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INTRODUCCION
La region sur de la Provincia de Cérdoba, represento6 la region con mayor produccion

ganadera en la provincia, fundamentalmente, de invernada sostenida con pasturas y
suplementacion con racionamientos. En lineas generales, el sur cordobés exteriorizaba, entre
1960 y 2008, una merma de 1.380.848 cabezas de ganado pero, si consideramos la cantidad de
existencias desde su mayor pico de crecimiento -1988-, lleg6 en 2008 a -1.853.514 cabezas y en
2011 super6 los dos millones de cabezas. Indudablemente, la expansion de la frontera agricola
hacia los departamentos mas surefios y las politicas publicas que hicieron de la escala
productiva un factor esencial de la ganancia, terminaron no solo de despojar al paisaje rural de
alambrados y mangas sino que también, afecté la composicidn productiva regional de miles de

productores ganaderos (Formento, 2014).

El escenario actual de la produccién ganadera es favorable ya que se han sacado
retenciones, esta la posibilidad de abrir nuevos mercados como México, se modifico el cepo
cambiario tornando a la Argentina como un pais un poco mas barato de lo que fue afios atras

comparandolo con paises competidores como Brasil, Paraguay o Uruguay.

Todo esto beneficia el negocio de la carne vacuna que debe competir con los precios
altos de la agricultura, para ello en los sistemas productivos se debe tener una alta eficiencia en
el uso de recursos alimenticios, siendo estos los que concentran el mayor porcentaje del costo
productivo. Los sistemas productivos de base pastoril son econdémicamente mas rentables, ya
gue se aprovechan pasturas y verdeos estacionales a lo largo del afio; el problema que tienen
estos sistemas, entre otros, son las parasitosis gastrointestinales que sufren los bovinos
disminuyendo la eficiencia de aprovechamiento del alimento y reduciendo la tasa de desarrollo
corporal, desde el destete y hasta bien entrada la primavera, las parasitosis internas
comprometen seriamente la produccion de novillitos y vaquillonas, en dicho periodo, los

animales pueden perder hasta 30 kg. de peso sin presentar sintomas.

La gastroenteritis verminosa es una enfermedad que afecta principalmente a los bovinos
en sistemas pastoriles, donde se puede perder hasta el 20% de la ganancia diaria de peso sin que
existan signos clinicos evidentes, esta afeccion es producida por un grupo de nematodes, de los
cuales los mas patdégenos para la region son: Ostertagia ostertagi, Cooperia oncophora,
Trichostrongylus axei y Haemonchus placei, siendo epidemiolégicamente més relevante

Ostertagia ostertagi (Suarez,. 2005)



OSTERTAGIASIS BOVINA (OSTERTAGIOSIS)
Los terneros destetados a fin del verano o comienzos de otofio, se infectan por larvas

provenientes del afio anterior que sobrevivieron al verano y algunas que ingirieron al pie de la
madre durante su lactancia, pero en su mayoria provenientes de las deposiciones fecales, y que
son diseminadas en el pasto por las primeras lluvias de otofio. Los animales ingieren las L3 con
el pasto, éstas se desarrollan hasta adultos en 2-3 semanas, y debido a la escasa inmunidad de
los terneros se produce un importante incremento en los valores de huevos por gramo de materia
fecal (hpg). Ostertagia haciendo un breve pasaje por las glandulas géstricas madura a adulto en
alrededor de 21 dias (ciclo corto), haciendo el tipico ciclo de los tricostrongilidos
gastrointestinales, conociéndose esto como Ostertagiosis tipo 1 (Figura 1). Los principales
signos clinicos son: diarrea profusa de color verdosa, marcada pérdida de peso corporal,
anorexia, pelo hirsuto; y las lesiones que podemos encontrar son nédulos en pared de abomaso,
citolisis epitelial e hiperplasia irregular alrededor de la zona que sufrié lisis, y edema en pared

abomasal y en tejido celular subcutaneo.

Huevo de nematode
en las heces

Larva L3 Larval2 Larvall *
en la pastura

Figura 1. Ciclo evolutivo general de los
parasitos gastrointestinales del bovino
(Trichostrongilidos gastrointestinales)

(Fuente:www.imagenesmi.com/im%C3%Alg
enes/cooperia-spp-00.html)

La alta contaminacion de las pasturas en conjunto con las abundantes lluvias de la
época, aumenta la infectividad de las pasturas llegando a su maximo nivel entre julio y

septiembre. Este ciclo se repite varias veces elevandose la carga de adultos, ya que se producen
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entre 4 a 5 generaciones parasitarias en el animal que originan las mayores pérdidas de peso
junto con una mayor frecuencia de casos clinicos durante el invierno (Descarga et al., 1988;
Daffner et al., 1990; Fiel et al., 1988; Fiel y Steffan, 1994; Suarez, 1990a). Este proceso se ve
agravado por el pobre estado nutricional de los animales debido a la reduccion en cantidad y
calidad del forraje disponible en esta época del afio (Steffan y Fiel, 1994). Durante la primavera
la infestacion de las pasturas disminuye a raiz de un efecto de dilucion ejercido por el

crecimiento del pasto y el aumento paulatino de la temperatura.

El estado nutricional de los animales, que ya rondan el afio de edad, mejora
contribuyendo al desarrollo de inmunidad y disminuyendo por consiguiente los conteos de hpg.
y la contaminacién de las pasturas. En el periodo entre el final de la primavera y principios del
verano O. ostertagi se encuentra en su mayor parte como L4 iniciales en las glandulas
abomasales quedando una pequefia cantidad de adultos; por lo que casi no se eliminan huevos
por materia fecal. Dentro del ciclo evolutivo, éste cuadro clinico se conoce como Ostertagiosis

pre tipo 2. En esta etapa los animales no presentan signos clinicos.

