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°C: grados Celsius.
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menor.
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: cantidad aproximada.

A1l: parcela de otofio con la cepa foranea.

A2: parcela de invierno con la cepa foranea.

A3: parcela de primavera con la cepa foranea.

A4: parcela de verano con la cepa foranea.

AAD: derivados de amino-acetonitrilo.
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ACSRPC: American Consortium for Small Ruminant Parasite Control.

ADN: acido desoxirribonucleico.

ALmT: almacenaje total (mm).

Animales sembradores:

ovinos que pastorearon un tiempo

establecido con una cepa conocida para lograr una contaminacién

predeterminada en las respectivas parcelas.

Animales trazadores: ovinos que pastorearon por un maximo de

10 dias en las respectivas parcelas luego de un tratamiento

antihelmintico realizado con medicamentos eficaces.

ANOVA: analisis de la varianza.

ARMS-PCR: sistema de mutacion refractario a la amplificacién por

PCR.
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EV: equivalente vaca.
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GC: grupo control.

GEV: gastroenteritis verminosa.
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HPG: huevos por gramo de materia fecal.

HRM: humedad relativa media (%).
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Resumen

Titulo: Estudio de persistencia de la infectividad en los
pastos, de larvas de Haemonchus contortus susceptibles y
resistentes a bencimidazoles, en el sur de la provincia de

Corrientes.

En areas subtropicales del mundo con explotaciones ovinas
el principal problema sanitario es el parasitismo gastrointestinal.
El control de estas parasitosis mediante el uso intensivo de
antihelminticos ocasiond la aparicion de resistencia. En Argentina,
en el sur de la provincia de Corrientes, Haemonchus contortus
prevalece durante todo el afio debido a que el clima favorece su
desarrollo y dispersion. Este nematodo es el que mas perdidas
produce en la region.

Es necesario estudiar los tiempos de supervivencia e
infectividad de las fases de vida libre, asi como su potencial
capacidad de adaptacidon. Entre el 2017 y 2019 mediante el uso
de ovinos trazadores en parcelas aisladas, se realizdé un analisis

de supervivencia (Kaplan Meier) de dos cepas de H. contortus una
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autéctona y otra foranea con las condiciones climaticas de cada
estacion del afio en la regidn.

Se observd que los tiempos de supervivencia de las Ls
difieren para cada una de las estaciones del ano (p<0,05), siendo
el mas largo con hasta 32 semanas (7,4 meses) las sembradas en
otofio y el mas corto las de verano con 15 semanas (3,4 meses).
Se demostrd que el riesgo de morir en verano es 9,2 veces mayor
gue en otofo. Entre los tiempos de supervivencia de las dos
poblaciones no se hallaron diferencias significativas (p=0,93).

El otofio se presenta como la estacion mas favorable para la
contaminacion, desarrollo y supervivencia de las larvas, siempre
y cuando las condiciones climaticas sean semejantes a las
historicas de la region. El comportamiento de las dos poblaciones
fue similar en las cuatro estaciones, y la capacidad de adaptacién
e infectividad para la poblacion foranea fue favorable. Estos
resultados sugieren que resulta viable ensayar protocolos de
reemplazo de cepas, sin dejar de considerar otras herramientas
estratégicas para evitar la resistencia antihelmintica y asi lograr

un manejo sustentable.

Palabras clave: supervivencia, larva, Haemonchus contortus
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Abstract

Title: Study of the infectivity persistency on pastures of
Haemonchus contortus larvae sensitive and resistant to

benzimidazoles, in the south of the Corrientes province.

In subtropical areas of the world with sheep farms, the main
health problem is gastrointestinal parasitism. The control of this by
intensive use of anthelmintics caused parasite resistance. In
Argentina, in the south of the province of Corrientes, Haemonchus
contortus lives thru the whole year because climate benefits its
development and dispersion. This nematode is the one that
produces the most economic losses in the region.

It is necessary to study the survival and infectivity times of
the free-living phases, as well as their potential adaptation
capacity. Between 2017 and 2019, using tracer sheep in isolated
plots, a survival analysis (Kaplan Meier) of two strains of
Haemonchus contortus, one native and one foreign, was carried
out considering climatic conditions for each season of the year in

the region.
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It was observed that the survival time of the L3 differs on
each season of the year (p<0.05), being the longest with up to 32
weeks (7.4 months) those sown in autumn and the shortest those
from summer with 15 weeks (3.4 months). It was proved that risk
of dying in summer is 9.2 times higher than in autumn. No
significant differences were found between the survival times of
the two populations (p=0.93).

Autumn is presented as the most favorable season for
contamination, development and survival of larvae, as long as the
climatic conditions are similar to the historical ones of the region.
The behavior of the two populations was similar in the four
seasons, and the ability to adapt and infectivity for the foreign
population was favorable. These results suggest that it is feasible
to test strain replacement protocols, while considering other
strategic tools to avoid anthelmintic resistance and thus achieve

sustainable management.

Keywords: survival, larvae, Haemonchus contortus



1. Introduccion

Existe una gran diversidad de parasitos que causan
enfermedades en los animales de produccidon y que ocasionan
pérdidas econdmicas importantes. Entre ellas estan las parasitosis
provocadas por helmintos, tanto en bovinos (Entrocasso, 1987;
Romero y col., 2007; Fiel y Nari, 2013) como en ovinos (Sanchez
y Romero, 2005; Suarez y col., 2007; Illanes, 2021) en las
regiones templadas de Argentina y Uruguay.

La lista de parasitos del Phylum nematoda (Rudolphi, 1808)
de ovinos citados en nuestro pais incluyen Haemonchus contortus,
Trichostrongylus colubriformis, Trichostrongylus axei,
Teladorsagia circumcincta, Cooperia spp., Oesophagostomum
spp., Trichuris ovis, Strongyloides papillosus y Bunostomum spp.
Aunque todos estos contribuyen al problema, es H. contortus el
mas patdgeno y que en conjunto con T. colubriformis y T.
circumcincta prevalecen en la mayoria de las regiones destinadas
a la produccién ovina (Lukovich, 1985; Suéarez y col., 2007;
Kaplan, 2013). Particularmente en el NEA argentino el primero de
ellos es responsable de los brotes mas frecuentes, aunque siempre
asociado con otras especies parasitarias, presentando variaciones

en las proporciones segun la época (Illanes, 2021).



1.1. Consideraciones generales de la produccion ovina

En la actualidad el stock mundial de ovinos es de
aproximadamente 1.363 millones de cabezas (FAO, 2020). Este
stock se distribuye de la siguiente manera: Asia 572 millones,
Africa 368 millones, Europa 163 millones, Oceania 136 millones,
Ameérica del Sur 96 millones y América del Norte y Central 28
millones (Fig. 1). Los paises con mas cantidad de Cabezas son

China, Australia e India.

25 75 110 130 300 450 millones de cabezas

Figura 1. Distribucién del stock ovino mundial por millones de
cabezas (FAO-Faostat, 2020). Valores ascendentes de verde

claro a verde oscuro.

La produccién de lana se lleva a cabo en alrededor de 100
paises en donde se producen aproximadamente 2.200.000 de
toneladas por afio. Australia, China y Nueva Zelanda representan

el 50 % de la produccién. Argentina estd ubicada en el sexto



puesto a nivel mundial con 40.695 toneladas por afio (PROLANA,
2017). En la década de 1980 se presentd una crisis en la
produccién de lana (FAO-Faostat, 2020) que disminuyd el stock
mundial hasta el 2003. A partir de ese momento China comenzé
a incrementar su stock, contribuyendo con la caida en el stock de
quienes eran sus tradicionales proveedores que no lograron
generar mercados alternativos. Al mismo tiempo la demanda de
lanas de cruza mediana y gruesas cayod irreversiblemente.

En cuanto a la produccién de carne, la misma es de
8.255.295 toneladas por afio, siendo los principales productores
China con 1.978.000 toneladas, Australia con 693.000 toneladas
y Nueva Zelanda con 598.094 toneladas. Estos dos ultimos paises
son los mayores exportadores mundiales de carne ovina,
comercializando el 72% del volumen total del mercado exterior.

La produccion de leche es de 9.147.000 de litros por afio,
que representan un 1.4% sobre el total de leche producida. La
produccion de leche ovina se destina principalmente a la
elaboracion de quesos, el resto a consumo directo y alimentacién
de corderos. El 75% de la produccion mundial estd concentrada
en 12 paises: China, Turquia, Grecia, Siria, Italia, Iran,
Uzbekistan, Rumania, Sudan, Somalia, Espafia y Francia.

En Argentina, se estima que las existencias de ovinos son

de 14.774.025 de cabezas aproximadamente (SENASA, 2020)

(Fig. 2).
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Figura 2. Distribucion del stock ovino nacional por millones de
cabezas. (SIGSA - Direccién de Control de Gestién y Programas
Especiales - SENASA 2018).

Las regiones con mas cabezas de explotacién de lana son la
Patagonia, la llanura Pampeana y la Mesopotamia. La provincia de
Buenos Aires presenta alrededor de 2.000.000 de cabezas, Entre
Rios 600.000 cabezas y Corrientes algo menos de 1.100.00

cabezas.



En el pais se producen 55.700 toneladas de carne por afio,
las cuales para consumo interno se destinan 50.500 toneladas y
se exportan, principalmente a Europa 5.200 toneladas (Ministerio
de Agroindustria, 2017).

En la Patagonia el modelo exclusivo es la explotacién lanera,
principalmente lanas finas, predominando la raza Merino. En las
provincias de Tierra del Fuego y Santa Cruz predomina la raza
Corriedale que presenta una lana un poco mas gruesa.
Aproximadamente el 62% de la produccién lanar esta ubicada en
esta regiéon (PROLANA, 2017).

En la regidn Pampeana las producciones ovinas son de
medianas a bajas en niumero y estan destinadas principalmente a
la explotacion de lana (media y gruesa) y secundariamente a
carne y cueros. Son generalmente de autoconsumo y venta al
menudeo y muy pocas con destino comercial (Suarez y col.,
2007). Actualmente posee alrededor del 18% del stock nacional
(SENASA, 2020). Las razas principales son Corriedale y Romney
Marsh, aunque se han introducido Hampshire Down, Texel,
Pampinta y Border Leicester para mejorar la producciéon carnicera
y prolificidad debido al crecimiento del mercado interno y las
posibilidades de exportacion. También estd la raza Pampinta

desarrollada en INTA Anguil como raza lechera.



En la provincia de Buenos Aires el ovino esta integrado con
otras explotaciones ganaderas, siendo escasas las explotaciones
exclusivamente ovinas. La composicién racial de la zona esta dada
por Merino y Corriedale en la region Sudeste y Sudoeste, mientras
que en la Zona Deprimida del Salado donde alguna vez fue
predominante la raza Lincoln, actualmente predominan las razas
Romney Marsh y Corriedale, con una fuerte inclinacion hacia razas
mas carniceras como Texel, Dorper y otras. La produccion
provincial de lanas constituye el 5% del total nacional (PROLANA,
2017).

En el noroeste argentino (NOA) se explota al lanar junto con
el ganado caprino con fines Unicos de subsistencia y en algunos
casos excepcionales la venta de corderos. La raza predominante
es la criolla, que se usa para la obtencién de fibras con fines
artesanales (Suarez y col., 2007).

Finalmente, esta la Mesopotamia en la que se encuentra el
10% de existencias ovinas del total nacional, distribuyéndose
principalmente en el norte de la provincia de Entre Rios en los
departamentos de Feliciano, Federal y Federacion, y en el sur de
la provincia de Corrientes, particularmente en los departamentos
de Mercedes, Curuzu Cuatia, Monte Caseros y Paso de los Libres
(SENASA, 2020). En el departamento de Mercedes, el stock ovino

es de 185.272 cabezas (SENASA, 2020), con una marcada



importancia en la region, donde el 94,3% de los productores
(pequeifos y medianos) poseen solo el 49,2% de esa existencia.
Las razas que predominan son Corriedale, Ideal y Romney Marsh,
siendo la primera la mas numerosa con un 70%, enmarcadas en
una actividad principalmente mixta (bovinos y ovinos) que
permiten complementar adecuadamente el uso de los recursos
naturales de la zona. La raza Ideal fue introducida para mejorar
la calidad y precio de la lana debido a su componente Merino (De
Gea, 2007), aunque con mayor susceptibilidad a enfermedades
regionales. También se han introducido razas principalmente
carniceras como Dorper y Texel, que presentan mayores
requerimientos nutricionales, a lo que no todos los productores se
adaptan. En estos sistemas mixtos, el principal objetivo es la
produccién de carne y lana (Suarez y col., 2007). En
establecimientos con estos sistemas, los ovinos representan del
10 al 15% de la carga animal, que suele rondar en los 0,55y 0,70
EV/ha (Montossi y col., 2013). Con el aumento de las cargas
surgen mayores problemas sanitarios, principalmente desde el
punto de vista parasitoldgico (Romero y col., 2013). Es importante
remarcar que esta es una actividad socioecondmica importante
para la region, participando del 5% de la produccion nacional

(Dutruel y De Caro, 2019).



El control de la gastroenteritis verminosa, enfermedad que
genera pérdidas productivas subclinicas de hasta 3 0 4 kg en la
ganancia de peso en la recria de borregos y que puede agravarse
hasta ocasionar grandes mortandades, incluso en categorias
adultas (Suarez y col., 1990), suele ser la principal preocupacién
en cualquier programa de control sanitario, en zonas tropicales
como subtropicales de todo el mundo (Armour, 1980; Miller y col.,
2012). Esta De igual manera, esas pérdidas pueden ser minimas,
y al ser sobreestimadas derivan en tratamientos innecesarios y

con esto la seleccion de cepas! resistentes (Illanes, 2021).

1.2. Gastroenteritis verminosa en ovinos (GEV)

Es una enfermedad omnipresente en todo el mundo causada
por nematodos de los érdenes? Strongylida, Ascaridiida,
Rhabditida y Trichurida que pueden alojarse en el abomaso,
intestino delgado e intestino grueso de los animales (Tabla 1).

El orden Strongylida redne ocho superfamilias de las cuales,
Trichostrongyloidea contiene la mayoria de los géneros comunes
en ovinos. La familia Trichostrongylidae presenta caracteres

diferenciados como la ausencia de espina en la extremidad caudal

1 Conjunto de especies que comparten, al menos, una caracteristica
o variante genética.

2 Categoria taxonomica realizada por Linnaeus en 1758 en su libro
Systema naturae per regna tria naturae: secundum classes, ordines,
genera, species, cum characteribus, differentiis, synonymis, locis.



en las hembras y la forma de los rayos de la bolsa copulatriz en
los machos. Su amplia distribucién se debe a la adaptacion de las
fases de vida libre a un rango amplio de condiciones climaticas a
las que fueron expuestos sus hospedadores a lo largo de la historia

(Sudrez y Cabaret, 1991).

Organo Orden Especie

H. contortus, Haemonchus placei, T. axei,
T. circumcincta, Ostertagia ostertagi,

Abomaso Strongylida  Ostertagia lyrata, Ostertagia trifurcata,
Marshallagia marshalli

T. colubriformis, Trichostrongylus vitrinus,
Trichostrongylus longispicularis,
Trichostrongylus capricola,
Strongylida  Cooperia curticei, Cooperia oncophora,

Intestino Cooperia punctata, Cooperia pectinata,

delgado Cooperia serrata, Nematodirus filicollis,
Nematodirus spathiger, Nematodirus
oriatianus, Nematodirus abnormalis,
Nematodirus battus, Bunostomum
trigonocephalum

Ascaridida Toxocara vitulorum

Rhabditida S. papillosus

Oesophagostomum venulosum,
Intestino Strongylida  Oesophagostomum columbianum,
grueso Chabertia ovina

Trichurida T. ovis

Tabla 1. Nematodos descriptos de ovinos en Argentina de
acuerdo con el érgano parasitado (Johnstone, 1971; Lukovich,
1985).
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Generalmente las infecciones son mixtas, donde en cada
animal y majada pueden encontrarse varias especies, dando
matices al sindrome parasitario que incluye signos clinicos como
inapetencia, trastornos digestivos, malabsorcién, diarrea,
constipacién, anemia y finalmente la muerte.

En el abomaso las lesiones causadas por Ostertagia spp., T.
circumcincta y T. axei, interfieren en la funcionalidad de las
glandulas fundicas. Esto conlleva a una disminucién de la
produccién de acido clorhidrico, aumentando el pH gastrico e
impidiendo la activacién del pepsindgeno, que da como resultado
una falta de digestidén proteica e hipoproteinemia. La diarrea se
debe al pasaje sin digerir del contenido estomacal. H. contortus
tiene una accion expoliatriz hematéfaga, generando un cuadro de
anemia como su principal signo. Suele alcanzar rapidamente altas
cargas parasitarias debido a su elevado potencial bidtico, por esto
el cuadro de anemia y muerte de los animales se presenta
rapidamente (Suéarez y col., 2007).

En el intestino delgado Cooperia spp. y Nematodirus spp.
generan lesiones superficiales en la mucosa intestinal, y son de
gravedad en infecciones numerosas. Son mas frecuentes en
corderos y es muy dificil que alcancen cargas elevadas.
Bunostomum spp. es un parasito de gran patogenicidad, sin

embargo, no es frecuente encontrar cargas elevadas. T.
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colubriformis lesiona profundamente la mucosa y genera tanto
lesidon inflamatoria como expoliatriz (Romero y col., 2001).
Toxocara spp. es infrecuente y presenta una prevalencia de tan
solo el 3,3% en el NOA (Cardozo, 2019).

Por ultimo, en el intestino grueso es posible encontrar T.
ovis y Oesophagostomum spp. que, por su patogenicidad
combinada y cargas elevadas, producen dafios relativamente
graves.

El ciclo de vida de los nematodos del orden Strongylida se
denomina monoxeno3, debido a que no presentan hospedadores
intermediarios. Este consta de una primera etapa de
contaminacidon donde los parasitos adultos que se alojan en el
tracto gastrointestinal de los hospedadores eliminan huevos por
medio de la materia fecal y los diseminan en las pasturas,
generando asi la segunda etapa que es la fase externa o exdgena
del ciclo, que incluye dos mudas con sus consiguientes estadios
larvales Ly, Lo y Ls.

Las L3 son infestantes* y son el estado de traslacion espacial

y temporal mas importante de un hospedador a otro. Estas

3 Ciclo bioldgico de un parasito donde la transmision se produce
siempre entre miembros de un tipo de hospedador y sin hospedadores
intermedios o paraténicos.

4 Constituyen la ultima etapa del ciclo bioldgico fuera del hospedador

definitivo, y tienen la capacidad de invadir un ser vivo y multiplicarse en él.
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retienen la cuticula del estadio anterior, lo que les otorga gran
resistencia a las condiciones ambientales, no se alimenta,
abandona la materia fecal, migra hacia el pasto y posteriormente
es ingerida por el hospedador. En algunos casos pueden ingresar
por via percutéanea como Bunostomum spp. (Romero y col.,
2001). En ovinos, la via de entrada es oral caracteristica de los
nematodos de la familia Trichostrongylidae. El periodo prepatente
oscila entre 14 a 28 dias para la mayoria de las especies, menos
para Oesophagostomum spp. que es de 30 a 40 dias y para
Bunostomum spp. que es de 30 a 64 dias (Kauffman, 1996).

Los factores climaticos juegan un rol importante en la fase
exogena, aunque de manera diferente en cada especie. Las
principales variables climaticas como temperatura, precipitaciones
y humedad presentan una influencia importante en la velocidad
de desarrollo desde huevo a L3, que puede oscilar entre 8 hasta
mas de 60 dias, asi como también en la supervivencia de las fases
de vida libre en el ambiente. Dependiendo de la especie que se
trate las L3 pueden sobrevivir por mas de un afio en el exterior
como Marshallagia spp. o Nematodirus spp. (Suarez y col., 2007).
Pueden desplazarse vertical u horizontalmente, siendo las
precipitaciones el principal factor de dispersion de las larvas,

desde la materia fecal a la pastura. Las formas de vida libre
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comprenden huevo morulado, huevo embrionado, larva de
primera fase, larva de segunda fase y larva de tercera fase o

infestante, y estan fuertemente influenciadas por el ambiente

(Tabla 2).
Fase del ciclo
Especie Huevo no Huevo Larva pre- Larva infectiva
embrionado embrionado infectiva
Supervivencia
Muy susceptible Susceptible al frio optima en dima
alfrioyla y la desecacion. Muy cdlidoy

H. contortus  desecacion. Alta Eclosion baja por susceptibleal  himedo. Pobre

mortalidad por debajode 10°C frioy la en
debajo de 10 °C. y en ausencia de desecacion. dima cdlido y
humedad. seco e inviemos
bajo cero.

