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HAEMONCHUS CONTORTUS CON RESISTENCIA
MULTIPLE A LOS ANTIHELMINTICOS DE CORTA
Y LARGA ACCION Y CONSIDERACIONES SOBRE
EL IMPACTO SANITARIO-PRODUCTIVO DE ESTE
FENOMENO EN UNA MAJADA DE OVINOS LECHEROS
DE LA PROVINCIA DE SANTA FE

MuUCHIUT, S.": MILDENBERGER, M.";: PUJATO,A." & ANZIANI, O. S.2

RESUMEN

Entre Octubre y Noviembre del 2012 se realizaron evaluaciones sobre la actividad de cuatro
antihelminticos con diferente mecanismo de accion (levamisol, ivermectina, closantel y febendazol)
en ovinos lecheros naturalmente parasitados por nematodes gastrointestinales en un establecimiento
del area central de Santa Fe. Las determinaciones de susceptibilidad o resistencia se realizaron a
través del test de reduccion en el conteo de huevos (TRCH) y como animales experimentales se
utilizaron 40 corderos destetados de la raza Pampinta de aproximadamente dos meses y medio de
edad. Estos animales fueron asignados a cuatro grupos de tratamientos de diez animales cada uno
en funcion del nimero de huevos de nematodes por gramo de heces o hpg (p>0,005). El TRCH se
determind estableciendo el porcentaje de reduccion observado en el promedio del hpg en las muestras
de materia fecal pre y post tratamiento de los mismos animales. Los resultados indicaron la presencia
predominante de Haemonchus contortus con resistencia multiple a ivermectina, febendazol y clo-
santel asi como de Nematodirus spp con resistencia a las dos primeras de estas drogas. El levamisol
presentd una eficacia muy alta (> al 99 %) para controlar cualquiera de estos aislamientos. Ante
la presencia de resistencia con los otros antihelminticos, todos los corderos experimentales fueron
re-tratados con levamisol observandose en este segundo TRCH una eficacia similar al primero. No
obstante, debido a su baja actividad larvicida y su corta accion, aproximadamente 30 dias posteriores
al tratamiento de todos los corderos con levamisol se produjo un severo caso de haemonchosis con
elevados indices de mortalidad.
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SUMMARY

Between October and November 2012 a field trial was carried out in dairy sheep naturally parasi-
tized by gastrointestinal nematodes in central Santa Fe (Argentina) to investigate the activity of four
anthelmintic with different mechanism of action (levamisole, ivermectin, fenbendazole and closantel).
The status of susceptibility or resistance was performed through the test of reduction in egg count
(TRCH) on 40 Pampinta lambs about two and half months old. These lambs were assigned to four
treatment groups of ten animals each according to the number of nematode eggs per gram of feces
or hpg (p> 0.005). TRCH was determined by establishing the percentage reduction in the average
observed epg in fecal samples before and after treatment of the same animals. The results indicated
the predominance of Haemonchus contortus with multiple resistance to ivermectin, febendazole and
closantel as well as Nematodirus spp with resistance to the first two of these drugs. Levamisole showed
a very high efficacy (> 99%) to control any of these isolates. Due to the presence of Haemonchus
spp with resistance to ivermectin, febendazole and closantel, all experimental lambs were re-treated
with levamisole and similar efficacy in the TRCH was observed in this second trial. However, due
to its low larvicidal activity and short action, approximately 30 days after levamisol treatment, a

severe outbreak of acute haemonchosis with high mortality rates was observed.

Key words: multiple anthelmintic resistance, Haemonchus contortus, levamisol, Santa Fe.

INTRODUCCION

El desarrollo creciente de la resistencia
a los antihelminticos por parte de los ne-
matodes gastrointestinales representa un
desafio a la sustentabilidad de la produccion
de pequefios rumiantes (Kaplan, 2004). En
nuestro pais por ejemplo, un estudio llevado
a cabo en 2005 indicaba que en mas del 60
% de las majadas (la provincia de Santa Fe
no estuvo incluida), se observaban pobla-
ciones de nematodes con resistencia hacia
alguno de los antihelminticos disponibles
(Caracostantogolo et al., 2005). El problema
de la resistencia es mayor en la region NEA
y en la provincia de Corrientes el fenémeno
se ha incrementado dramaticamente desde
finales de la década del 90 a la actualidad en
donde mas de 85 % de los establecimientos
de ovinos muestran ineficacias en el control

de los nematodes gastrointestinales (Romero
et al., en prensa).

