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SUMMARY

Eighteen calves eight to nine months old experimentally infected with autochthonous
strains of Ostertagia ostertogi, Cooperia oncephora and Cooperia McMasteri, were treated at a
single dose of 15 mg/kg body weight of Oxibendazol (metyl-5-n-proposy-2-benzimidazol-
carbamate).

The efficacy of the drug on reduction of egg counts, and on immature and mature
worms was statistically evaluated.

Reduction of egg counts was strongly significant from 24 h. (89,42 %) and continue
at 48 h., 72 h. and 8 days. The action on the vitallity of the eggs was highly efficacious
(100 %), on eggs collected at 12 h. and 72 h. after treatment.

There was no activity againts early 4th stage larvae of O. ostertagi but on late 4th Jarvae
of this worm reduction of 51,18 9, was noted.

On the same stages of Cooperia spp larvac reductions of 92,63 % and 100 9, were ob-
tained.

Average reductions of adults worms reached high levels (99,14 9% and 99,79 % on
O. ostertagi and Cooperia spp respectively).

Undesirable effecis due to treatment were not observed.

ResuMmen

Se efectuaron pruebas para averiguar las acciones ovicida, Jarvicida y contra vermes
adultos del Oxibendazol con las especies Ostertagia ostertagi, Cooperia oncophora y C. Me
Masteri. Con dichas especies fueron infestadas en condiciones experimentales 18 terneras
jévenes a las que fue aplicado ¢l producto a la dosis tnica de 0,015 g/kg. de p.v. por via
oral.

1 Trabajo realizado mediante Concierto de Investigacién entre el Centro de Edafologia y

Biologia Aplicada de Salamanca (C.S.I.G.) y Smith Kline and French, S.A.E.
2 Asesor téenico-cientifico de Smith Kline and French, S.A.E.




La eficacia del Oxibendazol ha sido expresada en porcentajes de reduccién, valorando
en cada caso su significaciéon estadistica. La accién larvicida frente a Jarvas Ly incipientes
de O. sstertagi fuce nula, pero frente a L, avanzadas, de la misma especie, llegé al 51,18 %.
En cambio contra los mismos tipos de Ly de Cooperia spp se lograron reducciones del 92,63 9%,
y 100 %.

La reduccién de la puesta empezé a ser fuertemente significativa a partir de las 24 h.
(89,42 %) y continué elevandose a las 48 h., 72 h. y 8 dias. Sobre la viabilidad de los
huevos recogidos desde las 12 h. a las 72 h. del tratamiento el Oxibendazo! mostré una
cfectividad total (100 %).

Como antihelmintico frente a vermes adultos de las especies probadas, el producto

fue capaz de reducir hasta el 99,14 % vy 99,79 9, de O. ostertagi y Cooperia spp respectiva-
mente.

InTRODUCCION

Las especies de Trichostrong ylidae mas frecuentemente halladas en
el ganado vacuno de la regién Centro-Oeste de Espafia (meseta norte),
son: Ostertagia ostertage, Cooperia oncophora, C. Mc Masteri, Nematodirus helve-
tianus, Trichostrong ylus vitrinus y T. axer. Estos vermes, e¢n asociaciones mas
o menos variadas pueden ocasionar, bajo determinadas circunstancias,
graves parasitosis especialmente en ganado joven, pero también en vacas
viejas, en régimen de pastoreo (Smmon, V. F. 1964); a pesar de quesu bio-
nomfa se desarrolla dentro de una zona en la que la precipitacién anual
suele estar alrededor de los 500-600 mm. Tales condiciones ecoldgicas, en
cuanto a lluvia y su distribucidn, a lo largo del afio son, al parecer, simi-
lares a las de otras regiones aridas, como las sefialadas por ANDERsON, L.
et als. (1973), en América del Norte donde también se registran brotes
graves de Trichostrongilidosis en rumiantes.

Este trabajo ha tenido por objeto probar la accién del oxibendazol
(methyl-5-n-propoxy-2-benzimidazol-carbamato), a dosis unica, sobre ce-
pas autéctonas de algunas de las especies antes citadas (O. ostertagi, C.
oncophora, C. Mc Mastert), con las que se infesté un grupo de terneras.

