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Resumen

La resitencia antielmintica (RA) a ivermectina (IVM) y otras lactonas macrociclicas
(LM) es un fendmeno mundialmente conocido . En ovinos, la administracion de LM
por via oral o intra-ruminal y en alta dosis ha logrado mejorar la eficacia frente a
parasitos gastrointestinales (PGl), sin embargo no abundan aun experiencias
similares bovinos. El objetivo del presente ensayo fue evaluar la eficacia de IVM a
alta dosis y por diferentes vias en terneros portadores de PGI resistentes a IVM en
un engorde a corral comercial. De un total de 125 se seleccionaron 44 terneros
machos, clinicamente sanos, los cuales fueron asignados a 4 grupos (n=11
animales/grupo) que recibieron IVM a dosis estandar (0,2 mg/kg) y alta (1 mg/kg) y
por via subcutanea e intra-ruminal. Previo al dia del tratamiento (dia ? 6) se
tomaron muestras de materia fecal para recuento de huevos de PGI por gramo y
coprocultivo; ademas se registro el peso individual de cada animal. El dia del
tratamiento fue considerado el dia 0. En los dias +14 y +27 se tomaron muestras
de materia fecal mientras que en el dia +27 se registr6 nuevamente el peso. La
reduccion en el recuento de huevos en materia fecal en el dia +14 y +27 no mostro
diferencias entre los grupos, dejando en evidencia la falta de eficacia de la droga
aun en dosis quintuple. No se observo diferencias en la ganancia diaria de peso
entre los grupos. En el presente ensayo el uso de IVM en los diferentes grupos a
alta dosis y por diferentes vias no obtuvo mejoras en los porcentajes de reduccion
de huevos en materia fecal en bovinos portadores de PGl resistentes.

Palabras clave: Ivermectina; Cooperia; Haemonchus; Resistencia antihelmintica,
engorde a corral.

Ivermectin 1% efficacy by different routes and doses against resistant
nematodes in cattle.

Summary

Anthelmintic resistance to ivermectin and macrocyclic lactones (ML) is a worldwide
spread problem. A high dose schedule of ML was effective against resistant
nematodes in sheep, given oral and intra-ruminal. However, no enough data are
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available from cattle on this issue. Thus, the goal of this work was the efficacy
assessment of IVM given at different doses and routes. To achieve this goal, 44
male feedlot calves, infected with IVM resistant nematodes, were assigned to four
groups (n=11 calves per group). They received standard (0.2 mg/kg), or high doses
(2 mg/kg) of IVM by subcutaneous or intra-ruminal routes. Before treatment (day -6),
feces were sampled for eggs per gram counts (EPG) and copocultures; weight was
also measured on this date. The treatments were administered on day 0. Later, on
days +14 and +27, feces were re-sampled, and calves were weighed again just in
the last date. Fecal egg count reductions showed no statistical differences between
groups. This evidenced the lack of efficacy for IVM, even at a fivefold dose. Weight
was neither different between groups. In conclusion, higher doses of IVM given by
subcutaneous or intra-ruminal routes were insufficient to kill IVM-resistant
nematodes in calves.

Key Words: lvermectin; Cooperia; Haemonchus; anthelmintic resistance; feedlot.
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Introduccion

Los problemas clinicos sanitarios mas frecuentes en explotaciones de engorde a
corral de bovinos en Argentina, son la neumonia y la acidosis (Galvan y col. 2014).
Otras afecciones como las causas toxicas, a pesar de que pueden tener alta morbi
?mortalidad y generar importantes pérdidas econémicas, suelen presentarse
esporadicamente. Poco se conoce, del impacto que generan las afecciones
subclinicas para el engorde a corral; sin embargo en estudios recientes (Fazzio et
al. 2012, 2014, 2016) se observé que los parasitos gastrointestinales (PGI) que
sobreviven al tratamiento antihelmintico, pueden provocar disminucién en la
ganancia diaria de peso (GDP).

