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GUIA DE ABREVIACIONES

RA resistencia a las drogas antihelminticas

NGI nematodos gastrointestinales

RCH test in vivo de reduccion del conteo de huevos
L3 tercer estado larval

ITS-2 segundo espaciador transcrito interno

PCR reaccion en cadena de la polimerasa



RESUMEN

En los dltimos afios ha comenzado a ser una preocupacion la falta de eficacia de algunas
drogas, en Uruguay la resistencia a las drogas antihelminticas (RA) es un fendmeno menos
estudiado que en ovinos.

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar la prevalencia de la RA en los nematodos
gastrointestinales (NGI) en rodeos de cria en Uruguay. Adicionalmente, se determind
poner a punto los protocolos de PCR disponibles en la literatura para la tipificacion de
aquellos NGI participantes en la resistencia.

La RA fue estudiada utilizando el test in vivo de reduccién del conteo de huevos (RCH) de
NGI en materias fecales en 37 establecimientos de cria vacuna. Las drogas estudiadas
fueron: Ivermectina (IVM, 0.2mg/kg peso vivo), Levamisol (LEV, 10.0mg/kg peso vivo),
Ricobendazol (RBZ, 3.75mg/kg peso vivo) y Fenbendazol (FBZ, 5mg/kg peso Vvivo).

La seleccion de los establecimientos fue realizada por conveniencia basado principalmente
en el nimero de terneros y carga parasitaria. En cada establecimiento. Al dia “0”, se
seleccionaron 75 animales que fueron asignados al azar a cada uno de los grupos de
tratamientos (T) y al control (C). Luego, se tomaron muestras individuales de materia fecal
del recto y se aplico el tratamiento correspondiente. Al dia “14” se volvio a tomar
muestras. Se defini6 RA presente cuando él % RCH fue <95%. ElI mismo se estimé
mediante la férmula: [1-((T14/T0) / (C0/C14))]*100. En cada establecimiento y para cada
grupo tratamiento y el control, se realizd un coprocultivo con un pool de las muestras del
grupo. Las larvas 3 (L3) obtenidas fueron clasificadas morfolégicamente y almacenadas
para luego extraer ADN de una alicuota al azar de L3 para los trabajos moleculares.

Los PCR fueron realizados en forma Unica utilizando los cebadores descriptos en la
literatura dirigidos a la region del ITS 2 (por su sigla en inglés, internal transcript spacer,
espaciador transcrito interno) the Internal Transcribed Spacer 2 (ITS 2) de Haemonchus
sp., Cooperia oncophora, Ostertagia ostertagi y Trichostrongylus spp.

La resistencia antihelmintica fue detectada en 100%, 29,7%, 27,0% y 9,7.0% de los
estabelecimientos para IVM, LEV, RBZ y FBZ, respectivamente.

Del ADN extraido de 94 coprocultivos de un total de 20 establecimientos, en 82,3% (n=78)
se obtuvo un amplicon de 226pb correspondiente a lo esperado para Haemonchus spp. En
el 88,3% (n=78) de las muestras se obtuvieron amplicones de 106pb definidos para
Trichostrongylus spp; en 46,8% (n=44) se identificaron amplicones de entre 192pb y
200pb esperados para Cooperia oncophora y en un 13,8% (n=13) amplicones de 124pb



esperados para Ostertagia ostertagi.La prueba estadistica de Cohen’s kappa mostrd un
acuerdo general aceptable (k=0.22, p<0.01) entre la clasificacion morfolégica y el PCR. Al
discriminar por parasito, el estadistico kappa mostré acuerdo aceptable para Haemonchus
sp (k=0.30; p<0.01), acuerdo leve para Ostertagia ostertagi (k=0.17) y Cooperia
oncophora (k=0.085, p=0.10) y un acuerdo pobre para Trichostrongylus spp (k=-0.14)
Estos resultados muestran que la RA esta ampliamente difundida en los establecimientos
de cria vacuna y los métodos de control quimico deben complementarse con alternativas
mas sustentables.

Los protocolos de PCR utilizados aca, mostraron ser eficaces en identificar a los
géneros/especies parasitarios para los cuales fueron disefiados sin haberse detectado
reacciones cruzadas al usar infestaciones mixtas. De todos modos, mas estudios son
necesarios para mejorar la clasificacion a nivel de especie parasitaria y el acuerdo entre

clasificaciones morfoldgicas y moleculares.

Palabras claves: parasitos gastrointestinales, resistencia antihelmintica, prevalencia.
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SUMMARY

The objective of this work was to study the prevalence of anthelmintic resistance (AR) in
gastrointestinal nematodes (GIN) in beef cattle in Uruguay and to set up molecular tests to
identify the main gastrointestinal nematodes (GIN) identified as resistant by coprocultures
when performing the fecal egg count reduction test (FECRT).

Drug efficacy was evaluated using the in vivo Fecal Egg Reduction Test (FECRT) on 37
farms for the following drugs: Ivermectin (IVM, 200ug/kg bodyweight), Levamisole
(LEV, 10.0mg/kg bodyweight), Ricobendazole (RBZ, 4mg/kg bodyweight) and on 30
farms for Fenbendazole (FBZ, 5mg/kg bodyweight). At each farm on Day 0, 15 animals
were assigned randomly to each of the treatment groups (T) and to one untreated control
group (C). Individual fecal samples were collected at days O and 14 and resistance was
defined by a fecal egg count reduction of <95% the using formula [1-((T14/TO0) /
(C0/C14))]*100.

Third stage larvae (L3) were obtained from the coprocultures and morphological and
molecular identification was done using L3 obtained for each drug group untreated control.
A commercial kit NucleoSpin® Soil DNA (Macherey-Nagel) was utilized to extract DNA
from a mixed pool of L3 from each FECRT group. Uniplex PCR reactions were conducted
with primer pairs described in the literature specific for regions in the Internal Transcribed
Spacer 2 (ITS 2) of Haemonchus sp., Cooperia oncophora, Ostertagia ostertagi and
Trichostrongylus spp.

Anthelmintic resistance was detected on 100%, 29,7%, 27,0% and 9,7.0% of farms for
IVM, LEV, RBZ and BZ, respectively.

From 94 coprocultures obtained from 20 farms, where Haemonchus spp was
morphologically classified, 82,3% (n=78) gave an amplicon of 226 base pairs (bp)
corresponding to the expected size for this parasite. Amplicons of 106bp reported for
Trichostrongylus spp. was typified in 88,3% (n=88) of the samples, 46,8% (n=44) gave
amplicons of between 192bp and 200bp where Cooperia oncophora was typified and
13,8% (n=13) samples gave amplicons of 124 bp expected for Ostertagia ostertagi.

The Cohen’s kappa statistics showed a fair agreement (k value=0.22, p<0.01) between
morphological typification and PCR on 94 mixed L3 samples. Stratifying by nematode,

kappa statistics indicated fair agreement for Haemonchus contortus (k=0.30; p<0.01), low
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agreement for Ostertagia ostertagi (k value=0.12) and Cooperia oncophora (k value=0.14,
p=0.10).

These results indicates that AR is highly spread among beef cattle farms and that more
sustainable control strategies must be implemented. The applied PCR protocols
successfully identify L3 from mixed GIN samples and more studies are needed to improve
the agreement between both morphological and molecular tests.

Keywords: bovines, gastrointestinal nematodes, anthelmintic resistance, prevalence.

12



1. INTRODUCCION

La ganaderia vacuna y ovina juega un rol destacado en el sector agropecuario en Uruguay,
tanto a nivel social como econdémico. La existencia ganadera es de 11.7 millones de
vacunos y cuenta con 44.781 establecimientos ganaderos en el afio 2017. EI consumo es de
46 kg/persona sin tener en cuenta menudencias o subproductos. La exportacion mundial de
carne vacuna durante el afio 2018 se estimo en el 4% del mercado (OPYPA, 2018).
Uruguay presenta un escenario favorable para desarrollar la actividad ganadera, ya sea por
su clima, topografia y suelos. Su clima es templado, con minimas diferencias dentro de su
territorio, pero con variaciones climaticas entre afios (Castells 2004) y con precipitaciones
de considerable variabilidad interanual. Los sistemas de produccion maés tipicos son
mixtos, con pastoreo conjunto y continuo de bovinos y ovinos, mayoritariamente sobre
pasturas nativas (Castells et al., 2013). En este contexto de sistemas pastoriles predispone
al desarrollo de nematodos gastrointestinales (GIN) (Salles, 2002), los cuales representan
un obstaculo para la produccién de bovinos en sistemas pastoriles. Las parasitosis sub-
clinicas pueden generar reduccion de la ganancia diaria de peso de hasta un 20% sin ser
acompariada de signos clinicos, siendo su principal causa la depresion del consumo
(Suarez, 2005). En los animales en crecimiento, la parasitosis produce alteraciones en la
ingesta, digestion, absorcién de nutrientes, deposicion de proteina, grasa y minerales
(huesos), afectando también el desempefio reproductivo e inmunitario (Giudici et al.,
2013).

