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RESUMEN

Se desarroll6 una prueba controlada de eficacia antihelmintica con Monepantel* en ovinos infectados
naturalmente con nematodes trichostrongylideos resistentes a ivermectina, derivados benzimidazélicos y
moxidectin de la region templada-fria de la Pampa Himeda en Argentina.

Un lote de 14 corderos de la raza Corriedale fue dividido en dos grupos comparables de 7 animales cada uno.
El Grupo 1 fue tratado oralmente con Monepantel a la dosis de 1 ml/ 10 k.p.v., equivalente a 2.5 mg/ k.p.v. El
Grupo 2 actu6é como control no tratado. Los grupos permanecieron en corrales separados y alimentados con heno
seco de alfalfa libre de larvas infectivas hasta la necropsia.

A los 9 dias post-tratamiento los animales fueron necropsiados para contar e identificar las poblaciones de
nematodes establecidas en el tracto digestivo y determinar la eficacia del compuesto evaluado por comparacion
entre los dos grupos del estudio.

La reduccion del conteo de huevos en heces (HPG) fue de 100% a los 4 dias post-tratamiento y se mantuvo
hasta la necropsia de los animales (P < 0.05).

La eficacia fue de 100% contra Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus
vitrinus, Trichostrongylus colubriformis, Cooperia curticei y Cooperia mcmasteri (P< 0.05) y > 99% contra
Trichostrongylus axei y Nematodirus spathiger (P< 0.05). La eficacia sobre Trichuris ovis fue de 75.5%.

Monepantel resulté altamente eficaz contra infecciones por nematodes gastrointestinales con resistencia
antihelmintica maltiple en ovinos. Por tratarse de un nuevo principio activo, su uso estara especialmente indicado
en aquellos establecimientos con demostrada resistencia a los antihelminticos disponibles en el mercado
veterinario.

Palabras claves: nematodes, ovinos, resistencia antihelmintica, eficacia monepantel.

EFFICACY OF MONEPANTEL AGAINST MULTIPLE ANTHELMINTIC RESISTANT NEMATODES IN
SHEEP OF THE TEMPERATE AREA OF ARGENTINA

SUMMARY

A controlled test efficacy trial with Monepantel* against nematodes resistant to ivermectin, benzimidazole
derivates and moxidectin in naturally infected sheep of the temperate area of Argentina was carried out.

Fourteen weaned Corriedale lambs harbouring natural infections with trichostrongyles were divided into two
comparable groups of 7 animals each. Group 1 was orally treated with Monepantel at the dose rate of 2.5
mg/k.b.w. — 1 ml/ 10/k.b.w.- while animals from Group 2 remained as non-treated control. Both treatment groups
were on separated concrete floored pens and fed lucerne dry grass and fresh water ad-libitum up to necropsy.

All animals were necropsied on day +9 after treatment and digestive tracts were removed for worm recovery,
identification and counting from treated and non treated animals to determine the efficacy of Monepantel.

The efficacy of Monepantel was 100% against Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta,
Trichostrongylus vitrinus, Trichostrongylus colubriformis, Cooperia curticei y Cooperia mcmasteri (P< 0.05) and
> 99% against Trichostrongylus axei y Nematodirus spathiger (P< 0.05). The efficacy against Trichuris ovis was
75.5%. Nematode egg excretion (e.p.g.) was nule (100%) at day + 4 from treatment onwards (P< 0.05).
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These results indicate that monepantel showed a high efficacy against multiple anthelmintic resistant
trichostrongyles of sheep, being specially recommended to be used in a rotational scheme of drugs treatments and
mainly, in flocks were resistance to anthelmintics has already been diagnosed.

INTRODUCCION

Las infecciones helminticas en los ovinos se encuentran ampliamente distribuidas en diferentes regiones del
pais con una composicion poblacional que involucra los nematodes trichostrongylideos con mayor impacto
econdmico en los sistemas de produccién (Suarez, 2007). El control de las infecciones parasitarias es fundamental
para disminuir la mortalidad de animales y minimizar los efectos subclinicos de la enfermedad sobre la
produccién de carne y lana (Romero y col. 2007).

En la préctica, el control de los nematodes internos se ha basado fundamentalmente en la aplicacion de
tratamientos antihelminticos utilizando los distintos principios activos disponibles en el mercado veterinario,
principalmente benzimidazoles, imidazothiazoles y lactonas macrociclicas. Sin embargo, la administracion masiva
e indiscriminada de los distintos principios activos durante periodos prolongados, ha ejercido una excesiva presion
de seleccidn sobre las poblaciones parasitarias las que han mutado hacia la resistencia a la mayoria de los
compuestos disponibles actualmente en el mercado veterinario (Eddi y col. 1996; Nari, 2003; Caracostantogolo y
col. 2005).