Esta hipobiosis o detencion del desarrollo de Ostertagia ostertagi, en la provincia de
Buenos Aires, se produce en las L3 que son ingeridas en el periodo septiembre-diciembre,
alcanzando valores maximos de inhibicion del orden de 60 a 90% segln se trate de ganado
lechero o carnicero respectivamente (Fernandez et al., 1992, 1994, Fiel et al., 1988), al igual que

en el sudeste de Cordoba (Descarga et al., 1988).

Durante el verano la infectividad de las pasturas se reduce por accién de las altas
temperaturas y la sequia que destruyen la gran mayoria de las L3 presentes en el forraje. Es en
este momento que comienza la desinhibicion de las Larvas 4 infestantes (L4i) de Ostertagia
ostertagi. A partir de enero la carga de larvas hipobioticas se reduce, y ya en el mes de marzo
los indices de larvas inhibidas en el abomaso son muy bajos (Fernandez et al., 1992, 1994; Fiel
etal., 1988) (Figura 2).

La reanudacion del desarrollo de las larvas inhibidas ocurre normalmente en forma
gradual, madurando diariamente en cantidades moderadas, o por el contrario en ondas o
masivamente, donde un gran numero de larvas puede desarrollarse en un corto periodo de
tiempo (Williams, 1986).Esta Ultima etapa es lo que se conoce como Ostertagiosis tipo 2. Como
signos clinicos encontramos diarreas intensas que pueden durar entre 7 a 10 dias, hay una rapida
pérdida de peso, palidez y edemas subcuténeos, los animales severamente afectados la debilidad
llega al extremo de imposibilitar que ellos se mantengan de pie; puede haber una anemia

moderada. Las lesiones son las mismas que en la Ostertagiosis tipo 1.



En Argentina se han presentado abomasitis edematosas hacia fines del invierno en vacas
adultas recién paridas y en animales de recria cruza cebU relacionandoselas con altas cargas de
estados inmaduros de O. ostertagi. Se trataban de casos individuales que se vincularon a
ostertagiasis tipo 2, consecuencia del quiebre circunstancial de la inmunidad en vacas viejas
recién paridas, o bien consecuencia de una susceptibilidad/respuesta excesiva en animales cruza
cebu (Steffan et al., 2012).

La respuesta local se ha descripto como una reaccion de hipersensibilidad de tipo | que
puede expresarse de manera rapida, como por ejemplo los fenédmenos de autocuracion en
ovinos, que conducen a la expulsién de las larvas ni bien entran en contacto con la mucosa
(Miller, 1984), o retardada en donde la respuesta no es explosiva pero finalmente efectiva en la
remocién de los vermes (Gasbarre, 1997). Se ha especulado que la reaccion de hipersensibilidad
local como consecuencia de reinfestaciones permanentes durante el pastoreo, es causante de
pérdidas de produccion debido al aumento de permeabilidad de la mucosa que permitiria la fuga
de proteinas plamaticas a la luz del tubo digestivo (Armour y Ogbourn, 1982). En casos clinicos
de ostertagiasis tipo 2, la utilizacion de antihistaminicos y corticoides como complementos

terapéuticos facilita la recuperacion de los animales afectados.

Infestividad potencial de la pastura

Verano cilide

Inviernoe benigno Invierno benigno

¥ Pre-Tipo 1l i

r 1
Tipo 1 Tipo 11

—t

e

Larvas inhibidas

Densidad de larvas por unidad de superficie

Se instalan Persiste la carga Mudan
¥ L ] I L] ] I 1 T l
Invierno Primavera Verano Otono Invierm

Figura 2. Epidemiologia de Ostertagia ostertagi en
relacion al clima y manejo (Fuente: www.produccion-
animal.com.ar/)

Efectos de los nematodes bovinos en la invernada:

v Mortalidad: impactante pero poco frecuente, se debe al deterioro corporal por

pérdida de nutrientes, a la diarrea y deshidratacion. Las muertes en la regién pampeana se



producen bajo el efecto de elevadas infestaciones mixtas (Ostertagia, Cooperia y
Trichostrongylus) durante el ler afio de vida, no pasando la mortandad del 3% por lo general.
Menos frecuentemente en animales que pasan los 18 meses de edad, en el final del verano y
otofio, se observan muertes por desinhibicién de Ostertagia e infestaciones posteriores.

v Reduccion de la ganancia de peso vivo: por la disminucion del consumo se

reduce la conversidn de carne a pasto. Ademas el desarrollo éseo y muscular se ve afectado por
alteraciones en la digestion, absorcion, pérdida enddgena de proteinas por la inflamacién de las
paredes gastroentéricas y menor tasa de utilizacion energética.

v Categoria afectada: las mayores pérdidas ocurren después del destete durante el

primer otofio-invierno de pastoreo, con pérdidas subclinicas que van del 9 al 22 %, y que
representan unos 18 a 44 kg al afio de edad al llegar la primavera, al compararlos con lotes
tratados (Suarez, 2005). Si son praderas perennes pastoreadas con alta densidad el efecto sera
mayor que en engordes basados en verdeos anuales o praderas naturales con baja carga animal.

v Producto final: los neméatodes gastrointestinales afectan también la calidad de la
res, en la argentina, resultados presentados por Garriz et al. (1987) muestran una reduccion del
14 % al 20% en el tejido muscular de las carcasas de novillos que sufrieron respectivamente
parasitosis moderadas a graves; un ensayo del INTA Anguil demostré pérdidas sustanciales
(Figura 3).

Grupos GST GTE GTM
Fesoderes ke 176 220 230
Musculo total kg 99 118 120
Area de Cjo de bfe _cm? 43 54 56
Grasatotal kg 34 a0 29
Hueso total kg 28 32 32

Figura 3. Analisis de reses (10 de cada grupo)
de 3 grupos (GTM=grupo sin tratamiento;
GTE=grupo tratado estratégicamente;
GTM=grupo tratado mensualmente (Suérez et
al., 1990)

ANTIHELMINTICOS
Los grupos quimicos antiparasitarios son 1os mismos que se comenzaron a utilizar en las

décadas del 70 y del 80 y ain hoy el control de las parasitosis intestinales en bovinos se realiza
por antihelminticos de la familia Lactonas macrociclicas, dentro de ellas del grupo de
Avermectinas siendo las mas utilizadas la lvermectina y Doramectina. Esto debido a su amplio

espectro de accién que abarca parasitosis gastrointestinales, pulmonares y ectoparasitos,



también por su via de administracion y porque son drogas muy seguras ya que se necesita 10

veces la dosis recomendada para intoxicar el animal.