Los NGI dejan secuelas sobre el desarrollo musculo esquelético de los huéspedes, con
consecuencias considerables en el rendimiento de la res y afectan el desarrollo de las
vaquillonas de reposicion anual en el sistema, ya que la enfermedad condiciona vientres
chicos, causando problemas durante el parto (Steffan et al. 2012).

Las especies de NGI mas comunes en bovinos son Cooperia spp, Ostertagia ostertagi,
Haemonchus placei y Trichostrongylus axei (Nari y Risso, 1994). Los nematodos del
género Cooperia spp se localizan en intestino delgado y los restantes nematodos se ubican
en el abomaso. Los mencionados NGI pertenecen a la familia de los Trichostrongylidae,
con un ciclo evolutivo directo, desarrollan cuatro mudas de cuticula y poseen cinco estados
entre larvas y paréasitos adultos. Todos los NGI en general tienen un modelo similar de

transmision y evolucion. Los huevos son eliminados con las heces, y cuando se dan las
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condiciones adecuadas de temperatura y humedad evolucionan a larva de primer estadio,
pasando por dos mudas hasta alcanzar la larva 3 infestiva (L3), la cual conserva la vaina
del segundo estadio larval, otorgandole capacidad de supervivencia (Giudici et al.; 2013).
Esta Gltima es ingerida por los hospedadores, continuando su ciclo hasta parasito adulto en

el tracto gastrointestinal (Figura 1).

Ciclo evolutivo de los nematodos trichostrongilideos

Figura 1. Ciclo de los trichostrongilideos. Los huevos eliminados con las heces, su evolucion
en la pastura a larva 1 (L1), larva 2 (L2) y luego a larva infestante (L3).

Las categorias bovinas méas susceptibles a dichos NGI son los terneros al destete y hasta
los dos afos, edad a la cual desarrollan buena inmunidad. Los dafios que causan dichos
NGI en esas categorias pueden ser irreversibles y no compensables a futuro. Las
vaquillonas al parto y en lactancia también son susceptibles. Las categorias mayores luego
de haber tenido contacto con los parésitos adquieren inmunidad (Suarez, 2005). El control
de los NGI, se realiza principalmente mediante el uso de drogas de sintesis quimica
(Anziani y Fiel, 2015).

Los principales grupos quimicos de drogas antihelminticas disponibles hasta el presente
son: benzimidazoles (albendazol, fenbendazol y oxfendazol), imidazothiazoles
(levamisoles) y las lactonas macrociclicas que incluye las subfamilias avermectina y
milbemicina. El uso de drogas quimicas casi en forma exclusiva durante muchos afios ha
llevado al desarrollando del fendmeno de resistencia antihelmintica (RA).
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La RA esta presente cuando en una poblacion hay una mayor frecuencia de nematodos
capaces de tolerar la dosis terapéutica recomendada de una droga, en relacién con una
poblacion normal de la misma especie. Esto sucede a causa de una modificacion genética
mediada por el incremento en la frecuencia de expresion de un caracter hereditario
(Prichard et al, 1980).

En Argentina, un estudio realizado por Suarez y Cristel (2014), encontré que los
principales factores de riesgo para el desarrollo de RA fueron las practicas de control, ya
sea por la frecuencia de tratamientos, falta de rotacién de grupos quimicos o por
tratamientos inadecuados durante el afio. Muchos productores desparasitan a categorias
adultas que poseen muy baja carga parasitaria. Este manejo junto a otros tales como
utilizacion de una sola droga, tratamientos a fechas fijas, contribuyen al desarrollo de NGl
resistentes (Descarga et al.; 2019).

Al contrario de lo que ocurre en ovinos, en Uruguay la situacion de RA fue estimada de
presentacion ocasional, sin embargo, el nimero de casos estudiados reportando dicho
fendmeno ha ido incrementando en el tiempo.

Los primeros casos de RA que se reportaron en Sudameérica, fueron en la Republica
Argentina en el afio 2000, inicialmente en las provincias de Santa Fe y Buenos Aires
(Anziani et al., 2001; Fiel et al., 2001), para el género de Cooperia spp, particularmente
con las especies C.pectinata y C.oncophora, resistentes a ivermectina y doramectina
respectivamente. La mencionada situacion, fue detectada posteriormente en otras
provincias de la Republica Argentina.

En Brasil, en el afio 1990, se reportd resistencia del género Haemonchus spp. a los
bencimidazoles (Pinheiro y Echevarria.; 1990) y posteriormente en el 2001 Haemonchus
placei y Cooperia punctata fue reportada presentando resistencia al grupo ivermectina
(Paiva et al., 2001).

En Uruguay, el primer reporte de RA en bovinos fue en el afio 2003, en un predio ganadero
al suroeste del departamento de San José donde se detectd resistencia a los grupos
ivermectina (10% de eficacia) y moxidectina (67% de eficacia). Dicha resistencia estuvo
presente en el género Cooperia spp (Salles et al., 2004). Posteriormente, en el afio 2009 se
realizd un trabajo en la zona este del pais, con la participacion de 12 establecimientos.
Dicho estudio revel6 prevalencias de 8.3% de establecimientos con resistencia a levamisol,
75% a ivermectina, 8.3% a bencimidazol y 20% a abamectina (Garcia y Gil., 2009).

En un estudio utilizando la metodologia de revision sistematica-meta-analisis sobre la

prevalencia de RA en bovinos, de un total de 483 establecimientos localizados en
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diferentes lugares del mundo, un 82% de los mismos presentaba resistencia a lactonas
macrociclicas, 48% a los bencimidazoles y 37% a levamisoles. El principal genero

comprometido en la resistencia fue Cooperia spp (Mederos et al., 2018).

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

El control de los NGI se lleva a cabo fundamentalmente mediante el uso de drogas
antihelminticas. Su uso sustentable se basa en los diagnésticos frecuentes de la eficacia de
dichas drogas en los establecimientos. Para ello, se desarrollaron diferentes métodos de
evaluacion tanto in vivo como in vitro. En los ultimos afios se han estado desarrollando
técnicas moleculares para la deteccion de poblaciones de nematodos resistentes a los
grupos antihelminticos disponibles comercialmente.

Los dos métodos mas aceptados en bovinos para el diagnoéstico de RA por la Asociacién
Mundial para el Avance de Parasitologia Veterinaria (WAAVP) son los test in vivo de
reduccion del conteo de huevos (TRCH) y el test de eficacia controlada (Coles et al.1992;
Coles et al. 2006). Este ultimo requiere que los animales sean sacrificados para comparar el
namero de nematodos adultos provenientes de necropsia entre animales tratados y
controles. EI TRCH es el més utilizado actualmente y consiste en comparar el conteo de
huevos por gramo de materia fecal (HPG) antes y después de aplicado el tratamiento
antihelmintico. Este método tiene como ventaja que se puede evaluar todos los grupos
antihelminticos al mismo tiempo, pero tiene como desventaja que detecta RA cuando la
proporcion de NGI resistentes en una poblacion es superior al 25% (Martin et al. 1989).
Por otro lado, se dispone de métodos in vitro, como el Test de eclosion de huevos (EHT)
que solamente evalua la resistencia a bencimidazoles (Coles et al. 1992), determinando la
proporcién que falla a la embrionacion y/o eclosion de huevos a larva de primer estadio.

El test de inhibicion de la migracion larval (LMIA, Larval Migration Inhibition Assay) se
utiliza para el diagndstico de resistencia a las ivermectinas y se basa en la paralisis
muscular del parasito inducida por la droga lo que le impide migrar a través de un filtro.
Dicha prueba determina el porcentaje de L3 que migran luego de haber sido incubadas en
diferentes concentraciones de ivermectina (Demeler et al. 2010).