El fendmeno de resistencia a los antihelminticos constituye un serio problema en la produccion ovina de
diversos paises de la region como Uruguay (Nari y col. 1996), Brasil (Echevarria y col. 1996) y Paraguay (Maciel
y col. 1996) y también, en distintas regiones del mundo (Sargison et al., 2007; Sutherland et al, 2008),
sugiriéndose la busqueda de nuevas alternativas que suplanten o complementen el control quimico, en un intento
de continuar minimizando el impacto de los nematodes trichostrongylideos en animales expuestos naturalmente a
la enfermedad (Waller, 2003) vy retrasar el desarrollo de resistencia a los compuestos utilizados en los programas
de control.

Sin embargo, el desarrollo de una nueva clase de antihelminticos derivados del amino-acetonitrilo (AAD) con
el Monepantel como el primer compuesto desarrollado e investigado a partir de esta estructura quimica
(Kaminsky et al, 2008 aba,; Dura et al. 2008), ha renovado la expectativa para recuperar el control de los
nematodes trichostrongylideos en los sistemas de produccion de ovinos en condiciones de pastoreo, donde la
resistencia a los diferentes principios activos ya esta establecida.

En el presente trabajo se presentan los resultados de una prueba controlada para determinar la de eficacia del
Monepantel contra nematodes gastrointestinales del ovino naturalmente adquiridos y con probada resistencia
multiple a diversos principios con actividad antihelmintica disponibles en el mercado veterinario.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de la prueba

La prueba controlada de eficacia se desarrollé en las instalaciones de la Unidad de Ganaderia Ovina Reserva
8, INTA, Estacion Experimental Balcarce, ubicada en el sudeste de la provincia de Buenos Aires. Dispone de
praderas permanentes que han sido pastoreadas en los Gltimos afios por distintas categorias de ovinos involucrados
en diferentes programas de produccion y mejoramiento genético.

Antecedentes parasitologicos en el establecimiento

La gastroenteritis verminosa en la ganaderia ovina de la Unidad fue un problema sanitario aparentemente
controlado debido al tradicional pastoreo conjunto o alternado ovino/bovino que ha sido empleado a través de los
afios de produccion.

Los programas de control han sido variables en el tiempo y se han aplicado distintos principios activos en
rotaciones variables a lo largo de los afios. No obstante, existen registros de resistencia a distintos compuestos
diagnosticada por el test de reduccion de huevos en materia fecal (TORCHO) y coprocultivos (Cuadro 1,
Entrocasso C., comdn. personal; Entrocasso et al., 2008).

Cuadro 1.- Antecedentes de resistencia antihelmintica a distintos principios activos (TORCHO) en Reserva 8
(INTA — OEA Balcarce)

Afio | Haemonchus contortus | Trichostrongylus spa. | Teladorsagia circumcincta
2001 IBM/MED IBM/MED IBM
2003 FAZ/IBM IBM FAZ
2005 FAZ/IBM FAZ/IBM IBM
2008 ABS/IBM ABS/IBM IBM

Ref.: IBM: Ivermectina; MED: Moxidectin; FAZ: Fenbendazole; ABZ: Albendazole.
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Disefio experimental

El disefio experimental contempl6 la conformacién de dos grupos comparables de 7 animales cada uno (Dia
0), distribuidos de a pares luego de ordenar de mayor a menor los valores individuales del nimero de huevos de
nematodes en materia fecal (HPG). Cada animal fue pesado vy recibi6 el tratamiento de acuerdo con el grupo al
cual fue asignado (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Disefio experimental de la prueba.

Grupo | Animales Tratamiento Dosis

1 ml/2.5 mgk.p.v.

1 7 Monepantel (1 ml/10 k.p.v.)

2 7 Solucién Fisiolégica 1 ml/10 k.p.v.

Cada grupo fue alojado en corrales con piso de cemento y alimentados con heno libre de larvas infectivas de
nematodes. Se extrajeron muestras de materia fecal de los animales del Grupo 1 para determinar los valores de
HPG a los dias +2 y +4 del tratamiento.

A los nueve dias de efectuado el tratamiento los animales fueron necropsiados para recuperar, identificar y
contar los nematodes presentes en el tracto digestivo.