Susceptibilidad Susceptibilidad Susceptible al Supervivencia
intermedia al frio intermedia al frio. frio y optima en dimas
T. colubriformis v la desecacion. Baja desecacion.  frios o cdlidos y
Alta mortalidad susceptibilidad a Alta mortalidad himedos. Poca
por debajode 5 la desecacion. por debajo de en inviemos bajo

°C. 5°C. cero.

Baja Baja Susceptibilidad Supervivencia

susceptibilidad al susceptibilidad al intermediaal dptima en dimas

frio. Alta frioyla frio. frios y himedos
T. circumcincta viabilidad del desecacion. Susceptible a la e inviemos bajo

huevo entre 0 @ Edosién por desecacion. cero. Poca

10 °C. debajo de 5 °C. supervivencia en

Susceptibilidad dimas cdlidos y

intermedia a la Secos.

desecacion.

Tabla 2. Caracteristicas de las influencias ambientales en las

fases de vida libre de los principales nematodos en ovinos.
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Luego de ser ingeridas, las L3 penetran en la mucosa
gastrointestinal, sufren una ultima muda y evolucionan a larvas
de cuarta fase. A continuacidn, estas larvas emergen de la mucosa
hacia la luz del 6rgano, para luego madurar y evolucionar en
parasitos adultos hembras y machos con capacidad de copular y
asi cerrar el ciclo eliminando huevos por medio de la materia fecal.
Los adultos ubicados en la luz del tracto gastrointestinal pueden

vivir entre 1 a 3 meses en promedio.

1.3. Fundamentos bio-epidemioldgicos

La dinamica de la relacion cuantitativa de parasitos y
hospedadores depende de la adaptacion de las fases de vida libre
de los primeros a las condiciones ambientales a lo largo del aho,
su potencial bidtico, la presencia y abundancia de hospedadores
susceptibles y las condiciones de manejo, incluyendo tratamientos
antihelminticos. Estas interrelaciones modelan un equilibrio que
dentro de ciertos parametros se repite en ciclos consecutivos de
produccién.

Dentro de los nematodos que afectan a los ovinos tenemos
principalmente tres especies: H. contortus, T. circumcincta y T.
colubriformis. El primero predomina en areas tropicales vy

subtropicales y los otros dos en regiones con inviernos frios,
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himedos y lluvias uniformes (Fiel y col., 1991; Sanchez y Romero,
2005). T. colubriformis presenta mayor capacidad de desarrollo a
bajas temperaturas y resistencia a la desecacion que H. contortus
(Anderson y col., 1978). En zonas templadas sigue siendo el
género dominante, y puede prevalecer en areas subtropicales mas
calidas (Johnstone, 1998; Illanes, 2021) con condiciones similares
a las de H. contortus (Levine y Todd, 1975). T. circumcincta
prevalece en zonas templadas mas calidas, y cuando las
temperaturas invernales son mas suaves, su desarrollo es menos
limitado (Fiel y col., 1991). En la zona deprimida del Salado, las
mayores cargas de las poblaciones larvarias infecciosas en ovinos
se encuentran durante el invierno y principios de primavera,
principalmente en corderos de recria (Sanchez y Romero, 2005).
El desarrollo recién se ve condicionado a los 0 °C (Pandey y

col.,1989).

1.3.1. Hospedador y susceptibilidad

La poblacion de hospedadores regula en gran medida el
numero de parasitos presentes y la produccion de huevos. La
inmunidad del hospedador influye directamente en su
acumulacion, entre otros factores (Brunsdon, 1966; Claerebout y

Vercruysse, 2000). Esta inmunidad estda influenciada



16

principalmente por 4 factores: el primero es la categoria o especie,
siendo diferentes a lo largo del ciclo productivo, creando
condiciones favorables para el parasito (Michel y col., 1976). La
inmunidad obtenida por la experiencia inmune en corderos, para
H. contortus, se logra en torno a los 4 meses de edad, mientras
gue para los géneros Ostertagia spp. y Trichostrongylus spp. se
logra recién a los 8 meses (Barger y col., 1985). Esta inmunidad
adquirida no es sodlida y frente a diferentes situaciones del
hospedador o el ambiente, puede romperse. El segundo es el
estado nutricional y salud, que directa o indirectamente afecta la
condicion inmunoldgica del hospedador (Coop y col., 1999). El
tercero es el estado fisioldgico, que ante determinadas situaciones
gue generen inmunosupresion como la lactaciéon, favorecen la
acumulacion de parasitos. (Nari y col., 1977; Fleming y col.,
1989). Por ultimo, la genética de los hospedadores, los cuales es
posible clasificarlos como susceptibles o resistentes, segun la
predisposicidn a acumular y multiplicar parasitos. Existen
animales resilientes, que son animales resistentes donde se logran
establecer los parasitos, pero que provocan en términos relativos
a la media de los animales, menor dafo clinico (Albers y col.,

1987; Castells, 2002; Zvinorova y col., 2016).
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1.3.2. Haemonchus contortus como agente etioldgico

Haemonchus contortus prevalece en areas tropicales y
subtropicales con temperaturas calidas y regiones donde
predominan los veranos y otofos lluviosos (Gordon, 1948; Levine
y Todd, 1975). La aparicién en zonas templadas frias es posible
dentro del rango de tolerancia a las condiciones climaticas
estacionales, y es favorecida por la posibilidad de presentar
hipobiosis en la fase de L4, para extender la etapa parasitaria y
atravesar estaciones desfavorables a las fases de vida libre. Este
fendmeno fue descrito tiempo atrds en Inglaterra, donde los
brotes de haemonchosis eran esporadicos y estaban asociados con
largos periodos de inhibicién de Ls y una etapa de vida libre corta
(Connan, 1975; Waller y Thomas, 1975).

Fue caracterizado por primera vez en 1803 por Rudolphi®.
Inicialmente, el parasito se denomindé Strongylus contortus
(Ransom, 1906; Parnell, 1963), sin embargo, no fue hasta la
década de 1900 que H. contortus se convirtié en la nomenclatura
aprobada (Gibbons, 1979) (Tabla 3). Estudios morfoldgicos
permitieron separar y clasificar por caracteristicas estructurales a
machos y hembras adultos (Gibbons, 1979; Jacquiet y col., 1995,

1997; Giudici y col., 1999a; Lichtenfels y col., 1994, 2002).

> Fue el primero en describir a estos nematodos en Enterozoorum,

Sive Vermium Intestinalium Historia Naturalis (1808-1810).
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Taxon Nombre
Phylum Nematoda
Clase Secernentea
Subclase Rhabditia
Orden Strongylida
Superfamilia Trichostronglyloidea
Familia Trichostrongylidae
Género Haemonchus
Especie H. contortus
Nombre comun “Gusano rojo de cuajo o palo de barbero”

Tabla 3. Clasificacion taxondmica de H. contortus

La historia de H. contortus es compleja, y aunque se
reconoce como un patégeno dominante de ovinos y caprinos
domeésticos, su origen esta vinculado a un conjunto de antilopes
en Africa subsahariana en la era Cenozoica, que se inicié hace 66
millones de afios y se extiende hasta la actualidad. El movimiento
del ganado por los seres humanos ocasioné su distribucién
alrededor del mundo (Hoberg y col., 2004). Las diferentes zonas
climaticas, el cambio constante de los habitats, la transicion
ecoldgica del ambiente y la rotacidén de la fauna circunscrita en el
tiempo, influyeron y definieron las oportunidades para Ila
colonizacidon geografica, cronoldogica y del hospedador. En la
actualidad es considerado esencialmente ubicuo en pequenos

rumiantes en el mundo.
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Este parasito es de regular tamafo y puede ser observado a
simple vista. El macho adulto tiene un tamafio entre 19 a 22 mm,
presenta una bolsa copulatriz utilizada para mantener abierta la
abertura genital de la hembra durante el apareamiento formada
por tres lébulos, dos laterales bien desarrollados y uno dorsal
pequeno y asimétrico, con un rayo dorsal en forma de letra “Y”
donde cada una de las ramas termina en forma bifurcada. Las
espiculas son relativamente cortas, poseen una protuberancia en
forma de gancho cuya distancia a la punta terminal es mayor en
la espicula derecha que en la izquierda (Giudici y col., 1999a).
Poseen un gubernaculo® que mide 200 um x 25 um (Lukovich,
1985).

La hembra adulta mide entre 25 a 34 mm, el Utero de color
blanco opalino se enrolla en forma helicoidal alrededor del
intestino, que le da el caracteristico aspecto de “palo de barbero”.
La vulva se localiza en el tercio posterior del cuerpo, y puede estar
protegida por ensanchamientos cuticulares llamados solapas
vulvares. Aquellas hembras que no presentan solapa vulvar se
clasifican como lisas, y las restantes dependiendo de la forma que
adquieran se clasifican en “botoniforme” o “lengletiforme”.
Ambos se caracterizan por el contenido rojizo de su tubo digestivo

(Lukovich, 1985).

6 Esclerotizaciones accesorias de la pared de la cloaca que sirve de
guia a las espiculas cuando éstas se extienden.
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Las L3 de H. contortus son delgadas de tamafo mediano y
miden entre 600 a 805 um de largo (Tabla 4). Su cavidad bucal
es ovalada y presenta una pequefa plaqueta quitinosa de color
oscuro. La cola es de tamafio medio con terminacion conica
generalmente arrugada que se adelgaza gradualmente
terminando en una prolongacion filamentosa. Se observan

dieciséis células intestinales (Niec, 1968).

Otros autores Niec
Largo total 600-805 675-761
Largo de eséfago 119-175 90-140
Largo de cola con vaina larval 119-149 124-160
Largo filamento 60-120 67-101

Tabla 4. Medidas minimas y maximas en micrometros (um) de Ls

de H. contortus

Los huevos son regulares, grandes, elipsoidales,
ligeramente aplanados en los polos y la moérula no llena por
completo la cavidad. El rango de tamano promedio oscila entre
76-81 x 44-46 um. Las hembras tienen un elevado potencial
bidtico, siendo capaces de oviponer entre 5.000 a 10.000
huevos/dia, lo que resulta en millones de huevos liberados a las

pasturas en corto tiempo. En condiciones ideales de temperatura
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(31-34 °C) y una humedad relativa superior al 85%, las larvas
eclosionan de los huevos en las heces.

En climas calidos y humedos favorables, las Ls pueden
sobrevivir en las pasturas hasta un afio. Por el contrario, en climas
frios, la supervivencia suele ser de semanas a algunos meses
(McKenna, 1998; Sutherland y Scott, 2010). Una vez ingeridas,
las L3 infecciosas se desenvainan en el estbmago, penetran en la
mucosa del abomaso y mudan a larvas de cuarta fase, que
regresan a la luz del abomaso y se convierten en adultos. Las L4
se distribuyen en mayor medida en el area fundica anterior y estan
casi completamente ausentes en la regién pildrica. Sin embargo,
los adultos se distribuyen en la regién fundica posterior del
abomaso mas cerca del area pildérica, debido a que seleccionan un
sitio de alimentacion mas propicio, o es un intento por evitar la
reaccién inmunoldgica del hospedador por Ls en etapas anteriores
(Dash, 1985). Posteriormente, entre 9 y 12 dias después de la
infeccion las L4 regresan a la luz y mudan una ultima vez a la fase
preadulta para luego convertirse en adultos maduros
reproductivos y asi finalizar el ciclo de vida. La prepatencia es de
3 semanas.

La fisiopatologia de la haemonchosis y los signos clinicos
asociados estan relacionados principalmente con la anemia, que
es el signo clinico patognomodnico, que se desarrolla como

consecuencia de la actividad del parasito para alimentarse de
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sangre (Levine, 1980; Urquhart y col., 1996). La pérdida de
sangre comienza con el desarrollo de la cuarta fase larvaria
(Ménnig, 1950), y la anemia se detecta por primera vez entre los
10 o 12 dias después de la infeccién (Hunter y McKenzie, 1982).
Se estima que los parasitos adultos extraen entre 30 y 50 ml de
sangre por dia (Dargie y Allonby, 1975). Después de 11 dias con
una infeccion con 10.000 larvas infestantes, se produce una
pérdida de sangre diaria de 30 ml en ovinos adultos (Albers y Le
Jambre, 1983). La severidad de la enfermedad estd intimamente
relacionada con el nimero de larvas que se establecen en el
hospedador, debido a que existe una fuerte correlacidon entre la
pérdida de sangre y el nimero de parasitos adultos (Le Jambre,
1995). Por todo esto, el resultado de la infeccion por H. contortus
depende de la tasa de ingestion de las larvas infestantes, la
capacidad del hospedador para rechazarlas y la destreza de este
para reponer la sangre perdida.

El periodo prepatente’ que oscila entre los 14 y 28 dias y el
alto potencial bidtico con elevada produccion de huevos,
garantizan la variabilidad genética, permitiendo cambios
adaptativos respecto al clima.

Los signos clinicos de la enfermedad dependeran del nimero

de adultos y larvas presentes en el abomaso, y de la variacién en

7 Tiempo que media entre la ingestion de las larvas infestantes y la

deteccion de los primeros huevos en materia fecal.
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la susceptibilidad de cada animal y, hasta cierto punto, de su
estado nutricional. Ninguna categoria animal estd asociada
especificamente, aunque la enfermedad es mas comun en
corderos que no han adquirido inmunidad natural. También es
comun en ovejas lactantes, principalmente si la temporada de
partos coincide con el final de un periodo de hipobiosis parasitaria.
Existe una gran variacién entre las razas y su resistencia a la
enfermedad con una ventaja significativa para las razas adaptadas
(Mugambi y col., 1997). La diarrea no es tipica de la
haemonchosis, y la materia fecal es firme y escasa, sin embargo,
esta parasitosis puede ocurrir al mismo tiempo con infecciones por
otros nematodos que si la causan (Eysker y col., 1980).

La haemonchosis ovina se caracteriza por una anemia aguda
de origen hemorragico, debido a la accidon hematdéfaga del parasito
adulto que puede ingerir 0,05 ml de sangre por dia (Urquhart y
col., 1987), por lo que una carga de 5.000 H. contortus consumen
250 ml de sangre diarios (Suarez y col., 2007). Esta parasitdsis
se encuentra asociada de forma negativa con la temperatura, la
heliofania y la evapotranspiracion de una regién y de forma
positiva con la humedad minima y media (Illanes, 2021).

Es posible clasificar la presentacion clinica en:

1. Hiperaguda

Es relativamente rara. Se caracteriza por la muerte subita

de animales aparentemente sanos, debido a la pérdida masiva de
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sangre con hasta 30.000 adultos, que causan una gastritis
hemorragica, ademas de anemia terminal (Dunn, 1978). A la
necropsia se observa una gastritis hemorragica (Urquhart y col.,
1987). Se asocia a infecciones con elevada carga parasitaria,
derivada de muy altas tasas de contaminacion de larvas en el
pasto.

2. Aguda

Dos semanas post-infeccidn se presenta la anemia, con una
drastica y progresiva caida del hematocrito. La carga parasitaria
puede ser de entre 2.000 y 20.000 adultos por animal (Urquhart
y col., 1996). En esta fase, el sistema hematopoyético no se
encuentra todavia completamente activado, para después
estabilizarse por el aumento de la eritropoyesis (Suarez y col.,
2007). Sin embargo, el hematocrito vuelve a caer debido al
agotamiento y falla de este sistema, como consecuencia de la
anorexia y la continua pérdida de hierro y proteinas. A la
necropsia, se observan mucosas palidas y edema en cavidad
abdominal y abomaso. El contenido abomasal es color marrén
oscuro debido a la sangre, y la mucosa presenta lesiones
hemorragicas en forma de petequias (Angulo-Cubillan y col.,
2007).

3. Crénica

Esta asociada a una infeccion con baja pero persistente

carga parasitaria. La dieta de los animales es deficitaria y no
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puede cubrir las pérdidas de sangre ocasionadas por los parasitos.
Los signos clinicos observados son: pérdida progresiva de peso,
debilidad, anorexia y anemia (Urquhart y col., 1987). Esta forma
es mas comun en ambientes criticos para el desarrollo de las fases
de vida libre con periodos climaticos desfavorables y cuando las
medidas de control no son efectivas.

En definitiva, la haemonchosis ovina puede manifestarse en
una amplia gama de formas clinicas de acuerdo con el estado
inmunoldgico, fisioldgico y nutritivo de los animales o la carga
parasitaria que alberguen y se hace mas compleja en entornos de
resistencia antihelmintica (Suarez y col., 2007). Por ejemplo, en
ovejas de cria con una carga parasitaria baja se observa una
pequena reduccion (3%) en el peso vivo en pasturas de buena
calidad, que tienden a compensarse cuando apenas mejoran las
condiciones de alimentacion u ocurren cambios fisioldgicos como

el destete (Illanes, 2021).

1.3.3. Fases de vida libre de Haemonchus contortus

El desarrollo desde huevo no embrionado hasta larva
infecciosa abarca una serie de etapas de vida libre y procesos
individuales pre-infecciosos (Silverman y col., 1959; Levine y
Todd, 1975; Todd y col., 1976) que pueden dividirse en dos

procesos principales: desarrollo a larva infecciosa con posterior
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migracion y supervivencia larvaria (Levine, 1963). La
temperatura, la humedad y las precipitaciones son los principales
factores que determinan la tasa de éxito y la velocidad de
desarrollo de las fases de vida libre.

El desarrollo 6ptimo de las L3 ocurre con una humedad
superior a 70% en la materia fecal y una temperatura de 23 °C
(Rossanigo y Gruner, 1995). Sin embargo, estos resultados son
dificiles de relacionar con la influencia de las precipitaciones y el
momento de la deposicién fecal. Los huevos de H. contortus
pueden sobrevivir en condiciones secas en el campo, pero cuando
la humedad en la materia fecal es <5% dentro de las 48 horas
posteriores a la deposicion, solo el 6% de los huevos se mantienen
viables (Berbigier y col. 1990).

Es posible afirmar que el tiempo requerido para la eclosidn
de los huevos, el desarrollo de las fases de vida libre y la tasa de
éxito estd fuertemente regulado por la temperatura. Las
caracteristicas principales y sus efectos para este desarrollo son:

1. Efecto de la temperatura

En H. contortus, el estadio mas susceptible al frio en las
fases de vida libre son los huevos no embrionados, seguido de las
L2, las L1, los huevos embrionados y por ultimo las L3 (Todd y col.,
1976). Una pequefia proporcién de huevos embrionados es capaz

de sobrevivir a temperaturas de aproximadamente 2,2 a 1,1 °C
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durante un maximo de 2 meses (Silverman y col., 1959). Cuando
la temperatura minima excede los 10 °C y la maxima oscila
alrededor de los 18 °C, los huevos pueden sobrevivir hasta 5 dias
viables después de la deposicion. La eclosidn es rapida a altas
temperaturas 14-16 horas a 37 ©°C (Berberian y col, 1957),
aunque es poca o nula a 40 °C (Todd y col., 1976). El porcentaje
de eclosion varia entre el 50% a 18 °C y del 100% a 21 °C (Barger
y col., 1972). A 20-25 °C con una humedad relativa del 100%, las
larvas tardan un minimo de 3 y 4 dias en completar su desarrollo
(Levine y Todd, 1975). A 8-10 °C es posible encontrar larvas de
primer estadio entre los dias 5 y 18 (Berberian y col., 1957) pero
ninguna a 7,2 °C (Silverman y col., 1959). En zonas tropicales
himedas las Lz aparecen después de 11 dias a 11 °C, 5 dias a 21
O0Cy 3 dias a 37 °C. Una mortalidad minima y un desarrollo éptimo
ocurren en el rango de 20-30 °C en la mayoria de los nematodos
de los rumiantes, siempre que la humedad no sea una limitante.
En condiciones de laboratorio con humedad y temperatura
controladas entre los 0 °C y 35 °C, y una humedad relativa entre
70y 100% (media de 85%), el porcentaje maximo de eclosién es
de 45% a una temperatura de 25° C en un tiempo de 13 dias
desde la eliminacidn de los huevos, y el minimo es de 1% con una
temperatura igual o menor a 10° C a los 19 dias (Coyne y col.,

1992) (Fig. 3).
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Figura 3. Curva de los diferentes porcentajes de eclosion a
diferentes temperaturas en condiciones de laboratorio (Coyne y
col., 1992)

2. Efecto del microclima en la pastura

La distribucion de las precipitaciones, la evaporacion, la
humedad, el almacenaje de agua en el suelo y las condiciones de
las pasturas son determinantes en el desarrollo de H. contortus.
El porcentaje de larvas recién nacidas que se desarrollan con éxito
hasta L3, dependen del tiempo que tardan las precipitaciones en
superar la evaporacion acumulada. Si esto ocurre dentro de un
periodo de 1 semana, el 90% de L; se desarrolla hasta Ls,
mientras que disminuye al 50% si las precipitaciones tardan 3
semanas en superar la evaporacién (Barger y col., 1972). Las

condiciones Optimas para la eclosién de los huevos y desarrollo de
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H. contortus es cuando las precipitaciones efectivas durante siete
dias consecutivos mayores a 16 mm, exceden a la evaporacion
acumulada en al menos 3 mm durante los primeros dos dias
después de la deposicion fecal y la temperatura del aire es de 16°
C o mas (Barnes y col., 1988).