Hay mas drogas en el mercado como la familia Bencimidazoles donde los maés
utilizados son el Albendazol, Ricobendazol y Fenbendazol, que estadn resurgiendo porque se
habian dejado de utilizar por su bajo espectro antihelmintico y las vias de administracion. Otro
de los que se utiliza es el Levamisol, que es de la familia de los Imidazotiazoles que tiene
amplio espectro de accion pero tienen un margen de seguridad reducido debiendo pesarse a los
animales para su administracion, alargando el trabajo en la manga, por lo que también es de baja
utilizacién. Otra droga que también se encuentra en el mercado es el Closantel, que es una
Salicilanilidina utilizada para infecciones de Fasciola hepética, aunque tiene también efecto

contra nematodes intestinales.

La alta frecuencia de desparasitaciones, el uso indiscriminado de antiparasitarios, la
falta de rotacion de principios activos, sumado al riesgo que representan en las condiciones
antedichas las drogas o formulaciones de efecto prolongado, son las principales causas que
inducen la aparicién de resistencia antihelmintica. Esta es la capacidad heredable de la
poblacién parasitaria de reducir su sensibilidad a la accion de una o mas drogas. Esta reduccién
se expresara en un aumento significativo de individuos, dentro de una misma poblacion de
parasitos, capaces de tolerar dosis de droga que han probado ser eficaces para la mayoria de los
individuos de la misma especie. La resistencia no debe ser confundida con tolerancia, que en
parasitologia se refiere a la falta de respuesta innata de la poblacion parasitaria para cada droga
independientemente de la exposicion previa y que en términos practicos corresponde al valor
gue queda por fuera de la eficacia declarada para cada género y especie parasitaria (Fiel, et al.
2013).

RESISTENCIA A ANTIHELMINTICOS
La resistencia antihelmintica (RA) en nematodos gatrointestinales del ganado se ha

convertido en un problema en muchos paises, en donde varios informes de encuestas indicaron
una amplia diseminacion de la RA. Ademas, el nimero de reportes en la bibliografia publicada
sobre los ultimos afios sugiere que el problema esta rapidamente incrementandose (Anziani ,
2001; Fiel, 2001; Caracostantogolo, 2005; Mejia, 2003; Suérez y Cristel, 2007; Saravia 2008;
Steffan 2012). Numerosos estudios acerca de la RA en nematodos bovinos se han comunicado
en todo el mundo, mayormente en las regiones en donde los sistemas de produccion se basan
sobre manejos del pastoreo, tales como Nueva Zelanda, Brasil, Colombia, Reino Unido y los

Estados Unidos.

La RA ha sido comunicada para todos los antihelminticos de amplio espectro

(Levamisol, Benzimidazoles y Lactonas Macrociclicas) usados para ganado. En Argentina, los
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primeros casos de resistencia a lactonas macrociclicas y Bencimidazoles en ganado fueron
reportados por Anziani y col. (2001) y Fiel y col. (2001). Los casos de resistencia antihelmintica
multiple y multiespecie fueron detectados mas tarde. Algunos ensayos recientes hechos en

Argentina han intentado cuantificar la ocurrencia de RA regional en establecimientos bovinos.

Caracostantogolo en 2005 realizo un relevamiento nacional y obtuvo 59% de
establecimientos bovinos con RA 'y 41% de establecimientos tenian parasitos susceptibles. Por
su parte el INTA junto con dos facultades de veterinaria y la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de Mar del Plata muestrearon 63 establecimientos repartidos en la pampa humeda y
nordeste del pais obteniendo que el 95,2% presentaron resistencia a uno de los principios
activos evaluados y solo 4,8% presentaron susceptibilidad a las drogas utilizadas; lo que sitla a
la RA como un fendmeno ampliamente instalado en los sistemas productivos en la actualidad.
(Cetra; 2016)

La resistencia antihelmintica es una modificacion genética, mediada por un incremento
en la frecuencia de expresion de un caracter hereditario que le confiere a ciertos parasitos de una
poblacién la capacidad de sobrevivir al efecto farmacol6gico de dosis terapéuticas
recomendadas de una droga antihelmintica, en relacién a la poblacién normal (susceptible) de

una misma especie (Prichard et al., 1980).

La secuencia de eventos por la cual se alcanza el desarrollo de resistencia antihelmintica
podria resumirse como sigue: 1) el material genético que confiere resistencia existe en una muy
baja frecuencia en una poblacién parasitaria, siendo la poblacién mayoritariamente susceptible a
la dosis recomendada de un farmaco antihelmintico; 2) tratamientos sucesivos con la misma
droga 6 grupo de drogas con un mismo mecanismo de accidn, matan los genotipos susceptibles,
sobreviviendo al tratamiento los nematodes resistentes que poseen genotipos homocigota (RR) y
heterocigota (RS); 3) los pocos helmintos que sobreviven tras la sucesion de tratamientos, estan
molecularmente capacitados para resistir el efecto de ese tipo de farmacos, lo cual es heredado
de generacidn en generacion; 4) la selectiva desaparicién de los genotipos susceptibles lleva a
gue las proximas generaciones sean descendencia de la minoritaria poblacion resistente, lo cual

origina el desarrollo de resistencia a ese tipo de farmacos.