Animales experimentales

Hacia fines de la primavera de 2008 (dia — 7) se identificaron 20 corderos destetados de raza Corriedale
comparables en peso vivo y estado clinico que no habian recibido tratamiento antiparasitario y se les extrajo
muestras individuales de materia fecal para determinar los niveles de HPG través de la técnica de McMaster
modificada (Roberts & O’Sullivan, 1949). Se seleccionaron 14 animales que registraron los HPG maés altos y
quedaron encerrados (dia -7) en un corral y alimentados con heno seco de alfalfa libre de larvas infectivas de
nematodes trichostrongylideos y agua fresca ad-libitum. Se les extrajo nuevamente materia fecal para determinar
el nivel final de HPG (dia -3) previo al tratamiento antiparasitario (dia 0).

Conformacion de los grupos y tratamientos de la prueba

En el dia 0 los animales seleccionados fueron pesados individualmente y se conformaron los grupos que

serian involucrados en los tratamientos experimentales (Cuadro 3).

Cuadro 3.- Grupos y tratamientos experimentales.

Grupo 1: Monepantel Grupo 2: Control (Solucion Fisioldgica)
Caravana N° | HPG | Peso (kg) | Dosis (ml) | Caravana N° | HPG | Peso (kg) | Dosis (ml)

37 4800 16 1.6 32 3320 17 1.7

47 1600 17 1.7 48 1600 18 1.8

38 1200 17 1.7 35 1400 20 2.0

41 1200 16 1.6 50 1040 17 1.7

39 960 18 1.8 43 920 16 1.6

33 800 16 1.6 34 720 18 1.8

31 640 16 1.6 49 600 16 1.6
Promedio | 1600 16.6 1.7 1371 174 1.7

Los animales del Grupo 1 fueron tratados con Monepantel, formulacién para via oral al 2.5% suministrada
por Novartis Animal Health (Zolvix®), a la dosis de 1 ml/ 10 kilos de peso vivo, ajustando el volumen al peso
exacto de cada animal y fraccionada en 0.1 ml por cada kilo de peso. El volumen mencionado fue equivalente a
una dosis de 2.5 mg/ kilo de peso vivo.

Los corderos del Grupo 2 recibieron por via oral un volumen de solucién fisiolégica (NaCl 0.9%) equivalente
a la dosis que le correspondiera de Monepantel y actuaron como grupo control no tratado.

Alojamiento y alimentacién

Los animales fueron alojados en corrales techados con piso de cemento y separados, de acuerdo con el

tratamiento asignado durante todo el estudio. Se suministr6 agua fresca ad-libitum y heno de alfalfa libre de larvas
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infectivas de nematodes. Los corrales fueron limpiados diariamente para mantener las condiciones higiénicas y
sanitarias apropiadas para el estudio.
Observacion clinica y muestreos post-tratamiento

Los animales fueron observados diariamente para registrar cualquier anormalidad atribuible al tratamiento
antiparasitario y en los dias + 2 y + 4 de la prueba se extrajeron muestras de materia fecal a los animales del
Grupo 1 para determinar la cantidad de huevos de nematodes gastrointestinales (HPG).

Necropsia y procedimiento de laboratorio

En el dia +9 de la prueba, los animales fueron necropsiados de acuerdo con los procedimientos establecidos
por el Comité de Etica y Bienestar Animal (Acta 087/02) de la Facultad de Ciencias Veterinarias (UNCPBA)
(http://www.vet.unicen.edu.ar) y siguiendo los lineamientos sugeridos por la World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology (W.A.A.V.P.), Wood et al., 1995 en el procesamiento de las muestras
para los estudios parasitologicos.

Se extrajeron el cuajo, intestino delgado y grueso para la recuperacion e identificacion de nematodes.
El abomaso fue ligado en sus extremos al momento de la necropsia y luego de extraerlo y abrirlo se recogié el
contenido con el lavado de la mucosa tomandose una alicuota del 10% a la que se agreg6 formol al 10% vy se
almaceno a 4° C hasta su lectura. La mucosa del cuajar fue separada por raspado y procesada por digestion
enzimatica con pepsina y HCI a 37° C. Las muestras fueron clarificadas sobre un tamiz de 37 micras entre hilos,
fraccionadas en alicuotas de 10% Yy conservadas como las anteriores hasta su lectura.

Los intestinos delgado y grueso fueron abiertos con enterétomo y el contenido fue recogido en recipientes
graduados para extraer el 10% de la muestra total. Las alicuotas se conservaron hasta su lectura, de la misma
manera que las obtenidas del cuajo. Las lecturas de muestras se realizaron utilizando para su limpieza un tamiz de
75 micras entre hilos.