Para la identificacion de generos de NGI resistentes a las diferentes drogas, por muchos
afios se ha utilizado la técnica de cultivo de larvas y clasificacion morfoldgica de las larvas

infestantes (L3). Dicho método consiste en incubar materia fecal a 24- 27°C durante 10-14
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dias, recuperando y clasificando las L3 empleando diferentes claves publicadas en la
literatura (MAFF, 1986; Niec, 1968; van Wyk & Mayhew, 2013). Sin embargo, dicho
método de coprocultivos y clasificacion de larvas tiene sus limitaciones pues requiere de
personal capacitado. Por otro lado, la identificacion de determinados géneros de nematodos
de acuerdo con las caracteristicas morfologicas de las L3, resultan subjetivas y sujetas a
errores (Bailey, 2008).

En los ultimos afios se vienen desarrollando nuevos mecanismos de tipificacion de los NGl
en sus diferentes estadios basadas en identificacion de ADN, lo cual contribuiria a un
mejor diagnostico de cuales son los NGI presentes en la RA (Roeber et al., 2013)

Los primeros autores que incursionaron en esta drea comenzaron en la década de 1990
inicialmente en ovinos. Hoglund et al. (2014), trabajé en la identificacion por PCR en
tiempo real de Cooperia oncophora y Ostertagia ostertagi aisladas de heces bovinas
utilizando marcadores dirigidas al segundo espaciador transcrito interno de ADN
ribosdmico nuclear (ITS2) region (ADNr), el cual fue el primer trabajo informado en la
deteccion de ambos parasitos.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la situacion de la resistencia antihelmintica en
bovinos para carne en sistemas de produccion extensivos de Uruguay y poner a punto
protocolos de PCR convencional, para la tipificacion de géneros de NGI de bovinos
resistentes a los diferentes grupos de antihelminticos. Los resultados obtenidos seran

comparados con las clasificaciones morfoldgicas realizadas.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La principal forma de controlar los NGI es mediante el uso de drogas antihelminticas. Sin
embargo, los casos reportados de RA en bovinos en diferentes partes del mundo se han
incrementado en los ultimos afios. El uso razonable de las drogas amerita la evaluacién
periddica de su eficacia para identificar poblaciones de nematodos resistentes en los
sistemas de produccién ganadera. Los métodos de diagndstico de RA disponibles
actualmente son técnicas in vitro e in vivo, cada una de ellas con sus ventajas y
desventajas. Como se menciond anteriormente, el TRCH es el test mas utilizado en muchas
partes del mundo, se trata de una técnica laboriosa que requiere de personal capacitado y
permite la identificacion de los NGI resistentes a nivel de género en la mayoria de los
casos, sin alcanzar a la determinacion de especie.

En los ultimos afios se han generado avances en el campo de la biologia molecular
enfocadas en estudiar el fenomeno de RA. Este adelanto tecnologico puede aportar y
complementar a los métodos fenotipicos tradicionales de diagndstico de NGI resistentes a
partir de TRCH, identificando cuales son los géneros/especies participantes de la RA con
mayor rapidez y precision. De esta forma permite anticipar el diagnostico de RA en sus
etapas iniciales y asi de esta manera preservar a futuro el uso sustentable de

antihelminticos.
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4. HIPOTESIS

Contar con protocolos de técnicas moleculares, permitira la identificacion de los NGI
resistentes a las diferentes drogas a partir del TRCH, con mayor precision y rapidez que la

identificacion morfoldgica utilizada actualmente.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Puesta a punto de técnicas moleculares como herramientas para la identificacion de
nematodos gastrointestinales resistentes. Evaluar la contribucion de dichas técnicas en un

estudio de resistencia a los antihelminticos en bovinos para carne.

Objetivos especificos
1. Realizar diagnostico de resistencia antihelmintica en bovinos mediante el test in

vivo de reduccion de conteo de huevos.

2. Poner a punto de técnicas de PCR para tipificacion de especie de NGI en
bovinos a partir de TRCH.

3. Realizar diagnostico de resistencia a bencimidazoles mediante la prueba in vitro

de eclosién de huevos (EHT).
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6. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Se realiz6 un muestreo de establecimientos productores de bovinos para carne en sistemas
de produccion extensivo, en colaboracion con los Médicos Veterinarios asesores.

El diagndstico de RA se realizd mediante el test in vivo de Reduccion de Conteo de
Huevos (RCH) para las drogas de los grupos bencimidazol (BZ), levamisol (LEV) e
ivermectina (IVM) y el método in vitro denominado test de eclosion de huevos (sigla en
inglés, egg hatch test, EHT) para diagndstico de resistencia a los BZ.

Para el conteo de huevos se utilizd el método de mini-Flotac decrito por Cringoli et al
(2010) que, al tener un limite de deteccion de 5 huevos por gramo, permite mejorar la
sensibilidad del diagnostico de resistencia in vivo.

Para la identificacion de géneros de NGI resistentes a los diferentes grupos quimicos, se
realizaron coprocultivos. Las L3 recuperadas de dichos coprocultivos fueron utilizadas
para identificacion morfoldgica y para obtencion de ADN para las pruebas moleculares.

La extraccion de ADN se realizé utilizando el kit comercial Nucleos Spin Tissue
Macherey-Nagel y su material obtenido se cuantifico en un equipo Nanodrop (Thermo
Scientific Nano Drop 2000c).

Posteriormente, se procedid a poner a punto los diferentes protocolos de PCR convencional
utilizando primers especificos para los géneros de Cooperia spp, Ostertagia spp,
Trichostrongylus spp y Haemonchus spp. de acuerdo con los protocolos descriptos por
Demeler et al. (2013).

Con los resultados obtenidos se realizaron las estadisticas descriptivas de presencia de RA

a los diferentes grupos de antihelminticos evaluados, comparacién de técnicas para
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identificacion de géneros resistentes y dosis de inhibicion del 50% de la eclosion de huevos
de NGI.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Disefio experimental del estudio epidemioldgico

Este trabajo se realizd en el marco de las actividades del proyecto INIA CL_37: "Estudio
de resistencia a los antihelminticos en nematodos gastrointestinales en bovinos, en
Uruguay™.

Se utilizo un disefio de estudio transversal y el niUmero de establecimientos a muestrear fue
considerado teniendo en cuenta una prevalencia estimada de RA en bovinos del 20%, un
error estimado de 10% y un intervalo de confianza de 95%, lo cual resulto en un nimero de
35-40 establecimientos a muestrear. Los mismos fueron seleccionados de conveniencia
cumpliendo con los siguientes requisitos: lote minimo de 75 terneros menores a 15 meses
de edad (entre 8 a 15 meses) y sin tratamiento con ivermectinas u otra droga de larga

accion en los ultimos 60 dias previo al muestreo.

7.2. Metodologia de campo

En los establecimientos que cumplieron con los requisitos antes mencionados, se comenzé
con chequeos preliminares de 10-15 terneros hembras o machos seleccionados al azar para
evaluar la carga parasitaria. El umbral minimo establecido para iniciar el trabajo fue de 150
huevos por gramo (HPG) en promedio del grupo, sin animales con valores de cero.

Una vez cumplido con esto, se concurre al establecimiento en dos oportunidades. Durante
la primera visita, llamado Dia “0”, se seleccionaron al azar 75 animales, los cuales se

distribuyeron en 5 grupos de 15 animales cada uno a medida que pasaron por las
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instalaciones. Cada grupo fue asignado al azar a cada uno de los grupos: Grupo 0= control
sin dosificacion, Grupo 1= tratamiento con ivermectina al 1% (0,2 mg ivermectina/kg de
peso Vvivo, subcutaneo, lvomec, Boehringer-Ingelheim); Grupo 2= tratamiento con
ricobendazol (3,75 mg de ricobendazol/kg de peso vivo, subcutaneo, Ricoverm, Konig);
Grupo 3=tratamiento con levamisol (10 mg de levamisol/kg de peso vivo, subcutaneo,
Ripercol, Magnis); Grupo 4=tratamiento con fenbendazol (5 mg de fenbendazol/kg de peso
vivo, oral, Panacur, MSD Animal Health). En ese momento se tomaron muestras
individuales de materia fecal de los animales directamente del recto y se aplicé la dosis de
antihelmintico correspondiente a cada grupo, estimada segun el peso vivo de los mismos.
Las muestras fueron identificadas con la caravana y grupo correspondientes y los animales
fueron también identificados con pintura de colores para identificar al grupo al cual

pertenecian.

