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Resumen: El objetivo de este estudio fue investigar la prevalencia de la resistencia al pamoato de pirantel en
111 equinos de 11 establecimientos del drea central de la Argentina utilizando el Test de Reduccién en el Conteo
de Huevos (TRCH) y un modelo jerdrquico Bayesiano para el analisis de los datos. La misma metodologia se
utilizé sobre la semana 4 post tratamiento para detectar posibles acortamientos en el periodo de reaparicién
de huevos o PRH. La eficacia general del pirantel fue considerada adecuada en 9/11 establecimientos, resistente
en uno y sospechosa en el restante, y no se observaron modificaciones en el PRH. En la eliminacién de huevos
antes del tratamiento (n=127), el 23,7 % de los animales fueron considerados como bajos eliminadores, el 32,5
% como moderados y el 43,8 % como altos, enfatizando la posibilidad de tratar selectivamente a estos altimos.
Esto permitiria preservar la vida atil de esta droga, asi como la de las lactonas macrociclicas, constituyendo
una alternativa mas racional (frente a los tratamientos masivos actuales) para el control sustentable de los pe-
querios estréngilos en equinos adultos. En los coprocultivos pre tratamiento, ademds de la presencia mayori-
taria de pequenos estréngilos, se observd la presencia de Strongylus vulgaris en tres de los 11 establecimientos
estudiados, lo cual amerita investigaciones futuras para determinar la prevalencia de este parasito de recono-
cida patogenicidad.
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Summary: The objective of this study was to investigate the prevalence of resistance to pyrantel pamoate in 11 horse farms
(111 horses) from the central area of Argentina using the Fecal Egg Count Reduction Test (FECRT) and a hierarchical Bayes-
ian model for data analysis. The same methodology was applied on week 4 post treatment to detect possible shortening in the
ERP. The general efficacy of pyrantel was considered adequate in 9/11 farms, resistant in one and suspicious on other, and no
changes were observed in the ERP. In the elimination of eggs before treatment (n=127), 23.7 % of the animals were considered
low eliminators, 32.5 % as moderate eliminators and 43.8 % as high eliminators, emphasizing the possibility of selectively
treating the latter. Selective treatments would allow preserving the useful life of this drug, as well as that of the macrocyclic
lactones, and represent a move rational alternative (compared to current mass treatments) for the sustainable control of small
strongyles in adult horses. In the pre-treatment stool cultures, small strongyles were the parasitic group mostly observed but
the presence of Strongylus vulgaris was discovered in three of the 11 farms studied, which warrants future research to deter-
mine the prevalence of this parasite of recognized pathogenicity.
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Introduccién