MATERIALES ¥ METODOS

Obtencién de larvas

Las larvas empleadas para realizar la prueba se obtuvieron cultivando
heces de animales de un rebario infestado de forma natural, con las tres
especies antes mencionadas. Como medio de cultivo soporte se utilizéd
vermiculita esterilizada mezclada con las heces, sobre bandejas de zinc.
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Al término de la incubacién las larvas se separaban por medio de aparato
de Baerman. La identificacién y recuento se verificaron bajo la lupa, y su
almacenaje y conservacién se hizo en frascos de vidrio con agua, manteni-
dos en el frigorifico a 40 C.

Animales de prueba

Dieciocho terneras de tres meses de edad, criadas en estabulacién, raza
Frisona, con pesos entre 75 y 120 kgs. y libres de vermes, se distribuyeron
en dos lotes. El primero (Lote I) de 4 terneras, para probar la accién
larvicida, de los cuales dos animales se dejaron como testigos.

El segundo (Lote II) de 14 terneras se destind para probar las acciones
ovicida y antihelmintica. Siete para ser tratadas y siete testigos. Seis dias
después de la infestacién murid uno de los testigos por causas de naturaleza
infecciosa, quedando asi reducidos éstos a seis. Todas las terneras se man-
tuvieron con una racién de pienso comercial concentrado y paja de ce-
reales.

Dosis infestante y via de administracion

A todos los animales se les dio una dosis compuesta por 30.000 larvas
de O. ostertage y 30.000 larvas de Cooperia spp (15.000 de C. oncophora y
otras 15.000 de C. Mc¢ Mastert), en suspensién acuosa, por via bucal, me-
diante pistola dosificadora. La infestacién del Lote II se hizo subdividién-
dolo en dos partes. Una compuesta por tres testigos y tres tratados y otra
por tres testigos y cuatro tratados, e infestando cada parte con el intervalo
minimo suficiente para no acumular en el mismo dfa todas las autopsias.

Dosificacién del antihelmintico

Se administré una dosis unica de Oxibendazol, de 15 mg/kg. p. v. a
los animales, partiendo de una suspensién del producto al 10 %, por via
bucal. Para determinar la dosis correspondiente se pesaron los animales
el mismo dfa del tratamiento, que fue realizado a los ocho dias después de

la infestacién en el Lote I, y a los treinta dfas después de la infestacién en
el Lote II.

Recuento de huevos

Se siguid el método de Parritrt, W. J. (1958), con solucidn salina en
Céamara Mc Master, para determinar Jos porcentajes de reduccién de
huevos en animales del Lote II, cuyas heces sirvieron a la vez para obser-
var el efecto del Oxibendazol sobre la viabilidad de dichos huevos, como
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més adelante se explica. Las muestras de heces se tomaron a las 12, 24,
48, 72 h. y 8 dias después del tratamiento.

Culitvo de heces

Para observar la viabilidad de los huevos en animales infestados, se
tomaron 10 g. de heces de una mezcla homogénea de la primera deposicién
del dia de los animales del Lote II destinados a esta prueba, y que se
hallaban entre los que se muestrearon con el fin de averiguar el porcentaje
de reduccién de huevos que se hizo simultdneamente con éstos hasta los
tres dias después del tratamiento. Esta cantidad de heces las mezclamos
con heces de conejo esterilizadas, en capsulas de porcelana. El aislamiento
de larvas se llevd a cabo poniendo todo el material del cultivo empapado
en agua, en frascos de boca ancha que se invertian sobre placas de Petri,
segun técnica descrita por Rose, J. H. (1971).

Recuento de larvas y vermes

Antes de su sacrificio, los animales se mantuvieron en ayunas 40 horas.
Los del Lote 1 se sacrificaron al 5.9 dia de haber recibido el tratamiento y
los del Lote II, a los 8 dias del tratamiento.

Larvay

Realizada la apertura del cuajar, se separé su contenido sélido la-
vando después la superficie mucosa cuidadosamente. El lavado era filtrado
por tamices de 0,100 y 0,060 mm. y el material que quedaba retenido se
diluia en un volumen determinado de agua al que se afiadfa formalina al
10 %, dejandolo sedimentar en el frigorifico en copas cénicas de 1 1. La
misma operacién fue efectuada con el intestino.