Una evaluacidon visual del verde de las pasturas puede
usarse como un indicador cualitativo de la disponibilidad de la
humedad para una poblacién en las fases de vida libre (Besier y
col., 1993). El riego en pasturas con heces contaminadas aumenta
el contenido de agua del suelo, la humedad del aire y favorece la
migracion de las Lz (Gruner y col., 1993; Uriarte y Gruner, 1994).
Los efectos de la humedad y las condiciones microclimaticas
influyen en la velocidad y éxito en la transicion de huevo a larva
infecciosa y en conjunto con datos cuantitativos del desarrollo de
las fases de vida libre, pueden proporcionar un enfoque diferente
en respuesta a las condiciones macroclimaticas?.

3. Efecto de la desecacién

Al igual que la temperatura, la susceptibilidad a Ia
desecacidon es un factor importante en la supervivencia de las

fases de vida libre y presenta diferencias entre especies. La baja

resistencia a la deshidratacion que predomina en zonas con

8 Condiciones climaticas que abarcan una gran extensién o region,

generalmente mayor a 300 km.
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veranos calidos y humedos es caracteristica de H. contortus. En
climas tropicales secos, el secado de la materia fecal se produce
rapidamente después de la deposicidon. La humedad fecal cae por
debajo del 5% después de 48 horas, con temperaturas minimas
diarias del aire de 21 °C y sin precipitaciones. En dicho periodo y
en esas condiciones, el 6% de los huevos de H. contortus
conservan su viabilidad, en comparacion con el 36% de los huevos
de T. colubriformis (Berbigier y col., 1990). Sin embargo, en
condiciones de baja evaporacidon y temperaturas maximas mas
bajas, la humedad fecal en el momento de la deposicion permite
la eclosién de algunos huevos. Una masa fecal desecada funciona
como reservorio de larvas infecciosas, con una posterior liberacién
masiva después de alguna precipitacion (Amaradasa y col., 2010).
Es evidente que las larvas infecciosas pueden permanecer dentro
o en la superficie del suelo, asi como en la vegetacion,
proporcionando un potencial reservorio (Amaradasa y col., 2010;
Van Dijk y col., 2011). Las L3 de H. contortus tienen la capacidad
de tolerar la desecacion en la materia fecal seca, aunque en cortos
periodos de tiempo (Berbigier y col., 1990). En ausencia de lluvia,
con humedad relativa moderada y contenido de humedad fecal
baja, en un periodo de 8 dias, no se produce la migracién de las

L3 (Rossanigo y Gruner, 1995).
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La migracion de las larvas infecciosas es el paso final en la
ecologia de las fases de vida libre. EIl movimiento lateral desde la
materia fecal y el vertical hacia el pasto, son esenciales en esta
fase y estdn sujetos a caracteristicas de comportamiento
especificas (Van Dijk y col., 2011). Cuando las reservas de energia
son adecuadas y la humedad y la temperatura lo permitan, el
movimiento sera direccional y al azar (Crofton, 1954). Siempre
que los factores microclimaticos se encuentren en el rango éptimo
para la supervivencia, la humedad determina la velocidad y la
distancia de la migracion. A temperaturas de 25 - 27° C y una
humedad relativa de 30-50%, las larvas infecciosas migran de la
materia fecal dentro de las 24 horas después de completar su
desarrollo (Crofton, 1948; Van Dijk y col., 2011). Durante los
meses mas calidos se presenta un rapido agotamiento de entre 2
a 4 semanas de las larvas en las pasturas, aunque pequefas
cantidades continlan migrando durante mas de 4 meses en
condiciones mas frias (Rose, 1964). La migracién de las larvas a
las pasturas aumenta cuando hay precipitaciones, y tal aumento
es directamente proporcional a la intensidad y frecuencia de éstas
(Catto, 1982).

El movimiento de las L3 de los nematodos esta facilitado por
una pelicula de humedad en el pasto brindada por la lluvia o el

rocio. Cuando la humedad no es un factor limitante, Ila
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temperatura ejerce una mayor influencia sobre la migracién
(Stromberg, 1997). Es sabido que las tasas de migracion de las Ls
y desarrollo de los nematodos aumentan con la temperatura
(Levine y Todd, 1975), asi como de la materia verde que les
proporciona un entorno favorable (Barger y col., 1972). La
migracion de H. contortus en climas templados se produce en un
periodo de 3 semanas después de la eclosidon (Donald, 1968), sin
embargo, en algunas ocasiones se produce una rapida migracién
al pasto desde la materia fecal una vez que se completa el
desarrollo (Gibson y col., 1976).

En la migracién lateral de H. contortus en las pasturas, mas
del 90% de las larvas infecciosas se mueven dentro de los 5 cm
desde la materia fecal y muy pocas mas alla de los 20 cm (Crofton,
1948). La migracidén se interrumpe principalmente cuando el clima
es calido y seco (Skinner y col., 1980). La altura del pasto al
retener humedad influye en la migracion larvaria (Amaradasa y
col., 2010). Una humedad relativa alta, ya sea por precipitaciones,
rocio, niebla, etc., es suficiente para la migracién larval (Van Dijk
y col., 2011). En las primeras horas de la mafnana la recuperacion
de larvas es mas alta, debido a la disponibilidad de humedad por
el rocio o porque la humedad relativa es alta en ese momento,
antes de que la temperatura aumente durante el dia (Rees, 1950;

Aumont y col., 1989).
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En la migracién vertical de las larvas infecciosas en las
pasturas, la hora del dia tiene poca influencia (Krecek y col.,
1991), aunque, el numero medio maximo de larvas se da en la
mafiana, mientras que el niumero minimo se da en la tarde
(Chaudary y col., 2008). Las L3 tienen la capacidad de sobrevivir
a ciclos repetidos de desecacion y rehidratacion sin efectos
deletéreos significativos (Lettini y col., 2006). Cuando las Lz son
sometidas a condiciones de humedad continua se mantienen
activas, esto hace que desperdicien sus recursos energéticos con
mayor rapidez, lo que las conduce a la muerte en unas semanas.
Sin embargo, en condiciones secas se deshidratan y se vuelven
inactivas, es decir, entran en anhidrobiosis y se mantienen viables
durante largos periodos de tiempo en la pastura. No obstante, es
importante remarcar que la humedad es esencial para el
desarrollo de los huevos hasta el tercer estadio larvario (O’Connor
y col., 2006). En las épocas donde las precipitaciones son
abundantes luego de la deposicién fecal en las pasturas, la
migracion larval desde la materia fecal se ve favorecida. En estas
condiciones donde se mantiene la humedad, la recuperacion de
las larvas es exclusivamente desde la pastura, sin embargo, en la
ausencia de las precipitaciones, las larvas se recuperan
principalmente del suelo y la materia fecal restante (Bullick y

Andersen, 1978). Se necesita agua generalmente en forma de
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lluvia para que las L3 migren fuera de la materia fecal. La lluvia
ligera es insuficiente para estimular la migracién, sin embargo, las
intensas producen el movimiento de las Ls. Siempre que el
contenido de humedad fecal sea mantenido por las lluvias, y estas
sean suficientes, la tasa de migracion aumentara
significativamente. Entre 25 a 27° C y escasas precipitaciones,
aproximadamente el 40% de las L3 abandonan la materia fecal
(Wang y col., 2014). En general, la epidemiologia de H. contortus
depende significativamente de la situacidon microclimatica a corto
plazo, mas que de la variacion del clima a largo plazo, por lo que
el nivel de L3 en las pasturas puede modificarse en pocos dias
(Agyei, 1997). Dado que el agua libre no es necesaria para el
movimiento vertical, al menos en condiciones de humedad relativa
moderada (Van Dijk y col., 2011), la correlacion positiva entre la
cantidad de Ls liberadas a las pasturas y el agua libre se da
principalmente por la liberacidon de éstas desde la materia fecal.
Las L3 son la fase de vida libre mas resistente a las
temperaturas extremas y la desecacion (Barger y col., 1972). La
supervivencia de las larvas infecciosas es mayor a temperaturas
mas frias con niveles altos de humedad relativa. La tasa de
supervivencia presenta una forma de desintegracién exponencial

(Bargery col., 1972), en la cual se observa una caida rapida inicial



35

de la contaminacién seguida de una cola prolongada (Leathwick y
col., 1992).

Segun Leathwick y col. (1992), el 50% de la poblacion
larvaria infecciosa inicial en las pasturas permanece después de
31 dias. Barger y col. (1972) estima una semivida poblacional de
93 dias con 85% de humedad relativay 12 °C, 9 dias con 35% de
humedad relativa y 28 °C y 9 dias también con 65% de humedad

relativa y 20 °C (Fig. 4).
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Figura 4. Curvas de supervivencia de L3 de H. contortus
bajo diferentes rangos de temperatura y humedad relativa.

Adaptado de Barger y col., 1972.
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La capacidad de las L3 para resistir las temperaturas frias en
condiciones naturales facilita la supervivencia de las poblaciones
de vida libre en el invierno. En las regiones con lluvias de verano
las L3 de H. contortus desarrolladas a partir de huevos depositados
a fines del verano y principios del otofio, pueden sobrevivir
durante todo el invierno manteniendo su infectividad para la
ingestidon en primavera (Southcott y col., 1976; Anderson y col.,
1978). En regiones con lluvias invernales, la supervivencia de las
Lz de H. contortus en las pasturas desde finales de otofio hasta
mediados de primavera se correlaciona con el porcentaje de
humedad disponible y las bajas temperaturas (Besier y col.,
1993). Un verano tipicamente seco crea una barrera eficaz para
el desarrollo y supervivencia de las Lz de H. contortus (Besier y
col., 1993) convirtiéndose en un evento estacional 6ptimo de
descontaminacion de las pasturas (Southcott y col., 1976). En
regiones tropicales himedas, solo el 10% de la poblacién de larvas
infecciosas en las pasturas de H. contortus sobreviven después de
4 a 7 semanas (Banks y col., 1990). Con la disponibilidad de
suficiente humedad, las larvas infecciosas pueden sobrevivir
largos periodos de tiempo a bajas temperaturas y condiciones
climaticas moderadamente secas. Lo contrario ocurre en
condiciones mas calidas y humedas donde los periodos de

infectividad en las pasturas son relativamente mas cortos, debido
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al rapido agotamiento de las L3 en el suelo y los reservorios en la
materia fecal (Morley y col., 1980).

Cada especie parasitaria necesita diferentes grados de
temperatura y humedad para su optimo desarrollo. H. contortus
se ve favorecido por el clima templado calido y su desarrollo se ve
condicionado por debajo de los 11 °C (Levine y Todd, 1975). Las
pasturas de leguminosas y gramineas crean un microambiente
favorable, debido a que brindan proteccién a las Ls, por el
contrario, la labranza de la tierra las deja expuestas a la
desecacion. La principal proteccién de las fases de vida libre es la
materia fecal, que les ofrece las condiciones de humedad vy
temperatura necesarias para su desarrollo inicial y posterior
supervivencia, sin embargo, ciertos hongos presentes en la
materia fecal y el suelo pueden actuar de manera desfavorable,
ya que destruyen dichas larvas (Saumell y col., 2000).

En otofo las condiciones climaticas como la temperatura y
la humedad ambiental son favorables para la supervivencia de las
L3 y estas pueden llegar a sobrevivir por mas tiempo (Suarez,
1985). En el caso de los ovinos, el comportamiento y el manejo
de éstos favorece la contaminacion y la dispersion, ya que el
pisoteo de los animales en el pastoreo destruye la materia fecal y
disemina las L3 en las pasturas. Altas cargas obligan a los animales

a cambiar sus habitos de pastoreo presiondndolos a comer cerca
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de la materia fecal y el suelo, favoreciendo la ingestion de las
larvas. La restriccién de pasto propia del invierno favorece el
riesgo de infestacion, mientras que la sobreoferta en la primavera
disminuye este riesgo (Suarez y col., 2007). El tiempo de vida de
las fases de vida libre, esta limitado al lapso transcurrido entre la
contaminacion y el inicio del verano, alcanzando asi un maximo
de 7 meses en contaminaciones realizadas en otofio, dado que las
condiciones estivales serian las responsables de la mortandad de
estas fases larvarias (Pereira y col., 2006). Se debe tener en
cuenta que la materia fecal de los ovinos se deseca rapidamente
debido al tamafo y menor contenido acuoso de la misma,
disminuyendo asi el tiempo que actua como reservorio de las fases
de vida libre (Fiel y col., 2013).

Por otro lado, Haemonchus spp., Trichostrongylus spp. y
Teladorsagia spp. han evolucionado un mecanismo adaptativo de
detencidn del desarrollo, denominado hipobiosis®, para sobrevivir
a condiciones ambientales adversas, como el frio del invierno o el
calor del verano y asi garantizar su supervivencia (Bowman vy
Georgi, 2009). Existen dos tipos de desarrollo detenido en los

nematodos gastrointestinales. El primero se denomina detencion

° Cese temporal en un punto preciso y temprano del desarrollo de
los nematodos, con un elemento facultativo, que ocurre solo en ciertos
hospedadores, en ciertas circunstancias o en ciertas épocas del afio y que
afecta solo a una parte de estos (Michel, 1974).
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inmunomediada, y es provocada por factores relacionados con el
hospedador o con los parasitos en cualquier época del ano. El
segundo se denomina detencién inducida estacional vy
generalmente ocurre en la misma época cada afo. Este ocurre
cuando el medio ambiente se torna desfavorable para Ila
supervivencia y se establece una estrategia para resistir dentro
del hospedador. Este tipo de hipobiosis es provocado por un
estimulo ambiental externo y parece ser la forma predominante
de hipobiosis en H. contortus (Gibbs, 1986). Existen factores que
pueden actuar en combinacidon o por separado, para provocar L4
hipobidticas. Estos factores pueden ser: a) relacionados con el
hospedador, como la inmunidad adquirida y la edad; b)
relacionados con los parasitos, incluida la densidad poblacional y
la predisposiciéon genética; y c) factores ambientales, como
temperatura, humedad y duracién del fotoperiodo (Gibbs, 1982;
Fiel y col., 2009).

Es mas probable que los factores ambientales sean los
desencadenantes involucrados, debido a que las Ls hipobidticas
parecen ser mas estacionales. La hipobiosis del H. contortus es

similar al fendmeno del desarrollo detenido (diapausal®) en los

10 Estado de inactividad en el desarrollo inducido por factores

ambientales y se considera controlado genéticamente.
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insectos. Esta inactividad es temporalmente irreversible y puede
continuar hasta que se presente un estimulo especifico o haya
transcurrido un periodo de tiempo predeterminado (Sommerville
y col., 2002). Las L4 de H. contortus pueden experimentar un
estado de desarrollo detenido, permaneciendo en la mucosa del
abomaso de forma latente o metabdlicamente inactiva, durante 3
a 4 meses, tiempo en el que reanudan su desarrollo. El final de la
hipobiosis coincide con cambios en el clima, cuando el ambiente
vuelve a ser propicio para el desarrollo y la supervivencia de las
fases de vida libre (Nari y col., 1987; O'Connor, 2006).

En Uruguay, H. contortus presenta un periodo de hipobiosis
entre marzo y septiembre (otofio-invierno), con valores de hasta
el 50% de la carga parasitaria (Castells y col., 2011). En
Argentina, en La Pampa, la hipobiosis se presenta entre enero y
junio con valores entre 20 y 75% (Suarez, 1985; 1986). En la
provincia de Buenos Aires, el alcance de la hipobiosis es menor y
en un periodo mas concreto, entre mayo y junio con un valor de
40% (Sanchez y Romero, 2005). En la provincia de Corrientes, la
magnitud de la hipobiosis en H.contortus es muy baja, siendo
inferior al 5% (Illanes, 2021). A pesar de los resultados de estos
autores, es probable que los adultos logren sobrevivir en

condiciones climaticas desfavorables como adultos sin hipobiosis



41

(Capitini y col., 1990). Resulta importante en estudios de
supervivencia de larvas, estimar estacionalmente la tendencia que

adquieren o no a entrar en hipobiosis.

1.3.4. Caracteristicas del ambiente

Las diferencias climaticas estacionales, las precipitaciones y
el manejo condicionan el numero de larvas infestantes de
nematodos en las pasturas. El nivel de larvas infestantes depende
del grado de desarrollo de los huevos eliminados al ambiente, su
tasa de mortalidad, la tasa de degradacion de la materia fecal y la
desecacion ambiental, todo esto directamente relacionado con
cada especie y cada estadio. La mayor densidad de larvas en las
pasturas se encuentra por debajo de los 15 cm a partir del suelo,
y a menor disponibilidad y altura del pasto, mayor es la infeccion
en los animales (Suarez y col., 2007). La temperatura y humedad
influyen sobre los parasitos en diferente grado. El huevo
embrionado y la larva infestante son los estadios mas resistentes
(Andersen y Levine, 1968). Cada especie presenta su 6ptimo
desarrollo bajo diferentes grados de temperatura y humedad. La
principal proteccién de las fases de vida libre es la materia fecal,
que les ofrece condiciones de humedad y temperatura necesarias
para su desarrollo y posterior supervivencia. La materia fecal de

los ovinos en forma de pequenas bofigas redondeadas brinda baja
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proteccion a aquellos estadios de vida libre, que dependen
principalmente del volumen de agua y de la temperatura de estas
para su desarrollo, en comparacion con la forma de la materia
fecal de los bovinos (Mauleon y Gruner, 1984).

A nivel del suelo existe un microclimall, que esta
determinado por factores fisicos como la cobertura vegetal y el
tipo de suelo, que brindan las condiciones necesarias para
resguardar a los parasitos de la desecacion, influyendo
directamente en su supervivencia (Rossanigo y Gruner, 1995).

La migracién de las Lz puede dividirse en activa y pasiva,
donde la primera es un desplazamiento vertical u horizontal a
favor del gradiente de humedad propio de los parasitos, y la
segunda son los factores fisicos, como las precipitaciones, que
ayudan al humedecimiento y destruccion de la materia fecal,
ademas de dispersar las Ls junto con el viento, por medio de las
gotas hasta mas de un metro de distancia (Gruner y col., 1982).
En la materia fecal eliminada durante el otofio, las L3 pueden
sobrevivir por mas tiempo en las pasturas, probablemente debido
a la humedad ambiente elevada propia de la estacién (Suarez,

1985).

11 Conjunto de factores atmosféricos que caracterizan a un entorno

0 ambito reducido.
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1.3.5. Parametros y modelos climaticos

El clima caracteristico de una regién se denomina topoclima
y por lo general tiende a repetirse con regularidad en ciclos
anuales. Debido a que el clima sufre cambios de forma natural, se
estudia en periodos relativamente largos de 30 afos y en conjunto
con la vegetacion que crece en una zona, se usa para definir un
tipo de clima.