El uso frecuente y prolongado de lactonas macrociclicas (LM) en bovinos, ovinos y
caprinos ha generado un alto grado de resistencia antihelmintica (RA) (Kaplan y
Vidyashankar 2012). Actualmente la RA es un problema mundial en la industria
bovina (van Wyk et al., 1999; Jackson et al. 2006; Sutherland y Leathwick, 2011,
Gasbarre 2014, das Neves et al. 2014). En nuestro pais es un fendbmeno en
expansion (Suarez y Cristel, 2007; Suarez y Cristel, 2014), siendo la region del
noreste Argentino una de las zonas con mayor frecuencia de reportes de RA
(Anziani et al., 2001; Fiel et al., 2001; Caracostantogolo y col. 2005; Anziani y Fiel,
2015).
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El alto grado de resistencia a las LM, especialmente a IVM, ha fomentado la
busqueda de estrategias para optimizar su potencial como agente antiparasitario.
Entre los mecanismos de RA postulados frente a LM se incluyen mutaciones en
canales de cloro relacionados a receptores acido gamma aminobutirico (GABA). Un
segundo mecanismo, implicaria un incremento en el eflujo de la droga mediado
principalmente por glicoproteina P (PGP) (Lanusse et al., 2014, Lloberas et al.,
2012, 2015); en base a ello se han propuesto diferentes alternativas que mejoren la
biodisponibilidad de droga en el sitio activo. El aumento de la dosis de
antiparasitario, diferentes vias de administracion y eventualmente la dosificacion
simultanea de inhibidores de PGP, podrian saturar o interrumpir este mecanismo de
eflujo exacerbado y asi mejorar el perfil de LM frente a cepas de parasitos
resistentes (Lifschitz et al., 2010).

En ovinos y caprinos, la administracion por via oral de LM mejor6 la eficacia frente
a PGl resistentes, en contraste con el tratamiento subcutaneo (Gopal et al. 2001;
Lloberas et al. 2012, Alvarez et al. 2015). Este fendmeno podria explicarse por las
altas concentraciones del farmaco en los fluidos gastrointestinales tras la
administracion oral o intraruminal, lo que puede aumentar la biodisponibilidad del
principio activo en el tracto gastrointestinal ( Lanusse y col. 2013; Lanusse et al.
2014). Sin embargo, algunos trabajos realizados en ovinos con IVM aplicada por
via oral a dosis estandar o alta, no se ha correlacionado con una mejora en la
eficacia frente a H. contortus resistentes ( Lloberas et al. 2012, 2015; Suarez et al.
2014).

Al momento, en bovinos, se han realizado pocas experiencias similares a las
citadas con ovinos, donde se modifique la via de administracion o la dosis para el
tratamiento de cepas resistentes de PGI. Leathwick y Miller, en el 2013 comparan la
eficacia de IVM oral frente a moxidectina ( MOX) aplicadas por via subcutanea, oral
y pour on, hallando una mayor eficacia de MOX por via oral frente a el resto de los
grupos. Pomroy y col. (2004) realiza una comparacion de la eficacia de IVM y MOX
administrada via oral y subcutanea frente a una cepa de Cooperia oncophora
resistente a LMy observo que la via oral obtuvo mejor eficacia.

Por lo expuesto, el objetivo del presente ensayo fue evaluar el porcentaje de
reduccion del recuento de huevos en materia fecal alcanzado por diferentes vias de
administracion y dosis, en animales portadores de cepas resistentes a IVM en un
engorde a corral.

Materiales y Métodos
El presente ensayo se realiz6 entre los meses de mayo y junio de 2015 en un
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establecimiento de engorde a corral comercial ubicado en la localidad de Marcos
Paz (-34°08'S,- 58°08W), Provincia de Buenos Aires. Los animales (machos cruza
Bos indicus x Bos taurus) incorporados al presente ensayo, provenian de un
establecimiento de cria ubicado en la localidad de Esquina (-27° 27'S, -58° 49W)
provincia de Corrientes, noreste Argentino, donde existen antecedentes de RA
(Fazzio et al. 2012, 2014, 2016). El peso fue de 122 kg. (= 26) y 4 meses de edad
en promedio. Al momento del arribo al engorde a corral, los animales fueron
alojados en corrales de recepcion con acceso a rollos de pastura y agua,
cumpliendo con un periodo de hidratacion y descanso de 72 hs.