A continuacién se procedié a separar del estémago e intestino las
partes grasas, triturando finamente las capas muscular y mucosa. Reali-
zada la mezcla del triturado, se tomaron 50 g. de la correspondiente al
cuajar, y otros tantos de la mezcla del intestino, de cada animal para
hacer su digestién artificial en la estufa a 37° C durante 16 horas. Previa
homogeneizacién y filtrado de los liquidos de la digestién y del lavado, se
separaron 100 c.c. de cada uno para su examen bajo microscopio estereos-
cépico, haciendo posteriormente los cdlculos correspondientes para obtener
el namero total de larvas presentes.

Las larvas encontradas en el liquido del lavado de la mucosa y en el
de la digestién, se clasificaron como L, incipientes (Ly,) y L, avanzadas
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(L,), teniendo en cuenta el plazo transcurrido desde la infestacién hasta
el sacrificio, el cual no podria haber dado lugar a plenas L.

Adultos

El contenido del estdmago y del intestino se arrastré mediante tres
lavados consecutivos diluyéndolo hasta un volumen de 5 1. del cual fue
separado 1 1. y filtrado por tamices de 0,350 mm. y 0,200 mm. El material
retenido se dilufa en 1/2 1. de agua y se procedia a efectuar el recuento
bajo lupa, sobre un volumen de 100 cc., haciendo los célculos correspon-
dientes para obtener el nimero total de vermes presentes en cada aparato
digestivo.

REsurtaDOS

Los recuentos de larvas en los animales tratados y no tratados se pue-
den ver en el cuadro n.o 1. De ellos se deduce que el Oxibendazol, a los
8 dias de la infestacidn fue inefectivo contra las fases larvarias mas jovenes
(L, incipientes) de O. ostertagi, mientras que ante larvas L, avanzadas
de la misma especie, el porcentaje de reduccién fue bastante apreciable.
En cambio la accién del producto tuvo notable efectividad contra las
larvas L, , de Cooperia spp y actud en alto grado contra las L, de estas
especies.

En el cuadro n.? 2 se han anotado los recuentos de huevos antes del
tratamiento, y a intervalos diferentes después del mismo, en animales
tratados. Se advierte desde las 12 h. una disminucién de la puesta que va
en aumento hasta reducirse fuertemente a las 48 h. Este efecto persistia
a los ocho dfas.

La viabilidad de los huevos queda consignada en el cuadro n.° 3.
Como se ve, a partir de las 12 h. el nimero de huevos viables en los ani-
males tratados es nulo.

En el cuadro n.°0 4, se expresan los resultados de la accién antihelmin-
tica, contra vermes adultos que fue muy elevada en todas las especies.

No se observaron efectos secundarios a la administracidn del producto
en ningn momento. Antes del tratamiento del Lote 11, hacia los 28 dfas,
en algunos terneros aparecieron heces semi-diarreicas. En la autopsia,
todos los estémagos de los animales ofrecian una gastritis mas o menos pro-
nunciada.
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Cuabpro N.o 1

ACCION LARVICIDA

OSTERTAGIA OSTERTAGI COOPERIJA SPP.
LOTE I LARVAS LARVAS TOTAL LARVAS LARVAS COTAL
(incipientes) (avanzadas) (incipientes) (avanzadas)
No tratados:
N.o 3 600 1.680 2.280 14.700 1.023 15.723
N.o 4 0 2.400 2.400 2.931 1.664 4.595
ToTaL 600 4.080 4.680 17.631 2.687 20.318
Promrpio 300 2.040 2.340 8.680 1.343 10.159
Tratados:
N.ol 240 1.740 1.980 380 0 380
N.o 2 1.038 252 1.290 900 0 900
ToraL 1.278 1.992 3.270 1.280 0 1.280
ProMEDIO 639 996 1.635 640 0 640
% DE REDUCCION 0 51,18 31,92 92,63 100 93,71
Cuabro N.o 2
ACCION OVICIDA (Reduccién de la puesta)
N0 . fG. N.0 H./G. DESPUES DEL TRATAMIENTO
LOTE J1 ANTES DEL
TRATAMENTO 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas 8 dias
Tratados:
N.o 5 1.700 — — — — 0
N.c 6 750 — — — — 50
N.o7 1.600 — — — _ 0
N.e9 1.900 1.300 100 500 200 0
N.o 12 1.800 1.600 300 0 0 50
N.o 14 1.500 300 150 0 0 100
N.o 16 400 — — — — 0
% DE REDUCCION 34,16 89,42 90,38 96,15 97,93
SIGNIFICACION (1).N.S. (2).M.S. (3).M.S. (4).M.S.  ( 5).M.S.

