor que en el caso de las estrategias basadas en la 

síntesis de nuevas entidades moleculares, y por lo tanto debe ser evaluado 

cuidadosamente 25. A pesar de ello, recientemente se han desarrollado algunos nuevos 

compuestos prometedores a partir de familias antihelmínticas ya comercializadas, 

como la tenvermectina 26 perteneciente a la clase de las LMs, o compuestos con 

nuevos mecanismos de acción, como el derivado imidazólico diisopropilfenil-imidazol 

27. También se han hecho progresos con el grupo de los BZs, diseñando una sal de 

mebendazol, el nitrato de mebendazol, para mejorar su solubilidad en agua 28. 
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La evaluación de los mismos compuestos en numerosas y diferentes especies 

de helmintos, representa una estrategia básica a la hora de buscar nuevos 

tratamientos AHs, ya que, por lo general, gran parte de los compuestos 

comercializados suelen cubrir un rango amplio de parásitos y no solo de géneros 

específicos. Además, numerosos fármacos aprobados en veterinaria han sido utilizados 

en medicina humana y viceversa 25,29. Por estas razones, centrarse en una sola especie 

no es suficiente 30 

Complementariamente, parte de los compuestos (derivados de diaminas, 

aminoalcoholes y BZs) utilizados en el cribado llevado a cabo en T. circumcincta fueron 

probados en otro parásito que infecta ratones y que es utilizado también como 

modelo de la infección por NGI en humanos, T. muris 31. En el trabajo desarrollado 

dentro del Capítulo IV, dos derivados bencimidazólicos y un derivado de aminoalcohol 

fueron identificados por su potente actividad frente a L1s durante un cribado inicial a 

una dosis de 100 µM. Posteriormente, se probó su eficacia frente frente a las formas 

adultas del parásito, que son las que se localizan en el intestino de los animales, a una 

concentración de 10 µM. Adicionalmente, estos tres candidatos se testaron frente a las 

formas adultas de otro parásito utilizado como modelo de infecciones causadas por 

NGI: H. polygyrus 32. Al final, dos de los derivados bencimidazólicos, denominados BZ6 

y BZ12, mostraron eficacia frente a uno de los dos parásitos utilizados en los ensayos 

con adultos. El BZ12 presentó una DE50 de 8,1 µM frente a T. muris y el el BZ6 de 5,3 

µM frente a H. polygyrus. Además, el BZ6 también había demostrado actividad ovicida 

en experimentos previos llevados a cabo con T. circumcincta 33, con una DE50 cercana a 

15 µM. 

Con el objetivo de acelerar el descubrimiento de nuevos fármacos frente a NGI, 

en el trabajo llevado a cabo en el Capítulo V presentamos un protocolo completo en 

donde se describe una plataforma de cribado de compuestos de alto rendimiento en 

L3s tanto de H. contortus como T. circumcincta. En este protocolo se determinó la 

motilidad de los parásitos utilizando el equipo wMicrotracker ONE, capaz de medir la 

interferencia de un haz de luz infrarroja por el movimiento de los parásitos y registrar 

"recuentos de actividad" como medida de la motilidad. El trabajo describe el proceso 

completo desde la obtención de L3s a partir de las heces de corderos infectados 
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mediante la técnica del coprocultivo, el desenvainado de las larvas y el cribado. Este 

sistema se ha aplicado en algunas ocasiones para llevar a cabo cribados de compuestos 

en C. elegans 34–36, pero también en diferentes NGI como H. contortus, T. circumcincta 

y C. oncophora 37,38. Sin embargo, nosotros llevamos a cabo una serie de adaptaciones 

en los protocolos hasta ahora descritos con el fin de mejorar el rendimiento de la 

técnica a nuestra conveniencia. La utilización de placas de 96 pocillos con fondo en 

forma de “U” nos permitió utilizar un número más bajo de larvas por pocillo, en 

contraste con trabajos de otros autores 37–39, así como el uso de agua del grifo tras el 

desenvainado como medio de mantenimiento de las L3s, en vez de medios de cultivo 

estériles, como medio LB o RPMI 1640, utilizado por la mayor parte de los autores 37–

39. El hecho de no llevar a cabo todo el proceso bajo condiciones de esterilidad nos 

permite acortar el tiempo de desarrollo de la técnica. Una de las principales ventajas 

de este sistema con respecto al cribado automatizado que utiliza instrumentos de 

microscopía de alta resolución combinada con la captura y el análisis de imágenes 40,41 

es el coste significativamente menor de la instrumentación. Además, el wMicroTracker 

puede lograr rendimientos de 5.000 a 10.000 compuestos por semana, según se 

utilicen placas de 96 o 384 pocillos 42 y permite el cribado de compuestos de una 

manera más objetiva que los métodos convencionales hasta ahora utilizados, como el 

EHT, LMT o LMIT 22,43. 