Descripcion del ensayo

Previo al momento del tratamiento todos los animales se identificaron con doble
caravana (n=125)y se realizé la rutina sanitaria, la cual incluy6 una Unica dosis de
vacuna polivalente clostridial (Policlostrigen® Biogénesis-Bago) y antibidtico
inyectable de amplio espectro (Tilmicosina ? Maxityl® Biogénesis-Bago). EI mismo
dia se extrajo materia fecal del recto de cada uno de los animales y se registro el
peso individual.

Una vez obtenidos los resultados del recuento de huevos por gramos en materia
fecal (HPG), se preseleccionaron 44 animales homogéneos en peso y con valores
de HPG ? a 160. Luego, se ordenaron en forma creciente, en base al recuento de
HPG correspondiente al dia ? 6 del ensayo, y se distribuyeron aleatoriamente en 4
grupos (n=11 animales por grupo) para recibir tratamiento con ivermectina 1%
(lvomec® Merial) segun el siguiente esquema:

Grupo 1: 0.2 mg/kg peso vivo, (dosis estandar), via subcutanea.

Grupo 2: 1 mg/kg peso vivo, (dosis alta), via subcutanea.

Grupo 3: 0.2 mg/kg peso vivo (dosis estandar), via intraruminal.

Grupo 4: 1 mg/kg peso vivo (dosis alta), via intraruminal.

El dia del tratamiento fue considerado el dia O del ensayo, y en los dias +14 y +27
post tratamiento (PT) se tomaron muestras individuales de materia fecal; el peso
corporal fue registrado nuevamente el dia +27 PT.

Procesamiento de las muestras

Las muestras de material fecal fueron analizadas por la técnica de Mc Master

modificada con una sensibilidad de 20 huevos por gramo de material fecal (Roberts
y O’Sullivan, 1950). Para la obtencion de Larvas 3 (L3) se realizaron coprocultivos
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en pool de muestras por duplicado en cada grupo, los cuales se incubaron en
estufa a 25°C por 14 dias y camara humeda. La identificacion a nivel genero se
realizo de acuerdo a lo descripto por van Wyk y Mayhew (2013).

Analisis Estadistico

La eficacia para cada uno de los grupos en estudio fue evaluada mediante el
porcentaje de reduccion del recuento de huevos en materia fecal (%RRH) mediante
la siguiente formula: 100 x [1 ? (T2/T1)] (das Neves et al. 2014), donde T1y T2
representa la media aritmética del HPG pre y post tratamiento de cada uno de los
grupos estudiados. Los limites de confianza inferior (LCI) y superior (LCS), para un
intervalo del 95%, se calcularon de acuerdo a lo descripto por Dobson et al. (2012).
Se consideré RA cuando el %RRH fue menor al 95 % y/o el LCI menor al 90 %
(Coles et al. 1992).

Para el analisis de GDP se utilizd un disefio completamente aleatorio dentro del
paquete estadistico SAS (9.2) donde el animal fue considerado la unidad
experimental. Se utilizo el siguiente modelo estadistico: Y =? + T + e, donde "Y" es
la variable dependiente (GDP), "?" es la media de la poblacién en estudio, "T" es el
tratamiento o variable independiente mientras que "e" el error.

Resultados y discusion

Los valores promedio de HPG (méaximo y minimo) obtenido en los diferentes grupos
los dias -6, +14 y +27 se presentan en la Tabla 1, mientras que la reduccion
alcanzada los dias +14 y +27 PT en cada uno de los grupos en estudio se
presentan en la Tabla 2.