1).t, = 1,62 <2,78,N.S. = Nosignificativo. (2).t, = 11,54 > 4,60, M.S. = Muy significativo.
(3) . te = 7,63 > 4,60, M.S. = Muy significativo. (4) .t, = 12,13 > 4,60, M.S. = Muy signifi-
cativo. (5) . t, = 6,25 > 3,06, M.S. = Muy significativo.
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Cuapro N.¢ 3

ACCION OVICIDA (Viabilidad de los huevos)

Cultivos de heces después del tratamiento (1)

LOLE It 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Huevos Larvas Huevos Larvas Huevos Larvas Huevos Larvas
cultivad. obtenid. cultivad. obtenid. cultivad. obtenid. cultivad. obtenid.

No tratados:
N.o 8 10.000 600  10.000 2.250  10.000 3.600  15.000 3.600
N.o 11 2.000 250 4.500 900 — — — —
N.c 13 14.000 400  25.000 1.600  19.000 4200  23.000 1.400
N.2 15 — — 5.500 2.000 5.000 1.400 7.000 1.240
% DE VIABILIDAD 4.81 15,00 27,06 13,87
Tratados:
N.c 9 13.600 0 1.000 0 2.000 0 2.000 0
N.o 12 16.000 0 3.000 0 0 0 4] 0
N.o 14 3.000 0 1.500 0 0 0 0 0
%, DL VIABILIDAD 0 0 0 0

(1

Mouestras de 10 g. de heces cultivadas a 26-27° C durante 13 dias.

Cuapro N.© 4

ACCION ANTIHELMINTICA

LOTLE II

Oslertagia ostertagi

Cooperia spp.

(N.° de vermes recogidos)

(N.© de vermes recogidos)

No tratados:

N.o8

N.o 10
N.o 11
N.o 13
N.o (5
N.o 17
ToraL
ProMEDIO

Tratados:

N.e 5

N.og

N.o7

N.o 9

N.o 12

N.o 14

N.o [6
ToTaL
ProMEDIO

% DE REDUCCION
SIGNITIGACION

5.100
14.700
6.235
4.650
7.000
15.791
53.476
8.912

25
25
22

75
260
100
27
534
76
99,14
(1)M.S.

9.868
6.900
2.000
7.800
6.950
6.750
40.268
6.711

o o o

75
22

o

97
13
99,79

(2).M.S.

fl

i

4,86 > 2,11, M.S. = Muy significativo.
7,11 > 3,11, M.S. = Muy significativo.
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Discusién

Hemos preferido dar a los animales una dosis de larvas mas bien baja,
ya que parece demostrado que la tasa de implantacidén de vermes sigue una
relacidn inversa con ¢l tamaiio de la dosis infestante (MicueL, E. J. 1969).
En este experimento, el porcentaje de implantacidén conseguido, deducido
de la media de vermes recogido en el Lote II (8.912), fue del 29,70 9,
no muy diferente del observado por MicHEL (1969) en animales infestados
con una dosis unica igual a la utilizada por nosotros. Estimamos que este
resultado era satisfactorio para poder valorar con suficiente garantia el
efecto antihelmintico del Oxibendazol. También el nimero de huevos
que se recogia de los animales antes del tratamiento permitia una inter-
pretacién aceptable de las acciones ovicidas, y de reduccién de la puesta,
aun sin haber aplicado cortisona a los animales. Con ello se han evitado
los riesgos a que da lugar la aplicacion de dicho farmaco.