En conjunto, la presente Tesis Doctoral se ha centrado en la búsqueda de 

nuevos posibles compuestos con actividad antihelmíntica contra tricostrongílidos, así 

como frente a otros nematodos parásitos de importancia socioeconómica, para su 

posterior desarrollo. Para ello, hemos seguido varios enfoques distintos: uno centrado 

en el cribado de compuestos tanto in vitro como in vivo; y otro enfocado en el 

desarrollo y perfeccionamiento de técnicas de cribado de mayor rendimiento. 

Al comparar los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral con los 

obtenidos por otros autores en trabajos de descubrimiento de fármacos AHs, se puede 

concluir que algunos de los candidatos identificados en ellos presentaron valores de 

DE5o comparables a los obtenidos en nuestro estudio. Por ejemplo, los inhibidores de 

quinasa, SNS-032 y AG-1295, identificados por Jiao et al. 44, mostraron unos valores 

DE50 de 12,4 y 9,92 μM, respectivamente, inhibiendo la motilidad de las L3s de H. 
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contortus, en comparación con la DE50 obtenida por el compuesto AA-34 en el LMIT 

llevado a cabo en T. circumcincta en el Capítulo II, que fue de de 2.67 μM. En el caso de 

la amida de bifenilo y el análogo del pirazolo[1,5-a]piridina identificados por Preston et 

al. 43, las DE50 obtenidas para inhibir la motilidad de L3s de H. contortus se situaron 

entre 14 y 47 μM. 

En cribados de alto rendimiento también se ha identificado un insecticida 

organofosforado, el triclorfón 45, cuya actividad fue evaluada en ovejas infectadas con 

H. contortus a una dosis muy similar (100 mg/kg) a la utilizada en nuestro estudio (120 

mg/kg) llevado a cabo en el Capítulo III. Su administración dio lugar a una reducción 

del número de huevos en heces del 99%, la misma que la obtenida en nuestro estudio 

por el derivado bencimidazólico. 

Por otro lado, el candidato identificado como OX02983 y algunos de sus 

análogos, pertenecientes al grupo de las dihidrobenzoxazepinonas, mostraron DE50s 

inhibiendo la motilidad de adultos de T. muris de en torno a 25-50 μM 46, bastante 

mayores en comparación a los valores obtenidos en el Capítulo IV de nuestro trabajo 

por el BZ12, que presentó un valor de 8,1 μM. 

En nuestra opinión, algunos de estos compuestos podrían representar puntos 

de partida para el desarrollo de posibles candidatos. En consecuencia, los próximos 

pasos de la investigación que se deberían llevar a cabo incluyen: la optimización 

química de los productos químicos representativos descubiertos en los Capítulos III y 

IV, mediante evaluaciones de la relación estructura-actividad; la evaluación de la 

amplitud del espectro de actividad antihelmíntica sobre otra serie de nematodos 

parásitos; la investigación detallada del ADMET; ensayos para establecer la 

dosificación, biodisponibilidad, índice terapéutico, seguridad, formulación; y el 

establecimiento de los modos de acción de los candidatos principales. 

En resumen, es importante seguir investigando en esta área, no sólo para 

revelar nuevas posibilidades para el tratamiento de las helmintiasis, sino también para 

obtener nueva información que amplíe los conocimientos actuales en helmintología, 

farmacología, etc. No obstante, todos los AHs utilizados en la terapia humana se 

desarrollaron inicialmente para el tratamiento del ganado y, por tanto, los avances en 
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el tratamiento de las helmintiasis veterinarias podrían mejorar también la terapia 

humana 6. 
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CONCLUSIONS 

The conclusions obtained in each study carried out during the Doctoral Thesis 

are presented below: 

 

1-. “Teladorsagia circumcincta beta tubulin: the presence of the E198L polymorphism 

on its own is associated with benzimidazole resistance”. 

The percentage of flocks with BZ resistance in the area of study (provinces of 

Castilla and Leon community) was 35% by FECRT or 26% by EHT.  

A mutation of glutamic acid (GAA) to leucine (CTA) at codon 198 (E198L) of the 

isotype-1 β-tubulin gene, confers BZ resistance on its own in T. circumcincta. The 

leucine frequency ranged between 10.4 and 80.7% before treatment, and from 82.3 to 

92.8% after treatment.  

