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Abstract

The aim of the present study was to determine the egg excretion and the optical density titre of F. hepatica through the
ELISA test in cattle treated with triclabendazole every 56- and 112 days. Forty two animals divided into three groups of
14 animals each were used. Group A was treated every 56 days, Group B every 112 days, and Group C remained as the
control one. Sedimentation egg count- and ELISA tests were used. In Group A, the frequency was reduced from 100%
(day 0) to 0% (day 168), and average egg counts were reduced from 86.57 + 10.5 (day 0) to O (day 168). In Group B, the
frequency decreased from 100% (day 0O) to 14.28% (day 168), and average egg counts were 82.85 + 14 (day 0) to 0.85 +
0.5 (day 168). In Group C, the prevalence was always of 100%, and average egg counts ranged from 68.14 to 78.85.
Groups A and B showed statistical differences (P < 0.05) on days 84, 112, 140 and 168, being always different to group C
(P < 0.01). Optical density titres were found under 0.679 nm. No statistical differences (P > 0.05) were found within the
same group or among the three groups. The correlation between optical density titres and the egg excretion was low (0.26,
0.0022 and Q011) for Groups A, B and C, respectively. It is concluded that the treatment with triclabendazole
administered every 56 days significantly reduces (P < 0.05) F. hepatica egg excretion in cattle when compared with that
given every 112 days, and that the correlation between fecal egg-counts and optical densities was low.
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Resumen

El objetivo fue determinar la prevalencia, laintensidad en la excrecién de huevos y los titul os de anticuerpos anti-Fasciola
hepética expresados en densidades épticas, en ganado vacuno tratado con triclabendazol cada 56 y 112 dias durante 7

meses. Se utilizaron 42 bovinos divididos en tres grupos de 14 animales cada uno. El grupo A fue tratado con

triclabendazol cada 56 dias, el B cada 112, el C fue el testigo. Se emplearon las técnicas de sedimentacion y ELISA. En el
grupo A el nimero de animales positivos se redujo del 100% (dia 0) a 0% (dia 168). La media de huevos se redujo de
86.57 + 10.5 (dia 0), a 0 (dia 168). En €l grupo B el nimero de animales positivos se redujo de 100% (dia 0) a 14.28%
(dia 168), y la media de huevos de 82.85 + 14 (dia0) a0.85 + 0.5 (dia 168). En € grupo C la prevalencia siempre fue
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de 100% y la media de huevos excretados fluctué de 68.14 a 78.85 durante el estudio. Entre € grupo A y € B se
observaron diferencias estadisticas (P< 0.05) enlosdias 84y 112, 140y 168 y siemp re hubo diferencias con el grupo C (P
< 0.01) después del tratamiento. Las densidades épticas se encontraron por debajo de 0.679 nm. No se encontraron
diferencias estadisticas (P> 0.05) en e mismo grupo ni entre los tres grupos. La correlacion entre titulos de anticuerpos y
la excrecion de huevos fue baja (0.26, 0.0022 y 0.011) para los grupos A, B, y C, respectivamente. Se concluye que €l
tratamiento con triclabendazol en ganado vacuno, aplicado cada 56 dias, reduce significativamente (P= 0.05) la excrecion
de huevos de F. hepética en comparacién con €l aplicado cada 112 dias, y la correlacién entre la cantidad de huevos'y los
titulos de anticuerpos expresados en densidades dpticas fueron bajas.

PALABRAS CLAVE: FASCIOLA HEPATICA, TRICLABENDAZOL, ELISA, BOVINOS.

I ntroduccion

Lafasciolosis en el ganado bovino tiene gran importancia
econdémica en muchos paises del mundo debido a su
efecto directo, como es el decomiso de visceras en los
mataderos, costo de tratamientos y muertes. Sin embargo,
los efectosindirectos son los de mayor importancia, como
el retraso en e crecimiento, asociado a la deficiente
conversion aimenticia, desnutricion, baja fertilidad,
abortos, disminucion en la calidad de la produccion de
g:ggrﬁ leche, lana 'y baja resistencia a otras enfermedades
Malone y Craig® mencionan que en infecciones leves,
donde el conteo es menor a 1 huevo por 2 g de heces, la
pérdida econémica es imperceptible; en casos moderados
con 2 a 10 huevos por 2 g de heces, se aprecia una ligera
pérdida econdémica, y en situaciones con mas de 10
huevos por 2 g de heces se observan pérdidas econémicas
considerables.