Existen parametros que influyen y definen el estado del
clima. Estos factores pueden ser geograficos (ubicacién, altura
sobre el nivel del mar y latitud), ambientales y zonales. Este
ultimo se basa en aspectos meteoroldgicos, como el sistema de
Kbppen, que se clasifica en tres zonas: cdlidas (zona tropical),
templadas (zona subtropical) y frias (zona polar). Este sistema se
basa en la clasificacidn cuantitativa del clima de la Tierra
desarrollado por Wladimir Koppen'? en 1900 (Kottek y col. 2006).
Se basa en cinco grupos de vegetacion determinados por el
botanico francés De Candolle (Sanderson, 1999), que distinguen
entre plantas de la zona ecuatorial (A), la zona arida (B), la zona
templada célida (C), la zona de nieve (D) y la zona polar (E), y

una segunda letra que considera el ciclo anual de precipitaciones

12 Geodgrafo, meteordlogo, climatélogo y botdnico ruso de origen
aleman, que elabord el sistema de clasificacion climatica de Képpen que con

modificaciones continla empleandose hoy en dia para agrupar los climas.
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y la temperatura media anual en °C. Para la realizacion de
modelos climaticos se han desarrollado varias clasificaciones
basadas en el enfoque original de Kbéppen, pero con algunas
modificaciones. Entre las mas utilizadas estan el sistema Képpen-
Geiger (Koppen, 1936; Geiger, 1954) o la modificacion Kdéppen-
Trewartha (Trewartha, 1980).

Para el estudio de los factores climaticos en el tiempo se
usan climogramas y bioclimatogramas. Un climograma es un
grafico que resume las caracteristicas climaticas principales de
una determinada regidén que representa los comportamientos de
la temperatura y las precipitaciones en un periodo de tiempo. Los
bioclimatogramas son representaciones graficas de las
precipitaciones y la temperatura, unidos por una curva cerrada.
Se construyen en un diagrama cartesiano donde en el eje X se
indican las precipitaciones mensuales y en el eje Y las
temperaturas medias. Se indican los puntos de ocurrencia de
ambas variables para cada mes del afo y se sefialan los valores
umbrales para el desarrollo de la fase externa de las especies a
analizar (Romero y col., 2001). Las regiones de clima calido y
himedo como el sur de la provincia de Corrientes favorecen las
fases de vida libre con el consecuente incremento de la
infectividad en las pasturas, permitiéndole asi el desarrollo y

dispersion durante todo el afo.
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1.4. Control parasitario basado en farmacos

La principal estrategia para el control de las infecciones por
parasitos gastrointestinales en ovinos esta basada en el uso de
seis grupos quimicos de antihelminticos, sin considerar
compuestos mas antiguos que ya no se emplean. Estos grupos
son bencimidazoles, imidazotiazoles y tetrahidropirimidinas,
lactonas macrociclicas, organofosforados, salicinanilidas vy
derivados de aminoacetonitrilo. Los mas utilizados son
ivermectina, fenbendazol, levamisol, moxidectina, y en los ultimos
afos el monepantel.

El mecanismo de accion de los bencimidazoles esta
relacionado con la inhibicién de la polimerizacién de la B-tubulina
para formar microtubulos. Requiere de un tiempo prolongado de
accidén para lograr una buena efectividad. En la mayoria de las
areas endémicas de H. contortus se presenta resistencia a los
bencimidazoles, y por lo general se utilizan en combinacién con
otros farmacos, para mejorar su eficacia.

Los imidazotiazoles y las tetrahidropirimidinas comparten su
mecanismo de accién. Ambos son agonistas nicotinicos que
producen paralisis espastica y facilitan la expulsién del parasito
vivo (Martin, 1997). El levamisol es el mas utilizado en pequefios
rumiantes, aunque el morantel todavia esta disponible en algunos

paises para su uso en ovinos. Actualmente H. contortus ha
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permanecido susceptible al levamisol durante un periodo mas
largo que a otros antihelminticos (Playford y col., 2014).

El mecanismo de accion de las lactonas macrociclicas es la
interrupcién de la transmisidén nerviosa al potenciar los canales de
cloro activados por glutamato, causando paralisis de |la
musculatura faringea y somatica de los parasitos ocasionando la
muerte y desprendimiento de éstos (Martin, 1997). Dentro de este
grupo existen diferencias farmacoldgicas entre las avermectinas,
milbemicina y moxidectina, con implicaciones en la posible
aparicion de resistencia (Lloberas y col., 2013). La moxidectina es
mas eficaz que otras lactonas macrociclicas una vez que aparece
la resistencia en este grupo quimico, incluyendo la abamectina
contra H. contortus (Lloberas, 2018).

Los organofosforados orales son el grupo antihelmintico mas
antiguo y que actualmente sigue usandose en paises donde
todavia estd disponible (Campbell y col.,, 1978). Incluye
naftalofos, triclorfon y piraclicofos que es un producto combinado.
Actian inhibiendo la actividad de la acetilcolinesterasa,
produciendo  paralisis espastica  (Martin, 1997). Son
potencialmente téxicos para los mamiferos en dosis cercanas a la
terapéutica, por lo que se requiere precauciébn para su
administracion y manipulacién. H. contortus es mas sensible a

estos compuestos (Fiel y col., 2011), sin embargo, es menos
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efectivo contra otros nematodos y especialmente contra las fases
de vida libre de algunas especies.

El grupo de las salicinanilidas comprende una serie de
compuestos que actuan inhibiendo el metabolismo energético,
despolarizando la placa neuromuscular, produciendo paralisis
espastica del parasito (Martin, 1997). Los mas importantes son
closantel, rafoxanida, disofenol y nitroxinilo, que ademas de tener
eficacia contra nematodos, son eficaces contra cestodos vy
trematodos. Son de particular importancia en nematodos
hematofagos como H. contortus ya que se mantienen ligados a
proteinas plasmaticas y tienen una actividad prolongada de
algunas semanas después de la administracién (Hall y col., 1981).

Desde la aparicién de la ivermectina, trascurrieron casi 30
anos!3 para que en el afio 2009 una nueva clase de farmacos
antihelminticos llegara al mercado. EIl monepantel, miembro del
grupo de los derivados de aminoacetonitrilo se introdujo ese aho,
con un modo de accién Unico contra los receptores nicotinicos de

acetilcolina y un amplio espectro de actividad, similar al de las

13 En 1981 la ivermectina es comercializada como una droga
antiparasitaria para uso veterinario. En la época llegé a ser la droga
antiparasitaria mas efectiva y la de mas amplio espectro jamas

desarrollada.
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lactonas macrociclicas (Hosking y col., 2010). Su uso esta
aprobado tanto para para bovinos como para ovinos.

El derquantel es el primer miembro del grupo de los
espiroindoles (Little y col., 2010), que actua como antagonista
colinérgico nicotinico. Se produce para uso comercial en
combinacion con abamectina, una lactona macrociclica. Esta
combinacion presenta alta eficacia contra poblaciones de
nematodos en ovinos resistentes a antihelminticos ya conocidos

(Little y col., 2010).

1.5. Resistencia antihelmintica

La resistencia antihelmintica puede definirse como un
cambio genético hereditario en una poblacién, que permite que
algunos individuos sobrevivan a tratamientos farmacoldgicos en
poblaciones de nematodos que por lo general son eficaces o lo
eran cuando el farmaco tuvo contacto por primera vez (Coles y
col., 1992). La World Association for the Advancement of
Veterinary Parasitology (WAAVP) dice que la resistencia esta
presente en una poblacién, si la reduccién porcentual en el
recuento de huevos después del tratamiento farmacoldgico es
menor al 95%, segun el resultado obtenido en un test de
reduccion de conteo de huevos (TRCH). En términos practicos, la

resistencia antihelmintica esta presente en una poblacién cuando
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la eficacia del farmaco cae por debajo de lo que se espera
histéricamente.

Los nematodos presentan caracteristicas bioldgicas y
genéticas como ciclos de vida cortos, altas tasas de reproduccion,
rapidas tasas de evolucion y tamafios de poblacién muy grandes
gue crean un alto nivel de diversidad genética, que favorecen el
desarrollo de resistencia a los farmacos. La aparicion de la
resistencia en una poblacién es un proceso lento y gradual, por lo
general de afios, que requiere numerosas generaciones para la
selecciéon. Es posible hablar de dos fases, una primera genética,
que se desarrolla lentamente en el tiempo y es imposible de
detectar, y una segunda que aparece rapidamente y se percibe
como un evento clinico. Esta ultima puede pasar de niveles
indetectables a niveles clinicamente importantes en corto tiempo.

Los primeros casos de resistencia fueron reportados a fines
de la década de 1950, con resistencia de H. contortus a la
fenotiazina (Drudge y col., 1957). Poco tiempo después del
lanzamiento de los bencimidazoles al mercado, nuevamente H.
contortus fue el primero en desarrollar resistencia (Conway, 1964;
Drudge y col., 1964), situacion que luego se repitidé con las
lactonas macrociclicas (Conder y Campbell, 1995). Actualmente
ha desarrollado resistencia a todas las clases de farmacos

antihelminticos utilizados (Tabla 5).
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Grupo Farmaco Afno Reporte de resistencia Pais
Bencimidazoles Tiabendazol 1961 Drudge y col. 1964 EEUU
Smeal y col. 1968 Australia
Berger 1975 Surafrica
Le Jambre y col. 1976 Australia
Parbendazol 1966 Berger 1975 Surafrica
Fenbendazol 1971 Berger 1975 Surafrica
Hogarth-Scott y col. 1976 Australia
Albendazol 1979 Gunawan y col. 1979 Australia
Eddi y col. 1996 Argentina
Oxfendazol 1975 Webb and McCully 1979 Australia
Guinan and Kieran 1980 Australia
Entrocasso y col. 1988 Argentina
Romero y col. 1992 Argentina
Mebendazol 1971 Berger 1975 Surafrica
Hall y col. 1978 Australia
Salicinanilidas Rafoxanida - Van Wyk and Gerber 1980 Surafrica
Closantel 1982 Van Wyk y col. 1982 Surafrica
Rolfe y col. 1990 Australia
Romero y col. 1998 Argentina
Organofosforados Naftalofos 1960 Greeny col. 1981 Australia
Imidazotiazoles Levamisol 1965 Greeny col. 1981 Australia
Eddi y col. 1996 Argentina
Lactonas Ivermectina 1981 Carmichael y col. 1987 Surafrica
macrociclicas Van Wyk and Malan 1988 Surafrica
Eschevarria 1989 Brasil
Craig and Miller 1990 EEUU
Le Jambre 1993 Australia
Eddi y col. 1996 Argentina
Abamectina 1985 Wooster y col. 2001 Australia
Moxidectina 1992 Vickers y col. 2001 Nueva
Zelanda
Love y col. 2003 Australia
Doramectina 1993 Terrill y col. 2001 EEUU
Borgsteede y col. 2007 Holanda
Eprinomectina 1996 Scheuuerle y col. 2009 Suiza
Derivados Monepantel 2009 Mederos y col. 2014 Uruguay
amino- 2015 Van den Brom y col. 2015 Holanda
acetonitrilos Illanes y col. 2018 Argentina

Tabla 5. Historia del desarrollo de la resistencia en H. contortus.
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Hoy en dia el control de los parasitos gastrointestinales
mediante el uso de antihelminticos es insostenible, convirtiéndose
en un problema grave y que empeora rapidamente. En Estados
Unidos el 98% de los establecimientos presentan cepas de H.
contortus resistentes a los bencimidazoles, 54% al levamisol, 76%
a la ivermectina y 47% a la moxidectina (Howell y col., 2008),
situacidn que se extrapola a la mayoria de las regiones del mundo.
Se ha comprobado que cuando aparece resistencia a un farmaco
de un grupo quimico, posteriormente se presenta en todo el grupo
(Molento y col., 1999). En la década de 1990, la prevalencia de la
resistencia aumentd de 0 a 50% en menos de 8 afios (Abbott y
col., 1995).

Dos aspectos deben ser tenidos en cuenta para comprender
los mecanismos de resistencia (Sarai y col., 2015). En primer
lugar, los muestreos aislados no son representativos de la
resistencia presente en un establecimiento, y, en segundo lugar,
las diferencias en la genética y la presidon de seleccién impuesta
bajo protocolos de tratamientos diferentes, asi como las
condiciones ambientales y de manejo, pueden generar resistencia,
ya que ocasionan cambios en los genes y en los mecanismos de
adaptacion (Chaudhry y col., 2015; Kotze y col., 2016).

La capacidad para controlar los parasitos gastrointestinales

se hizo mas dificil durante la década de 1990 y principios del 2000,
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debido a la aparicion de resistencia a tres o mas grupos de
medicamentos antihelminticos (van Wyk y col., 1990; Eddi y col.,
1996; Nari y col., 1996; van Wyk y col., 1997, 2001; McKenna,
2010). Recientemente gran cantidad de articulos han descripto la
aparicion de resistencia de H. contortus en diferentes regiones del
mundo, Papadopoulos y col. (2001) en Europa; Verissimo y col.
(2012) en América del Sur; Falzon y col. (2013) en Norteamérica;
Tsotetsi y col. (2013) en Sudafrica; Playford y col. (2014) en
Australia; Chandra y col. (2015) en Asia y Kotze y col. (2016) de
nuevo en Australia.

En la regidon, Uruguay presenta un 92% de los campos con
algun nivel de resistencia a lactonas macrociclicas, bencimidazoles
y closantel, con Haemonchus spp. Como el principal género
involucrado (Bonino Morlan, 2002; Castells y col., 2011). En
Brasil, se ha reportado resistencia multiple a todos los principios
activos en la mayoria de los estados (Echevarria y col., 1996;
Ramos vy col., 2002; Almeida y col., 2010). En el estado de Sao
Paulo se diagnosticé resistencia a albendazol e ivermectina en el
100% de los establecimientos en H. contortus y T. colubriformis
(Verissimo y col., 2012).

En Argentina, la resistencia antihelmintica se encuentra

generalizada alrededor de todo el pais (Tabla 6).
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Con Resistencia antihelmintica

Provincia Cantidad de Levamisol Bencimidazol Avermectina
establecimientos
Buenos Aires 16 2 7 7
Corrientes 9 5 9 9
Chubut 3 1 1 0
La Pampa 3 0 1 1
Santa Cruz 1 0 0 0
Tierra del Fuego 1 0 0 0
Total 33 24% 55% 52%

Tabla 6. Prevalencia de la resistencia antihelmintica en
ovinos. Argentina 2006. (Adaptado de Caracostantdgolo y col.,
2005; Cristel, 2006)

Los primeros reportes de resistencia aparecen en ovinos en
la década de 1980 (Entrocasso y col., 1988). En la década de 1990
se diagnosticdé que el 95% de las majadas en la provincia de
Corrientes presentaban resistencia (Eddi y col., 1996). La primera
comunicacidon de resistencia al Oxfendazol se realizo en la zona
deprimida del Salado (Romero y col., 1992). En el afio 2004, el
62% de los establecimientos ovinos presentaban resistencia por
lo menos a algun grupo quimico (Caracostantogolo y col., 2005).
En la pampa humeda se han reportado casos de resistencia
principalmente a los bencimidazoles (Entrocasso y col., 2008).

En el sur de la provincia de Corrientes, el 90% de las

majadas presentan resistencia a los bencimidazoles y el 73% a
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dos o mas grupos quimicos, siendo H. contortus vy
Trichostrongylus spp. los mas involucrados (Romero y col., 1998).
En el afio 2011 el closantel demostré solo eficacia en el 20% de
las poblaciones de H. contortus (Romero y col., 2013). En bovinos,
el 95,2% de los establecimientos presentan resistencia al menos
a uno de los principios activos de los farmacos utilizados y solo el
4,8% presentan susceptibilidad a éstos (Cetra y col., 2016).

Actualmente, H.contortus presenta resistencia multiple a
dos, tres y cuatro farmacos en ovinos con diferentes mecanismos
de accion, no solo en el NEA (Romero y col., 2007) sino también
en provincias del area central de la Argentina como Buenos Aires
(Entrocasso y col., 2008; Steffan y col., 2011) y Santa Fe (Anziani
y Muchiut, 2014). Es importante mencionar que, si bien se notifico
un solo caso de resistencia al naftalofos, farmaco incluido dentro
del grupo de los organofosforados, hace casi 35 afios (Green y
col., 1981), este medicamento sigue siendo efectivo, sin embargo,
recientemente se ha reportado resistencia (Lyndal-Murphy y col.,
2014). En grupos introducidos recientemente como los derivados
de amino acetonitrilo como el monepantel, también se han
reportado casos de resistencia (Mederos y col., 2014; Van de

Brom y col., 2015).
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La resistencia antihelmintica en los bencimidazoles se
demostré en la década de 1990 (Lubega y Prichard, 1990), con
mutaciones en el gen SNP F200Y. Posteriormente, se hallaron
mutaciones en los isotipos I y II de este gen (Kwa y col., 1994;
Prichard y col., 2013). La mutacion en la posicién 200 es el cambio
mas comun en H.contortus (Coles y col., 2006; Von Samson-
Himmelstjerna y col., 2009; Barrere y col., 2012). La resistencia
en los imidazotiazoles se descubridé también en la década de 1990
en H. contortus (Sangster y col., 1991; Sangster y col, 1998), con
el descubrimiento de formas truncadas en la subunidad nAChR en
los receptores de parasitos resistentes (Neveu y col., 2007;
Williamson y col., 2011; Sarai y col., 2013). Para las lactonas
macrociclicas el mecanismo de resistencia esta dado por
alteraciones en los canales de cloro (GluCls) (Blackhall y col.,
2003) y por modificaciones en la glucoproteina P (P-gp) en las
bombas de eflujo de los farmacos, ya sea por sobreexpresion
(LIoberas, 2018) o por inhibicién de los receptores (Lifschitz y col.,
2010) en parasitos resistentes. Para el closantel se reportaron
casos de resistencia en Australia en 1982 (Van Wyk y col., 1982)
y posteriormente en la década de 1990 (Rothwell y col., 1997).

En Argentina, el mayor problema de resistencia a este farmaco se
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presenta en el sur de la provincia de Corrientes (Caracostantogolo
y col., 2005; Romero y col., 2013). Por ultimo, en los derivados
de amino-acetonitrilo (AAD) se informaron casos de resistencia en
2013 en Nueva Zelanda en cabras (Scott y col., 2013), en 2014
en Uruguay (Mederos y col., 2014) y en 2018 en Argentina (Illanes

y col., 2018) en ovinos.

1.6. Diagnostico de resistencia antihelmintica

Dados los altos niveles de resistencia antihelmintica
reportados a nivel global, antes de desarrollar un programa de
control efectivo para H. contortus u otro parasito gastrointestinal,
es importante conocer el estado de la resistencia antihelmintica.
Esto se puede hacer mediante la realizacion de un test de
reduccion de conteo de huevos (TRCH), un test de eficacia
controlada (TEC) o una prueba denominada larval development
assay (LDA) o de desarrollo larval in vitro en espanol. El TRCH es
actualmente el método mas utilizado debido a que tiene la ventaja
gue se puede realizar en cualquier lugar y con cualquier farmaco.
El TEC es el método recomendado por la WAAVP como método
mas confiable para evaluar la actividad antihelmintica en
rumiantes (Wood y col., 1995), mientras que la prueba de LDA
solo se puede realizar en un laboratorio de diagndstico

especializado. Actualmente es posible clasificar las pruebas para
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el diagndstico de resistencia en varios tipos: in vitro, in vivo,
moleculares y matematicas.

Las pruebas in vitro utilizan las fases de vida libre para medir
la sensibilidad a los antihelminticos, y asi, detectar cualquier
cambio que pueda indicar la aparicion de resistencia. Son mas
econdmicas, mas rapidas, evaden el efecto del hospedador y
evitan algunas de las inexactitudes asociadas con los TRCH. Es
posible realizarlas en rangos de concentraciones inhibitorias
medias (ICso)!* y maximas. Entre estas pruebas tenemos: prueba
de desarrollo larval (Coles y col., 1988; Taylor, 1990; Gill y col.,
1995; Kaplan y col., 2007), prueba de eclosion de huevos (Coles
y col., 2006), prueba de migracion y motilidad larval (Folz y col.,
1987; Gill y col., 1991; d’Assonville y col., 1996; Kotze y col.,
2006; Demeler y col., 2010; Storey y col., 2014).

Las pruebas in vivo incluyen el test de eficacia controlada
(TEC) v el test de reduccién de conteo de huevos (TRCH) (Coles y
col., 1992, 2006). El porcentaje de reduccién del TRCH se calcula
con la media geométrica (Presidente, 1985) o la media aritmética
(Dash y col., 1988) de los recuentos de huevos en materia fecal.
La limitante de esta prueba es la ausencia de precisidn en las
técnicas de conteo de huevos en materia fecal debido a la

variaciéon bioldgica (Waller, 1997; Levecke y col., 2012).