Adicionalmente, para el EHT, fue recolectado un pool de muestras colectivas, la cual fue
acondicionada en un frasco al cual se complet6 con agua para eliminar el oxigeno y crear

condiciones de anaerobiosis hasta el momento de su analisis.

Las muestras fueron transportadas refrigeradas al laboratorio de Sanidad Animal de INIA

Tacuarembo.

A los 14 dias post tratamiento se realiz6 la segunda visita, llamada Dia “14” y en este
momento se recolectd materia fecal de manera individual a los animales de cada grupo
previamente seleccionados.

En cada establecimiento se realizd un cuestionario al veterinario o encargado del mismo,
con el fin de recaudar datos sobre aspectos demogréaficos, manejo animal y sanitario y
potenciales factores que contribuyan al desarrollo de resistencia antihelmintica.

(ver Anexo 1).

7.3 Metodologia de laboratorio

Una vez en el laboratorio, se realizaron las siguientes técnicas:

7.3.1. Recuento de huevos de nematodos gastrointestinales en materias fecales
(HPG)

22



Para la determinacion de HPG se utilizé el método de mini-Flotac descrito por Cringoli et
al. (2010) el cual tiene un limite de deteccion de 5 HPG para bovinos. Brevemente, se
pesaron 5g de materia fecal en el vaso de “Fill-Flotac” (Figura 1), al cual se le agrego6 45
ml de solucion sobresaturada de NaCla con una densidad de 1200g/l. Luego de
homogeneizar la muestra, se llend la camara de Mini-FLOTAC, se dejo reposar 10 minutos

y se leyd en microscopio optico con un aumento 10x.

Figura 1. Kit Mini-Flotac con sus dos componentes. Fill-Flotac es utilizado para pesar la
muestra, colocar la solucion sobresaturada y homogeneizar. Mini-Flotac es utilizado para
realizar la lectura de la muestra.

7.3.2. Coprocultivos

Durante el “Dia 0” se realiz6 un coprocultivo con un pool de muestras para cada grupo
tratamiento y el grupo control, utilizando la técnica de Corticelli y Lai (1963), la cual es
una modificacién del de Roberts y O'Sullivan (1950), para la obtencién de larvas
infestantes L3. Para ello, en frasco estéril, se pesaron aproximadamente 10gr de materia
fecal y se agregé un mismo volumen de vermiculita estéril con el fin de proporcionar
aireacion a la muestra. La mezcla fue humedecida con agua destilada y los frascos puestos
a incubar en estufa a 26-27°C durante 10 dias. Luego de retirados de la estufa, los frascos
se llenaron con agua destilada, se coloco una placa de petri en la boca los mismos y fueron
invertidos. Se dejo decantar durante unas horas para luego recuperar las larvas en tubo

Falcon de 15ml, los cuales fueron conservados en heladera a 4°C hasta su posterior lectura.
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El dia 14 se realizaron coprocultivos con un pool de muestras por cada grupo de droga en
estudio y otro para el grupo control (n=5). Las L3 fueron clasificadas siguiendo las claves
descritas por Niec (1968) y VanWyk (2013).

7.3.3. Test de eclosion de huevos (EHT)

Ademas del TRCH, para el diagnostico de resistencia a los bencimidazoles se utilizo el test
de eclosion de huevos (EHT) descrito por Coles et al. (1992) y modificado por Demeler et
al. (2013).

Para la extraccion de los huevos de la muestra de materias fecales conservada en
anaerobiosis se mezcld en un balde con agua de canilla y se filtrd por un tamiz de 150 pm
debajo del cual se colocé otro tamiz de 25 um. EI material retenido en el tamiz de 25 um
se volco en tubos Falcon de 50 ml. Se centrifug6 a 2500 rpm durante 5 minutos y luego se
descartd el sobrenadante. Luego se agregé solucién salina sobresaturada al sedimento que
quedo en los tubos y se repitio la centrifugacion a 2500 rpm durante 5 minutos y el
sobrenadante se vertio en el tamiz de 25 um y se lavo varias veces para retirar restos de sal.
Luego el contenido se coloco en tubos de 15ml. Posteriormente, en tubos Falcon de 50 mi
se prepard un gradiente de azlcar con concentraciones de 10% (parte superior del tubo),
25% (parte media del tubo) y 40% (parte inferior del tubo). Los 15 ml de la suspension de
huevos se agregaron encima de la capa de 10% del gradiente de azucar y luego se
centrifug6 a 1500rpm durante 7 minutos. Los huevos que quedaron entre las capas de 10%
y 25% fueron recuperados y vertidos en el tamiz de 25 um y lavados para remover restos
de azucar. Los huevos recolectados fueron contados en 6-10 alicuotas delOul cada una
para estimar la cantidad de huevos recuperados en el volumen final.

Luego, en placas de cultivo celular de 24 pocillos (Thermo Scientific, Nunc A/S) se
colocaron 200 huevos en 1.990 ul de solucién de agua desionizada en cada pocillo a los
cuales se les agrego 10ul de Thiabendazol disuelto en DMSO a las concentraciones de
0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,185; 0,25; 0,3 y 0,5 pg/ml. Cada dilucion se corrio en triplicado.
Como control negativo se utilizé una dilucion de 0,5% de DMSO y como control positivo
una dilucion 1mg/ml de Thiabendazol. Las placas se incubaron en estufa a 25°C durante 48
horas. Al final de la incubacion se colocé una gota de Lugol a cada pocillo para frenar la
reaccion y bajo microscopio invertido (Olympus CK2), se conto la cantidad de larvas y
huevos (larvados y embrionados). Luego se calculd la concentracion efectiva de droga

requerida para inhibir la eclosion del 50% de los huevos (ECso) mediante el programa
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GraphPad Prism 7.04. El punto de corte para considerar resistencia positiva fue un valor de
ECs50>0.1 pg/ml.

7.3.4. Diagnostico por PCR basado en caracterizacion de la region ITS-2

La puesta a punto de la PCR convencional para caracterizacion de especies de nematodos
gastrointestinales se desarrollé de acuerdo con el protocolo descripto por Demeler et al.
(2013). En la Tabla 1 se muestran las secuencias de primers utilizados para los neméatodos

estudiados.

Tabla 1. Descripcion de los primers utilizados para identificacion de Haemonchus spp;
Cooperia spp y Osteratgia ostertagi, temperatura de elongacion (temp.elong) y tamafio de los
fragmentos esperados (pb).

Nombre Parésito Secuencia Temp.elong Tamafio

(pb)

Hc-SH-for? Haemonchus ITS-2 CCATATACTACAATGTGGCTAATTTC 62 226

Hc-SH-rev? TACAAATGATAAAAGAACATCGTCGC

Coop-SH-For3 Cooperiaspp ITS-2 ATGGCATTTGTCTACATCTGTTT 62 192

Coop-SH-Rev* AAATGATAACGAATACTACTATCTCCA

Ost.ost-SH-For> 0. ostertagi ITS-2 TAACATTGTTAACGTTACTGAATGATACTG 50 124

Ost.ost-SH-Rev® ATATAAATGATACATCGAATATACAATAC

1=Haemonchus contortus forward; ?=Haemonchus contortus reverse; *=Cooperia forward; “=Cooperia

reverse; >=Ostertagia ostertagi forward; ®=Ostertagi ostertagi reverse

La extraccion de ADN se realizo a partir de L3 obtenidas de los coprocultivos empleando

el kit comercial Nucleo Spin Tissue (Macherey Nagel®).

Para cada PCR se emple6 2u de ADN de un pool de L3 provenientes de los coprocultivos
de cada grupo procesado el Dia 14 (5 grupos por establecimiento muestreado).

La master mix de PCR se prepar6 mezclando 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada
primer, 0,4 U de Phusion Hot Start Il High Fidelity DNA polymerase (ThermoScientific) y
1X Phusion HF buffer en 20 pl de volumen final.
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Las muestras fueron procesadas en un termociclador Bio-Rad T100 o Corbett Gradient
Palm-Cycler con el siguiente programa:
-desnaturalizacion inicial a 98°C durante 30 segundos
-seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a 98°C durante 10 segundos,
-30 segundos de temperatura de hibridacion especifica de cada primer (ver Tabla 1)
-30 segundos de extension a 72°C,

-una extension final a 72°C durante 10 minutos.