Las drogas ejercen una fuerte presion de seleccion a favor de los organismos resistentes
por inhibir el desarrollo de los individuos susceptibles al farmaco (Pratt, 1990). Un farmaco
antihelmintico serd eficaz si logra alcanzar concentraciones toxicas para el parasito en el sitio
donde éste se localiza, por un periodo suficientemente prolongado, como para lograr la
eliminacion 6 muerte del mismo (Lanusse y Prichard, 1993). La llegada del antihelmintico al
interior del parésito es necesaria para que éste alcance su receptor especifico y asi asegurar su

actividad farmacoldgica, también es necesario conocer el tiempo de aparicion del efecto y
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cuanto perdurard. Estos conceptos son fundamentales para entender el patron de eficacia y el
potencial desarrollo de resistencia, basados ambos en la relacidn entre la concentracién de droga
activa alcanzada en el mencionado sitio de localizacion del helminto y las propiedades

fisicoquimicas de los farmacos en cuestion.

RESISTENCIA A BENCIMIDAZOLES
Esta familia actia ligandose selectivamente a la subunidad b de la tubulina de

nematodes y céstodes, modificando el patron de polimerizacion para la formacion de los
microtubulos (Rew y Fetterer, 1986; Lacey y Prichard, 1986; Lacey, 1988; Lubega y Prichard,,
1991). Esto origina una pérdida de la homeostasis celular, que si persiste en el tiempo puede
resultar letal para el parésito (Lacey, 1988). Se requieren concentraciones sostenidas en el
tiempo para asegurar la eliminacion de los parasitos de su sitio de localizacién (Lanusse y
Prichard, 1993), razén por la cual es relevante el conocimiento de las propiedades

farmacocinéticas de los mismos.

El mecanismo de resistencia involucra alteraciones en las isoformas de b tubulina, pero
no en las isoformas de a tubulina (Lubega y Prichard,, 1991; Prichard, 1994). La resistencia
ocurre cuando los genes que codifican para b tubulina sufren mutaciones, lo cual causa la
pérdida del receptor de alta afinidad por los bencimidazoles (Lacey y Prichard, 1986;; Lubega y
Prichard, 1991). Esto se ve reflejado en una disminucion en la union especifica de BZD a b

tubulina.

RESISTENCIA A IMIDAZOTIAZOLES
Actlan rapido y selectivamente como agonistas colinérgicos sobre receptores

nicotinicos sindpticos y extrasinapticos de las membranas de las células musculares de los
nematodes induciendo a paralisis espastica de estos (Martin, 1997; Moreno-Guzman et al.,
1998). La resistencia a estos agonistas colinérgicos se produce por cambios en las propiedades
de la poblacién de receptores nicotinicos (Robertson et al., 1999) y a través de una alteracion en
la union de estos farmacos con sus receptores nicotinicos en las células musculares del
nematode (Prichard, 1999a).

RESISTENCIA A LACTONAS MACROCICLICAS
Tanto las Avermectinas como Milbemicinas actdan como agonistas de elevada afinidad

sobre la subunidad a de canales i6nicos selectivos a cloro presentes en nematodes y artrépodos
(Arena et al., 1992; Cully et al., 1994; 1996).

El ligando natural en invertebrados de estos canales idnicos es el glutamato y sus
receptores en los parésitos estan localizados mayoritariamente en células musculares somaticas,

de la bomba faringea y del Utero, y en sus respectivas neuronas asociadas, por lo que la



exposicion del parasito blanco a cualquier Lactona afecta su motilidad, capacidad de
alimentacion y fecundidad (Cully et al., 1994; Martin, 1996; Dent et al., 1997; Laughton et al.,
1997a; Gill et al., 1998; Sangster y Gill, 1999). Cuando se unen selectiva e irreversiblemente a
estos receptores aumenta la permeabilidad de membrana al cloro, lo cual origina la
hiperpolarizacién de la membrana de la célula muscular y/o neuronal del parasito blanco. Como
consecuencia se produce una paralisis tipo flaccida del parésito que no puede mantenerse en su
sitio de localizacién (Arena et al., 1995; Cully et al., 1996; Dent et al., 1997; Blackhall et al.,
1998). Recientemente, Prichard (2001) postulé que la parélisis muscular del cuerpo del
nematode por accion de Avermectinas o Milbemicinas es el resultado de la hiperpolarizacién de
las neuronas y, en consecuencia, de la inhibicion de las sefiales de excitacion enviadas a los

musculos, y no de la inhibicion directa de las células musculares corporales.

La resistencia a Avermectinas y Milbemicinas podria entonces estar asociada a
modificaciones de las subunidades del receptor GIuCl y/o a la expresion aumentada de a una
glicoproteina de membrana, Glicoproteina P (Gp P), la que posiblemente impediria alcanzar
concentraciones activas de la molécula antiparasitaria en el receptor de glutamato del parasito
resistente (Xu et al., 1998; Molento y Prichard, 1999; Prichard, 1999a; 1999b; Sangster et al.,
1999). Varios autores demostraron que hay cuatro genes (Sangster, 1994; Xu et al., 1998) vy, al
menos, 40-50 diferentes alelos de Gp P en H. contortus (Prichard, 1999b). La Gp P estd mutada
0 sobreexpresada en células resistentes (Geary et al., 1999). La estructura y/o la transcripcion
del gen de la Gp P estén alterados en nematodes resistentes a Lactonas (Xu et al.,1998). Estos
autores demostraron que el ARNm de la Gp P esta presente en mayores cantidades en
resistentes a Ivermectina comparada con los susceptibles, lo que estaria indicando la

sobreexpresion de la Gp P en neméatodes resistentes

TEST DE REDUCCION DE CONTEO DE HUEVOS
El método méas confiable para detectar la resistencia a los antihelminticos es el test in

vivo conocido como “eficacia controlada” (Presidente, 1985) el cual compara el nimero de
nematodes adultos obtenidos a la necropsia en animales tratados y controles. Por los altos costos
requeridos, laboriosidad y tiempo demandado, este método se encuentra practicamente
restringido a trabajos muy especificos de investigacion, limitando seriamente su aplicacion en
situaciones de campo. Asi mismo, los test in vitro actualmente disponibles, basados en la
motilidad de las larvas o en la eclosion de huevos, presentan aun inconsistencias en la
interpretacién de los resultados y requieren del mantenimiento de cepas de referencia

susceptibles y resistentes, condicionando por el momento su uso.