El empleo de la técnica ELISA para el diagnostico de la
fasciolosis representa una situacién ventgjosa, ya que
permite la deteccion de anticuerpos anti-fasciola desde la
segunda semana posinfeccion’, lo que hace posible
detectar la presenciadel parasito en su estadio juvenil.
Para € control de la fasciolosis es necesario emplear
compuestos quimicos que sean altamente eficaces contra
estadios adultos e inmaduros®. En zonas del Golfo de
México con clima célido-himedo, como es el estado de
Tabasco y parte de Chiapas, en donde se reaizo el
presente estudio, la transmision parece ocurrir todo €l
afio, aunque tiene dos picos estacional es'®.

Se ha sefialado que €l triclabendazol es un fasciolicida
con alta eficacia contra estadios adultos e inmaduros,
Boray™ informa una eficacia del 93%, 85.4% y 95.7%
contra F. hepética de 2, 6 y 8 semanas posinfeccion,
respectivamente; con una dosis 12 mg/kg de peso vivo.
Malone y Craig® indican que el triclabendazol a dosis de
12 mg/kg en ganado bovino tuvo una eficacia mayor al
99% contra estadios adultos e inmaduros en conductos
biliares, y mayor a 90% contra estadios inmaduros en
migracion hepética Fuhui et a.'? indican que e
triclabendazol a dosis de 12 mg/kg en ganado bovino
infectado con F. hepatica, tuvo una eficacia de 85%,
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posinfeccion. Quiroz et a.™* ensayaron una dosis de 10
mg/kg de peso en ganado vacuno, con una eficacia del

75% contra estadios de 11 semanas. Rapic et al.*
obtuvieron una eficacia del 100% contra el trematodo de
nueve semanas al aplicar dosis de 12 mg/kg y del 98.4%
alas 15 semanas.

Existe muy pocainformacién sobre programas de control
guimioterapéutico de la fasciolosis en ganado bovino en
Meéxico; No obstante, se indica uno en ganado de lidia en
el municipio Dr. Mora, Guanajuato, México,** y otro en
ganado lechero en Tulancingo, Hidalgo,*®> México, ambos
en clima templado, por lo que se considera necesario
generar informacion sobre el control de esta trematodosis
en regiones con ata prevalencia, como es la zona de
estudio en el estado de Chiapas, México.

El objetivo fue determinar la prevalencia, la intensidad
en la excrecion de huevos y los titulos de anticuerpos,

expresados en densidades Opticas, anti-Fasciola hepaica
en ganado vacuno tratado con triclabendazol cada 56 y
112 dias, en un periodo de 7 meses, en una zona con

clima cédlido-himedo del estado de Chiapas.

Material y M é&odos

El estudio se realiz6 en el verano y otofio de 1997, en €l
rancho "La Villa de Guadalupe," localizado en el km 2 de
la carretera Pichucal co-Juarez, municipio de Pichucalco,
en el estado de Chiapas, México; estd situado a 150
msnm, presenta un clima célido-himedo con temperatura
media anual de 22°C, y precipitacion pluvial de 2 900
mm al afio™®.

Se empleb un lote de 42 cabezas de ganado vacuno, cruza
de Cebl x Pardo Suizo, en produccion léactea, infectado
de manera natural con F. hepética, con edades mayores a
36 meses, y sometidas a pastoreo extensivo y
estabulacion para €l ordefio. De manera individual, se
colectaron aproximadamente 100 g de heces, en bolsas de
polietileno, directamente del recto; cada muestra fue
identificada con €l nimero de arete del animal. Dichas
muestras de heces fueron transportadas en refrigeracion y
mantenidas a 4°C hasta ser examinadas en el laboratorio;
posteriormente fueron procesadas mediante latécnicade



sedimentacién de Benedek, contando los huevos en 5 g
de heces (hpg)*.