Los resultados fueron visualizados en electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en TBE 1X
y también TAE 50X con adicion de colorante (Biotium Gel Red Nucleic Acid Stain).
Como control positivo se utilizo ADN extraido de nematodos adultos recuperados en
necropsias parasitarias y como control negativo se utiliz agua ultrapura.

Se seleccion6 el producto de PCR de una muestra por género parasitario para realizar
analisis de secuenciacién de fragmentos. Las reacciones de secuenciacion fueron realizadas

utilizando el servicio de la empresa Macrogen (Seoul, Korea del Sur).

7.4. Andlisis Estadistico

Se confeccionaran planillas de Excel para el registro de los diferentes resultados obtenidos

y en una primera etapa se realizaron las estadisticas descriptivas.

Para calcular las reducciones en los conteos de huevos se utilizé la formula descripta por
Dash y col (1988) [1-((T14/T0) / (C0/C14))]*100 y los intervalos de confianza del 95% se
obtuvieron mediante el programa BootStreat (Cabaret y Berrag, 2004). Este método
calcula la eficacia del tratamiento y provee intervalos de confianza basado en re-muestreos
(Sprent, 1989).

El punto de corte para considerar falta de eficacia a una droga antihelmintica fue de <95%

de reduccion del conteo de huevos (Coles et al. 1992).
Para la estimacion de prevalencia de RA a cada droga, la unidad de estudio de este trabajo

son los establecimientos ganaderos, que fueron clasificados como positivos o negativos a
RA, segun los resultados obtenidos del TRCH.
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Para el calculo de las ECso se utilizd una ecuacion logistica de cuatro parametros con

pendiente variable para obtener los datos de dosis-respuesta por regresion no lineal

utilizando el programa estadistico GraphPad Prism (version 7.04).

Las comparaciones de clasificacion morfoldgicas de las L3 y resultados de PCR se

realizaron mediante el método estadistico de Cohen’s kappa (Dohoo et al., 2009) para

determinar el acuerdo entre ambas técnicas. A continuacion, se muestra el esquema

completo de trabajo realizado (Figura 2)

Técnica in vivo

Test de reduccion
del conteo de
huevos (TRCH)

Técnica in vitro

Test de eclosion
de huevos (EHT)

Técnicas
moleculares

Extraccion de
ADN de larvas 3

ESQUEMA DE TRABAJO

Dia 0: 5 grupos con 15 animales cada uno para cada droga
evaluada. Toma de muestra de materia fecal y dosificacion
+ Toma de muestra en un frasco en anaerobiosis.

Ihia 14: Toma de muestras de materia fecal a los mismos
animales

PCR
convencional

Kit comercial: Niicleo Spin
Tissue Macherey- Nagel

Grupos quimicos
Ivermectina 1%
Ricobendazol
Llevamisol
Febendazol

Figura 2. Esquema mostrando la dindmica general del trabajo de campo y laboratorio.
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8. RESULTADOS

8.1. Estadistica descriptiva

Inicialmente se realizaron examenes preliminares para el TRCH en 59 predios ganaderos
en categorias de terneros, de los cuales 37 cumplieron con el conteo de huevos superior a
150 HPG. Finalmente, en 30 predios se evaluaron cuatro grupos quimicos (IVM, LEV,
RBZ y FBZ) mientras que, en siete, se evaluaron tres grupos quimicos (IVM, LEV, RBZ).
Los establecimientos muestreados estan localizados en los siguientes departamentos del
pais: Tacuarembo (n=20), Paysandu (n=4), Cerro largo (n=1), Durazno (n=2), Rio Negro
(n=2), Flores (n=1), Salto (n=3), Artigas (n=1), Rivera (n=2) y Colonia (n=1).

En la Tabla 2 se presentan los principales resultados de los datos demograficos y de
manejo de los establecimientos relevados.

El biotipo mayoritario pertenece a razas britanicas y la mayoria de los establecimientos
muestreados realizan ciclo completo y cria.

El manejo antiparasitario de los establecimientos es mayoritariamente basado en drogas
guimicas y actualmente la mayoria de los establecimientos hacen uso de los tres grupos
quimicos de antihelminticos disponibles en el mercado para vacunos.

Las lactonas macrociclicas son utilizadas en gran cuantia en los establecimientos para el
control de la garrapata y de la miasis (Cochliomya hominivorax) como se muestra en la
Tabla 1.

El 54,5% de los establecimientos manifestaron que ingresan animales al predio y un 45,5%
que no lo hace. Del total de establecimientos que respondié que ingresan bovinos de
afuera, un 50% ingresa toros, un 16,7% vacas de cria, un 16,7 varias categorias y en menor

porcentaje, terneros, novillos y vaquillonas.
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Tabla 1. Resumen de los principales datos demograficos y de manejo de los establecimientos

relevados
Variable Promedio/Porcentaje Rango
Stock bovino Bovinos Totales 1752 225 - 6000
Terneros(as) 510 60 -2500
Raza Britanicas 7%
Cruzas Cebuinas 13%
Sistema de Produccion Ciclo completo 50%
Cria 35%
Recria/Engorde 11%
Rotaciones 4%
Agricolas
Sistema de Pastoreo Mixto 58%
Vacuno 27%
Alterno 3%
Rotaciones 12%
agricolas
Uso de drogas Ivermectinas 88%
Levamisoles 83%
Bencimidazoles 70%
# Dosificaciones Terneros 4,3 1-8
Sobreafios 3,5 1-6
Vacas cria 15 0-6
Toros 1,3 0-6
Estrategia dosificacion Peso vivo 29%
individual
Peso vivo promedio 67%
Coproparasitarios Si 79%
No 21%
Lombritest Si 33%
No 67%
Dosifica-mueve de Sl 50%
potrero No 50%
Usa lactona Si 48%
macrociclica para
garrapatas No 52%
Usa lactona Si 65
macrociclica para miasis
No 35
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8.2. Resultados de la eficacia antihelmintica

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la ivermectina no tiene eficacia
para el control de los NGI de bovinos en ninguno de los establecimientos evaluados en este
estudio (100% de establecimientos con resistencia). En 11 (29,7%), 10 (27,0%) y 3 (9,7%)
de los establecimientos muestreados se detectd resistencia a LEV, RBZ y FBZ,

respectivamente (Figura 3)
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Figura 3. Porcentaje de establecimientos con resistencia a ivermectina (IVM), levamisol
(LEV), Ricobendazol (RBZ) y Fenbendazol (FBZ)

En la Tabla 3, se presenta el porcentaje de la eficacia promedio y el rango con que cada

una de las drogas actu0 frente a la infestacion parasitaria mixta.

Tabla 3. Porcentaje de eficacia promedio y rango que presentdé cada una de las drogas
evaluadas contra todas las especies de nematodos gastrointestinales presentes en la poblacién
bovina estudiada al momento de la prueba.

Droga Eficacia Rango
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promedio (%)

(%)
Ivermectina 28,2 0-80
Levamisol 89,8 0-100
Ricobendazol 92,9 0-100
Fenbendazol 92,8 0-100

8.2.1. Resultado de resistencias multiples

Del total de establecimientos muestreados, 21 (56,8%) presentaron resistencia a un solo

principio activo; 9 (24,3%) a dos principios activos y 7 (18,2) a tres principios activos.

A continuacién, se presenta un resumen del numero de establecimientos que presento
resistencia a dos y mas de los grupos evaluados:
+«» lvermectina+levamisol: 13,51% (5/37)

¢ lvermectina+tricobendazol: 5.40% (2/37)

¢ lvermectina+ fenbendazol: 13.33% (4/30

¢ lvermectina+levamisol+ricobendazol: 13.51% (5/37)
+« lvermectina+levamisol+fenbendazol: 3.33% (1/30)

¢ lvermectina+levamisol+ricobendazol+fenbendazol: 6,66% (2/30)

8.3 Resultado de la prueba de inhibicion de eclosién de huevos (EHT)

De los establecimientos muestreados, se pudo realizar EHT en 22 de ellos, habiendo sido
detectado 1 establecimiento positivo a RA a bencimidazol por esta prueba.