Por lo expuesto anteriormente, hasta el presente el método mas utilizado en todo el

mundo para detectar resistencia de los neméatodes ha sido el test de la reduccion del conteo de



huevos (TRCH) el cual compara los valores del h.p.g. antes y luego del tratamiento (Presidente,
1985; Taylor et al, 2002). Se asocia la presencia de resistencia antihelmintica cuando la
reduccidn entre ambos valores del h.p.g. resultan inferiores al 90 % y en forma complementaria,
este test requiere del cultivo de larvas en las muestras pre y post tratamiento para determinar la
participacion relativa de cada género parasitario (McKenna, 1996 b). EI TRCH puede ser
utilizado en todas las especies de animales domésticas y las recomendaciones e informacién
general para su empleo fueron realizadas por la Asociacion Mundial para el Desarrollo de la
Parasitologia Veterinaria 0 W.A.A.V.P. (Coles et al, 1992). En rumiantes, los resultados del test
deben ser considerados solo una estimacion de la eficacia antihelmintica debido a que la postura
de huevos por los neméatodes no siempre guarda una estrecha correlacién con la carga parasitaria
(Suérez 1994). En este contexto, el test podria mostrar mayor eficiencia con géneros que tienen
un alto potencial biético y / o con buena correlacion entre el nimero de huevos y el de
nematodes como por ejemplo Haemonchus, pero podria ser menor cuando se considera al
género Ostertagia. Otra de las limitantes del test es su baja sensibilidad ya que solo permitiria
detectar resistencia cuando la frecuencia de genes resistentes en una poblacion excede el 25 % y
ya se observan fallas clinicas al tratamiento (Martin et al, 1989; Sangster 2001).

En nuestro pais y ante la presencia de los primeros casos de resistencia en bovinos, Fiel
y colaboradores (2001 b) realizaron una actualizacion de dicho test describiendo los
requerimientos especificos para su empleo en esta especie y asociando la presencia de
resistencia a porcentajes de reduccion en el h.p.g. inferiores al 90 % e indicando un periodo de
14-15 dias para la toma de muestras luego del tratamiento antihelmintico. No obstante, y debido
a que el TRCH estima los efectos del tratamiento sobre la postura de huevos por los neméatodes
adultos, el periodo de espera para la toma de muestras luego del tratamiento deberia adaptarse al
grupo quimico utilizado para evitar la posibilidad de errores en su interpretacion. Asi por
ejemplo, estudios posteriores a las primeras recomendaciones sobre el TRCH en bovinos
realizados en nuestro pais, muestran que en terneros inoculados con un aislamiento de C.
pectinata y tratados con moxidectina, las reducciones del hpg podrian ser consideradas como
susceptibles o resistentes de acuerdo al dia en que se toma la muestra post tratamiento. También
en terneros inoculados con este mismo aislamiento y posteriormente tratados con ivermectina,
se observaron generalmente valores superiores del h.p.g. cuando las determinaciones se
realizaron en el dia 20 comparadas con las correspondientes al dia 12 luego del tratamiento. De
este modo y cuando se utilicen lactonas macrociclicas, las evaluaciones post tratamiento
deberian demorarse preferentemente hasta los dia 18 a 20 para evitar la posibilidad de falsos
negativos. Observaciones similares fueron descriptas previamente en ovinos y caprinos

inoculados con cepas resistentes de Teladorsagia circumcincta y se deberian a la inhibicion
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temporaria de la oviposicion producida durante las primeras dos semanas post tratamiento con

avermectinas, la cual se restableceria parcialmente luego de este periodo (Jackson, 1993).

Por el contrario cuando se emplean antiparasitarios en base a levamisoles, debe
considerarse que estas drogas normalmente no actlian contra larvas hipobidticas y que incluso
pueden presentar actividad incompleta contra otros estadios inmaduros de ciertos neméatodes. De
este modo la utilizacion de periodos mayores a los 7 dias puede dar lugar a la maduracion y
oviposicion de los estadios inmaduros susceptibles resultando en falsos positivos en el TRCH
(Grimshaw et al, 1996).

CULTIVO Y RECUPERACION DE LARVAS INFECTIVAS:

La técnica descripta anteriormente, junto al cultivo de las heces que presentan mayor
recuento de huevos, permite determinar los géneros actuantes en la infeccion. A la observacion
en el microscopio, los huevos de nematodos presentan caracteristicas similares en cuanto a
tamafio y morfologia, dando lugar a una dificil diferenciacion de género. A partir de lo
descripto, el coprocultivo se basa en promover la maduracién y eclosion de los huevos, con la
evolucion de larvas hasta el estadio tres (L3). La técnica que se utiliza para la realizacion del
coprocultivo es la técnica de Henriksen y Korshlom (1983). Mediante el empleo de esta técnica
pueden observarse las caracteristicas morfologicas individuales, pudiendo diferenciar por
género y especie (Fiel, et al 2011).

IDENTIFICACION DE LARVAS INFECTIVAS DE NEMATODOS
INTESTINALES:

El complemento entre recuento de huevos en materia fecal y el coprocultivo adquirieron
un valor de mayor importancia a partir de los casos que se han encontrado de resistencia. Es
imprescindible saber cual/es géneros parasitarios son resistentes a un farmaco antihelmintico a

efectos de establecer la gravedad del caso, el prondstico y las medidas de manejo a proseguir.
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HIPOTESIS
El establecimiento “Don Alfredito” presenta resistencia antihelmintica a una 0 mas

drogas antihelminticas.

OBJETIVOS
-Determinar y valorar la carga de parasitos gastrointestinales en bovinos en un rodeo de

invernada del sur de Cérdoba con antecedentes de casos clinicos de parasitosis gastrointestinal.