14 Concentracidon necesaria para reducir in vitro el crecimiento de una

poblacion de organismos en un 50%.
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Las pruebas moleculares difieren para cada uno de los
grupos quimicos debido a su naturaleza molecular, lo que genera
cierta dificultad. Actualmente se usan las pruebas de polimorfismo
en la longitud de fragmentos de restriccion PCR (Ghisi y col.,
2007), PCR en tiempo real (Alvarez-Sanchez y col., 2005) y
pirosecuenciacion (Von Samson-Himmelstjerna y col., 2009).
Existe una falta de correlacidon entre las pruebas moleculares y las
pruebas bioldgicas, como el TRCH, debido a la falta de sensibilidad
de éstas pruebas bioldgicas (Krawczyk y col., 2009).

Por ultimo, estan las pruebas matematicas que modelan la
intensidad de la carga parasitaria y la magnitud del recuento de
huevos en materia fecal mediante la distribucion binomial
negatival>, que mejoran los resultados a las pruebas
anteriormente mencionadas. El uso de técnicas matematicas de
maxima verosimilitud con un modelo estadistico binomial negativo
permite calcular el porcentaje de reduccion y la carga parasitaria
para detectar de manera temprana la resistencia antihelmintica
(Torgerson y col., 2005). Se deben emplear paquetes estadisticos
en los que el error de la varianza se pueda expresar

explicitamente.

15 Distribucion discreta que modela el niimero de ensayos necesarios
para producir un numero especifico de eventos. Incluye la distribucidén de

Pascal.
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Actualmente, los métodos in vivo como el TEC y el TRCH son
actualmente considerados como referencia o gold standard para
el diagndstico de resistencia (Anziani y col., 2015). En los métodos
in vitro, las técnicas que evaluan el desarrollo de L3, son
promisorias, ya que tienen la capacidad de distinguir facilmente
entre géneros y son aplicables a varios grupos quimicos. En cuanto
a las técnicas de biologia molecular, la PCR y RAPD-PCR, son de
utilizacion dificultosa debido a la escasez de primers y experiencia

suficiente.

1.7. Control parasitario a través de estrategias

alternativas

Actualmente, la expansion y desarrollo de la resistencia
antihelmintica hace necesario explorar y validar soluciones
novedosas o redescubrir las antiguas, para tener un control mas
sostenible. Las soluciones planteadas se basan en tres principios
fundamentales de accion para interrumpir el ciclo de vida del
parasito.

1. Limitar el contacto entre hospedadores vy larvas

infestantes en las pasturas.
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2. Mejorar la respuesta del hospedador basandose en la
selecciéon genética mediante el cruzamiento de razas
resistentes y susceptibles.

3. Eliminacion de los parasitos en el hospedador utilizando
métodos antihelminticos no convencionales.

Dentro de las estrategias alternativas para este control, es
posible encontrar varios métodos. Entre ellos tenemos: la rotacion
de farmacos dentro de los grupos quimicos de amplio espectro con
previa realizaciéon de un TRCH. Sin embargo, cada tratamiento
provoca que la resistencia se desarrolle simultdneamente a mas
de un farmaco (Kaplan, 2013). El uso simultaneo de dos o mas
grupos quimicos, que genera una eficacia aditiva que ralentiza el
desarrollo de resistencia en una poblacién (Bartram, y col., 2012).

Tratamientos selectivos por el método FAMACHA®, método
clinico desarrollado en Sudafrica en la década de 1990, nombrado
asi en honor a su creador, el profesor Francois -apodado Faffa-
Malan Chart. Se basa en la observaciéon de la coloracion de la
mucosa conjuntival de los animales para clasificarlos en categorias
segun el nivel de anemia y la carga de parasitos chupadores de
sangre, como H. contortus. Consta de una escala de cinco niveles
(Tabla 7) segun los colores de la mucosa conjuntival (van Wyk y

Bath, 2002).
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Escala Coloracion Hematocrito
1 Rojo intenso  Mayor a 30,5 (No anémico)
2 Rojo rosa Entre 27,2 y 30,5 (No anémico)
3 Rosa Entre 23,9 y 27,2 (Anemia leve)
4 Rosa blanco  Entre 18,7 y 23,9 (Anémico)
5 Blanco Entre 18,7 y 11,5 (Severamente anémico)

Tabla 7. Escalas de FAMACHA® y su coloracién vs. Hematocrito

(Kaplan y col., 2004; Reynecke, y col., 2011)

El método FAMACHA® es una forma eficaz para determinar
aquellos animales que necesitan desparasitacion por
haemonchosis, mediante tratamientos selectivos, evitando
desparasitar a todos los animales de una poblacion (Van Wyk y
Bath, 2002). FAMACHA® se distribuye bajo los auspicios de la
Asociacidn Veterinaria de Sudafrica. El profesor Bath G.F.,
coordinador del proyecto de FAMACHA® en Sudéafrica, ha exigido
que la distribucion sea realizada por el ACSRPC a través del
laboratorio del Dr. Kaplan de la Universidad de Georgia, Estados
Unidos (Bath y col., 1996).

Otra estrategia es el manejo y mantenimiento de las
pasturas, basada en los conceptos de higiene que se aplican para
limitar la proliferacién de virus y bacterias (Michel, 1969)
mediante dos tipos de medidas (O’Connor y col., 2006): las

primeras son medidas sanitarias defensivas que se basan en el
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control de la dinamica del desarrollo desde huevo a L3 mediante
sistemas de pastoreo rotativo aprovechando la tasa de muerte
natural de las L3 eclosionadas y las segundas son medidas
sanitarias ofensivas, que se basan en la desinfeccién de las
pasturas, mediante el uso de mecanismos quimicos (Gonzalez y
col., 2010), fisicos (Alvarez y col., 2007; Torres Acosta y col.,
2008) y bioldgicos como hongos nematéfagos (Larsen, 2000),
taninos condensados (Houdijk y col., 2003), entre otros.
También existen programas estratégicos de rotacion de
potreros, basados en el previo conocimiento de la epidemiologia y
dinamica de las especies parasitarias de una regiéon, en
combinacion con el manejo racional de antihelminticos.
Actualmente se utilizan sistemas de pastoreo y gestidon, basados
en procedimientos similares al Hazard Analysis Critical Control
Point (HACCP) (Napoleone y col., 2011) o en la integracién de
datos sobre la biologia, epidemiologia y dinamica de las etapas de
vida libre (O'Connor y col., 2006), para desarrollar modelos
basados en computadora (Learmount y col., 2006), que permiten
ajustar mediante software especializado practicas de manejo (Van
Wyk y col., 2005), que se transmite a los productores mediante

paginas web como: WWW.WOormwise.co.nz 0

https://www.paraboss.com.au/wormboss.php.
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El pastoreo alterno con categorias menos susceptibles y
otras especies como bovinos 0 equinos ayuda a reducir la
infectividad al consumir L3 reciprocamente, disminuyendo la carga
de larvas infestantes en las pasturas.

La estimulacion de la respuesta inmune por medio de
vacunas ha demostrado reducciones significativas en la carga y en
el recuento de huevos en materia fecal en ovinos vacunados
(Smith, 1993; Knox, 2013), mediante el uso de antigenos
ocultos'® extraidos de las membranas intestinales de adultos de
H. contortus (Nisbet y col., 2016) y de un prototipo de vacuna
recombinante en corderos (Fawzi y col., 2015). La seleccion
genética de animales con una resistencia superior (Woolaston y
col., 1996; Romero y col., 1999) o una tolerancia (Bisset y col.,
1996) a las infecciones por nematodos gastrointestinales, basada
en la busqueda de animales con alta heredabilidad que puedan
transmitir esas caracteristicas a su descendencia (Woolaston y
col., 1996; Riley y col., 2009; McRae y col., 2014). Esta seleccién
se basa en la alta correlacién existente entre los valores de
FAMACHA® y el recuento de huevos en materia fecal. Estudios
realizados en el sur de la provincia de Corrientes, demostraron
que animales seleccionados como resistentes a la parasitosis

presentan un 33% de HPG menor que los susceptibles (Cetra y

16 Antigenos que no desempefian ningln papel en la interaccion

hospedador-parasito.
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col., 2015). La inmunonutricion a través de suplementos
nutricionales generan una respuesta positiva tanto para la
resistencia como para la resiliencia en infecciones por nematodos
(Coop vy col., 1999; Steel, 2003).

Ademds de todas estas estrategias, existen también
tratamientos no convencionales que no se enmarcan en ninguno
de los métodos mencionados anteriormente como las particulas
de 6xido de cobre (COWP) que tienen una eficacia significativa en
ovinos frente a H. contortus (Bang y col., 1990); compuestos
naturales de las plantas como los nutracéuticos!’ (Andlauer y col.,
2002) usados para ralentizar la dinamica de las infecciones vy
mejorar la resiliencia en los animales (Githiori y col., 2006; Torres
Acosta y col., 2008); los hongos nematéfagos como Duddingtonia
flagrans que colonizan la materia fecal y capturan las fases de vida
libre (Larsen, 2000); los taninos condensados presentes en
forrajes bioactivos!® (Houdijk y col., 2003) como las plantas
taniferas, que tienen propiedades antihelminticas contra
nematodos intestinales. Por Ultimo, varios estudios han
demostrado que es posible disefiar protocolos de introduccion de

cepas susceptibles con diferentes géneros de nematodos, en

17 Forrajes que tienen efectos beneficiosos para la salud de los
animales debido a la presencia de uno o mas metabolitos secundarios
propios de las plantas.

18 Son plantas que producen una variedad de metabolitos
secundarios con propiedades antihelminticas.
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bovinos y ovinos, con el objetivo de recuperar la susceptibilidad
del refugio y mejorar la eficacia de los tratamientos
antihelminticos (van Wyk y Schalkwyk, 1990; Fiel y col., 2017;
Muchiut y col., 2019) y asi reversionar la resistencia.

El control de la resistencia antihelmintica debe basarse en la
integracién de estrategias y enfoques de control disefados para
satisfacer las necesidades de los productores y establecimientos
(Waller, 2006). Comparar el efecto combinado de estos métodos
contra el efecto individual es dificultoso, sin embargo, a pesar de
esto se han comenzado a estudiar diferentes combinaciones de
estos como COWP y Duddingtonia flagrans con buenos resultados
en ovinos (Burke y col., 2005), suplementos alimenticios y COWP
en cabras ramoneras con resultados positivos (Martinez Ortiz de
Montellano y col., 2007) y suplementaciéon con nutracéuticos en
ovejas posparto (Kidane y col., 2010) y corderos en crecimiento
(Martinez Ortiz de Montellano y col., 2010) para mejorar la
inmunidad, entre otros.

Cuando se combinan diferentes herramientas de control,
debe tenerse en cuenta que pueden ocurrir interacciones entre
ellas. La mayoria de las veces las interacciones son positivas, pero
pueden existir interacciones negativas, cuando una bloquea el
efecto de otra. Un ejemplo de interaccion positiva es el control de

Ls mediante la rotacién de pasturas y aplicacion de un agente de
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control bioldgico como Duddingtonia flagrans o con el consumo de
forrajes bioactivos. Por otro lado, una interaccion negativa ocurre
al alimentar a los animales antes de un tratamiento antihelmintico
con bencimidazoles orales o lactonas macrociclicas, ya que el
alimento reduce el tiempo de la absorcién de los metabolitos
disminuyendo la eficacia (Sanyal y col., 1995).

Es importante remarcar que este enfoque integrador
significa una revolucién conceptual. El paso de un uso exclusivo
de farmacos antihelminticos estandarizados y altamente eficientes
hacia una combinacidn de soluciones menos efectivas, menos
definidas, pero mas sostenibles, implica que el objetivo final ya no
es la eliminacion del 100% de las poblaciones de nematodos
gastrointestinales, sino reducir las poblaciones o ralentizar la

dindmica de las infecciones a largo plazo (Jackson y col., 2009).

1.8. Planteamiento del problema

En el sur de la provincia de Corrientes, H. contortus tiene la
capacidad de prevalecer durante todo el afio, generando
infestaciones masivas sostenidas en el tiempo ocasionando una
marcada pérdida en la produccién ovina. Como se dijo
anteriormente, el desarrollo, la migracién y la supervivencia de las
Lz estan fuertemente influenciados por las caracteristicas

geograficas, ambientales y zonales propias de la region, asi como
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de factores climaticos como temperatura, precipitaciones,
humedad, balance hidrico y almacenaje total correspondientes a
cada una de las estaciones del ano.

Cuantificar la interaccidn entre estos factores y su impacto
en la dinamica de las fases de vida libre, permite disefar
estrategias alternativas, ya sean simples o combinadas de
aquellas estrategias convencionales y no convencionales, con el
objetivo principal de explicar los fendmenos epidemioldgicos vy
visualizar enfoques para crear programas de control parasitario en
la region.

Actualmente, la dificultad en el disefio de estas estrategias
estd dada por la falta de informacién epidemioldgica y el uso
indiscriminado de farmacos, dando como resultado la resistencia
antihelmintica. La finalidad principal de este trabajo es
comprender y valorar la supervivencia y viabilidad de las fases de
vida libre tanto de cepas autdctonas como de exodticas y su
capacidad de adaptacion, mediante el uso de parcelas
experimentales, y la interrelacién de éstas con las caracteristicas
ambientales y los factores climaticos, para asi establecer bases en
el uso y disefio de estrategias de control y manejo, como rotacién
de potreros, implantacion y recambio con cepas foraneas, estudios

epidemioldgicos, entre otras.
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1.9. Objetivos

1.

Describir la supervivencia, infectividad y persistencia de la
contaminacion estacional en las pasturas con larvas de cepas

autoctonas de H. contortus.

. Describir la supervivencia, infectividad, persistencia vy

capacidad de adaptacion en las pasturas de larvas de una cepa
foranea de H. contortus con un perfil fenotipico y genotipico

distinto introducida en la region.

. Determinar para las dos cepas de H. contortus el tiempo de

supervivencia y porcentaje de eclosion de larvas sembradas en
cada una de las estaciones del afio y como éstas influyen en su

capacidad infestante.

1.10. Hipoétesis del estudio

1. Las larvas de H. contortus de la cepa autdctona eclosionadas

en las distintas estaciones del afo, difieren en su tiempo de

supervivencia en las pasturas.

. Las larvas de H. contortus de una cepa foranea introducida en

la regién eclosionadas en las diferentes estaciones del afio,

difieren en su tiempo de supervivencia en las pasturas.

3. Tanto las larvas de la cepa autéctona como de la cepa foranea

de H. contortus eclosionadas en las diferentes estaciones del
afno, difieren en el tiempo de supervivencia e infectividad en

las pasturas.
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2. Materiales y Métodos

Los estudios se realizaron sobre dos cepas de H. contortus.
Una autdctona, resistente a varios antihelminticos y una exodtica o
foranea, que ademas de tener origen en una regién con factores
climaticos diferentes, ha sido mantenida por afios mediante
inoculaciones en condiciones de laboratorio.

En un primer ensayo de prueba de eclosién y desarrollo
larval se examind el tiempo de incubacidon y porcentaje de
recuperacion de larvas en un periodo determinado, a partir de
materia fecal contaminada y colocada en aparatos para cultivo en
el exterior. Se sembraron mensualmente huevos en materia fecal
en 10 dispositivos de Henriksen y Korsholm (Henriksen vy
Korsholm, 1983), colocados a la intemperie y revisados de a uno
por semana hasta el agotamiento de las larvas.

En un segundo ensayo de la persistencia de contaminacion
en parcelas, se estudio el tiempo de sobrevida de Lz en los pastos
a partir de la diseminacion de huevos con animales sembradores
en parcelas aisladas en cada estacién del afio.

La supervivencia y viabilidad de las L3 en el ambiente, se
estudid a partir de la siembra masiva de huevos con animales
“sembradores” para cada una de las cepas y en parcelas
independientes, mediante el pastoreo durante 10 dias de dos

animales “trazadores” introducidos libres de parasitos,
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mensualmente en cada una de las parcelas durante dos afos.
Luego de ser retirados se mantuvieron aislados y alimentados con
pellet de alfalfa durante 21 dias dando tiempo de madurar a los
parasitos ingeridos para luego ser sacrificados segun protocolos
de evaluacién de carga parasitaria estandar.

Para este trabajo se utilizaron 132 ovinos sacrificados y
estudiados por necropsia, 36 ovinos para distribuir la materia fecal
contaminada con las cepas estudiadas y los datos meteoroldgicos

recolectados de la estacion meteoroldgica de la institucion.

2.1. Lugar de trabajo

Se trabajo durante 2 afios consecutivos, entre los afios 2017
y 2019 en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) de la
localidad de Mercedes, sur de la provincia de Corrientes, del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) (Fig. 5).

Esta localidad presenta paisajes clasificados como altillanura
fluvio erosional, con erosion hidrica y entallamiento fluvial hacia
vias de agua principales. El riesgo de encharcamiento es la
principal limitante de los suelos. Los terrenos presentan
elevaciones de poca altura, normalmente de forma redondeada,
que se clasifican como lomas (Kurtz, 2018). La zona tiene un perfil

ganadero muy marcado debido a las limitaciones de sus suelos
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para explotaciones agricolas. Sin embargo, existen cultivos de
arroz, verdeos de invierno y pasturas tolerantes y no tolerantes a

excesos hidricos.

Figura 5. Mapa de Argentina con la ubicacién de la localidad de

Mercedes, provincia de Corrientes.

2.2. Datos climaticos
Se analizaron datos de temperatura, precipitaciones vy
humedad de la estacion meteorolégica de la EEA INTA Mercedes

con coordenadas geograficas -29.194713, -58.047595, para la
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elaboracion de <climogramas y bioclimatogramas. Para
correlacionar esta informacion con los datos parasitoldgicos se
estudiaron los siguientes factores:

e Temperatura: la temperatura de una regién se calcula
durante un periodo de tiempo (semanal, mensual,
estacional, anual, etc.). Se tuvieron en cuenta la
temperatura maxima absoluta (TmaxA), temperatura
media maxima (TMMax), temperatura media CARACTER,
temperatura minima absoluta (TminA) y temperatura
media minima (TMMin).

e Humedad relativa maxima, media y minima: es la
cantidad de vapor de agua en el aire. Se expresa en
porcentaje (%) y varia entre 0% (completamente seco) y
100% (completamente saturado) en un periodo
determinado.

e Precipitaciones acumuladas (PA): las estaciones
meteoroldgicas miden la cantidad, frecuencia, periodo e
intensidad de las lluvias. La cantidad se mide en mm vy la
frecuencia en dias.

e Evapotranspiracion potencial acumulada (EPA): es la

pérdida de agua producto de la evaporacion del agua en
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el suelo y la transpiracion de las estomas de las plantas
en un periodo de tiempo (Fernandez-Long y col., 2012).

e Balance hidrico mensual (BHM): es la resta entre las
precipitaciones y la evapotranspiracién potencial. Cuando
las precipitaciones superan a la evapotranspiracion, el
suelo comienza a recargarse de agua hasta su maxima
capacidad, a partir de ese momento este exceso se pierde
por escorrentia y percolaciéon (Pizzio y col., 2021).

e Almacenaje total (AImT): resulta de la interaccién entre la
oferta de agua, infiltracién, retencion en el suelo y la
demanda de agua dada por la evapotranspiracién. Cuando
el almacenaje es positivo se considera que el agua
precipitada ingresa al suelo, constituyendo una reserva
para los dias siguientes. Cuando el almacenaje es
negativo indica que el suelo se esta secando, y esa
cantidad de agua se pierde a través de la
evapotranspiracién (Fernandez-Long y col., 2012).

En marzo de 2017 se inicid6 con la recoleccién de la

informacion para la elaboracién de climogramas vy
bioclimatogramas, desde la estacién meteorolégica convencional

del Sistema de Informacion y Gestidon Agrometeoroldgica de la
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Los registros climaticos

estacion se detallan en la

Parametro

Valor

Tipo general

Temperatura media anual (TM °C)
Temperatura maxima absoluta (TmaxA °C)
Temperatura minima absoluta (TminA °C)
Precipitacion media anual (PA mm)
Humedad relativa media (HRM %)
Evapotranspiracion media anual (ETPA mm)
Balance hidrico anual (BHM mm)

Almacenaje total media (AlmT mm)

Humedo, megatérmico?®
19,93
42,10
-5
1437,67
71,9
1083,22
354,45
159,57

Tabla 8. Registros climaticos histdricos de los ultimos 30 afos de

la localidad de Mercedes, Corrientes. Datos tomados de la

estaciéon meteoroldgica EEA INTA Mercedes (Kurtz y col, 2018)

2.3. Cepas parasitarias

Para este trabajo se utilizaron dos poblaciones, variantes o

cepas parasitarias de H. contortus. Cada una de ellas presentan

caracteristicas y peculiaridades propias, como ascendencia, origen

19 Clima caracterizado por una temperatura media anual de 25 °C
con totales pluviométricos importantes, con rangos entre 1.500 a 3.000 mm

y regulares a lo largo del afio.
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y perfil fenotipico de susceptibilidad a los antihelminticos, y en el
caso de una de ellas se conoce su perfil genotipico.