De cada uno de los animales se obtuvieron muestras de
sangre, empleando el sistema de tubos vacutainer sin
anticoagulante, colectadas de la arteria 0 vena coccigea, e
identificadas con el nimero del arete de cada animal. Las
muestras de sangre, una vez coaguladas, se centrifugaron
a 3 000 g durante 8 minutos. Posteriormente, mediante
una pipeta Pasteur, se colectd el suero y se coloco en
vides de pléstico previamente identificados. Se
transportaron en refrigeracién y se congelaron en el
laboratorio hasta ser procesados.

A las muestras de suero se les aplicé la prueba indirecta
de ensayo inmunoenzimético (ELISA) de acuerdo con
Boulard et al.'® En la citada prueba se utiliz6 antigeno de
secreciones-excreciones de F. hepatica a una
concentracion de 5 pg/ml. Se emplearon microplacas de
96 pozos, e conjugado fue una anti-lgG bovino
peroxidasa desarrollado en conejo’ ' aunadilucion de 1 a
2000. El sustrato utilizado fue ABTS ", y la absorcién fue
leida mediante espectrometro a 490 nandmetros de
longitud de onda, empleando un lector e limite de
corte para |os sueros positivos fue de 0.5 nm. La técnica
fue estandarizadatal y como lo describen Ibarra et al.*°

Disefio experimental

Con los datos obtenidos de los exdmenes de heces del dia
-30 distribuidos de manera homogénea a las cantidades
de hpg, se conformaron tres grupos de 14 animales cada
uno (A, By C)?°. Los grupos A y B fueron tratados con
triclabendazol 6 cloro -5 -(2.3. diclorofenoxi) - 2 metiltio-
bencimidazol a dosis de 12 mg/kg de peso en pie. Al

grupo A se le aplicaron tratamientos con triclabendazol
cada 56 dias cuatro veces, y a grupo B cada 112 dias, dos
veces durante en un intervalo de 7 meses. El grupo C
(testigo) no recibio tratamiento fasciolicida

Cada 28 dias se determind la prevalencia o porcentaje de
muestras positivas de acuerdo con Margolis et al.?!, asf
como la intensidad o promedio de huevos (x de hpg), €

error estandar, la méxima y la minima cantidad de
huevos. Se calcul6 € porcentgje de variacion de la x de
hpg, considerando el 100% la x de hpg del dia del inicio
del experimento (dia -30). Se calcul6é con una regla de
tres simple, el porcentaje que representa cada promedio
de hpg de cada muestreo en relacién con el promedio
basal. En el muestreo que se llevé a cabo después del

tratamiento fasciolicida (dias 28, 56 y 140) se calculé la
eficaciadel triclabendazol por medio del "efecto

*Nunc-Immuno Plate Maxisorp, Dinamarca.
** Sigmaimmuno chemicals, New Jersey, USA.
***Multiscan Plus, version 2.03 (Fisher Instruments).

extension" (eficacia respecto del hato) y del "efecto
intensidad" (eficacia respecto del porcentaje de reduccion
de huevos del trematodo)*

Mediante latécnica ELISA se determinaron los titulos de
anticuerpos anti-Fasciola hepatica expresados en
densidades épticas los dias 0, 28, 56 y 84, considerando
la méxima, la minima, la media, la desviacién esténdar y
el error estandar. Para interpretar |os resultados obtenidos
en densidades épticas, se consideré como valor base las
minimas y las mé&ximas densidades opticas de los
testigos positivos y los negativos, asi como su media
aritmética, ademés se llevd a cabo una prueba de
Kruskal-Wallis con los grupos A, B y C, para determinar
si habia diferencias estadisticas.?

Con los datos de prevalenciay de la x de intensidad de
hpg de los grupos A y B registrados durante los ocho
muestreos, se aplicd la prueba de Wilcoxon, para
determinar apartir de qué momento eran diferentes®.
También se realiz6 una prueba de correlacion de
Spearman,® entre la media de hpg cada 28 dias y los
titulos de anticuerpos expresados en densidad optica,
interpretando los datos con el ajuste de tiempo
correspondiente al periodo prepatente del parasito, y con
la migracion de estadios inmaduros del trematodo. Para
realizar el andlisis estadistico de estas pruebas se empled
el paguete SAS™.