'Dia Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

HPG promedio (valor inferior - valor superior)
-6 440 (200 - 720) 474 (160-1100) 323 (160-620) 415 (160-820
+ 14 278 (60-720) 266 (100-500) 102 (0-340) 264 (0-800)
+ 27 116 (0-280) 152 (0-340) 72 (0-240) 134 (0-360)

: Valores promedio de recuento de huevos por gramo (HPG) de materia fecal (valor
inferior y superior) en los diferentes grupos en estudio.

Grupol: ivermectina 1% dosis 0.2 mg/kg peso vivo, via subcutanea;

Grupo 2: ivermectina 1% dosis 1 mg/kg peso vivo, via subcutanea;

Grupo 3: ivermectina 1% dosis 0.2 mg/kg peso vivo, via intra ruminal;

Grupo 4: ivermectina 1% dosis 1 mg/kg peso vivo, via intra ruminal.

1Dia -6 (muestras de materia fecal obtenidas seis dias previos al tratamiento), Dia

5de 13



Page 6 of 13 Sitio Argentino de Produccion Animal

+14 (muestras de materia fecal obtenidas 14 dias posteriores al tratamiento), Dia
+27 (muestras de materia fecal obtenidas 27 dias posteriores al tratamiento).
n= 44 animales (11 animales por grupo)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Dia _ (LCI- LCSY
+14 35 (0-61) 44 (3-67) 62 (33-78) 29 (0-61)
+27 71 (48-74) 69 (36-85) 75 (52-87) 69 (40-84)

. Reduccion del conteo de huevos en materia fecal (intervalo de confianza) en los
diferentes grupos en animales de engorde a corral en los dias +14 y +27 post
tratamiento.

Grupol: ivermectina 1% dosis 0.2 mg/kg peso vivo, via subcutanea;

Grupo 2: ivermectina 1% dosis 1 mg/kg peso vivo, via subcutanea;

Grupo 3: ivermectina 1% dosis 0.2 mg/kg peso vivo, via intra ruminal;

Grupo 4: ivermectina 1% dosis 1 mg/kg peso vivo, via intra ruminal.

1 Dia +14 (muestras de materia fecal obtenidas 14 dias posteriores al tratamiento),
Dia + 27 (muestras de materia fecal obtenidas 27 dias posteriores al tratamiento).
# LCI limite inferior para un 95% de confianza ? LCS limite superior para un 95 %
de confianza.

n= 44 animales (11 animales por grupo)

En el presente estudio, el uso de la via IR evidencio similar %RRH comparado con
la via SC. Solo en el Grupo 3 (via IR dosis estandar) al dia +14 PT se observé un
porcentaje de reduccién algo mayor (62%) que el resto de los grupos. Esto difiere
con el trabajo realizado en bovinos por Pomroy (2004) el cual observa una mejor
eficacia utilizando la via oral que la subcutanea. Leathwick y Miller (2013)
observaron que los tratamientos orales son significativamente menos variable en la
eficacia individual que los aplicados por via inyectable o pour on.

Para las condiciones del presente estudio, no se observaron diferencias en el
%RRH entre la dosis estandar (0.2 mg/kg) y la dosis alta (1 mg/kg). Este efecto
habia sido demostrado en ovinos frente a Haemonchus contortus por Alvarez y col.
(2015) donde lograron mejoras en la eficacia, con el aumento de dosis y con la via
intra ruminal. Las inconsistencias halladas entre los diferentes trabajos podrian ser
explicadas por los distintos niveles de resistencia y diversidad genética de las
poblaciones parasitarias en estudio (Lanusse y col. 2013).