-Determinar los géneros parasitarios presentes en bovinos de un rodeo de invernada del

sur Cordoba.

-Evaluar la eficacia antihelmintica de cuatro principios activos de amplio espectro con

una prueba de eficacia a campo.

-En caso de ineficacia para una 0 mas drogas antihelminticas, determinar los géneros

parasitarios resistentes para cada una de ellas.

MATERIAL Y METODOS
Establecimiento: El establecimiento esta en las proximidades de la localidad de Del

Campillo, registrado bajo la denominacion de “Don Alfredito”. ES un establecimiento de
actividades  agricola-ganadera  que
destina parte de su superficie a la recria y
terminacion de novillos para exportacion
y otra parte a la agricultura. La
distribucion para cada una de las
actividades es la siguiente: 250 hectareas
para ganaderia y 200 para el resto de las
actividades, teniendo una superficie total
de 450 hectareas. Esta ubicado a 15

kildbmetros al sur de la localidad de Del

Figura 4. Ubicacion geografica del _ L
establecimiento en donde se realizd el presente Campillo (-34°48°016°°S;
estudio. 64°54°872°"0), Cordoba (Figura 4).

Los animales provienen de diferentes origenes, principalmente de las provincias de San
Luis y Buenos Aires. Cuenta con un stock permanente de 300 animales en su mayoria Aberdeen
Angus negro y colorado, Hereford y Brangus.

Continuamente los animales pastorean lotes de alfalfa y cultivos anuales como avena,
centeno y sorgo; y dos meses antes de faenarse son llevados a corral para su terminacion donde

se los alimenta con silo de maiz y grano de maiz.

12



Al momento de la consulta el duefio del establecimiento advierte que algunos animales
presentan diarrea, sumidos de condicion corporal y pelo hirsuto. Ademéas manifiesta que 57 dias
atras habian recibido tratamiento antihelmintico con ivermectina al 1% (lvomec® MSD) a la
dosis convencional indicada por el fabricante de 1 ml por cada 50 kilogramos de peso vivo
haciendo una estimacion visual del peso de los animales. Dicho tratamiento se habia realizado
de rutina por la época del afio, sin diagndstico previo de laboratorio, siendo marzo el mes en el

que fue realizado.

TEST DE REDUCCION DEL CONTEO DE HUEVOS (TRCH)
Seleccion de animales: se tomo muestras de 45 animales a medida que pasaban por la

manga, a la vez que se registraba el niUmero de caravana de cada uno. Todos animales de 1,5
afios de edad y un peso promedio de 250-300 kg, sin importar si presentaban sintomatologia

clinica (Figuras 5, 6 y 7).

BlEER
|

Figura 5. Novillo con cuartos posteriores sucios con
materia fecal que sugiere la presentacion de diarrea

Figura 6. Algunos animales bajo estudio que
presentaban estado corporal deficitario



Figura 7. Otros animales del grupo bajo estudio
presentaban estado corporal éptimo

Toma de muestras: se tomaron muestras de heces de los animales del lote del que se
sospechaba la presencia de parasitos gastrointestinales y a los cuales se someterian al test de
reduccion del conteo de huevos en materia fecal (TRCH). Las muestras se obtuvieron
directamente del recto en bolsas de nylon individuales, a medida que los animales pasaban por
la manga. En total se muestrearon 60 animales (Figura 8).

Una vez tomadas las muestras las mismas se transportaron refrigeradas hasta el
Laboratorio de Parasitologia del Departamento de Patologia Animal (UNRC) y se mantuvieron

refrigeradas hasta su procesamiento, 24 hs posteriores.

Figura 8. Toma de muestra en la manga con bolsa
de polietileno directamente del recto
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Procesamiento de las muestras: se realizo en el Laboratorio de Parasitologia del
Departamento de Patologia Animal (UNRC) con la técnica de McMaster modificado (Roberts y
O’ Sullivan, 1949).

Técnica de McMaster modificada
Se emplea la cadmara de Mc Master modificada por Roberts y O’Sullivan, que consta de

4 celdas de 1 x 2 cm de lado y 2,5 mm de espesor. Cada celda tiene 0,5 ml y el conjunto 2 ml.
La cara inferior de la tapa que cubre la cAmara esté dividida en franjas, cuyo ancho es abarcado
por el campo de un microscopio comun cuando se enfoca con el objetivo de 10 X.

Materiales:

o Balanza

° Mortero con pil6n

. Cucharas plésticas descartables

° Solucién sobresaturada de cloruro de sodio (Solucién de Willis)
° Envases graduados en 100 ml, uno con tapa hermética

o Colador comun

o Céamara de Mc Master

° Pipeta plastica tipo Pasteur

Procedimiento para heces bovinas:
1) Pesar 5 gr de materia fecal y colocar en un mortero (Figura 9). Agregar 100 ml

de solucion sobresaturada de NaCl. Si no poseemos balanza para pesar la muestra se pueden
medir 5 cc. de materia fecal con una jeringa plastica de 5-10 cc. a la que le cortamos el pico
donde encaja la aguja junto con su base, bien al ras de la primera marca. Se asume que 1 cc. de
materia fecal pesa 1 gramo. Las cantidades de materia fecal y solucion pueden variar, siempre y

cuando se conserve la relacion 1:20 (materia fecal: solucion salina).

Figura 9. Pesado de 5 gramos de materia fecal con
balanza



2) Mezclar para disolver las heces. Se puede facilitar el procedimiento con

batidora eléctrica (Figura 10).

Figura 10. Mezclado de la solucién de Willis con la
materia fecal en mortero

3) Filtrar a través de un tamiz a un vaso.(Figura 11)

Figura 11. Filtrado de la mezcla a través de un
tamiz para retener las particulas mas groseras

4) Mezclar suavemente con cuchara el producto del filtrado evitando la formacién
de burbujas (Figura 12).
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Figura 12. Homogeneizar bien la mezcla previo a
la carga de la cdmara es un paso clave para la
confiabilidad de los resultados.