La primera es la cepa autdctona obtenida de animales de la
EEA INTA Mercedes, naturalmente infectados en el lugar de
trabajo, a la que llamaremos cepa INTA. Esta cepa esta
caracterizada fenotipicamente por su resistencia a diferentes
antihelminticos, evaluada mediante un test de reduccién de
conteo de huevos en materia fecal (TRCH), siguiendo las
recomendaciones de la World Association for the Advancement of
Veterinary Parasitology (WAAVP) (Coles y col., 1992), con

resultados que se muestran en la tabla 9.

Antihelmintico % de reduccion
Fenbendazol 0
Ivermectina 1% 0
Fenbendazol + levamisol 66
Levamisol 78
Closantel 85

Tabla 9. TRCH para la cepa autéctona o cepa INTA en el afio 2017.

La segunda es una cepa “foranea” para la zona, originaria
de la provincia de Buenos Aires aislada afios atras en el CEDIVE,
de una majada de consumo del establecimiento “La Feliciana”
(Chascomus) donde la aplicacién de antihelminticos en ovinos es

practicamente nula. Fenotipicamente esta cepa es susceptible a
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bencimidazoles, ivermectina, closantel y levamisol. A esta la
llamaremos cepa CEDIVE, la cual fue estudiada también por su
perfil genotipico en relacion con su susceptibilidad a los
bencimidazoles y comparada con otras cepas de referencia de la
provincia de Buenos Aires, Corrientes y Uruguay presentando un
porcentaje de reduccidén del 100% por TRCH y por estudio critico
por necropsia (Guzman, 2014).

Para la caracterizacion morfolégica de esta cepa, se
realizaron mediciones con microscopio estereoscopico de alta
resolucion. En los machos se midid el largo de las espiculas, la
distancia de la punta al gancho de la espicula derecha y distancia
de la punta al gancho de la espicula izquierda (Giudici y col.,
1999b). En las hembras se observé el tipo de solapa vulvar y se
clasificaron en tres morfotipos: lenglieta, botén o liso (Berberian,
1957).

Los estudios moleculares se basaron en la realizacion de dos
técnicas, ARMS-PCR vy pirosecuenciacion. Estas detectan
mutaciones en el isotipo 1 de B-tubulina responsable de la
resistencia a bencimidazoles en H. contortus.

En la técnica de ARMS-PCR se diferenciaron tres bandas de
296 pb, 198 pb y 146 pb, distinguiéndose asi 3 genotipos:

1. Homocigota resistente con bandas 296 pb y 198 pb

2. Heterocigota con bandas 296 pb, 198 pb y 146 pb

3. Homocigota susceptible con bandas 296 pb y 146 pb
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La cepa CEDIVE presentd tres patrones de bandas, aunque
una de ellas (198 pb) en muy poca proporcion, por esto, es
considerada homocigota susceptible con dos bandas, 296 pb y 146
pb (Guzman, 2014).

Las pruebas de pirosecuenciacion, revelaron que la mayoria
de los individuos presentaron mutaciones a nivel del codén 200 de
B-tubulina. La mutacién mas frecuente es TAC/TAC presente en
cepas resistentes. La mutacion de la cepa CEDIVE es TTC/TTC,
homocigota susceptible para los bencimidazoles.

Una vez aisladas las dos cepas para este trabajo, fueron
mantenidas por inoculacidn en animales libres de parasitos,
aislados en jaulas o corrales con piso elevado de reja de madera
y alimentados con pellet de alfalfa y agua ad libitum. Esa condicién
de libres iniciales y la inoculacion se aseguré mediante un

protocolo, que se describe a continuacion.

2.4. Protocolo de desparasitacion previo a cualquier
inclusion de animales en los ensayos.

La metodologia de desparasitacién se fundamenta en los
resultados obtenidos en el TRCH (Tabla 10), ademas de la
tipificacion fenotipica y genotipica, segun corresponda, realizados
en la estacidon experimental y en establecimientos de la zona de

donde son originarios los animales a incluir.
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; ; Via de
Dia Antihelmintico Dosis . .
administracion
Fenbendazol 10% 5 mg/kpv Oral
2 Naftalofos 15% 50 mg/kpv Oral
Levamisol 5% 8 mg/kpv Subcutanea

Tabla 10. Protocolo de desparasitacion

Al inicio del protocolo los animales fueron introducidos en la
jaula elevada y al dia 6 se evaluaron los recuentos de huevos en
materia fecal. Si el resultado obtenido en este recuento era igual
a 0, se procedia con la inclusidn como animales sembradores con
su respectiva inoculacién o para ser utilizados como trazadores.
Cuando el resultado era diferente de 0, se repetia el protocolo

hasta asegurar este valor.

2.5. Recoleccion de huevos y cultivo de larvas

Se mantuvieron animales inoculados con cada una de las
cepas, como donadores para los ensayos y para la inoculacién de
aquellos seleccionados como sembradores. Se recolectd materia
fecal mediante el uso de calzones disefiados y acondicionados para
este fin en los animales donadores (hembras), que almacenaban
diariamente la totalidad de la materia fecal producida o
directamente en el momento desde el recto. Los recuentos de esta

materia fecal siempre superaron los 200 de HPG. Los cultivos de
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las larvas se hicieron mediante la técnica de Henriksen y
Korsholm, recolectadas con un dispositivo de Baermann y luego
conservadas en frascos de cultivo celular de 200 ml con agua
estéril, en una concentracion no mayor a 5.000 L3/ml, en
refrigeracion (7° C) hasta el momento de la inoculacién (Nifio

Uribe y col., 2017).

2.6. Inoculaciones

Las inoculaciones se realizaron por via oral siguiendo un
protocolo propio establecido (Tabla 11) con un total de 6000 Ls
vitales y méviles por animal, que en el caso de ser negativo se
continua con una reinoculacidon por via intraruminal con la misma

cantidad de larvas.

Dia Procedimiento

1 (mafiana) Inoculacién con 2000 L3 moviles por via oral
1 (tarde) Inoculacién con 2000 L3 moviles por via oral
2 (mafana) Inoculacién con 2000 L3 moviles por via oral
23 (manana) HPG (solo si el resultado es igual a 0, reinocular)

23 (tarde) Reinoculacién con 6000 L3 por via intraruminal

Tabla 11. Protocolo de inoculacion

Una vez inoculados fueron introducidos de nuevo en la jaula

“tarima” de madera, de 3,5 m de largo por 3 m de ancho, elevada
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1 m desde el piso (Fig. 6), donde fueron mantenidos en
confinamiento y alimentados con pellets de alfalfa, hasta la
aparicion de huevos en la materia fecal, que en general no fue

menor a 200 de HPG.

Figura 6. Jaula, corral o “tarima” de piso elevado con enrejado

de madera.

En el caso de los animales sembradores, se esperd hasta
que el HPG de los 2 animales de cada una de las cepas sea igual
o superior a 2000 huevos por gramo, que se logré en un tiempo

no mayor a 21 dias.
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2.7. Prueba de eclosion y desarrollo larval

Se realizé una prueba de eclosidon y desarrollo larval (Coles
y col., 1988) pero adaptada a condiciones de campo. Esta prueba
se inicié en marzo de 2018 y fue repetida mes a mes, durante 2
afios consecutivos. Inicialmente se recolectaron 500 gr de materia
fecal del recto de ovinos por cada una de las cepas, con un HPG
superior a 100. Seguidamente se confeccionaron 10 vasos
plasticos de 120 ml con 15.000 huevos cada uno, para la
realizacion de coprocultivos mediante la técnica de Henriksen y
Korsholm por cada una de las cepas, etiquetados del 1 al 10 y
colocados en un contenedor de madera para protegerlos de las

condiciones ambientales (Fig. 7).
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Figura 7. Esquema de los coprocultivos con el método Henriksen
y Korsholm dentro del contenedor de madera ubicados en

condiciones de campo.
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Una vez confeccionados los vasos, inmediatamente fueron
trasladados a un lugar contiguo a las parcelas. Pasados 3 dias, se
inicid6 con la extraccion de éstos, empezando con el vaso
etiquetado con el nimero 1, contando en el laboratorio la cantidad
de L3 presentes. A continuacion, se fueron extrayendo los vasos
consecutivos cada 2 dias hasta llegar al vaso numero 10, se
llevaron al laboratorio y mediante un dispositivo de Baermann se
dejaron decantar por 6 horas como minimo, para luego
recolectarlas y posteriormente contar la cantidad de larvas
eclosionadas en cada uno. Esta metodologia fue repetida mes a

mes.

2.8. Parcelas experimentales para el ensayo de

persistencia

En un potrero de campo natural con pastizales y pasturas
tipo mosaico propias de la region, se construyeron 8 parcelas
contiguas con dimensiones de 10 m de ancho por 15 m de largo
con un area de 150 m? cada una. Las mismas fueron separadas
por un alambrado fijo de 7 hilos, con postes de apoyo enterrados
0,8 m y varillas cada 2 m. En las divisiones se realizaron zanjas
en el suelo de 0,3 m de profundidad en cada uno de sus lados,
como barrera fisica y desagie, para evitar que, en caso de lluvias,

el escurrido de agua residual se traslade de una parcela a la otra
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(Fig. 8). En los lugares donde fue necesario, se rellené el terreno
para nivelar su superficie y asi formar un plano de apoyo adecuado
para los animales. Para la construccion se tuvieron en

consideracion los desniveles preexistentes del suelo.

15m

10 m

15m

1,3 m
e e o
e e e
e e
e e e
e e e
e e

Figura 8. Esquema del disefio de las parcelas experimentales.

Estos potreros presentan una gran diversidad de especies
herbaceas propias de los campos naturales. Es comun encontrar
mas de 20 especies diferentes en una superficie de /4 de m? y la
mayoria de ellas gramineas de «calidad, sin embargo,

generalmente 7 u 8 especies aportan mas del 80% del forraje. Se
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destaca el grupo de las gramineas y dentro de este el género
Paspalum spp. con una cobertura superior al 40% del area (Pizzio

y col., 2021).

2.9. Contaminacion de las parcelas

Para el proceso de contaminacion se utilizé materia fecal de
dos ovinos de raza ideal con un promedio de 25 kg de peso vivo
por cada parcela, previamente tratados con el protocolo de
desparasitacion establecido en el punto 2.7 denominados
animales sembradores.

Se realizaron contaminaciones o siembras escalonadas en
los primeros 15 dias de los meses de abril, julio, septiembre y
diciembre, caracteristicos del otofio, invierno, primavera y verano
respectivamente, en cada una de las parcelas y por cada cepa de
H. contortus (Fig. 9).

A partir del mes de abril de 2017 se introdujeron 2 animales
en cada parcela por un periodo de tiempo no mayor a 30 dias,
correctamente identificados e inoculados con cada una de las
respectivas cepas, en las parcelas denominadas Al y Bl. En el
mes de julio en las parcelas A2 y B2 (Fig. 9), y asi sucesivamente
por 2 afos consecutivos, hasta completar las 4 parcelas

correspondientes a cada estacién del ano.
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Al A2 Bl B2

A3 Ad B3 B4

Figura 9. Distribucién de las parcelas. A=Cepa CEDIVE, B=Cepa

INTA, 1=0tofho, 2=Invierno, 3=Primavera, 4=Verano

Semanalmente se realizaron calculos del nivel de
contaminacion, multiplicando el resultado del recuento de huevos
mediante la técnica de Mc Master modificada (Roberts vy
O’Sullivan, 1949) y el peso en gramos de la materia fecal, hasta
lograr como minimo 100.000 huevos/m?, es decir, 15.000.000 de
huevos totales por parcela. Una vez lograda esta cantidad, los
animales eran retirados de las parcelas y llevados nuevamente a

confinamiento en la jaula elevada (Fig. 6).

2.10. Rastreo de las parcelas
Una vez finalizada la inoculacidon con la cantidad de huevos

establecida para la contaminacidon, y dejando transcurrir un
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tiempo de 21 dias, tiempo necesario para que los huevos
sembrados continlen su desarrollo hasta Ls, se procedid a
introducir 2 ovinos denominados animales trazadores,
previamente desparasitados con el protocolo ya descripto,
mantenidos en estabulacidon y racionamiento en jaula hasta que
transcurra el periodo de efectividad de los antihelminticos
utilizados y el resultado del HPG sea igual a 0, en cada una de las
parcelas por estacién y por cepa de H. contortus. Una vez
transcurridos 10 dias de pastoreo en las respectivas parcelas, para
evitar autocontaminaciones?? fueron extraidos y llevados a la jaula
elevada, donde permanecieron por 21 dias mas, para después
continuar con la necropsia coincidente para cada mes del afio o
por factores bioldgicos con un desfase de algunos dias, y luego
realizar el conteo e identificacion de los parasitos
gastrointestinales (Lukovich, 1985; Ueno y Gongalves, 1988; Fiel
y col., 2011). El contenido de las visceras se lavé y filtré por
separado, extrayendo alicuotas y recuperando el 10% del lavado
de abomaso para el conteo de H. contortus, intestino delgado e
intestino grueso para otros géneros parasitarios. Para el calculo
del nimero de adultos por cepa, parcela y mes, se tuvo en cuenta

el promedio de la cantidad de parasitos de los dos ovinos luego de

20 Contaminacién con huevos de adultos desarrollados a partir de las Ls

inoculadas en los animales de la misma parcela.



87

la necropsia. Ademas, se realizd digestion pépsica de la pared
abomasal para reconocimiento de nematodos inmaduros. La
identificacion de las especies se realizd en base a los machos
adultos. (Jacquiet y col., 1997).

Este procedimiento fue aprobado por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio o
Experimentacion (CICUAL), de la Facultad de Ciencias Veterinarias
(FCV), Universidad Nacional de La Plata (UNLP), con la
recomendacién de limitar el riesgo clinico de los animales si fuera
necesario.

Esta metodologia fue repetida mes a mes en cada parcela,
hasta agotar la cantidad de huevos disponibles y por lo tanto la
capacidad infestante de la pastura. Esta capacidad se considerd
agotada cuando en la necropsia se encontré una carga menor a
50 adultos totales. Se utilizd este valor de corte, debido a que este
es el punto de sensibilidad de las alicuotas del 2% del contenido
de las visceras en la técnica de necropsia utilizada (Ueno y
Gongalves, 1988).

Para detectar el eventual fendmeno de hipobiosis, se
mantuvieron a los animales trazadores 21 dias en la jaula, como
se menciond antes, para luego ser sacrificados. Este tiempo fue
considerado necesario para que las larvas ingeridas provenientes

de las parcelas pudieran madurar y convertirse en larvas inhibidas
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tanto en la luz del 6rgano, como en la mucosa (Nari y col., 1977;

Castells y col., 2011).

2.11. Analisis estadistico

Para estudiar el tiempo que tarda en ocurrir un evento ya
sea beneficioso, perjudicial o incluso indiferente, se emplean un
conjunto de técnicas estadisticas que se conocen como analisis de
supervivencia o de sobrevida. Este tipo de analisis consiste en
estudiar el tiempo que transcurre entre un evento inicial
determinado por la inclusion del individuo en el estudio y un
evento final que determina la finalizacion de éste. En los estudios
de supervivencia el anadlisis de los datos puede ser realizado
mediante técnicas paramétricas y no paramétricas. Dentro de las
ultimas se encuentran la metodologia de Kaplan-Meier (Kaplan vy
Meier, 1958) y la regresion de Cox. El tiempo es una variable
cuantitativa que puede ser estudiada mediante analisis de la
varianza o modelos de regresion, sin embargo, en los anélisis de
supervivencia deben tenerse en cuenta 2 aspectos, el primero que
el tiempo no acostumbra a seguir una distribucion normal y el
segundo que durante el estudio pueden existir pérdidas que

dificultan la observacion del evento en estudio.
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En este trabajo para el estudio de supervivencia de las Lz se
utilizaron las tablas de vida, las curvas de supervivencia de
Kaplan-Meier (Kaplan y Meier, 1958) y el modelo de Regresién de
Cox (Hosmer y col., 2008) para estimar en funcién del tiempo, la
probabilidad de que ocurra la muerte de las L3. Se consider6 como
evento inicial al dia 21 de terminada la contaminacidon o siembra
de las parcelas, para cada cepa y estacion del afio, y fueron
introducidos los animales trazadores a pastorear, y como suceso
o evento final cuando en la realizacién de la necropsia de estos
animales se encontrd una carga menor o igual a 50 adultos totales
de H. contortus.

La comparacion entre los valores de supervivencia obtenidos
para cada una de las cepas y la relacion de las variables climaticas
como temperatura, humedad y precipitaciones para cada estacién
del afio, se realizaron mediante el analisis de la varianza (ANOVA)
y para el analisis en los efectos de los diferentes factores se utilizd
el modelo lineal general con disefio de medidas repetidas o
disefios intrasujetos. Para el estudio de los datos se utilizo el
software estadistico IBM Corp. Released 2021 SPSS Statistics for
Macintosh, Version 28.0. Armonk, NY: IBM Corp. con el codigo de

autorizacion 54575b3071f1d686fd0e.
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3. Resultados
3.1. Datos climaticos

Segun el modelo climatico de Koppen-Geiger, la localidad de
Mercedes se clasifica como tipo Cfa, caracterizada por tener un
clima templado calido, sin estacién seca, muy humeda y con
veranos calientes.

Para la realizacion del presente trabajo se establecié como
el periodo 1 al tiempo transcurrido entre marzo de 2017 a febrero
de 2018 y el periodo 2 desde marzo de 2018 a febrero de 2019.
El resultado de los parametros principales obtenidos para cada

periodo en la estacion meteoroldgica de la zona se detalla en la

tabla 12.
Parametro Periodo1 Periodo 2
Temperatura media anual (TM °C) 21,40 20,80
Temperatura maxima absoluta (TmaxA °C) 39,80 39,00
Temperatura minima absoluta (TminA °C) -3,00 -0,30
Precipitacién anual (PA mm) 1397,80 1861,60
Humedad relativa media (HRM %) 80,90 85,59

Evapotranspiraciéon media anual (ETPA mm) 1185,30 1135,60
Balance hidrico anual (BHM mm) 450,20 637,30

Almacenaje total media (AlImT mm) 151,60 164,24

Tabla 12. Pardmetros principales del clima en la regién para los

periodos 1y 2.
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Los registros meteorolégicos mensuales para los periodos 1

y 2 se detallan en las tablas 13 y 14 respectivamente.