De las muestras del cuajo e intestino delgado se procesé para lectura el 10% de la alicuota obtenida en la
necropsia, mientras que para el intestino grueso, se procesé la alicuota total separada en la necropsia.
Los nematodes recuperados de cada érgano fueron cuantificados e identificados a nivel de género y especie
utilizando las claves descriptas por Lukovich (1981).

Los pulmones de todos los animales necropsiados fueron inspeccionados para detectar la presencia de
helmintos o lesiones macroscépicas compatibles con la infeccién por vermes (Jorgensen & Ogbourne, 1985).
Determinacion de la eficacia

La eficacia de Monepantel fue calculada a través de la determinacion de la media geométrica del nimero de
nematodes recuperados en cada grupo experimental y utilizando la siguiente formula:

Eficacia (%0): Media Geom. Control - Media Geom. Tratado X 100

Media Geom. Control.

Se utilizé el programa InfoStat (2004) para la comparacion estadistica de valores entre los Grupo 1y 2 respectivamente.

RESULTADOS

Observacion clinica y muestreo post-tratamiento

No se observé ninguna anormalidad ni efecto colateral en los animales del Grupo 1 tratado con Monepantel.
El nimero de huevos de nematodes en la materia fecal de los animales del Grupo 1 a los 2 y 4 dias del tratamiento
se presentan en el Cuadro 4. Se observd una dréstica reduccion del HPG a los 2 dias del tratamiento (> 98%). A
los 4 dias p.t. los conteos fueron nulos (Cuadro 4).

Cuadro 4.- N° de huevos por gramo en la materia fecal (HPG) de los animales tratados con Monepantel 2.5%.

Animal N° | DiaO | Dia+2 | Dia+4
37 4800 20 0
47 1600 0 0
38 1200 0 0
41 1200 0 0
39 960 80 0
33 800 40 0
31 640 0 0
Promedio | 1600 20 0
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Recuento e identificacion de nematodes

El nimero de nematodes en los animales de los Grupos 1 y 2 se presentan en los Cuadros 5y 6
respectivamente.

En los animales del Grupo 1 se recuperaron e identificaron especimenes de Trichostrongylus axei,
Nematodirus spathiger y Trichuris ovis, mientras que en los animales controles no tratados del Grupo 2 se detecto
la presencia de Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus axei Trichostrongylus
colubriformis, Trichostrongylus vitrinus, Cooperia curticei, Cooperia mcmasteri, Nematodirus spathiger,
Trichuris ovis.

No se observo la presencia de helmintos ni de lesiones compatibles con la infeccion por vermes pulmonares
en ninguno de los animales necropsiados. Se registro la presencia de una importante infeccion por Moniezia spp.
en todos los animales de la prueba.

Cuadro 5.- Numero de nematodes en los animales del Grupo 1 (Monepantel 2,5 %).

Animal ABOMASO INTESTINO DELGADO | I.GRUESO
NP Haem | Teladors. | T. axei | Trich. | Coop. | Nematod. | Trichuris
37 0 0 0 0 0 0 10
47 0 0 0 0 0 100 10
38 0 0 0 0 0 0 50
41 0 0 0 0 0 0 0
39 0 0 100 0 0 0 40
33 0 0 0 0 0 0 30
31 0 0 0 0 0 0 20
Promedio 0 0 14.28 0 0 14.28 22.86
M. Geom. 0 0 1.93 0 0 1.93 14.26

Cuadro 6.- Numero de nematodes en los animales del Grupo 2 (Control Sin Tratamiento).

Animal ABOMASO INTESTINO DELGADO | .GRUESO
N® Haem. | Teladors. | T. axei | Trich. | Coop. | Nematod. | Trichuris
37 1100 2200 800 700 1300 500 130
47 800 3100 600 400 1100 600 20
38 900 3600 600 900 2700 1100 40
41 600 1800 1100 700 2200 400 90
39 1000 2700 400 600 1600 600 70
33 900 1700 500 1200 1800 1200 80
31 1300 2200 900 800 2000 1400 40
Promedio | 942.86 | 2471.43 700 757.14 | 1814.29 | 828.57 67.14
M. Geom. | 917.28 | 2390.64 | 664.19 | 721.33 | 1743.27 | 749.66 57.57

Eficacia del Monepantel
La eficacia antihelmintica obtenida por Monepantel 2.5% contra nematodes trichostrongylideos de ovinos
naturalmente adquiridos y con antecedentes de resistencia antihelmintica maltiple se muestra en el Cuadro 7.
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Cuadro 7.- Eficacia de Monepantel 2.5% contra nematodes trichostrongylideos con
antecedentes de resistencia antihelmintica maltiple.