5) Tomar rapidamente una muestra con pipeta y cargar las cuatro celdas de la

camara (Figura 13).

(W
Figura 13. Cargar la cdmara con pipeta cuidando
de no excederse en la cantidad y de no ingresar
burbujas en la misma

6) Esperar 5 minutos para que los huevos asciendan hasta la “zapa” superior de la
camara, y queden todos en el mismo plano de foco (Figura 14).
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Figura 14. Luego de la carga de la camara, dejar
reposar un minimo de 5 minutos previo a su
lectura y no mas de 60 minutos

7) Observar al microscopio con objetivo 10x (Figura 15).

Figura 15. Enfocar la cdamara con el menor

aumento (4x 6 5x). Luego pasar a objetivo de 10x
y comenzar con la lectura
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CALCULO EL HPG

Lo primero que se debe determinar para el célculo del hpg es la cantidad de materia
fecal que se dispone en la cdmara. Recordando que se parte de una dilucion de 5 gramos de
materia fecal en 100 ml de solucién de Willis. De ésta dilucion se carga la camara con 2 ml de
esa mezcla ya que esa es la capacidad de la cAmara, que tiene cuatro celdillas con 0,5 ml de
capacidad (Figura 16).

- P 4

Celdillas o Campos : 0,5 cc ¢/u =2 cc.

Figura 16. Esquema de una camara de McMaster
mostrando la capacidad de cada celdilla y total

Por lo que debemos determinar cuantos gramos de materia fecal contenemos en esos 2

ml. La ecuacion seria la siguiente:

100 ml de suspension 5 gr. de heces
2 ml de suspension X
X =2x5/100=0,1 gr de heces

Es decir que en esos 2 ml que se colocaron en la cdmara hay 0,1 gr de materia fecal. Por
lo que el nimero de huevos contados en la camara (es decir en 2 ml que tiene la camara
completa) corresponde a 0,1 gr de heces. Dado que el resultado se debe expresar en cantidad de
huevos por gramo de materia fecal, significa que a la cantidad de huevos que se cuenten en la
camara se debe multiplica por 10. Entonces el indice por el que se debe multiplicar el nimero

de huevos totales cuando contemos las cuatro celdillas de la cAmara (cAmara completa) es 10.

FORMACION DE LOS GRUPOS PARA LA REALIZACION DEL TEST
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Una vez obtenidos los valores de hpg (Tabla 1) para la totalidad de los animales muestreados se
seleccionaran aquellos que tengan valores iguales o superiores a 100 hpg. Hecho esto se
ordenan de menor a mayor y se van distribuyendo en ese orden, uno a uno para cada grupo de
droga a evaluar, de manera que gueden constituidos todos los grupos de forma homogénea en

funcidn al promedio de hpg de acuerdo a lo indicado por Coles et al., 1992.

En la tabla 1 se muestran los resultados de los hpg iniciales pre tratamiento de los
animales bajo estudio

ID HPG ID HPG
12 420 522 220
16 160 532 10
25 240 520 280
27 520 551 440
EY an 557 EE]
45 740 564 360
104 40 565 400
408 40 566 520
425 320 569 270
431 240 572 560
437 280 573 520
441 710 574 140
442 520 605 40
449 80 836 440
451 160 894 280
453 260 916 520
458 80 925 460
464 56U 928 440
508 280 930 10
516 320 934 170
524 340 953 380
525 800 958 40
531 840

Tabla 1. Resultados de hpg pre
tratamientos (ID=Identificacion del
animal. HPG=huevos por gramo de

materia fecal)

A partir del conteo realizado, todo animal que obtuvo valor igual o mayor a 100 HPG
fue seleccionado para la prueba segun se indica el protocolo para la realizacion del TRCH
(Coles, 2001). De los animales que reunieron los requisitos para realizar la prueba, se formaron
cuatro grupos homogeneos de acuerdo al promedio de sus hpg (Coles et al., 1992). Una vez que
los grupos quedaron conformados, cada uno de éstos animales recibio un tratamiento
antihelmintico con la droga que le correspondiere a medida que fueran pasando por la manga, de
modo que (Figura 17):

. 9 animales fueron tratados con Ricobendazol 15% (via subcutanea)- Ricomax®,
de laboratorio Over

. 9 con Doramectina 1% (via subcutanea) - Dectomax® de Zooetis AR
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. 9 con Ivermectina - Ilvomec® (via subcutanea) - Boehringer Ingelheim Animal
Health Argentina S.A.

. 9 con Febendazol (via oral) - Axilur® MSD Salud Animal.

Figura 17. Antihelminticos utilizado en la prueba del TRCH

Debido al bajo recuento general que presentaron los animales, probablemente por la
edad de los mismos o por la proximidad del tratamiento anterior que habian recibido, no
pudieron conformarse cuatro grupos de 10 animales cada uno (40 animales totales). Por lo que
se terminaron conformando cuatro grupos de nueve animales cada uno.

Luego de 15 dias de la administracion de los antihelmiticos, se volvieron a tomar
muestra de los animales para completar el TRCH, tomando las muestras bajo las mismas
condiciones que se hizo el muestreo pre tratamiento, y llevandolas al laboratorio para hacer el
analisis coproparasitologico, acondicionadas en caja de tergopol refrigeradas a 4°C.