En la provincia de Santa Fe no existen
estudios sobre la dispersion y magnitud de
la resistencia antihelmintica en ovinos. Los
antecedentes documentados se limitan a un
reporte involucrando al género Haemonchus
spp resistente a los bencimidazoles (Eddi e?
al., 1996) y aun reciente informe sobre este
mismo género pero con resistencia antihel-
mintica multiple a cuatro grupos quimicos
distintos (Anziani & Muchiut, 2012). El
objetivo del presente estudio es actualizar y
extender el conocimiento de estos fenéme-
nos sobre un nuevo caso de resistencia mul-
tiple a tres antihelminticos por nematodes
ovinos en la provincia de Santa Fe. En forma
adicional se realizan observaciones sobre un
severo caso de haemonchosis asociado a la
resistenciay a los potenciales riesgos del uso

78 | Revista FAVE - Ciencias Veterinarias 12 (1 - 2) 2013



Haemonchus contortus con resistencia multiple

de antihelminticos de corta accion cuando
existen ineficacias de control con drogas de
mayor persistencia.

MATERIALES Y METODOS

a) Localizacion de la experiencia, an-
tecedentes y animales experimentales: la
experiencia se desarrollo entre los meses de
Octubre y Diciembre de 2012 en un tambo
ovino perteneciente a la Escuela de Agri-
cultura, Ganaderia y Granja (latitud 31° 23’
sur; longitud 60° 55° oeste) dependiente de la
Universidad Nacional del Litoral (zona rural
de Esperanza, Departamento Las Colonias,
provincia de Santa Fe). En la majada en
estudio existian evidencias circunstanciales
sobre ineficacia de tratamientos para el
control de nematodes y en afios anteriores
se habian presentado casos de anemia en
corderos durante el periodo primavera-
otofio. En este contexto se realizo un test de
reduccion en el conteo de huevos (TRCH)
complementado con cultivo de larvas para
identificar los géneros actuantes y se evalua-
ron cuatro drogas con diferente mecanismo
de accion. Como animales experimentales se
utilizaron 40 corderos destetados de la raza
Pampinta de aproximadamente dos meses y
medio de edad y con un peso promedio de
18,2 kg (rango de 10 a 25 kg).

b) Disefio de la experiencia, tratamientos
y procedimientos parasitologicos: En el
dia -1, todos los animales fueron pesados
e identificados con caravanas y se tomaron
muestras individuales de materia fecal direc-
tamente del recto, las que fueron procesadas
en el laboratorio mediante la técnica de Mc
Master modificada (Roberts y O’ Sullivan,
1949) para determinar el nimero de huevos
de nematodes por gramo de heces (hpg). De

acuerdo a los valores del hpg, los animales
fueron asignados a cuatro grupos de trata-
mientos de 10 corderos cada uno (p>0.05).
Los animales del grupo 1 a 3 fueron trata-
dos respectivamente y en forma inyectable
(subcutanea) con: Levamisol (“Overmisol
200 Over; 8 mg/kg), Ivermectina (“Ivomec”
Merial; 0,2 mg/kg) y Closantel (“Closantel
inyectable 12,5%” Inmunovet; 10 mg/kg).
Los corderos del grupo 4 fueron tratados en
forma oral con Febendazol (“Cyverm F10”
Fort Dodge; 5 mg/kg).

Para el TRCH, a los 7 dias post tratamien-
to se tomaron nuevas muestras de materia
fecal de los animales tratados con Levamisol
(grupo 1) y para el resto de los grupos (2 a
4) las mismas fueron obtenidas en el dia
14 post tratamiento. Debido a la falta de
eficacia observada en los animales de estos
tres ultimos grupos (2 a 4), en el dia 16 de
la experiencia se decidi6 retratar los mismos
con Levamisol y establecer un nuevo TRCH
(misma dosis e intervalo de muestreo que el
utilizado previamente con esta droga).