Los resultados promedios de la dosis efectiva para inhibir 50% de la eclosion de huevos
fue de 0,039 (Rango: 0,029 - 0,130).

La comparacion cruzada de los resultados de la prueba in vivo e in vitro para resistencia de
los NGI a fenbendazol (bencimidazol oral), se realiz6 en 20 establecimientos y se muestran
en la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion cruzada de los resultados de la prueba in vivo e in vitro para deteccion

de resistencia a bencimidazoles, en 20 establecimientos de cria bovina.
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EHT

TRCH + -
+ 0 3 3
- 1 16 17
TOTAL 1 19 20

TRCH=Test de resistencia del conteo de huevos, EHT= Test de inhibicion de la eclosién de huevos

8.4. Resultados de la tipificacion morfoldgica de los géneros parasitarios resistentes

La tipificacion morfoldgica de las larvas infestantes obtenidas de los coprocultivos revel6
que Cooperia spp fue el género mas abundante, seguido por Haemonchus spp,
Trichostrongylus spp y Oesophagostomum spp. Ostertagia spp fue identificada en forma

minoritaria, tal como se muestra en la Figura 4.

60% -

50% A

40% -
30% -
20% A
10% -
IVM LEV RBZ FBZ

Porcentaje de L3

0% — T

CTRL

B Haem Trich mOst ECoop HOeso

Figura 4. Porcentaje promedio de L3 recuperadas de los coprocultivos postratamiento,
discriminadas por parasitos, grupos quimicos analizados y el grupo control sin tratamiento.

En el Cuadro 1 se muestra el porcentaje de los géneros parasitarios que se desarrollaron
cuando la eficacia a las diferentes drogas fue nula.
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Cuadro 1. Géneros de nematodos gastrointestinales (NGI) encontrados en los coprocultivos
de los test de reduccion de conteo de huevo con valores de cero.

Género de nematodos gastrointestinales

%
Droga Haemonchus Trichostrongylus Cooperia Ostertagia
sp SPp. Spp. SP.
Ivermectina 36,4 7,2 38,0 1,7
Levamisol 7,0 2,0 90,0 0,0
Ricobendazole 13.0 0.0 86,0 0,0
Fenbendazol 61.0 0.0 38,0 0,0

8.5. Resultados de tipificacion molecular de los géneros parasitarios resistentes

Del total de los predios muestreados, en 20 de ellos se pudo obtener ADN de calidad

suficiente para realizar la técnica de PCR convencional.

De los 20 establecimientos, 94 muestras de ADN fueron extraidas de L3 provenientes de
los coprocultivos desarrollados para el test de RCH y con ellas se realizaron 376 reacciones
de PCR.

De las 94 muestras analizadas, en 83 de ellas (88,3%) se obtuvieron bandas de 106pb,

correspondientes a lo descripto en el protocolo para Trichostrongylus spp. (Fig. 6)

Figura 6. ldentificacion de Trichostrongylus spp. provenientes de ADN de L3. Se observan
bandas de amplificacién que coinciden con los 106 pb en las muestras nimeros 1, 2, 3, 4, 6, 7
y 8.

-Control negativo: agua ultrapura, +control positivo, ADN de machos adultos de Trichostrongylus spp., M=
Marcador molecular 100pb.
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De 94 muestras sometidas al protocolo para identificacion de Haemonchus sp, 78 (82,3%)

mostraron una banda de 226 pb descriptas para dicho parasito (Fig.7)

Figura 7. ldentificacion cualitativa de Haemonchus spp. provenientes de L3. Se presentan
bandas de amplificacion cercanas a 226 pb en las muestras nimeros 1, 2, 3, 5, 6, 8 y 10.

-Control negativo: agua ultrapura, +control positivo: ADN de machos adultos de Haemonchus contortus, M=
Marcador molecular 100pb.

De 94 muestras sometidas al protocolo descripto para Ostertagia ostertagi, 13 (13,8%)

desarrollaron una banda de124 pb, descripta para dicho parésito (Fig. 8).

Figura8. Identificacion de Ostertagia ostertagi provenientes de L3. Se presentan bandas de
amplificacion cercanas a 124 pb en las muestras nimeros 2 y 3.

-Control negativo: agua ultrapura, +control positivo: ADN de machos adultos de Ostertagia ostertagi, M=
Marcador molecular 100pb.

De 94 muestras sometidas al protocolo descripto para Cooperia spp, 44 muestras (46,8%)

desarrollaron bandas que superaron los 200 pb. Esto no se correspondid con el tamafio
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esperado de 192 pb descrito en el trabajo de Demeler et al. (2013) para Cooperia

oncophora (Fig. 9).

Figura 9. Se presentan bandas inespecificas cercanas a los 200pb en las muestras numero 1, 2

y 4.
-Control negativo: agua ultrapura, +control positivo ADN de machos adultos de Cooperia oncophora, M=

Marcador molecular 100pb.

En resumen, en la Figura 10 se presenta en porcentaje promedio el resultado de los géneros
parasitarios identificados por PCR y discriminados por grupos tratamiento.

40 60 80 100
1 1 1 1

% L3 PCR Positivo

20
1

CHTO CHTO CHTO CHTO CHTO
Ctrl IVM RBZ LEV FBZ
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Figura 5. Porcentaje promedio de resultados positivos a PCR, discriminadas por parasitos y
grupos quimicos.

C=Cooperia; H=Haemonchus; T=Trichostrongylus;

RBZ=Ricobendazol; LEV=Levamisol; FBZ=Fenbendazol

O=Ostertagia; Ctrl=Control; 1VM=Ilvermectina;

En la tabla 5 se presenta los resultados de la secuenciacion de los productos de PCR
enviados a analizar a Macrogen; una vez recibidos, se realiz6 la busqueda de secuencias en
el GenBank que es la base de datos mas utilizada en las Américas.

En la tabla 5 figuran muestras de diferentes predios, el porcentaje de cobertura es el
porcentaje de la secuencia que fue alineado con las secuencias registradas en el GenBank,
el porcentaje de identificacion, es el porcentaje en que la secuencia se asemeja a la

registrada en el GenBank y Accession, es el numero de acceso de la secuencia registrada.

Tabla 5. Resultados del andlisis de la secuenciacion de fragmentos de los productos de PCR

analizados

MUESTRA COBERTURA % ) # GENERO/ESPECIE
IDENTIFICACION ACCESSION

177 63% 93.29% AJ544419.1  Cooperia oncophora

TESTIGO

COOP FOR

177 100% 96.61% MN709038  Trichostrongylus axei

TESTIGO 100% 96.6% MH598393  Trichostrongylus sp.

TRICHO

FOR

177 97% 96.43% MF398444.1 Haemonchus

IVOMEC contortus

HC FOR

177 85% 95.71% MT294439.1 Trichostrongylus

TESTIGO colubriformis

TRICHO

REV

177 88% 99.41% LC368075.1 Haemonchus

IVOMEC contortus x

HC REV Haemonchus placei

177 82% 98.46% MT294431 Cooperia puntacta

IVOMEC 84% 97.47% KX358861.1  Cooperia oncophora

COOP FOR

177 100% 96.61% MN709038  Trichostrongylus axei

RIPERCOL 100% 96.6% MH598393  Trichostrongylus sp.