La comparacién de los promedios de reduccidén de puesta de huevos
entre animales tratados, y no tratados la consideramos bastante significa-
tiva, no obstante existir limitaciones derivadas del reducido numero de
animales muestreados, y del empleo de la cdmara Mc Master, para el
recuento de huevos con la técnica utilizada, la cual, como se sabe, no es
capaz de apreciar cantidades inferiores a los 50 h./g. La diferencia en la
significacién a las 48 h. con las demés columnas puede ser atribuida a la
desviacidn tipica, que aprecia una mayor dispersién al darse el valor de
500 h./g. en el n.® 5 (véase cuadro n.° 2).

La accién reductora sobre la puesta se halla reforzada en alto grado
por el efecto del producto sobre la viabilidad de los huevos durante al me-
nos los 3 primeros dias después del tratamiento.

Tanto el escaso nimero de huevos que fueron eliminados como su falta
de viabilidad, o escasa en otros casos, permiten deducir claros efectos
beneficiosos del medicamento en el sentido ya indicado por MULLEE ¢ als.
(1970), es decir, que cuando el nimero se mantiene alrededor de 50 h./g.
habria que considerar esta fuente como causa de infestacién ligera que
servirfa de estimulo para la creacién de inmunidad en los animales que
van a pastar en los pastos asi infestados.

El grado de eficacia del Oxibendazol a la dosis de 15 mg/kg. p.v.
sobre larvas Ly, y L, de O. ostertagi, aunque moderado, merece destacarse,
ya que en esta especie tal tipo de larvas son especialmente resistentes a la
accidn de la mayorfa de los antihelminticos. No obstante, conviene no
perder de vista, para enjuiciar debidamente este cfecto, que en nuestro
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experimento se trataba de larvas de 8 dfas de implantacién e inhibicién,
evolucionando en una ostertagiasis que parece encajar bien con el tipo I
de los autores americanos; mientras que numerosas pruebas con otros
antihelminticos que resultaron necgativas contra estos focos se han hecho
sobre Jarvas L, con mayor edad de inhibicién y en ganado vacuno que
arrastraba infestaciones naturales con una mayor carga de vermes.

Como ¢jemplo de esta dltima clase de pruebas podemos mencionar la
realizada por Baker, F. N. y Warters, T. G. (1971) con Cambendazol.
En cambio Ecerton, R. J. e als. {1970), en terneras con infestacién na-
tural, encontré que el Cambendazol en dosis oral unica de 33 mg/kg. res-
pondia de manera variable e incompleta contra L, de Ostertagia.

En otra experiencia con el mismo producto (Cambendazol) BEnz,
W. D. (1971) también sobre infestaciones naturales en terneras, observé
accidén mds significativa sobre L, que el autor anterior.

Mayor eficacia larvicida ha mostrado el Oxibendazol contra ¢l estado
L, de Cooperia spp.

Respecto a la accién del Oxibendazol sobre vermes adultos, en nuestra
prueba ha sido muy semejante al conseguido por THEODORIDES, J. V. y
Crang, J. (1974) con ¢l mismo producto en ganado vacuno infestado ar-
tificialmente, y dosis de 5 y 20 mg. frente a varias especies de Trichos-
trongylidae, entre las que se hallaban O. ostertagi v Cooperia spp. Otro anti-
helmintico cercano al Oxibendazol, Parabendazol (metil 5 [6]-butil-2-
benzimidazol-carbamato), ha mostrado menor grado de eficacia contra

vermes adultos de vacunos y ovinos (Ricuarp, E. B., 1968; THEODORIDES,
J. V. et al., 1969).

Scran necesarias nuevas experiencias en ganado vacuno con infesta-
ciones experimentales, y también naturales, para comprobar y comparar
el grado de eficacia del Oxibendazol en una y otras, ya que, en opinion
de algunos autores (BAKER, et al., ibidem), podrian existir no sélo cepas de
O. ostertagi, cuyos adultos serian més o menos tolerantes a los antihelmin-
ticos, y ademds existir diferente susceptibilidad entre los adultos generados
en el tipo IT y los desarrollados en el tipo I de ostertagiasis.
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