Variable Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb Anual
TMMax
(o) 294 27,2 23,3 21,6 24,6 23,7 253 26,2 295 34,0 329 33,1 27,6
TmaxA
(00) 358 33,0 31,0 286 306 344 353 34,1 357 398 376 381 34,5
Tmmin
(o) 186 13,6 139 11,1 116 11,6 144 14,5 14,7 195 20,3 188 15,2
TminA
(00) i04 80 79 11 -30 30 94 86 85 132 14,2 114 7,7
™
(°0) 240 204 18,6 164 18,1 176 198 20,3 22,1 26,8 26,6 26,0 214
PA
(mm) 336,0 186,8 220,4 28,8 18,4 123,0 764 85,2 988 42,8 98,0 83,2 1397,8
mm
HRMax
%) 86,0 859 94,7 96,4 952 954 96,5 951 91,5 91,0 98,5 96,3 935
(o]
HRM
%) 75,5 77,5 88,4 90,7 81,6 84,7 88,2 81,5 748 73,0 76,3 76,1 80,7
(o]
HRMin
%) 65,0 69,0 82,0 850 68,0 74,0 80,0 68,0 58,0 550 54,0 560 678
(o)
ETPA
(mm) 107,2 71,0 42,1 32,5 48,9 658 82,7 118,6144,4 172,4 161,5138,2 1185,3
mm
BHM
(mm) 51,4 193,5399,9 445 474 41,3 7,3 -2,1 -44,6 -124,4 -28,5 -46,5 450,2
mm
AlmT
(mm) 163,7 170,8 183,7 170,6 158,9 166,5 172,7 167,2 142,9 103,3 97,1 1219 151,6
mm

Tabla 13. Registros meteoroldgicos del periodo 1. Estacion

Meteoroldgica EEA INTA Mercedes, Corrientes, Argentina.
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Variable Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb Anual
TMMax
(90) 30,9 30,3 234 189 18,7 21,2 264 27,1 295 31,3 309 31,3 26,7
TmaxA
°0) 36,8 34,5 299 27,3 30,6 33,7 39,0 34,7 36,0 37,6 36,6 379 34,6
Tmmin
(°0) 17,0 19,1 132 68 8,7 7,0 150 150 18,0 19,0 21,6 19,1 14,9
TminA
(°0) 93 152 40 -03 23 00 79 82 12,1 9,7 163 106 7,9
™
°0) 23,9 24,7 183 12,8 13,7 14,1 20,7 21,0 23,7 25,2 26,3 252 20,8
PA
(mm) 287,4 1094 182,8 28,0 82,6 53,6 87,2 684 207,8196,2483,6 74,6 1861,6
mm
HRMax
(%) 95,5 98,1 956 951 999 97,7 951 96,5 989 976 98,8 964 97,1
(o]
HRM
%) 79,7 86,1 90,8 90,5 92,0 84,4 86,6 82,2 804 80,3 919 822 856
(o)
HRMin
(%) 64,0 74,0 8,0 86,0 84,0 71,0 78,0 68,0 62,0 63,0 85,0 680 74,1
(o]
ETPA
(mm) 115,1 82,7 38,6 33,1 32,1 64,7 86,6 122,9 133,2 156,2 140,6 129,2 1135,0
mm
BHM
(mm) -96,1 51,3 2364 11,9 66,9 174,0 15,7 41,9 135,8 -88,3 208,3 -120,6 637,3
mm
AlmT
(mm) 154,2 164,6 177,5 169,0 175,6 159,4 152,7 154,2 166,2 164,4 182,5 150,6 164,2
mm

Tabla 14. Registros meteoroldgicos del periodo 2. Estacion

Meteoroldgica EEA INTA Mercedes, Corrientes, Argentina.

En el periodo 1 la temperatura mas alta se registré en el

mes de diciembre y la mas baja en el mes de junio. En el caso del

periodo 2 la mas alta en el mes de septiembre y la mas baja en el
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mes de julio. Las temperaturas medias siempre estuvieron por
arriba de los 10 °C, tanto para el periodo 1 (Tabla 13) como para
el periodo 2 (Tabla 14). En relacién con los registros historicos
para la regidon, en el periodo 1 las temperaturas maximas
(p=0,69), medias (p=0,73), y minimas (p=0,81), no presentaron
diferencias significativas. Para el periodo 2 las temperaturas
maximas presentaron diferencias significativas (p=0,04), siendo
mas bajas que el histérico, mientras que las temperaturas medias
(p=0,56) y las minimas (p=0,76) no presentaron significancia.
En cuanto a la evapotranspiracién, el periodo 1 en relacion
a los registros histéricos no presenta diferencias significativas
(p=0,49), mientras que el periodo 2 si las presenta con el historico

y con el periodo 1 (p=0,001), siendo mas alta para ambos casos

(Fig. 10).
Periodo 1 Periodo 2
— T maxima - = T maxima histérica — T méxima == T maxima histérica
= T media == T media histdrica — T media == T media histérica
— T minima T minima histdrica — T minima T minima histdrica
B ETPA ETPA historica W ETPA ETPA historica
35 350 35 350
30 300 30 300
o 25 250 o 25 250
© = -
5 20 200 E 5 20 200 E
& 7 £ £
g 15 S =? 150 & & 15 150 &
§ 5 -
F 10 100 F 10 100
5 I I I I I 50 50
0 I l 0 0
Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb

Mes

Figura 10. Temperatura maxima, media, minima y

evapotranspiracidon para los periodos 1, 2 y serie historica.
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En el caso de las precipitaciones anuales, el periodo 1 no
evidencié diferencias significativas (p=0,94), por el contrario, el
periodo 2 si (p=0,04) presentando lluvias mas abundantes (Fig.
11), con una diferencia de 423,89 mm de lluvia mas con respecto

al registro historico.

Periodo 1 Periodo 2
— Precipitaciones M Dias de lluvia = Precipitaciones H Dias de lluvia

- - Precipitaciones histdricas Dias de lluvia historicos == Precipitaciones historicas Dias de lluvia histéricos

500 20 20

450 18 18

€ 400 16 16
E 350 14 © 14 0
7] > >
@ 300 12 3 12 2
.8 250 10 g 10 g
8 200 8 8 8 @
S 150 6 D 6 0

g 100 4 4

50 2 2

0 0

Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb
Mes Mes

Figura 11. Precipitaciones y dias de lluvia para los periodos 1, 2

y serie histérica.

En el balance hidrico no se encontraron diferencias
significativas entre los dos periodos (p=0,15), sin embargo, estos
son mayores que los registros histéricos (p=0,001). En el
almacenaje total de agua en el suelo el periodo 1 es menor y el
periodo 2 es mayor respecto del historico (p=0,001). Entre ellos,
el periodo 2 es significativamente mayor que el periodo 1

(p=0,001) (Fig. 12).
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Periodo 1
[l Balance hidrico — Almacenaje total
[l Balance hidrico histérico == Almacenaje total histérico
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Balance hidrico
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Figura 12. Balance hidrico y almacenaje de agua total para los

periodos 1, 2 y serie histoérica.

Los climogramas demuestran que las temperaturas medias

tuvieron como limite inferior 12,5 °C y como limite superior 30 °C

para los dos periodos (Fig. 13), similar a los valores de la serie

historica.
Periodo 1 Periodo 2
— T media B Precipitaciones — T media B Precipitaciones
=« T media histérica [l Precipitaciones histéricas - = T media historica [ Precipitaciones histéricas
30 500 30 500
450 450
2 awo _ B 00 _
€ ~ €
9 20 350 E 0 5 350 g
© o © P 0
é 300 8 é . 300 g
g 15 e 250 g © 15 2 250 8
g - g3 £
g 200 5 g 200 £
2 10 150 § 2 10 150 8
100 & 100 &
111! ” il ”
0 0

Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb
Mes

Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb
Mes

Figura 13. Climograma de los periodos 1, 2 y serie histérica para

la localidad de Mercedes (Corrientes).
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En los bioclimatogramas construidos segun Gordon (1948)
y Levine (1963), se observé que, los meses criticos serian
especialmente los de invierno, lo que no coincide con los
resultados obtenidos en cuanto a incubacidon, dispersion y
supervivencia de las larvas, poniendo por lo menos en discusién

la aplicabilidad de esta herramienta (Fig. 14).

Periodo 1 Periodo 2

35 Dje-FebEne 35 §
Feb Abr £ Mar Dic Ene

~
@

- - o
) @ S

«
Temperatura media mensual (°C)

Temperatura media mensual (°C)

0 0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Precipitaciones mensuales (mm) Precipitaciones mensuales (mm)

Figura 14. Bioclimatogramas de los dos periodos basados en las
temperaturas y precipitaciones para la localidad de Mercedes

(Corrientes).

3.2. Prueba de eclosion y desarrollo larval
Los porcentajes de eclosion obtenidos para las dos cepas
(p=0,859) y para los dos periodos (p=0,918) no presentan

diferencias significativas, lo que demuestra que no hay un efecto

cepa ni un efecto afo.
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Para los dos periodos en el mes de julio se presentaron los
porcentajes de eclosion mas altos con 33% y 29% para la cepa
INTA y la cepa CEDIVE, respectivamente. De igual manera en el
periodo 1 se observaron porcentajes mas altos que en el periodo

2 (Fig. 15).

Periodo 1 Periodo 2

I CEDIVE INTA Il CEDIVE INTA

35 35
30 30
25 25

20 20

15 15

% de eclosién
% de eclosion

10 10

5 5

0
Mar May Jun Jul Ago Sep Nov Dic Ene Mar May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

Mes Mes

0

Figura 15. Porcentaje de eclosidén de H. contortus en cada mes

del afo para los periodos y las cepas estudiadas.

Las temperaturas maximas presentan una fuerte asociacion
negativa con el porcentaje de eclosion de los huevos (R?=0,856),
ya que a medida que estas temperaturas aumentan, el desarrollo
de las larvas disminuye. Para el caso de las temperaturas minimas
su grado de asociacidon es menor (R?=0,632), sin embargo, esta

asociacion tiende a ser neutra (Fig. 16). Esto demuestra que las
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altas temperaturas tienen un efecto negativo mas fuerte en el

porcentaje de eclosion de los huevos afectando su desarrollo.

Periodo 1 Periodo 2
[ | CEDIIVE INTA T. minima M CEDIVE INTA T. minima
— T. maxima — T. maxima
35 35 35 35
30 30 30 30
25 25 25 25
20 20 20 20

15 15 15 15

% de eclosidon
Temperatura °C
% de eclosién
Temperatura °C

10 10 10 10

5 5 5 5

0 0 0 0
Mar May Jun Jul Ago Sep Nov Dic Ene Mar May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

Mes Mes

Figura 16. Temperaturas maximas y minimas y su relacién con el

porcentaje de eclosion.

La humedad del ambiente juega un papel importante en la
eclosién de los huevos y en el desarrollo de las larvas. Una
humedad relativa promedio de 85% con rangos entre 70% vy
100% es necesaria para obtener un mayor porcentaje de eclosién
de los huevos (Hsu y col., 1977).

En este caso la humedad relativa en los periodos estudiados
tiene una moderada correlacion en los porcentajes obtenidos
(R?=0,399), sin embargo, con una asociacidn positiva. Los
porcentajes de eclosidn mas elevados se obtienen en aquellos

meses donde la humedad relativa es mas alta (Fig. 17).
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Periodo 1 Periodo 2
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Figura 17. Humedad ambiental y su relacion con el porcentaje de

eclosion.

La radiacion solar?! presenta una correlacién moderada
(R°=0,579) negativa, ya que, en los meses con temperaturas
maximas elevadas, diciembre, enero y febrero donde la radiacion
solar alcanza sus niveles maximos, el porcentaje de eclosién de
las larvas empieza a disminuir (Fig. 18). En el caso de las horas
frio, el porcentaje de eclosidon presenta una correlacién mesurada

(R?=0,435), aunque positiva (Fig. 19).

21 Conjunto de radiaciones electromagnéticas emitidas por el sol que
se propagan en todas las direcciones a través del espacio, que determina

la dindmica de los procesos atmosféricos y el clima.
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Figura 18. Radiacion solar y su relacién con el porcentaje de
eclosion para los dos periodos y las dos cepas estudiadas.
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Figura 19. Horas frio y su relacion con el porcentaje de eclosion

para los dos periodos y las dos cepas estudiadas.

Las precipitaciones influyen principalmente en la migracion
larval y la evapotranspiracién en la humedad generada a partir de

las plantas, sin embargo, la relacién entre la acumulacion de las
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precipitaciones y la temperatura que como resultado afecta el
balance hidrico, crea el microclima necesario que favorece o no la
supervivencia de las larvas fuera del refugio, que en el caso de los
bovinos es el equivalente al ambiente propio de la materia fecal,
mas no en el caso de los ovinos (Illanes, 2021). Debido al modelo
de coprocultivos utilizado en este estudio, estas caracteristicas no
tienen influencia en el analisis de la incubacién de los huevos y el
desarrollo de las larvas. Se observd que las primeras Lz tanto para
la cepa CEDIVE como la cepa INTA aparecen dentro de los
primeros 5 a 7 dias de iniciada la incubacion de los huevos vy los

valores maximos se obtienen después del dia 14 (Fig. 20).
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Figura 20. Grafico de dispersién con la cantidad de Ls

recuperadas para las dos cepas en los dos periodos.
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3.3. Contaminacion de las parcelas

La contaminacién de las parcelas para cada una de las cepas
y los periodos estudiados se realizd con un nivel minimo de
22.500.000 de huevos totales, es decir, 150.000 huevos/m2, en
un periodo promedio de 8 semanas (55 dias) desde la inoculacion
con L3 a los animales sembradores hasta la salida de éstos de las
parcelas. Los niveles y tiempos de contaminacion entre los dos
periodos (p=0,70), entre la misma estacion de cada periodo
(p=0,51) y entre las dos cepas (P=0,37) no presentaron
diferencias significativas. Entre la finalizacién de los rastreos del
periodo 1 y el inicio de las contaminaciones del periodo 2,
transcurrieron 135 dias para la parcela de otofio, 185 dias para la
de invierno, 200 dias para la de primavera y 285 dias para la de
verano.

En el periodo 1, los animales fueron introducidos en las
parcelas cuando el resultado del HPG fue igual o superior a 500,
luego de la inoculacion con Ls. La cantidad de huevos eliminados
al ambiente fue de 196.000/m2 en promedio para la cepa CEDIVE
y de 210.000/m2 para la cepa INTA en el periodo estudiado (Tabla

15).
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Otono Invierno Primavera Verano

(abril) (julio) (octubre) (diciembre)

Inicio de la
11/4/17 19/7/17 12/10/17 21/12/17
contaminacion

Nivel de contaminacion
190.000 195.000 185.000 210.000
huevos/m? cepa CEDIVE

Nivel de contaminacion
230.000 230.000 200.000 180.000
huevos/mZ2 cepa INTA

Tabla 15. Fecha de inicio y nivel de contaminacion para cada una de

las parcelas en el periodo 1.

Tomando como dia 0 la inoculacién con las L3, la contaminacién
en cada una de las cuatro parcelas y para las dos cepas estudiadas
se inicié en la semana 3 (dia 21) post-inoculacion, y se logrdé en un
periodo de tiempo no mayor de 8 semanas. El valor obtenido de HPG
mas alto se observé en la parcela de otoio para la cepa INTA. El
periodo de contaminacidn mas cortd se logré en un tiempo de 5
semanas (35 dias) para la parcela de primavera y la cepa CEDIVE

(Fig. 21).
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Figura 21. Contaminaciones del periodo 1. Recuentos de HPG en
cada semana post-inoculacion. El area sombreada representa el
momento de entrada y salida de los animales sembradores, asi

como el tiempo de contaminacion.

Para el periodo 2, al igual que en el periodo 1 los animales
sembradores fueron llevados a las respectivas parcelas cuando el
valor de HPG individual fue igual o superior a 500. La cantidad de

huevos eliminados al medio ambiente fue de 190.000/m2 en
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promedio para la cepa CEDIVE y de 185.000/m? para la cepa

INTA. (Tabla 16).

Otono Invierno Primavera Verano

(abril) (julio) (octubre) (diciembre)

Inicio de la
18/4/18 10/7/18 5/10/18 28/12/18
contaminacion

Nivel de contaminacion
200.000 200.000 160.000 190.000

huevos/m? Cepa CEDIVE

Nivel de contaminacion
185.000 180.000 170.000 200.000
huevos/m? Cepa INTA

Tabla 16. Fecha de inicio y nivel de las contaminaciones para

cada una de las parcelas en el periodo 2.

La contaminacién de las parcelas al igual que en el periodo
1 se inicid en la semana 3 (dia 21) post-inoculaciéon y se logro
igualmente en un periodo de tiempo no mayor de 8 semanas. El
periodo de contaminacidon mas cortd se alcanz6 en un tiempo de
6 semanas (42 dias) para la parcela de invierno y la cepa CEDIVE
(Fig. 22). El valor obtenido de HPG mas alto se registré en la

parcela de verano también para la cepa CEDIVE.
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Otofio Invierno
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Figura 22. Contaminaciones del periodo 2. Recuentos de HPG en
cada semana post-inoculacion. El area sombreada representa el
momento de entrada y salida de los animales sembradores, asi

como el tiempo de contaminacion.

Es importante conocer la relacién entre la cantidad de
huevos/m? liberados a la pastura y el porcentaje de eclosion de la
prueba de desarrollo larval, ya que los porcentajes de eclosion en
cada mes del afo pueden hacer variar la interpretacién de la

contaminacion posterior basada en el valor de HPG (Fig. 23).
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Periodo 1 Periodo 2
[l CEDIVE L3/m2 INTA L3/m2 B Cedive L3/m2 INTA L3/m2
= CEDIVE huevos/m2 INTA huevos/m2 = Cedive huevos/m2 INTA huevos/m2
70.000 220.000 70.000 220.000
60,000 ____-\/ 200.000 60000 200.000
‘ 200000 ' w 180.000
~ 50.000 160.000 ~ & 50.000 160.000 ~
E 140.000 £ E 140.000 £
> 40.000 120.000 3 o 40:000 120.000 3
(2] o
§30_000 100000 2 8 39000 100.000 %
< 80.000 _I_? H 80.000 E
20.000 60.000 ~ — 20.000 60.000
10.000 40.000 10.000 40.000
20.000 20.000
0 0 0 0
Otofio Invierno Primavera Verano Otofio Invierno Primavera Verano

Figura 23. Nivel de contaminacion en huevos y Lz por m?2.

3.4. Rastreo de las parcelas

En los recuentos calculados con el promedio de los 2
animales de adultos de H. contortus en las necropsias, se observéd
gue la cantidad de éstos disminuye a medida que transcurren los
meses desde la siembra. También se observd que este recuento
es similar tanto para las dos cepas como para los dos periodos

(Tablas 17 y 18).

Otoio Invierno Primavera Verano

Mes CEDIVE INTA CEDIVE INTA CEDIVE INTA CEDIVE INTA

Junio 2150 2500 - - - - - -
Julio 2450 2600 - - - - - -
Agosto 1350 1200 - - - - - -

Septiembre 550 675 - - - - - -
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Octubre
Noviembre
Diciembre
Enero
Marzo

Abril

375
50
0

550
100
0

4200 4850
300 200
50 50

0 0

1225
375
0

1075
400
0

600
0

675

Tabla 17. Recuentos de los rastreos calculados con el promedio

de adultos totales de H. contortus de 2 animales para las dos

cepas por mes en las necropsias para el periodo 1.

Otoino Invierno Primavera Verano

Mes CEDIVE INTA CEDIVE INTA CEDIVE INTA CEDIVE INTA
Julio 2750 2775 - - - - - -
Agosto 1950 2400 - - - - - -
Septiembre 2125 2650 3975 4550 - - - -
Octubre 300 700 2050 700 - - - -
Diciembre 25 425 550 125 1575 1425 - -
Enero 0 0 0 0 325 300 - -

Marzo - - 0 25 150 125 775 950

Mayo - - - - 0 0 200 125
Junio - - - - - - 0 0

Tabla 18. Recuentos de los rastreos calculados con el promedio

de adultos totales de H. contortus de 2 animales para las dos

cepas por mes en las necropsias para el periodo 2.
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En cuanto al tiempo de supervivencia de las larvas se
encontrd que existen diferencias significativas para cada una de
las estaciones del afio (p<0,05). Las larvas sembradas en otoino
tienen un tiempo de supervivencia mas largo con hasta 32
semanas (7,4 meses) respecto de las sembradas en las demas
estaciones. El tiempo mas corto se observd en aquellas sembradas
en verano con un tiempo de hasta 15 semanas (3,4 meses) (Fig.
24 a 27). En cuanto a las cepas no se observaron diferencias
significativas entre ellas respecto de esta variable (p=0,93), al

igual que para los dos periodos en estudio (p=0,91).

Otofo
B CEDIVE Periodo 1 [l CEDIVE Periodo 2 M INTA Periodo 1 INTA Periodo 2
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Figura 24. Grafico de la parcela de otofio con la cantidad de adultos

de H. contortus en las necropsias, mes y temperatura maxima.
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Invierno
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Figura 25. Grafico de la parcela de invierno con la cantidad de adultos

de H. contortus en las necropsias, mes y temperatura maxima.

Primavera
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Figura 26. Grafico de la parcela de primavera con la cantidad de

adultos de H. contortus en las necropsias, mes y temperatura maxima.
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Verano
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Figura 27. Grafico de la parcela de verano con la cantidad de adultos

de H. contortus en las necropsias, mes y temperatura maxima.