Los datos obtenidos evidencian la baja eficacia para IVM en los grupos estudiados,
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donde en el dia +14 no supero el 62 % de RRH en ninguno de los grupos. Sin
embargo en el dia + 27, el %RRH aumento y se igualo en todos los grupos,
independientemente del valor alcanzado al dia +14 (Tabla 2). En el engorde a
corral, la posibilidad de reinfectarse con PGl es minima, y a medida que los
animales permanecen en los corrales de engorde, los valores de HPG tienden a
disminuir (Fazzio et al. 2014); este fendbmeno podria explicar el aumento del
%RRH, debido al envejecimiento de la poblacion parasitaria y consecuentemente
disminucion de la ovipostura. Estudios realizados por Osorio de Olivera (2001) y
Louvandini (2009) demstraron que Cooperia punctata realiza su mayor ovipostura
entre la tercer semana post infeccion, luego del cual los valores de HPG
disminuyen en ausencia de reinfeccion. Teniendo en cuenta las condiciones del
presente ensayo, los controles post tratamiento fueron realizado durante la fase de
descenso de ovipostura, ya que los animales abandonaron el establecimiento de
origen 9 dias previos al dia que se realizo el tratamiento. No obstante esto, a pesar
de que disminuye la ovipostura, la expulsion de los PGI que sobrevivieron al
tratamiento no es inmediata y pueden seguir produciendose peredidas subclinicas
(Fazzio y col. 2014). Por otro lado, se ha comprobado que los animales responden
en forma diferente a las infecciones por C. oncopora, lo que permite diferenciar
animales con alta, media y baja capacidad de respuesta frente al parasito, lo que
determina diferencias en la respuesta inmunoldgica, la eliminacion de huevos y
patencia de la parasitosis (Konobana et al. 2001). La edad de la poblaciéon
parasitaria al momento de la evaluacién de la eficacia de antiheminticos es dificil de
establecer en estudios de RRH a campo, por lo que el nivel de infeccién al que
estuvieron expuestos los animales previo a la prueba podria influenciar en el
resultado del %RRH.

Los géneros (L3) de PGI encontrados en los cultivos de materia fecal en el dia -6 y
los dias +14 y +27 PT se presentan en el Figura 1. Al inicio del ensayo, en los
cultivos de materia fecal, se observaron L3 de los géneros Haemonchus, Cooperia,
Oesophagostomum y Ostertagia. Luego del tratamiento, independientemente de la
via de administracién y dosis, los Unicos géneros que se recuperaron en el PT
fueron Cooperia y Haemonchus. Los géneros Oesophagostomum y Ostertagia no
se observaron en ninguno de los grupos en el PT evidenciando una alta eficacia
frente a los mismos.

Figura 1
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. Identificacion de diferentes géneros (L3) recuperadas en cultivos de materia fecal
en los diferentes grupos en estudio.

Grupol: ivermectina 1% dosis 0.2 mg/kg peso vivo, via subcutanea;

Grupo 2: ivermectina 1% dosis 1 mg/kg peso vivo, via subcutanea;

Grupo 3: ivermectina 1% dosis 0.2 mg/kg peso vivo, via intra ruminal;

Grupo 4: ivermectina 1% dosis 1 mg/kg peso vivo, via intra ruminal.

Dia ? 6 (muestras de materia fecal obtenidas 6 dias previos al tratamiento); Dia +14
(muestras de materia fecal obtenidas 14 dias posteriores al tratamiento), Dia + 27
(muestras de materia fecal obtenidas 27 dias posteriores al tratamiento).

La reduccion alcanzada en cada uno de los grupos en estudio para los generos
Haemonchus y Cooperia se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Reduccién del conteo de huevos en materia fecal (intervalo de confianza)
en los diferentes grupos en animales de engorde a corral en los dias +14 y +27 post

Grupo 1 Grupa 2 Grupo 3 Grupo 4
Dial|Coopenla |Haemonchus Cooperia |Haemonchus|Cooperla  |Haemenchus|Cooperia |Haemonchus

14 [6 (0-47) [27(0-59) |13 (0- 49)[s50 (10- 71) [43 (0- 67) |56 (22 - 75) |-1 (0- 45) |-4 (0- 43)

27 |67 (36 -83) (44 (0- 71) |53 (3- 77) |66 (31- 83) |64 (31- 81) |66 (64- B2) |52 (9- 75) |69 (40- 84)

Grupol: ivermectina 1% dosis 0.2 mg/kg peso vivo, via subcutanea;

Grupo 2: ivermectina 1% dosis 1 mg/kg peso vivo, via subcutanea;

Grupo 3: ivermectina 1% dosis 0.2 mg/kg peso vivo, via intra ruminal,

Grupo 4: ivermectina 1% dosis 1 mg/kg peso vivo, via intra ruminal.