Resultados

En el grupo A la prevalencia de F. hepatica se redujo de
100% (dias -30 y 0) a 21.42% (dia 28), en los muestreos
posteriores dicha prevalencia oscilé de 14.28% a 0%. La
media (x) de hpg disminuy6 de 86.57 + 10.5 (dia 0) a
0.78 + 04 (dia 28), en los subsecuentes muestreos
variaron de 2.92 + 1.99 a 0%. El porcentaje de variacion
de la x de hpg fue de 124.2 (dia 28) a O (dias 84, 140 y
168). La eficacia del triclabendazol en su "efecto
extension” fue de 78.58% (dia 28) a 100% (dias 84 y 140)
y el "efecto intensidad" fue de 95.77% (dia 28) a 100%
(dias 84 y 140) (Cuadro 1).

En el grupo B la prevalencia de F. hepatica descendi6 de
100% (dias-30y 0) a14.28% (dia 28), y en los siguientes
muestreos oscil6 de 35.71% a 7.14%. Sin embargo, la x
de hpg se redujo de 82.85 + 14 (dia0) a 0.71 £ 0.4 (dia
28), en los posteriores muestreos varié de 8.35 + 3.3 a
0.14 = 0.1. El porcentaje de variacion de la x de hpg fue
de 121.98 (dia 0) a 0.2 (dia 140). La €ficacia del
triclabendazol en su efecto extension fue de 85.72% (dia
28) y de 80% (dia 140), y el efecto intensidad de 99.14%
(dia 28) a 98.32% (dia 140) (Cuadro 2).

En el grupo C (testigo) la eliminacién de huevos durante
€l periodo de estudio siempre fue de 100%, comparandola
contra €l dia 0. Sin embargo, la intensidad expresada a
través de x de hpg fue de 68.14 (dia -30) a 99.92 (dia 56).
El porcentaje de variacion fue de 147.55 (dia 84) a
115.71 (dia 168) (Cuadro 3).
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Cuadro 1

CONTEO DE HUEVOS DE Fasciola hepatica EN GANADO BOVINO TRATADO CON TRICLABENDAZOL

CADA 56 DIASEN UN CLIMA CALIDO-HUMEDO

(GRUPO A)
. ' . )
o oo e et me e
Dias (oral) Frecuencia D.E** Max.-Min. el dia0 el dia0
-30 100 69.71 + 12 182-7.0
0 12 100 86.57 + 10.5 173-25 124.2 0
28 21.42 .78+ 04 6-0 1 99.1 78.6 95,8
56 12 14.28 292+ 199 22-0 4.2 97.1
84 0 0 0-0 0 100 100 100
112 12 7.14 .07 £ .07 1-0 0.1 99.9
140 0 0 0-0 0 100
168 12 0 0 0-0 0 100 100 100
* Triclabendazol.
** Desviacion estandar.
Cuadro 2
CONTEO DE HUEVOSDE Fasciola hepatica EN GANADO BOVINO TRATADO CON
TRICLABENDAZOL CADA 112 DIASEN UN CLIMA CALIDO HUMEDO
(GRUPO B)
TBZ * Promedio Porcentaje de Porcentaje de
mg/kg i + variacion vs. reduccion vs. Efecto Efecto
Dias (oral) Frecuencia D.E** Max.-Min. el dia 0 el dia0 extensivo Intensivo
-30 100 67.92+ 11 160 -9.0 0 0
0 12 100 8285+ 14 190 - 26 121.98 0
28 14.28 71+04 6-0 1 99.2 85.7 99.1
56 14.28 2+14 18-0 29 98
84 35.71 414+ 1.7 21-0 6.1 95.6
112 12 3571 835+ 3.3 34-0 12.3 90.2
140 7.14 1401 2-0 0.2 99.8 80.0 98.3
168 14.28 .85+ 05 7-0 1.3 98.9
*Triclabendazol.
** Desviacion estandar.

En los dias -30 y 0, antes de aplicar tratamientos
fasciolicidas, no se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre los grupos A, B y C (P> 0.05), a
emplear la prueba de Kruskal-Wallis.