Al analizar la influencia de los factores climaticos,
temperatura maxima, media y minima, humedad, precipitaciones,
evapotranspiracién, balance hidrico y almacenaje total de agua en
el suelo mediante un modelo lineal general con medidas
repetidas??, y su relacién en conjunto para las dos cepas y los dos
periodos estudiados no se encontraron diferencias significativas
(p=0,91) en relacién con los tiempos de supervivencia de las
larvas, excepto para la temperatura maxima y almacenaje total

de agua en el suelo que mediante un segundo analisis de

22 Estudia el efecto de uno o mas factores cuando al menos uno de ellos
es un factor intrasujetos, y, ademas, un mismo caso participa de todas las
condiciones o cuando se tiene multiples valores en el tiempo.
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regresion, se observaron diferencias que se detallan mas
adelante. Los datos obtenidos de las necropsias se organizaron en

una tabla de vida (Tabla 19).

Probabilidad de

supervivencia

Estacion Semana INTA CEDIVE
Otoiio 1 1,00 1,00
22 0,57 0,58
26 0,13 0,17
32 0,04 0,04
33 0,00 0,00
Invierno 1 1,00 1,00
14 0,76 0,71
18 0,47 0,42
22 0,23 0,29
26 0,19 0,14
31 0,00 0,00
Primavera 1 1,00 1,00
12 0,69 0,69
16 0,53 0,54
20 0,15 0,08
27 0,00 0,00
Verano 1 1,00 1,00
8 0,81 0,79
12 0,60 0,58
15 0,23 0,21
20 0,00 0,00

Tabla 19. Tiempo en semanas y probabilidad de supervivencia

para cada cepa y estacion del ano.
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En esta tabla se realizd un analisis de tiempo de seguimiento
hasta que ocurre un evento, que en este caso es la muerte de las L3
para cada cepa y estacion del afio. La probabilidad en este modelo es
obtenida cada vez que ocurre un cambio en el tiempo estudiado.

Una vez obtenida la tabla de vida con los intervalos de
tiempo, se realizaron las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier
(Kaplan y Meier, 1958) (Fig. 28 y 29) para cada una de las

estaciones del afo y las dos cepas estudiadas.
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Figura 28. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para cada

estacion del afio y cada cepa.
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Estas curvas se graficaron con las mediciones del tiempo
transcurrido entre la siembra de las parcelas y el agotamiento de
las L3 encontradas en las necropsias de los animales trazadores.
Los valores del eje ‘X’ representan los intervalos de tiempo
(semanas) y los del eje 'y’ los de supervivencia.

El analisis de riesgos proporcionales de Cox (Hosmer y col.,
2008) basado en modelos de regresién que permite analizar la
influencia de predictores, demostrdé que no existe un efecto cepa
(p=0,947), ni de periodo (p=0,788) en la supervivencia de las Ls.
Sin embargo, la estaciéon del afo es un factor influyente en la
sobrevida de las larvas (p=0,001) afectando del mismo modo a
las dos cepas (Fig. 29). Dentro de los factores climaticos, la
temperatura maxima (HR=0,804, 1IC95% [0,729-0,886],
p=0,001) y el almacenaje total (HR=0,914, IC95% [0,951-
0,998], p=0,001) son factores predictivos que influyen en la
supervivencia de las Ls. Cuando las temperaturas maximas son
muy altas, propias del verano en la region, aquellas Lz presentes
en las pasturas tienen un 80% de riesgo de morir y si a ésto se le
suman periodos donde el almacenaje total es bajo el riesgo
aumenta hasta un 91%. Este riesgo, que es la probabilidad y el
peligro de morir, es igual sin importar la estacidon del afio en que
fueron sembradas, ya que los factores que influyen directamente
son la temperatura maxima y el almacenaje total. De igual

manera, aquellas larvas sembradas en verano presentaron un
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riesgo 9,2 veces mayor de morir, las de primavera 3,5 y las de

invierno 2,1, que aquellas sembradas en otofo.

CEDIVE INTA
Otoflo ==Invierno ==Primavera ==Verano Otoflo ==Invierno ===Primavera ==Verano
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Figura 29. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. Se
analizaron los 2 periodos con las 4 estaciones correspondientes y

las 2 cepas en estudio.

Respecto del fendmeno de hipobiosis, en las necropsias no
se encontraron larvas inhibidas para ninguna de las cepas ni
parcelas de las diferentes estaciones del afio. En la region, la
hipobiosis en H. contortus es inferior al 5% (Illanes, 2021), debido
a que las temperaturas minimas no son limitantes para su

desarrollo.

4. Discusion
Existen numerosas investigaciones realizadas sobre las
fases de vida libre de los nematodos gastrointestinales en ovinos

(Pereira y col., 2006; O'Connor y col., 2006; Silva y col., 2008;
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Wang y col., 2014; Gasser y col., 2016). El conocimiento de los
efectos ambientales brinda un gran apoyo para el manejo y control
integrado de los parasitos. Desde la década de 1970, las
investigaciones sobre la supervivencia de las L3 de las diferentes
especies de nematodos han aportado informacidn valiosa para el
manejo del pastoreo en ovinos en diferentes regiones. Estudios de
laboratorio han determinado el papel de los factores climaticos y
ecoldgicos en el desarrollo de las fases de vida libre, indicando los
umbrales y las condiciones Optimas para este desarrollo. Por
ejemplo, las temperaturas para el éptimo desarrollo de L3z oscila
entre los 20 °C y 30 °C con una humedad superior al 80%, y la
sobrevida de los estadios de vida libre es mas eficiente con
temperaturas medias maximas superiores a 18 ©°C vy
precipitaciones de 50 mm mensuales (Coyne y col., 1992).

Por otro lado, estudios realizados a campo han permitido
medir el desarrollo y la supervivencia de las fases de vida libre
(Pereira y col., 2006; O’Connor y col., 2006), sin embargo, la
complejidad de los efectos con las interacciones ambientales,
dificultan la cuantificacion de la influencia en estas condiciones.
Anteriormente, la dependencia de los promedios meteoroldgicos
para predecir la infectividad de las pasturas ha enmascarado el
hecho de que el desarrollo puede verse limitado por la esperanza

de vida relativamente corta de las primeras fases de vida libre
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(Barger y col., 1972), por lo que las fluctuaciones diarias del clima
y el ambiente juegan un papel importante en la infectividad de las
pasturas.

El nivel de contaminacion, el éxito y velocidad en el
desarrollo de huevo a Lz, la migracion larvaria y la supervivencia
de las larvas infestantes son factores a veces independientes,
cuando el producto es la infectividad de una pastura, y no siempre
se explican juntos en relacién con los factores macroclimaticos. El
microclima alrededor de las fases de vida libre enmarca la
efectividad y la velocidad en el que transcurren estos factores,
donde las temperaturas, la humedad, las precipitaciones y el
almacenaje total de agua en el suelo, propios de cada estacion del
afo son las principales variables involucradas.

Durante los periodos de contaminacién la eficiencia del
protocolo demostrd que los valores de HPG ascienden a partir de
la 3 semana (21 dias) y alcanzan su valor maximo entre las
semanas 6 y 7 post-inoculacién (42 - 49 dias). El periodo de
tiempo mas corto se logra en la estacién de primavera con 5
semanas (35 dias), sin embargo, no se existen diferencias
significativas (P=0,51) con las demas estaciones. Esto es clave
cuando en situaciones reales de contaminacidon natural se
proyecta el impacto en la contaminacién de las pasturas y luego

en la expresidn y duracién de ésta.
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A continuacion, en el desarrollo larval, las primeras L3z en
todos los casos aparecen entre el dia 5 y 7 desde la siembra o
liberacion de los huevos. Los porcentajes de eclosion mas altos se
dan en el mes de julio (invierno) con 33% y 29% para la cepa
INTA y CEDIVE respectivamente, época en la que las
temperaturas maximas no son tan elevadas. Estos porcentajes a
lo largo del afio no evidenciaron diferencias significativas entre
periodos (p=0,918) ni entre cepas (p=0,859). Las temperaturas
altas en la regién influyen de manera negativa en el desarrollo de
las larvas, ya que cuando la temperatura asciende y llega a valores
similares al verano, el porcentaje de Lz empieza a disminuir
(R?=0,856), en parte debido a que estas temperaturas aumentan
la tasa metabodlica, agotando las reservas de energia de éstas,
ocasionandoles la muerte. Por otro lado, las temperaturas
minimas presentan una asociacién menor (R?=0,632) aunque con
una influencia menos marcada. La humedad ambiental, necesaria
para el desarrollo de huevo a L3, aunque presentd una asociacion
positiva, no es muy fuerte (R?=0,399), sin embargo, es posible
apreciar que los mejores porcentajes de eclosidon se obtienen en
los meses en que la humedad relativa estuvo por arriba del 80%,
sin olvidar que estos porcentajes mantienen a las L3 activas, vy,
por lo tanto, les genera un gasto energético. En resumen, las
temperaturas maximas elevadas son la principal limitante para el

desarrollo de las larvas, por lo tanto, el verano es la estacion en
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la cual este desarrollo es menor o casi nulo. La humedad si bien
es un factor importante, solo es necesario un valor superior al
80% para que el desarrollo sea exitoso. En tanto el balance hidrico
gue resulta de la relacion entre las precipitaciones acumuladas vy
la evapotranspiracion (Pizzio y col., 2021), sostiene la hipotesis
de que éstos factores son responsables de las variaciones en la
viabilidad y supervivencia de huevos y larvas, respectivamente,
en meses en que la lluvia es menos abundante y las temperaturas
son mas bajas. Dentro de los rangos observados en la provincia
de Corrientes, la variabilidad de estas condiciones en otono
podrian ser claves para determinar la viabilidad y abundancia de
todas las fases de vida libre, donde se propone un nivel critico de
140 mm en el nivel de almacenaje total de agua en el suelo
(Illanes, 2021). Este nivel es inferior principalmente en el primer
verano, mas no en los otofios o inviernos siguientes, aun cuando
las precipitaciones son inferiores a las consideradas como limite
para los bioclimatogramas de la regién (Gordon, 1953; Levine,
1963) y explican mejor el comportamiento de los porcentajes de
eclosién como de supervivencia. Esto es importante debido a que
los bioclimatogramas predicen que este periodo es de menor
riesgo, y no resulta asi, debido a la mayor influencia de los indices
de almacenaje hidrico, especialmente en ambientes donde la

paricion de las ovejas se produce en pleno invierno.
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El presente estudio demostrod el éxito en la sobrevida de las
contaminaciones realizadas en otofio, con un tiempo de
supervivencia de 32 semanas (8 meses) observando que las larvas
infestantes tienen la capacidad de mantenerse hasta el verano,
cuando el descenso de la infectividad en las pasturas es mas
marcado. Las parcelas que fueron contaminadas en las demas
estaciones del afo, las L3 se mantuvieron casi intactas hasta la
época estival.

En condiciones de pastoreo, en periodos de un afio, la
llegada de las condiciones ambientales similares al verano es la
principal limitante para la sobrevida de las larvas infestantes y no
solo el transcurso del tiempo. Las larvas desarrolladas en otofio
lograron sobrevivir hasta 8 meses, mientras que aquellas
sembradas en las otras estaciones, salvo las de invierno que
tuvieron un comportamiento similar a las de otofio, su tiempo de
infectividad fue mucho mas corto. Por lo tanto, los bajos valores
en verano responden a la elevada mortandad de los estadios pre-
infectivos y las larvas infestantes. Los resultados de la sobrevida
en invierno en la regién demuestran que H. contortus no esta
presionado a adoptar mecanismos adaptativos como hipobiosis o
vias alternativas para sobrepasar el invierno.

En la migracidon larvaria, cuando la humedad no es un
impedimento, la temperatura ejerce una mayor influencia sobre

ésta, ya que las tasas de migracion son mas altas cuando aumenta
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la temperatura (Stromberg, 1997). La migracion de H. contortus
se produce en un periodo de 3 semanas después de la eclosién del
huevo, cuando la temperatura mas baja es de 15 °C y la humedad
esta por arriba de 80% (O’Connor y col., 2006). La materia verde
y la disponibilidad de agua libre en el suelo proporciona un entorno
favorable tanto para el desarrollo como para la migracion de las
larvas infestantes, sin embargo, esta es una asociacion compleja.

La probabilidad de supervivencia en las larvas de otoho cae
a 0,5 en la semana 13, las de invierno en la semana 9, las de
primavera en la semana 8 y las de verano en la semana 6, cuando
las condiciones climaticas varian, principalmente hacia
temperaturas maximas mas altas. También se observdé que el
invierno no es un obstaculo para la sobrevida de las larvas
infestantes, como si lo es el verano.

Cuando se observan los bioclimatogramas segun el
enfoque clasico (Gordon y col., 1948; Levine y col., 1963) las
condiciones de temperatura y precipitaciones ideales serian las
de verano, lo que no coincide con lo observado en el presente.
Aun considerando que las temperaturas de invierno no sean
limitantes, resulta que los niveles de precipitacion tienen una
correlaciéon negativa con la mayor abundancia de larvas en ese
periodo. Estudios mas recientes proponen que deben tenerse en
cuenta caracteristicas del microambiente (O’Connor y col.,

2006). Esta situacién nos llevd a revisar el modelo de
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bioclimatograma, y a considerar su formulacién tomando el nivel
de almacenaje total de agua en el suelo como variable critica
con un umbral de 140 mm en lugar de las precipitaciones
mensuales (Illanes, 2021) y una temperatura maxima mensual
de 18° C (Barger y col., 1972; Donald y col., 1978).
Encontramos asi una mejor explicacién para lo que ocurre en el
terreno, menor disponibilidad de larvas en verano y mayor
acumulacién en otono-invierno, aln con menores niveles de

lluvia (Fig. 30).

Periodo 1 Periodo 2

w
-

w
S

N
BN

o

Temperatura maxima mensual (°C)
®

Temperatura maxima mensual (°C)
EN »

o
o

80 100 120 140 160 180 200 80 100 120 140 160 180 200
Almacenaje total (mm) Almacenaje total (mm)

Figura 30. Bioclimatogramas para los dos periodos basados en
las temperaturas maximas y el almacenaje total de agua en el
suelo mensuales con un nivel critico de 18 °C (Barger y col.,
1972) y 140 mm (Illanes, 2021) respectivamente, para la

localidad de Mercedes (Corrientes).
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La cepa foranea (cepa CEDIVE) implantada en la regidn,
demostré un comportamiento igual al de la cepa autéctona o cepa
INTA, tanto en los tiempos de supervivencia, como en las
contaminaciones y el desarrollo larval. Esto sugiere que en este
caso la cepa oriunda de zonas templadas y mantenida durante
muchas generaciones a través de inoculaciones en laboratorio
mantiene su capacidad de adaptacion al medio ambiente y no
difiere del comportamiento y sobrevida propia de la cepa local.
Esta condicién la hace potencialmente apta para desarrollar
protocolos de recambio de cepas (Muchiut y col, 2019), algunos
ya ensayados en la zona (Illanes, comunicacidon personal).

Todos los eventos mencionados estan enmarcados en anos
con estaciones promedio, sin diferencias significativas con
respecto a los registros historicos para la regién, salvo para el
periodo 2 en el que las temperaturas maximas fueron un poco mas
bajas y las precipitaciones mas abundantes, sin embargo, la
supervivencia de las L3 no se vio afectada significativamente. Con
toda esta informacidn es posible mejorar modelos predictivos ya
establecidos que sean de facil aplicacion para el manejo en tiempo
real. La consideracion de los niveles de almacenaje total de agua,
humedad en el suelo y balance hidrico durante el otofio, podrian
ser claves para anticipar niveles de riesgo hacia el invierno, en

zonas donde el otofio es muy favorable en términos generales



124

para la sobrevida de las larvas, ya que presenta una gran
variabilidad en las condiciones climaticas atravesando niveles

criticos observados en el estudio.

5. Conclusiones

En las condiciones climaticas de la regién con estaciones
climaticas bien definidas, las Lz de las cepas locales de H.
contortus pueden llegar a tener un tiempo de sobrevida de hasta
8 meses, mientras que las sembradas en verano solo alcanzan un
tiempo de sobrevida de 3,8 meses. El tiempo de supervivencia
mas extenso se logra con L3 que se desarrollaron a partir de
huevos eliminados en otono. La cepa CEDIVE regida por las
mismas condiciones climaticas que la cepa INTA, no presenta
menos oportunidades de sobrevivir en las cuatro estaciones,
demostrando una buena capacidad de adaptacién, supervivencia
y potencial infectividad. Las altas temperaturas propias del verano
son la principal limitante para las dos cepas, en la sobrevida de
las larvas.

La probabilidad de supervivencia de las L3 sembradas en
otofio, recién desciende a la mitad después de la semana 22,
siendo la estacion con el periodo de tiempo mas largo antes de
que esta curva de probabilidad empiece a disminuir. En el resto

de las estaciones este tiempo es menor a 18 semanas. Luego de
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sobrepasar esta mitad la probabilidad de supervivencia en cada
estaciéon cae abruptamente, menos en otono donde la curva
desciende suavemente. También es importante remarcar que esta
probabilidad de supervivencia se mantiene en 1,0 hasta la semana
22 para aquellas Lz sembradas en otofio, mientras que para las
demads empieza a caer a partir de la semana 8. En cuanto al riesgo
gue tienen las larvas de morir dependiendo de la estacién del afio
en que los huevos fueron eliminados a las pasturas, aquellas
eclosionadas en verano son las que mas riesgo tienen de morir
con 9,2 veces mas comparadas con las de otofio.

En el desarrollo de las larvas desde la fase de huevo a L3 en
las diferentes estaciones del afio y en condiciones de campo, el
porcentaje de eclosion mas elevado se obtuvo en invierno (julio)
con 33% y 29%, y el mas bajo en verano (diciembre) con 1,8% vy
1,6% para la cepa INTA y la cepa CEDIVE respectivamente. Los
bajos porcentajes en verano son debido a las altas temperaturas
y la rapida desecacidn propias de la estacion. Al ser poco eficiente
como reservorio la materia fecal ovina debido a la forma y
pequeno tamano de ésta y en general a su poca humedad, el
porcentaje de eclosién aun en condiciones de temperatura que de
por si no es critica, es muy variable. Al mismo tiempo la viabilidad
de las larvas, su traslacion y sobrevida en el pasto también es

cambiante. Siendo tan prolifico el H. contortus y no siendo
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necesaria una carga extremadamente elevada de adultos en el
abomaso para que el dano sea clinicamente importante, los brotes
no pueden ser previsibles solo considerando las condiciones
ambientales en general, ya que las condiciones climaticas dia a
dia en cada estacién del afio y sobre todo las circunstancias en
cada establecimiento pueden ser muy variables.

En resumen, si bien las condiciones climaticas de la region son
favorables para la supervivencia de las larvas durante todo el afo,
esta supervivencia a lo largo del afio es variable. El otofo se
presenta como la estacién mas beneficiosa para la contaminacion,
desarrollo y supervivencia de las larvas, siempre que las
condiciones climaticas sean representativas de las histéricas para
la regién. Esta estacién cumple con los requisitos necesarios para
gue una poblacién de H. contortus a lo largo del tiempo logre
establecerse, ya que los tiempos y la probabilidad de
supervivencia, asi como la posible expansiéon son los mas
destacados del afo.

Los modelos de simulacién cada vez explican mejor las
condiciones de riesgo a nivel regional y estacional, pero no han
logrado reproducir con exactitud la influencia cuantitativa de todos
los factores implicados en la escala predial y en tiempo real, donde
la humedad en el microambiente parece influir

considerablemente. Esto determina que para el control tactico es



127

necesario el monitoreo “in situ”. Los resultados del presente
trabajo agregan elementos claves en la aproximacién a
explicaciones mas precisas y muestran que por lo menos las
diferencias de cepa pueden no ser claves en modificar esas
predicciones. Tambien sugieren que, sin dejar de considerar otras
herramientas estratégicas para evitar y manejar situaciones de
resistencia a antihelminticos, resultaria viable ensayar protocolos
de reemplazo de cepas, desde el punto de vista de la adaptacién
de la cepa CEDIVE. Por otro lado, el momento éptimo para la
inoculacién puede ser el otofio, considerando el mayor potencial
de sobrevida durante las semanas siguientes, ademas de la
presencia de categorias susceptibles para multiplicarse como

corderos y ovejas de paricién de invierno.
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“En general, las verdaderas amistades no se explicitan, se dan
y se van como cultivando. A tal punto que la otra persona ya
entro en mi vida como preocupacion, como buen deseo, como
sana curiosidad de saber como le va a él, a su familia, a sus
hijos...”
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