TRICHO

FOR

177 83% 98.48% MT184889.1 Trichostrongylus

RIPERCOL colubriformis

TRICHO
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MUESTRA COBERTURA % i # GENERO/ESPECIE
IDENTIFICACION ACCESSION

REV

177 13% 100.00% MK936889.1  Cooperia oncophora

RIPERCOL

COOP FOR

177 62% 100.00% MT294439.1 Trichostrongylus

PANACUR colubriformis

TRICHO

FOR

177 71% 100.00% MT184889.1 Trichostrongylus

PANACUR colubriformis

TRICHO

REV

177 91% 100.0% MF398445.1 Haemonchus

TESTIGO contortus (barber pole

HC FOR worm)

177 94% 97.91% MH481593 Haemonchus

TESTIGO contortus (barber pole

HC REV worm)

434 79% 83.33% MH267773.1  Cooperia oncophora

TESTIGO

COOP REV

380 75% 94.89% MH267790.1  Cooperia spatulata

TESTIGO

COOP REV

434 75% 79.43% AJ544424.1  Cooperia oncophora

TESTICO

COOP FOR

161 79% 77.25% AJ544411.1  Cooperia oncophora

IVOMEC

COOP REV

417 52% 87.60% AJ544465.1  Cooperia oncophora

IVOMEC

COOP FOR

153 90% 98.84% LC368048.1 Haemonchus

TESTIGO contortus (barber pole

HC FOR worm)

417 57% 78.03% AJ544384.1  Cooperia oncophora

IVOMEC

COOP REV

161 74% 75.15% AB238687.1  Cooperia oncophora

IVOMEC

COOP FOR

423 54% 76.19% AJ544465.1  Cooperia oncophora

RICOVERM

COOP FOR

392 7% 98.41% MT294439.1 Trichostrongylus

RIPERCOL colubriformis

TRICHO F

164 83% 77.95% AJ544383.1  Cooperia oncophora

IVOMEX

COOP FOR

392 83% 76.05% AJ544456.1  Cooperia oncophora
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MUESTRA COBERTURA % i # GENERO/ESPECIE
IDENTIFICACION ACCESSION

TESTIGO
COOP FOR
164 88% 77.14% AJ544383.1  Cooperia oncophora
IVOMEC
COOP REV

8.6. Resultados del acuerdo estadistico entre técnicas morfoldgicas y moleculares

Los resultados del analisis estadistico de Cohen’s Kappa (Dohoo et al., 2009) para el
acuerdo entre la clasificacion de género o especies parasitaria por morfologia de las L3
recuperadas de los coprocultivos versus PCR convencional, se muestran en la Tabla 5, sin
discriminar por género parasitario. En el analisis revel6 un indice kappa de 0.2184, lo cual

corresponde a acuerdo aceptable entre las dos técnicas.

Tabla 5. Resultado de pruebas positivas y negativas que concuerdan y difieren en la
clasificacion morfoldgica y molecular, sin discriminar por tipo de droga o parasito.

PCR
Morfologia 0 1 Total
0 70 52 122
1 88 166 254
Total 158 218 376

En la Tabla 6 se muestran los resultados descriptivos para ambas pruebas en este caso

discriminados por tipo de parasito y en Tabla 7 los resultados del estadistico kappa.

Tabla 6. Resultado de nimero de pruebas negativas y positivas a la clasificacion
morfologica y molecular, discriminados por género de parasito.

Morfologia PCR
n n
Parésito + - + -
Cooperia spp 76 13 41 48
(85,4%) (14,6%) (56%) (54%)
Haemonchus sp 65 24 73 16
(72%) (27%) (82%) (18%)
Trichostrongylus spp 61 28 79 10
(69%) (31%) (89%) (10%)
Ostertagia sp 34 55 13 76
(38%) (62%) (15%) (85%)
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Tabla 7. Indice Kappa resultado de la comparacion de pruebas para cada género.

Género Indice Interpretacion
parasitario Kappa (%) del acuerdo
Cooperia 0,085 (8,5) Leve
Haemonchus 0,30 (30) Aceptable
Trichostrongylus  -0,14 (-14) Pobre
Ostertagia 0,17 (17) Leve
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9. DISCUSION

Los resultados presentados arriba muestran que la resistencia a los antihelminticos esta
ampliamente difundida en los establecimientos de bovinos para carne y en el 100% de los
predios la ivermectina no presentd eficacia para el control de los NGI. Debido a este
hecho, no fue posible realizar un andlisis estadistico para establecer los potenciales factores
que han generado dicha situacién. Como dicho principio activo es usado también para el
control de ectoparasitos como las garrapatas y miasis, posiblemente sea una de las
potenciales causas de este fendmeno. Debido a que estos resultados coinciden con un
trabajo reciente realizado en Uruguay por Correa (2019, comunicacién personal), en donde

se encontro 79.5% de establecimientos con presencia de resistencia a ivermectina.

La gran influencia de la ivermectina como droga mas utilizada concuerda con el analisis
Ilevado a cabo por Suarez. et al (2011) en La Pampa, Argentina y otro estudio més reciente
realizado por Descarga. et al (2019), donde también predomina la ivermectina como los
antihelminticos mas utilizados. En el caso de nuestro trabajo, ademas de estar la resistencia
a ivermectina presente en todos los establecimientos muestreados, es destacable la baja
eficacia de esta droga, ya que ella se comprob6 en 13 de 37 establecimientos con niveles
iguales o menores al 10 % como se puede apreciar en las graficas presentadas en Anexo 2.
Respecto al grupo de los bencimidazoles, se encontré también un porcentaje importante de
establecimientos con baja eficacia a este grupo quimico. Si bien en promedio las eficacias
para este grupo quimico estdn poco por debajo de los umbrales considerados aceptables
(RBZ 92.9% y FBZ 92.8%) podriamos decir que la problematica estaria en estadios
iniciales de desarrollo de resistencia. Aunque estas dos drogas pertenecen a un mismo
grupo quimico, son formulaciones diferentes y lo esperado seria obtener mayor eficacia del
FBZ frente a RBZ concordando con lo descripto en el trabajo de Cristel.et al (2017).

Con relacion al grupo de levamisol, resultd llamativo el niUmero de establecimientos con
falta de eficacia a esta droga (11/37), si bien la mayoria de los TRCH revelaron que la

droga en promedio esta actuando con mas de 79% de eficacia. Estos resultados difieren
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tanto con él informado en Argentina por Cristel et al. (2017) en el trabajo realizado en la
provincia de La Pampa donde dichos autores no encontraron establecimientos con
resistencia a levamisol. Sin embargo, en un trabajo de Caracostantogolo (2004) y
Caracostantogolo et al. (2005) se reporta resistencia a levamisol (sin especificar
concentracion del producto utilizado), en 5 de 69 (7%) establecimientos muestreados.
Posteriormente, en un trabajo publicado por Anziani y Fiel (2015), se indica que la
resistencia a los levamisoles no estéa presente en Argentina. A pesar de que dichos autores
atribuyen las bajas eficacias obtenidas en sus trabajos a que la droga no alcanza eficacias
mayores al 90% para algunos géneros parasitarios, sobre todo Ostertagia ostertagi, esta
teoria no se sustenta para nosotros, ya que, en nuestro trabajo, la mayoria de los TRCH
fueron > 95%. En un trabajo adicional a esta tesis, se detecto resistencia a levamisol en
Ostertagia ostertagi mediante secuenciacion masiva (Mederos et al., 2021).

La discrepancia en los resultados en las diferentes regiones mencionadas arriba puede
deberse en parte a las condiciones epidemioldgicas, al manejo de los animales y del uso de
las drogas en las diferentes regiones donde se realizaron los muestreos, ya que, con el
advenimiento de las lactonas macrociclicas, levamisoles y bencimidazoles pasaron a ser
menos utilizadas.

Por otro lado, en un meta-analisis de estudios publicados (Mederos et al., 2018), de 10
estudios que evaluaron levamisol, se informa de resistencia en 7 de ellos. Los mismos
estan distribuidos en Nueva Zelanda, Australia, Argentina, Brazil y Venezuela. Las
concentraciones del producto utilizado, vario entre 7% y 22%, de acuerdo con las
aprobaciones en cada pais.

En Uruguay, Fiel y Nari (2013), informan de eficacias por debajo de 95% al levamisol (sin

especificar concentraciones) en 4 establecimientos de 22 analizados (18%).

El complejo perfil de resistencias multiples demuestra una situacion de creciente severidad
frente al uso de drogas para el control helmintico, probablemente y de acuerdo con lo
mencionado por Suarez y Cristel (2014), el uso incorrecto sea el factor fundamental
generador de la RA.

Una alerta importante, es que se detect6 un 18,91% de los establecimientos con resistencia
simultanea a 3 grupos quimicos. En particular es alarmante un predio que present6 0% de
eficacia para IVM, RBZ y FBZ y esto va a ser evaluado nuevamente para descartar errores

de dosificacion.

41



El NGI que resultdé mayoritariamente resistente a todos los principios quimicos, fue
Cooperia spp, seguida por Haemonchus sp. Esto es coincidente con la mayoria de los
trabajos publicados, excepto por aquellos lugares donde las condiciones epidemioldgicas
son diferentes y Ostertagia ostertagi es la especie mas abundante que en nuestras

condiciones climaticas.