En la Figura 1 se aprecia que después del tratamiento del
dia 0, la reduccion de huevos de F. hepatica fue
estadisticamente significativa (P= 0.05) en el grupo A,
con respecto a B, a emplear la prueba de Wilcoxon en
losdias 84y 112. En cuanto al grupo C, se observé
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diferencia altamente significativa (P= 0.01) respecto de
losgrupos A y B, a emplear laprueba de Kruskal-Wallis,
desde el dia 28 hastafinalizar el experimento.

En la Figura 2 se muestran los titulos de anticuerpos
expresados en densidades épticas determinadas mediante
la técnica ELISA. En € grupo A se encontré una
variacion de la media de 0.679 + 0.016 (dia 0) a 0.619 +
0.01 (dia 84). En €l grupo B se aprecia una variacion de
la media de 0.651 + 0.015 (dia 56) a 0.628 + 0.01 (dia

84).




Cuadro 3
CINETICA DE EXCRECION DE HUEVOS DE Fasciola hepatica EN GANADO BOVINO
SIN TRATAMIENTO ANTIHELMINTICO
(GRUPO C)
Promedio Porcentaje de Porcentaje de
Dias Frecuencia * Méxima Minima Variacion vs. reduccion vs.
D.E.* el dla0 el dia0
-30 100 68.14 + 11 150 13 100 0
0 100 7992 + 14 183 10 117.28 0
28 100 91.21+0.4 178 45 133.85 0
56 10 99.92+ 1.4 189 52 146.63 0
84 0 94.64 + 1.7 185 56 147.55 0
112 100 85.07 + 3.3 166 26 124.84 0
140 100 76.78 £ 0.1 142 33 112.67 0
168 100 78.95 + 0.5 159 29 115.71 0
** Desviacion estandar.

En el grupo C se determin6 unamedia de 0.662 + 0.014
(dia28) a0.607 + 0.015 (dia56). En ninguno de los tres
grupos se observé unavariacion en sus medias, pues se
comportaron en forma muy similar. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) con
laprueba de Kruskal-Wallis.

Con los valores obtenidos en los examenes coprol 6gicos
y las densidades épticas de los dias 0, 28, 56 y 84 de los
grupos A, By C, se aplicd una prueba de correlacion de
Spearman, y se encontrd que existe una correlacion muy
baja (0.26, 0.0022 y 0.11 para cada grupo,
respectivamente).
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Figura 1. Bxcrecion de buewos de Fasciola hepatica, antes y despuiks
del tratamiento con triclabendaze] en ganado boving,

Discusion

De acuerdo con los resultados obtenidos, se encontré que
después del primer tratamiento con triclabendazol no fue
eliminado totalmente el trematodo, situacion comprobada
por la presencia de huevos del parasito en e 21.14% y
14.28% de los animales de los grupos A y B,
respectivamente. Estas observaciones concuerdan con lo
sefidado por QuiroZ®, quien indica que después de
aplicar un tratamiento con triclabendazol a dosis de 12
mg/kg de p v, se encontrd una prevalencia del 25% de
animales positivos, sefiallando que esto pudo deberse a
que €l fasciolicida empleado no es eficaz en 100% contra
estadios inmaduros. Ibarra et a.?® sefialan que en un
estudio realizado sobre el efecto extension del
triclabendazol en ganado bovino se encontré 30% tres
semanas después del tratamiento, situacién que coincide
parcia mente con la encontrada en este estudio.

Buscher et al.?® informaron que el desarrollo de las
fasciolas que sobrevivieron a tratamiento con
triclabendazol se retarda aproximadamente 2 semanas,
esto explica parcidmente la presencia de huevos del
trematodo después del tratamiento en el presente estudio.
Por otra parte, Smeal y Hall®® mencionan que en los
bovinos las fasciolas de 3 a 5 semanas son ligeramente
mas resistentes, logrando sobrevivir a tratamiento, estas
observaciones explican, de alguna manera, la presencia
de huevos del trematodo antes del periodo prepatente,
encontrados en este estudio.