ABOMASO INTESTINO DELGADO | I.GRUESO PG
Haem. | Teladors. | T. axei | Trich. | Coop. | Nematod. | Trichuris
Eficacia (%) | 100* 100* 99.7* | 100* | 100* 99.7* 75.2 100*
*P < 0.05.
DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficacia absoluta del Monepantel — compuesto derivado del
amino-acetonitrilo (AAD)- contra nematodes trichostrongylideos de ovinos naturalmente adquiridos y con
antecedentes de resistencia antihelmintica maltiple.

Para el estudio, los animales fueron removidos de la pastura a corrales con piso de cemento y alimentados
con heno libre de larvas infectivas durante siete dias hasta que fueron tratados; por lo tanto, es probable que al
momento del tratamiento con Monepantel, la infeccion parasitaria en los animales, estuvo constituida por una
mezcla de estadios parasitarios en desarrollo y nematodes adultos.

La alta eficacia obtenida (> 99%) contra los nematodes de localizacion abomasal H. contortus, T.
circumcincta, T. axei y los que parasitan el intestino delgado T. colubriformis, T. vitrinus, C. curticei, C.
mcmasteri y N. spathiger es coincidente con estudios previos en ovinos con infecciones experimentales o
naturales con cepas que demostraron distinto nivel de susceptibilidad y resistencia al resto de los principios
activos — levamisole, benzimidazoles y avermectinas- (Hosking et. al., 2008; Sager et. al. 2009; Bustamante et al,
2009) incluyendo estadios inmaduros (L4) o adultos de los distintos nematodes.

La explicacién de su alta eficacia sobre cepas parasitarias resistentes al resto de los antihelminticos estaria
dada en que los derivados del amino acetonitrilo (AAD) presentan un modo y lugar de accion diferente al que
tienen los otros antihelminticos. Mientras los derivados benzimidazdlicos actuan sobre las b-tubulinas (Martin,
1997), los imidazothiazoles lo hacen sobre la subunidad UNC-38 de los receptores de acetilcolina- (Sangster et al.
2005) y las lactonas macrociclicas sobre el sistema GABA- (Wolstenholme & Rogers, 2005), los AAD actuan
interfiriendo la subunidad ACR-23 del grupo especifico DEG-3 de los receptores colinérgicos nicotinicos
involucrados en el proceso de neurotransmision muscular de los nematodes (Kaminsky et al. 2008a).

Los niveles de excrecion de huevos de nematodes en materia fecal fueron reducidos drasticamente hacia las
48 hs del tratamiento con Monepantel quedando tres animales positivos sobre siete tratados; a los 4 dias post-
tratamiento todos los animales fueron negativos. Estos resultados son ampliamente comparables con los
descriptos por Sager et al. (2010) quienes empleando infecciones experimentales demostraron una significativa
reduccién de los niveles de excrecion de huevos en materia fecal a las 60 hs post-tratamiento y negativizandose a
los 4 dias; no encontraron diferencia en la disminucién de los niveles de excrecion de huevos entre cepas de
nematodes sensibles o resistentes a otros principios activos luego del tratamiento con Monepantel.

La eficacia de Monepantel contra Trichuris ovis fue de 75.2% indicando que no tiene una actividad
terapéutica adecuada para el control de este nematode; este resultado es coincidente con los hallazgos de Sager et
al. (2009) y revela nuevamente la dificultad o variabilidad de eficacia que tienen también otros principios activos
para eliminar este nematode del intestino grueso de los ovinos (Lyons et al, 1988; Coles et al., 1994).

El presente estudio encuadra al Monepantel como altamente eficaz > 98%- contra nematodes
trichostrongylideos (Wood et al., 1995) abarcando cepas con resistencia multiple a distintos compuestos
disponibles en el mercado veterinario, cuando es administrado oralmente a los ovinos a la dosis de 2.5 mg/ kilo de
peso Vivo.

Su utilizacion en programas de control contribuira a disminuir las pérdidas econémicas en los sistemas de
produccién ovina que se desarrollan en las areas templadas y frias de la Pampa Humeda de Argentina,
especialmente, en aquellos establecimientos donde la resistencia a los antihelminticos ha sido diagnosticada y por
lo tanto, constituye uno de los problemas sanitarios y productivos mas importantes a resolver.
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