La eficacia antihelmintica se evalu6 mediante el test de reduccion de hpg (TRCH) sin
grupo testigo, basado en el procedimiento “Antes y después” y mediante la formula indicada
por Mckenna (2006):

Eficacia = 100 — ((Promedio hpg pos tratamiento x 100) / Promedio hpg pre
tratamiento)

RESULTADOS
En la Tabla 2 se muestran los resultados del TRCH diferenciados para cada droga

antihelmintica utilizada.
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IVERMECTINA hpg hpg FEBENDAZOL hpg hpg DORAMECTINA hpg hpg RICOBENDAZOL hpg hpg
PRE POS PRE POS PRE POS PRE POS
16 160 0 13 420 10 451 160 0 441 710 0
27 520 0 25 340 0 464 560 0 453 260 0
45 740 0 425 320 0 524 340 0 516 320 0
431 240 10 531 840 10 525 800 0 564 360 20
437 280 0 532 220 10 574 140 0 565 400 10
508 280 0 539 280 0 573 520 0 442 520 0
551 440 30 569 270 0 916 520 0 552 330 0
566 520 0 572 560 0 928 440 0 894 280 40
836 440 0 953 380 0 934 170 0 925 460 20
PROMEDIOS 402.22 4.44 403.33 3.33 405.56 0.00 404.44 10.00

Tabla 2. Resultados del TRCH en donde se muestran los hpg PRE y POS tratamientos para

Ivermectina, Febendazol, Doramectina y Ricobendazol con sus promedios de hpg respectivos

A partir de las muestras que tuvieron valores de h.p.g superiores a 100, se calcul6 el

promedio de hpg y el % de eficacia clinica mediante el TRCH. Se muestra en el Grafico 1 la

eficacia de cada tratamiento.

Grafico 1. Porcentaje de eficacia para cada droga antihelmintica evaluada en el TRCH
(IVM=ivermectina; FBZ=febendazol; DOR=doramectina; RBZ=ricobendazol)

Una vez terminado el conteo de hpg, se realiz6 un pool de materia fecal y con este
seelaboro un cultivo de larvas para detallar cuales eran los generos que estaban presentes.

Debido a que no se detecté ineficacias de los AH utilizados, no fue necesario realizar cultivo

pos tratamiento.
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M Ostertagia spp.

H Haemonchus spp.

M Trichostrongylus spp.
H Cooperia spp.

H Oesophagostomun spp.

i Nematodirus spp.

Gréfico 2. Géneros obtenidos por cultivo de larvas de la materia fecal post tratamiento

DISCUSION.

Mediante el cultivo de larvas se encontro que la especie mas predominante es
Ostertagia spp, Haemonchus spp y Cooperia spp, siendo mayormente predominante Ostertagia
spp coincidiendo con los resultados obtenidos por EEA INTA Anguil (Suarez 2005), San Luis
(Rossanigo, 1992) y Marcos Juarez (Desacarga, 2012). Mejia y col. (2003), encontraron que el
genero mas prevalente Cooperia oncophora y no Ostertagia, por lo tanto no concide con sus
resultados. Estas diferencias pueden atribuirse a que la predominancia de los diferentes géneros
esta fuertemente influenciada por diferentes factores como por ejemplo region geogréafica,
clima, edad de los animales entre otros (Fiel et al., 2001 a).

La procedencia de los animales junto con la localizacion del establecimiento sumado a
la epoca del afio y al estado corporal de los animales, daban idea de parasitismo gastrointestinal.
Adicionalmente existia sospechas de Resistencia Antihelmintica ya que se habian desparasitado
en un pasado proximo, pero los resultados no lo confirmaron. Esto pudo deberse al correcto uso
de los antihelminticos que se van cambiando afio a afio, y en algunos casos combinando drogas
con diferentes modos de accion. La combinacion de drogas con diferentes modo de accién es
sugerida actualmente como alternativa para demorar la aparicion de los fenémenos de
resistencia o para controlar poblaciones parasitarias con existencia ya declarada (Bartram et al.,
2012; Geary et al., 2013; Leathwick et al., 2009). junto con la correcta rotacion de cultivos y

praderas para evitar la interaccion huesped-hospedero.

La eficacia de los tratamientos fue muy buena, y estuvo dentro del rango esperado para
antihelminticos con eficacia probada. Algo mas reducida para Ricobendazol que obtuvo 97,5%

pero no indicativa de Resistencia Antihelmintica ya que lo establecido por Coles et al. (1992) y
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Fiel et al (2001b) debe ser inferior a 90% para que sea indicativo de esta. El resto de los

antihelminticos obtuvieron una eficacia por encima del 98,9 %.

CONCLUSIONES
En el establecimiento bajo estudio se encontré presencia de nematodes

gastrointestinales que arrojaron valores variables de HPG. Lo cual indica cantidades variables

de parésitos gastrointestinales.

Los generos presentes en dicho lugar fueron Ostertagia spp, Haemonchus spp,
Cooperia spp, Trichostrongylus spp y Oesophagostomun spp. Siendo Ostertagia spp el género

gue tuvo mayor participacion.

La eficacia de los antihelminticos utilizados fue buena, y ninguno presento problemas
de ineficacia al TRCH en las condiciones en la que fue evaluado. Por los conteos encontrados,
teniendo en cuenta que los animales habian sido desparasitados unos 60 dias previos al presente
estudio, podria haber existido una falla en el tratamiento anterior agena a la eficacia de las
drogas utilizadas, debido, por ejemplo, a incorrecta administracion ya sea de vias o dosis,
desparasitaciones parciales, desvios epidemiolégicos debido a aspectos climaticos, o parcelas

muy contaminadas.

Las combinaciones de drogas antihelminticas con diferente modo de accion (comunes
en Nueva Zelanda y Australia) aparecen como un recurso que merece ser evaluado bajo nuestras
condiciones productivas en algunas especies de rumiantes y regiones pero, en otras, su utilidad
puede ser dudosa y mayor informacién sobre posibles efectos aditivos o sinérgicos de esta
coadministracién de drogas es necesaria antes de su recomendacién. En este complejo contexto
gue representa la RA, y a criterio de los autores, los antihelminticos deberian ser obtenidos por
los productores y/o propietarios exclusivamente a partir de una indicacion profesional escrita
por el médico veterinario a cargo del asesoramiento del establecimiento. Esto deberia propender

al uso mas apropiado y responsable de un recurso limitado como son las drogas antiparasitarias.
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