La maduracién de estadios inmaduros y la reinfestacion
se alternan para incrementar paul atinamente la excrecion
de huevos del digenea, en el ganado cuando éste
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pastorea en potreros contaminados en forma permanente,
como ocurrié en este estudio. Ibarray Vera* aplicaron un
tratamiento con triclabendazol a la dosis de 12 mg/kg a
un hato de ganado bovino. Estos autores sefialan que al
examinar las heces a las 4 y 8 semanas encontraron que
16% de los animales resultaron positivos, cifra similar a
la encontrada en este estudio (21.42% y 14.28%); ademés
indican que a las doce semanas, €l nimero de animales
positivos se incrementd a 66.7%, situacion que difiere de
la encontrada en el mismo periodo (35.71%) en este
estudio. Para comparar la época del afio, hay que
considerar el grado de contaminacién de los pastos, la
receptividad del ganado, etcétera; sin embargo, se
confirma la importancia de medir o calcular €l porcentaje
de animales que excretan huevos y la intensidad de
eliminacion de hpg en los programas de control.

Al analizar los resultados obtenidos en los grupos A vy B,
se pudo apreciar que los tratamientos fasciolicidas a
menor intervalo traen consigo una mayor reduccién en la
excrecion de huevos del parésito, ya que se logra matar a
los estadios inmaduros que sobreviven a primer
tratamiento, de manera més acentuada en los
subsecuentes tratamientos en el grupo A; esto dltimo
concuerda parcialmente con |os hallazgos de McKellar y
Kinabo®, quienes sefialan que para lograr un control
estratégico de F. hepaica, es necesario realizar varios
tratamientos con cierto intervalo para reducir la excrecién
de huevos. Dichos intervalos varian segin la region
geogréfica, la época del afio en relaciéon con el climay
periodos de transmisiéon, los sistemas de manejo
zootécnico y el espectro del fasciolicida empleado, entre
otros.

Malone® sefidla que de acuerdo con las condiciones
climaticas de cada region, podrian ser necesarios 3
tratamientos, e incluso 4, por afo, para controlar la
fasciolosis. Es posible que en la zona endémica de
fasciolosis de Chiapas en donde se realizé el estudio, se
necesite un mayor nimero de tratamientos, ya que Boray
et al.** mencionan que | os tratamientos repetidos con
intervalos de 8 a 11 semanas, son altamente eficientes en
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la disminucién de la infeccion. Otros estudios realizados
sobre control de F. hepatica en clima cédlido son los de
Echevarria et a.,** en Brasil, quienes sefialan que hay
reduccién en la excrecion de huevos aun sin tratamiento,
como es el caso del grupo testigo.

En relacion con la eficacia del triclabendazol, Eckert et

al.# sefialan eficacia del 93% contra F. hepatica cuando
las cantidades de hpg eran de 2.5 a71.4. En este estudio
laeficaciafue de 85.72% en el grupo B; sin embargo, las
cantidades de huevos excretadas fueron mayores, con
cuentas de hasta 190 hpg en el grupo B, lo que sugiere un
mayor grado deinfeccidn por el trematodo, aunado a
infeccion prepatente, razon que puede explicar la menor
eficaciaencontradaen el presente estudio.
Malone y Craig® sefialan que la prueba ELISA presenta
como limitante, la dificultad para diferenciar e momento
en que se presenta la reinfeccion del parésito, y que no es
posible determinar una infeccién primaria en animales
gue han permanecido durante varios afios a la exposicion
de F. hepatica. Esta observacién sugiere que los
resultados obtenidos en este estudio, explican lapresencia
de niveles bgjos de anticuerpos expresados en densidades
Opticas, y la minima variacién encontrada entre |os tres
grupos. Sobre b presencia de anticuerpos en animales
que habian sido tratados y no eliminan huevos, Tello®
sefiala que no existe correlacion alguna entre los niveles
de anticuerpos y la excrecién de huevos de F. hepatica,
situacién que concuerda con |os resultados obtenidos.

El porcentaje de animales que excretaron huevos, asi
como la intensidad de excrecion, se redujeron en mayor
grado en los bovinos tratados cada 56 dias comparados
con los tratados cada 112 dias. Los titulos de anticuerpos
expresados en densidades Opticas no variaron
significativamente. Esto ultimo concuerda con lo
sefialado por Ibarra et al.,** quienes observaron que los
anticuerpos anti-fasciola permanecen en ato nivel
durante varios meses postratamiento.
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