En todas las ocasiones que se tomaron
muestras de materia fecal pre y post trata-
miento de cada grupo se realizaron copro-
cultivos (pool de 4 muestras) para la recupe-
racion de larvas de tercer estadio a través de
un aparato de Baermann e identificacion por
microscopia de los géneros intervinientes.
Los huevos de Nematodirus spp facilmente
identificados por su mayor tamafio y mor-
fologia, fueron contados separadamente por
lo que se obtuvo también el porcentaje de
reduccion para este género.

c¢) Analisis de los datos y criterios de sus-
ceptibilidad o resistencia: para la obtencion
de grupos de tratamientos comparables en
funcion de los valores del hpg (p>0.05) se
utilizaron los test de Kruscal Wallis y Willco-
xon del programa Infostat de la Universidad
Nacional de Cérdoba (version 2011). Para el
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TRCH se utiliz6 la formula sugerida por Mc
Kenna (2006) : TRCH=100 x (1-T2/T1) en
donde T2 y T1 representan el promedio del
hpg observado en las muestras de materia
fecal post y pre tratamiento respectivamente
en los mismos animales. Se considerd como
nematodes resistentes a las poblaciones que
luego del tratamiento mostraran valores del
TRCH inferiores al 95 %. En los casos en que
los valores promedios del hpg se incremen-
taron luego del tratamiento, el porcentaje
de reduccion del TRCH fue considerado
igual a 0.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se presentan los resul-
tados del primer TRCH sobre huevos de
nematodes indiferenciados. Luego de los
tratamientos, los valores promedio del hpg se
incrementaron en los animales tratados con
ivermectina, febendazol y closantel indican-
do severa resistencia a estos antihelminticos.

En los grupos tratados con ivermectina y
febendazole, la eficacia de las drogas resultd
0 en nueve corderos de cada grupo y en los
dos animales restantes fue inferior a 20 %
y 45 % respectivamente. La totalidad de los
corderos tratados con closantel mostraron
eficacias iguales a 0. Por el contrario el
porcentaje de reduccion del hpg en los cor-
deros que recibieron levamisol fue, a los 7
dias post tratamiento, superior al 99 %. En
los coprocultivos de las muestras pre y post
tratamiento del presente estudio, el 98% de
las larvas obtenidas fueron clasificadas como
Haemonchus contortus. Resistencia multiple
por el género Haemonchus a ivermectina,
febendazol y closantel (incluso con inefica-
cias absolutas con las dos ultimas drogas)
ha sido también recientemente informado
en una poblacion de este parasito en ovinos
del Departamento Castellanos de Santa Fe,
aunque en este ultimo caso las fallas del tra-
tamiento también involucraron al levamisol
(Anziani & Muchiut, 2012).

En el Cuadro 2 se presentan los porcenta-
jes de reduccion obtenidos especificamente

Cuadro 1: Valores del hpg para cada grupo (promedio y rango) y porcentaje de reduccion

observado para cada tratamiento.

r 0
GRUPOS n posis | Hpgdia0 | P9UA [ ppgdia1a | Rde
3.668°
1) Levamisol | 10 | 879K (180- (0_3;%0) ~ 99,18
16.180)
2) 1o | 02mgkg | 2506° 7.794 o
Ivermectina SC* | (340-5940) | - | (3120-16.680)
10mghkg | 2.825° 6.480
3) Closantel | 10 SC* | (560-5.600) | - (1140-19.080) 0
4) 0 | 5mgkg | 2500° 7.628 o
Febendazol PO™ | (210-9.060) | - | (2780-12.800)

* Subcutanea; **Per Os. Letras iguales en la misma columna no difieren significativamente (p>0,005)
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sobre el nimero de huevos de Nematodirus
spp en aquellos animales que mostraban la
presencia de huevos de este género en la
materia fecal al inicio de los tratamientos.
Como nematodicida, el closantel es
una droga con actividad préacticamente
especifica contra Haemonchus (Guerrero,
1984; Love, 2011) y era esperable obtener
un bajo porcentaje de reduccion con esta
droga sobre otros géneros de nematodes
como Nematodirus spp. Por el contrario
este género es susceptible a la actividad
de las avermectinas (Benz et al., 1989) asi
como a los bencimidazoles y al levamisol
(Zimmerman et al., 1988) y en este contexto
los bajos porcentajes de reduccion obtenidos
en el TRCH con ivermectina y febendazole
indicarian resistencia a estas drogas. De
acuerdo al conocimiento de los autores del
presente trabajo preliminar, este seria el
primer hallazgo sobre fallas de ivermectina
y febendazole para controlar Nematodirus
spp parasitando a ovinos de nuestro pais. No
obstante seria necesaria la realizacion de un
test de eficacia controlada involucrando ne-
cropsias y conteo de nematodes en el tracto
gastrointestinal para confirmar la informa-
cion preliminar del TRCH en este estudio.
En el dia 16 post tratamiento y debido
a la falta total de eficacia observada ante