Dial +14 (muestras de materia fecal obtenidas 14 dias posteriores al tratamiento),
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Dia +27 (muestras de materia fecal obtenidas 27 dias posteriores al tratamiento).
n= 44 animales (11 animales por grupo)

Al dia +14, la reduccion del Grupo 2 (1 mg/kg peso vivo, via subcutanea) duplicé a
la del Grupo 1 (0.2 mg/kg peso vivo, via subcutanea). En las aplicaciones IR la
reduccion encontrada en el Grupo 3 (0.2 mg/kg peso vivo, via intra ruminal) fue
superior a la del Grupo 4, lo que genera una incongruencia con lo esperado, ya que
la dosis estandar evidencio una mayor reduccion. Al dia +27 se equiparan todos los
grupos, evidenciando mayores valores de reduccion que al dia +14, sin embargo
los valores para cada género parasitario en las diferentes fechas y grupos se
mantuvieron muy por debajo de los valores considerados como aceptables (mayor
al 90%) propuesto por Coles et al. 1992.

No se observo diferencias entre grupos en la composicion genérica de los
coprocultivos, en los dias +14 y +27 (p=0.76). Esta observacion coincide con
estudios previos, donde los géneros Cooperia y Haemonchus son los que
prevalecenen los muestreos PT (Fazzio et al. 2012, 2014, 2016), y es coincidente a
su vez con informes previos de RA obtenidos en la region de origen de los animales
(Caracostantogolo y col. 2005). El género Cooperia fue el mas prevalente, al cual
se le ha adjudicado una mayor importancia por pérdidas subclinicas en bovinos en
engorde a corral en los ultimos afios (Louvadini y col. 2009, Stromberg et al. 2012,
Fazzio et al. 2012, 2014, 2016).

La GDP en kilogramos promedio (+ error estandar) observada durante el periodo de
estudio fue de 0.9 (= 0.10), 0.9 (+ 0.10), 1.1 (x0.09) y 1.0 (= 0.10) para los grupos 1,
2, 3y 4 respectivamente. No se observaron diferencias estadisticas entre grupos
(p=0.63).

El tratamiento con IVM al comienzo de la etapa del engorde a corral ha sido
rapidamente adoptado por la industria del engorde intensivo ya que al tratarse de
un endectocida, tiene actividad frente a pardasitos internos y externos (piojos
picadores, sarna, garrapatas etc.). En los ultimos afios el aumento de la RA a LM
en nuestro pais ha llevado a que su utilizacion frente a parasitos resistentes se
traduzca en pérdidas subclinicas (Fiel et al. 2011; Fazzio et al. 2012, 2014). Sin
embargo, en las condiciones del presente ensayo, las diferentes vias de aplicacion
y dosis de IVM no mostraron ventajas en los valores del %RRH en animales
portadores de cepas resistentes, como si ha sido demostrado en algunos trabajos
en pequefnos rumiantes.

En los ultimos afios es cada vez mas frecuente observar casos de ectoparasitos en
animales de engorde a corral donde se ha dejado de utilizar IVM al comienzo de la
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etapa de engorde (Galvan, comunicacion personal). Mencionados ectoparasitos,
especialmente si se trata de acaros de sarna, pueden producir pérdidas similares o
aun mayores a las subclinicas por PGI resistentes debido a que no solo producen
un trastorno a nivel individual sino también dafios en las instalaciones del
establecimiento por el rascado intenso. Por lo tanto deberia tenerse en cuenta
como alternativa para su utilizacion fente a ectoparasitos al ingreso al corral de
engorde en épocas favorables a la aparicién de brotes de sarna. Ante la presencia
cada vez mayor de casos de RA no solo a IVM, sino a otros grupos quimicos de
uso en bovinos, el analisis de la eficacia PT deberia realizarse en forma rutinaria
para controlar las posibles pérdidas productivas durante el periodo del engorde a
corral.
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