High and similar correlations were reported between the leucine frequency and 

phenotypic resistance (r > 0.720; p < 0.0001), although negatively associated with the 

FECRT and positively with the EHT. 

2.- “Anthelmintic activity of aminoalcohol and diamine derivatives against the 

gastrointestinal nematode Teladorsagia circumcincta” 

Compound AA 30 showed the highest AH activity, with an ED50 value of 

1.01 ± 0.04 μM in the EHT, and also very interesting values against larvae, both in the 

LMT (5.62 ± 0.06 μM) and in the LMIT (4.88 ± 0.25 μM), reaching the highest SI of all 

compounds in Caco-2 cells (21.21 in EHT).  

Despite AA 34 only showed activity against L3, it could be considered for further 

studies since it showed the lowest ED50 in the LMIT, both in the susceptible 

(2.67 ± 0.08 μM) and resistant (3.02 ± 0.09 μM) isolate.  
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3.- “Novel compound shows in vivo anthelmintic activity in gerbils and sheep 

infected by Haemonchus contortus” 

BZ-42 was able reduce the 99% of eggs and 95% of adult worms in sheep at an 

oral dose of 120 mg/kg. Therefore this compound could be a potential candidate for 

the treatment of H. contortus, - and probably other GIN infections - in ruminants, or as 

a starting point for the synthesis of further structurally related compounds.  

4.- “Benzimidazole and aminoalcohol derivatives show in vitro anthelmintic activity 

against Trichuris muris and Heligmosomoides polygyrus” 

Two compounds, BZ6 and BZ12, were identified as “hits” since BZ6 showed an 

ED50 of 8.1 µM on T.muris adults and BZ12 showed and ED50 of 5.3 µM on H. polygyrus 

adults. Both compounds should be taken into consideration for future studies that 

should include the evaluation of their ADMET, as well as in vivo efficacy and safety 

experiments with animals.  

5.- “Screening for compounds with anthelmintic activity in Heamonchus contortus 

and Teladorsagia circumcincta using motility measurement” 

Motility measurement by wMicroTracker is an easy-to-use method for 

screening compounds with anthelmintic activity that allows the processing of medium 

sized chemical libraries in a single week.  

After the protocol implementation, stimulation of worms’ movement by 

repeated pipette aspiration before the measurement proved to be a crucial point for 

successful readings, as well as the use of U-bottom microtiter plates, which allowed 

the use of a lower number of larvae per well compared to other studies: 30 and 50 L3 

for T. circumcincta and H. contortus, respectively.  
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Abstract 

Background: Benzimidazole resistance is associated with isotype‑1 β‑tubulin gene F200Y, E198A and F167Y SNPs. In 
this study, the recently described polymorphism E198L was reported and analysed in Teladorsagia circumcincta.

Methods: The benzimidazole phenotypic resistance was measured by the faecal egg count reduction test (FECRT) 
and the egg hatch test (EHT) using a discriminating dose (DD) in 39 sheep flocks. Around 1000 larvae collected before 
and after treatment were used for DNA extraction. The resistant species identified in all flocks was T. circumcincta. 
The resistance alleles frequencies were measured for F200Y and E198A. A 371‑bp fragment of the isotype‑1 β‑tubulin 
gene was analysed, including the three codons of interest, and a new pyrosequencing assay was designed for testing 
E198L.

Results: The percentage of resistant flocks was 35% by FECRT or 26% by EHT; however, F200Y and E198A SNPs were 
absent in T. circumcincta. The amplification of a 371‑bp fragment confirmed the absence of F167Y and F200Y in 6 
resistant flocks. Regarding codon 198, all samples after treatment carried a leucine (CTA). A pyrosequencing assay ana‑
lysed the allele frequencies for the first two bases at codon 198 independently, G/C and A/T. The correlation between 
C and T frequencies was almost 1 (r = 0.929, P < 0.0001) and the mean value of both was calculated to measure the 
leucine frequency; this value ranged between 10.4–80.7% before treatment, and 82.3–92.8% after treatment. High 
and similar correlations were reported between the genotypic variables (C frequency, T frequency or mean of both 
frequencies) and phenotypic resistance (r > 0.720, P < 0.0001), although negatively associated with the FECRT and 
positively with the EHT. According to multivariate linear regression analysis, the T frequency was the most significant 
variable influencing the phenotypic resistance (FECRT or EHT; P < 0.0001). In the EHT, 67.1% of the phenotypic variabil‑
ity is associated with the T frequency but in the FECRT only 33.4%; therefore, the EHT using a DD seems to detect the 
genotypic resistance more accurately than the FECRT.

Conclusions: The E198L polymorphism can confer BZ resistance on its own in T. circumcincta. 
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