A juzgar por los resultados presentados arriba, se logrd poner a punto los protocolos de
PCR para la identificacion de los géneros parasitarios Cooperia, Trichostrongylus y
Haemonchus y especie Ostertagia ostertagi de acuerdo con los protocolos descriptos por
Demeler et al., (2013).

No se detectaron reacciones cruzadas entre los diferentes parasitos ya que se trabajé con
ADN de infecciones mixtas, lo cual indica una muy buena especificidad de los primers.

La discordancia o falta de acuerdo que se encontraron entre la clasificacion morfol6gica y
la molecular fue en el género Cooperia spp, con algunas muestras evidenciando un tamafio
de pares de base mayor a lo esperado y cercanos a 200pb en lugar de 192pb como indica el
protocolo de Demeler 192pb.

Estas discordancias se pudieron explicar con los resultados tanto las secuenciaciones de
fragmentos de ADN como las secuenciaciones masivas del fragmento ITS-2 (trabajo no
incluido en esta tesis), que confirmaron que las muestras presentaban mayoritariamente
Cooperia puntacta, seguida por oncophora.

Cabe destacar que los primers utilizados por nosotros en esta tesis son mas especificos para
C. oncophora, aunque pueden también detectar C. puntacta/pectinata.

Esto explicaria también el bajo resultado obtenido en el test de kappa usado para la
comparacion de la clasificacion morfolégica y el PCR con primers fundamentalmente de
C.oncophora.

Con respecto a las muestras que resultaron positivas a Haemonchus sp, la secuenciacion de
los fragmentos enviados a Macrogen, Corea del Sur, revelaron alta homologia con H.
contortus. Sin embargo, en la secuenciacion masiva el 1TS-2 de larvas 3 realizadas en la
Universidad de Calgary, Canada, identificaron Haemonchus placei ademas de
Haemonchus contortus en muchas de las muestras (Mederos et al., 2021).

Con respecto al género Trichostrongylus, en el trabajo de nemobioma analizado de uno de
los predios por Mederos et al. (2021) no se identifica T. columbriformis y la mayoria

corresponden a en T. axei y sin clasificar.
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10. CONCLUSIONES

A juzgar por los resultados presentados arriba, se confirma que la resistencia a las drogas
antihelminticas estd ampliamente diseminada en los establecimientos de cria vacuna en
Uruguay. Debido a ello, se deberian estudiar e implementar planes de control
complementarios, enfocados a racionalizar y potenciar el uso de las drogas de sintesis
quimica.

Por otro lado, qued6 demostrado que las técnicas moleculares a partir de larva 3, son
factibles de implementar y resultan una herramienta de mucha utilidad para el estudio de
nematodos gastrointestinales resistentes a las diferentes drogas. Se deberia continuar los
trabajos de evaluacion de otros protocolos de PCR para mejorar la deteccion sobre todo de
las especies de Cooperia spp. Los resultados tanto de las secuenciaciones de fragmentos
como las secuenciaciones masivas adicionales a esta tesis mostraron que la especie
predominante en nuestro sistema de cria vacuna es Cooperia puntacta, parasito que, bajo
condiciones favorables, puede causar parasitosis clinica y problemas productivos en las

categorias jovenes de bovinos.
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12. ANEXOS

a) Anexol

Cuestionarios, establecimientos muestreados, resultados demograficos y de manejo
parasitario

CUESTIONARIO DE FACTORES ASOCIADOS AL DESARROLLO DE RESISTENCIA
ANTIHELMINTICA EN BOVINOS

1. Raza:
2. N° bovinos totales:
3. N° terneros:
4. Sistema de produccién:
a) Ciclo completo
b) Cria
c) Recria, engorde
d) Otro
5. ¢Hay ingreso de animales al predio? Si Categorias:
No

6. Tipo de pastoreo:
a) Mixto lanar vacuno
b) Solo vacunos
c) Alterno bovinos/lanares
d) Rotaciones agricolas
e) Otro

Manejo Parasitario
7) Antihelminticos utilizados en los Gltimos 2 afios
a) Levamisoles
b) Bencimidazoles
c) lvermectinas
d) Otro

8) Numero de tratamientos anuales:
a)Terneros
b)Sobreafios
c)Vacas de cria
d)Otros (ej. toros)

9) Criterio para dosificar a los animales:
a)Peso individual

49



b)Por el mas pesado

c) Otro
10) ¢Realiza analisis coproparasitarios (McMaster 0 HPG)? Si
No
11) ¢Realiz6 lombritest alguna vez? Si
No
12) ¢Dosificacion y cambio a pastura segura? Si
No

13. Realiza tratamientos con ivermectina/abamectinas/doramectina contra los siguientes
parasitos externos:

a) Garrapatas Sl NO..........
b) Miasis (mosca de la bichera) Sl.......... NO..........
14. Si la respuesta en (13) es Sl, cuantas veces al afo realiza los tratamientos:

a) Garrapatas
b) Miasis (mosca de la bichera)  ...............

b) Anexo 2

Eficacia a lvermectina
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10 20 30 40

0
|

ANMNMTOLON~N0ODO TdANMS O VOO TNMNMIODON~NONDO ANM L O
AT A A A A A AN NNNN NOMOOMMOHOHON®»
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Fig. 1. Resultados de porcentaje de eficacia de la ivermectina contra nematodos

gastrointestinales de bovinos encontrada en 37 establecimientos estudiados.
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Eficacia a Levamisol
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Fig. 2. Resultados de porcentaje de eficacia a levamisol contra nematodos
gastrointestinales de bovinos encontrada en 37 establecimientos estudiados.

Eficacia Ricobendazol
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Fig. 3. Resultados de porcentaje de eficacia de ricoendazol contra nematodos
gastrointestinales de bovinos encontrada en 37 establecimientos estudiados.
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Eficacia Fenbendazol
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Fig.4. Resultados de porcentaje de eficacia fenbendazol oral contra nematodos
gastrointestinales de bovinos encontrada en 30 establecimientos estudiados.

52



	UNIVERSIDAD DE LA REPÚBLICA
	FACULTAD DE VETERINARIA
	PUESTA A PUNTO DE TÉCNICAS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE NEMATODOS GASTROINTESTINALES RESISTENTES A LOS ANTIHELMÍNTICOS EN BOVINOS EN SISTEMAS EXTENSIVOS, EN URUGUAY
	CELESTE SERRANO

	UNIVERSIDAD DE LA REPÚBLICA
	FACULTAD DE VETERINARIA
	PUESTA A PUNTO DE TÉCNICAS MOLECULARES PARA EL ESTUDIO DE NEMATODOS GASTROINTESTINALES RESISTENTES A LOS ANTIHELMÍNTICOS EN BOVINOS EN SISTEMAS EXTENSIVOS, EN URUGUAY
	CELESTE SERRANO

	INTEGRACIÓN DEL TRIBUNAL DE
	DEFENSA DE TESIS
	ACTA DE DEFENSA DE TESIS
	RESUMEN
	SUMMARY
	1. INTRODUCCIÓN
	2. ANTECEDENTES ESPECÍFICOS
	3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
	4. HIPÓTESIS
	5. OBJETIVOS
	Objetivo general
	Objetivos específicos

	6. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACIÓN
	7. MATERIALES Y MÉTODOS
	7.1. Diseño experimental del estudio epidemiológico
	7.2. Metodología de campo
	7.3 Metodología de laboratorio
	7.4. Análisis Estadístico
	8.1. Estadística descriptiva
	8.2. Resultados de la eficacia antihelmíntica
	8.3 Resultado de la prueba de inhibición de eclosión de huevos (EHT)
	8.4. Resultados de la tipificación morfológica de los géneros parasitarios resistentes
	8.5. Resultados de tipificación molecular de los géneros parasitarios resistentes
	8.6. Resultados del acuerdo estadístico entre técnicas morfológicas y moleculares

	9. DISCUSIÓN
	10. CONCLUSIONES
	11. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	Mederos, A., Redman, E., Serrano, C, Gilleard, J., 2021. ITS-2 rDNA metabarcoding and amplicon sequencing enabled investigation of anthelmintic resistance in cattle gastrointestinal nematodes in Uruguay. Proceedings of the 28th International Conferenc...

	12. ANEXOS