H. contortus con ivermectina, febendazol
y closantel se decidi6 tratar a los animales
de estos tres grupos con levamisol ya que
era la Unica droga que permanecia con
actividad sobre este aislamiento y realizar
un nuevo TRCH. Asi mismo, como a los 16
dias post tratamiento los animales del grupo
tratado con levamisol (G1) ya presentaban
nuevamente un promedio del hpg superior a
1.000 (rango 100-4.660) se decidio re-tratar
también a estos animales con la misma droga
e incluirlos en el nuevo TRCH. La informa-
cion obtenida en este grupo confirma la baja
actividad y persistencia del levamisol sobre
los estadios inmaduros de Haemonchus (Mc-
Kellar et al., 1988) lo cual explica que en tan
corto tiempo se hayan incrementado fuerte-
mente los valores de hpg. Asi mismo enfatiza
también la necesidad de no sobrepasar los 7
dias en la toma de muestras de materia fecal
en el diagnostico de resistencia al levamisol
ya que periodos mayores pueden dar lugar a
la maduracion y oviposicion de los estadios
inmaduros susceptibles resultando en falsos
positivos al TRCH (Grimshaw ef al., 1996).

Los resultados del segundo TRCH son
presentados en el Cuadro 3 y corresponden a
un total de 34 animales ya que de los 40 ori-
ginales se excluyeron seis que no superaron
un valor de hpg de 200. Las larvas obtenidas

Cuadro 2: Promedio y rango de huevos del género Nematodirus y porcentaje de reduccion de los

mismos observado luego de cada tratamiento.

aros | o | coss | meaeo | 188 | JF9, | 1%
1) Levamisol | o | 8Tk (gg'j’g;) 0 ~ 100
2) lvermectina 8 0.2 g]é]/kg (2602_’15060) _ (2(;—54)10) 76
3)Closantel | 7 | 1079k (Zg'jlg) _ (2402_'18260) 43,39
4)Febendazol | 8 | °MIN (2607_‘152;) _ (0?20) 70,37
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en los coprocultivos pre y post tratamiento
de los nematodes considerados como indi-
ferenciados al momento del tratamiento con
levamisol, correspondieron en su totalidad
a H. contortus.

La eficacia de levamisol en este nuevo
TRCH (> 99 %) fue similar al observado
previamente confirmando la alta eficacia
de esta droga sobre estas poblaciones de
Haemonchus y Nematodirus. No obstante,
30 dias después de este tratamiento, fueron
hallados algunos corderos muertos por el
personal de campo del establecimiento y
otros con marcada adinamia y anemia de
mucosas conjuntivales y gingivales pro-
duciéndose en un lapso de unos 5 dias la
mortandad de aproximadamente un 30% del
lote de corderos. Lamentablemente s6lo uno
de estos animales (valor de hematocrito del
14 % y un hpg de 2.000) pudo ser remitido
al Hospital de Grandes Animales de la Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias de Esperanza
(UNL). Al dia siguiente a su ingreso el
animal muere observandose en la necropsia
ademas de intensa anemia generalizada, la
presencia de ejemplares de Haemonchus sp.
en abomaso. Ante el diagndstico presuntivo
de haemonchosis se decidi6 tratar al resto
de los animales sobrevivientes del lote con
levamisol, no observandose a las 24 hs post
tratamiento nuevos casos clinicos. La hae-
monchosis es esencialmente una enfermedad
anemizante y en casos muy agudos los ovi-
nos pueden llegar a ser encontrados muertos

sin haber mostrado signos clinicos previos
(Besier , 2011). Si bien el valor de 2.000 en
el hpg del cordero necropsiado, podria no
corresponderse a la intensa anemia observa-
da, en casos hiperagudos causados por este
nematode, es relativamente comun que los
efectos patogenos resulten de la hematofagia
de larvas y juveniles que aun no oviponen.
Las pérdidas de sangre son ya significativas
al dia 11 post infeccion de las larvas mien-
tras que la produccion de huevos comienza
luego del dia 18 de la misma (Alberts & Le
Jambre, 1983; Colditz & Le Jambre, 2008).
Considerando la rapida y severa reinfeccion
observada previamente en estos animales,
su permanencia sobre la misma pastura, el
altisimo potencial bidtico de Haemonchus'y
los signos de anemia observados en varios
de los animales asi como la respuesta al
tratamiento, es altamente probable que este
género haya sido el causante de la mortandad
observada en el grupo de animales jovenes
sin desarrollo aiin de inmunidad a estos
nematodes.

Desde una perspectiva global, H. con-
tortus es considerado actualmente para los
pequeios rumiantes de todo el mundo como
el problema sanitario de mayor importancia
(Waller, 2003; 2006) y cualquier sistema
de produccion pastoril eficiente requiere
indispensablemente del control quimico de
este parasito. La presencia de nematodes
con resistencia a multiples antihelminticos
es obviamente un motivo de preocupacion

Cuadro 3: Numero de corderos, evolucion de valores promedios del hpg y rango y porcentaje de

reduccion para el tratamiento con levamisol.

n HPG dia 0 HPG dia 7 % reduccion
Nematodes 6.750,59 27,06
indiferenciados | >+ | (320-19.080) |  (0-120) 99,60
Nematodirus sp. 43,81

21 (20-140) 0 100
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creciente para la produccidon ovina na-
cional. El presente informe es la segunda
documentacion en la provincia de Santa Fe
sobre la presencia de resistencia multiple a
antihelminticos de corta y de larga accién en
nematodes ovinos. En la majada del estudio,
la resistencia severa de H. contortus alos an-
tihelminticos ivermectina, febendazole y en
especial a una droga con accion prolongada
como el closantel que previene la reinfeccion
larval por mas de cuatro semanas (Love,
2011) deja el control quimico limitado al uso
del levamisol, un antihelmintico adulticida
pero de limitada actividad contra larvas y
sin poder residual. Bajo las condiciones fa-
vorables para el desarrollo de H. contortus,
como la primavera del presente estudio con
precipitaciones de 301 mm en los dos meses
previos a la experienciay de 206 mm duran-
te la misma (datos AER INTA Esperanza) se
necesitarian tratamientos repetidos con esta
ultima droga con una frecuencia menor a los
25 dias para evitar las potenciales perdidas
por este nematode en ovinos jovenes desde
el destete (2 a 3 meses de edad) hasta el de-
sarrollo relativo de inmunidad (aproximada-
mente 9 a 10 meses de edad). Esta situacion
atenta contra la sustentabilidad del control
y la presion de seleccion ejercida con estos
tratamientos frecuentes resultaria rapida-
mente en el desarrollo de resistencia también
a esta droga (Coles, 2002). Es imperativo
promover sistemas de control integrado que
contemplen otras alternativas de manejo
y alimentacion, integrando practicas que
permitan reducir la dependencia exclusiva
del control quimico ya que la sustentabilidad
del mismo esta seriamente comprometida
bajo las condiciones actuales de produccion
pastoril intensiva o semi intensiva de peque-
flos rumiantes en la provincia de Santa Fe.

CONCLUSIONES

Se describe la presencia de H. contortus
con resistencia multiple al febendazole,
ivermectina y closantel y de un aislamiento
de Nematodirus spp con sospecha de in-
eficacia a las dos primeras de estas drogas
antihelminticas. La resistencia multiple de
Haemonchus es de particular preocupacion
ya que su control solamente con antihelmin-
ticos de corta accion (como el levamisol)
requiere , en areas favorables para el desarro-
llo de este parasito como el centro y norte
de Santa Fe, la necesidad de tratamientos
muy frecuentes los cuales indefectiblemente
resultaran rapidamente en el desarrollo de
resistencia a esta droga. En este contexto, es
indispensable integrar alternativas quimicas
y no-quimicas junto con el monitoreo per-
manente para el diagnéstico y manejo de la
resistencia si se pretende mantener un balan-
ce entre productividad y sustentabilidad en el
control de los nematodes gastrointestinales
en pequefios rumiantes.
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