Los pequefios estrongilos (grupo Ciathostoma o Trichonema) son un grupo numeroso de nematodes no
migratorios que pertenecen a 14 géneros reconocidos en los equinos y con mds de 50 especies (Liechtenfels et
al., 2008) que se localizan como adultos en ciego y colon. Actualmente y en todo el mundo, son considerados
los parésitos equinos de mayor prevalencia y practicamente todos los caballos en pastoreo adquieren esta pa-
rasitosis (Brady y Nichols, 2009; Scott et al., 2015; Nielsen et al., 2019). En nuestro pais, por ejemplo, los anilisis
coproparasitoldgicos muestran que mas del 98% de los huevos observados en animales mayores a los dos afios
de edad pertenecen a los pequefios estréngilos (Anziani y Ardusso, 2017). Muchas de las especies que compo-
nen el grupo no desarrollan inmunidad y por lo tanto son comunes en todas las categorias equinas (von Sam-
son-Himmelstjerna, 2012). En todo el mundo, el control de estos nematodes se basa casi exclusivamente en la
aplicaciéon de antihelminticos pertenecientes a los benzimidazoles, lactonas macrociclicas y tetrahydropirimi-
dinas pero la resistencia antihelmintica (RA) estd comprometiendo la sustentabilidad del control quimico. En
la Argentina la RA de los pequefios estréngilos a los benzimidazoles es ahora comiin (Anziani y Catanzaritti,
2005; Cerutti et al., 2012; Anziani et al., 2016) y parece ser mis la regla que la excepcién. Por el contrario, infor-
macién reciente sobre la eficacia de las lactonas frente a estos pardsitos y en esta misma regién, indica que las
lactonas permanecen muy activas atin luego de 40 afios de uso generalizado de las mismas (Cooper et al., 2023).
Finalmente, con el grupo quimico de las tetrahydropirimidinas, el pirantel es el inico miembro registrado y
comercialmente disponible en la Argentina en forma de pasta o polvo para ser agregado en el alimento. Aunque
la utilizacién como antihelmintico del pirantel tiene ya mas de medio siglo, a nivel mundial y especialmente
en la Argentina es pobre la literatura existente sobre las diferencias farmacocinéticas y eficacias comparativas
de las distintas formulaciones en los animales domésticos incluyendo a los equinos (Gobkulut y Mc Kellar,
2018). Ante la escalada global de la RA en los nematodes equinos, las determinaciones sobre la actividad de los
antihelminticos en el campo y el conocimiento actualizado sobre del status de susceptibilidad o resistencia son
indispensables para el uso racional de estas drogas. En este contexto, los objetivos del presente trabajo fueron
determinar la eficacia clinica de la droga y el status actual de susceptibilidad o resistencia del pirantel en equi-
nos naturalmente parasitados por estos nematodes en 11 establecimientos del drea central de la Argentina.

Materiales y métodos

a. Establecimientos y animales experimentales: En el periodo 2021 a 2022, la eficacia de una formulacién de
pirantel sobre los pequefios estréngilos fue estudiada en 11 establecimientos de las provincias de Santa Fe (n=
5)y Cérdoba (n=6). Como animales experimentales se utilizaron inicialmente 127 equinos de 6 meses hasta 23
afios de edad, de ambos sexos (incluyendo castrados y padrillos) y de diferentes biotipos y funciones por ejem-
plo trabajo, deporte, yeguas destinadas a transferencia de embriones o exposiciones ecuestres. El criterio si-
guiente para ser incluidos en el estudio fue contar en el dia -1 0 0 de la experiencia con valores del nimero de
huevos por gramo de heces (hpg) igual o superior a 150 y no haber recibido tratamiento antihelmintico al me-
nos en los Gltimos 60 dias. En el caso especifico del pirantel, y de acuerdo a los propietarios, ninguno de los 11
establecimientos habia utilizado previamente esta droga. Un resumen de esta seccién de materiales y métodos
es presentado en el diagrama de flujo de la Figura 1.
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Figura1. Diagrama de flujo en el que se observan la cantidad de establecimientoy de equinos, y los valores y cantidad
de determinaciones coproparasitolégicas realizadas.

b. Tratamientos: todos los tratamientos fueron realizados por algunos de los autores del presente trabajo
administrando en forma oral una pasta conteniendo 6,6 mg/kg de peso de pirantel pamoato (Pirantel Labora-
torios Over SRL). El peso de los equinos se estimé en funcién de la longitud y el perimetro toricico de cada
animal (Carroll et al.,1988) y a los fines del tratamiento y para evitar cualquier posibilidad de sub dosificacién
se adiciond 15 % al peso estimado.

c. Toma de muestras y técnicas coproparasitologicas: las muestras de materia fecal se obtuvieron por masaje
rectal o recogiendo las mismas directamente del suelo en los casos en que se observo defecar en forma espon-
tinea a los animales experimentales. El hpg se determind utilizando la técnica de Mc Master modificada (de-
teccién minima = 10 hpg) y alicuotas de las mismas muestras de materia fecal fueron utilizadas para cultivos
coproparasitoldgicos mantenidos en incubadoras a 22-25°C por 14 a 15 dias. Las larvas obtenidas fueron recu-
peradas a través de un aparato de Baermann y las primeras 100 larvas de tercer estadio se clasificaron de
acuerdo a Russell (1948). Los coprocultivos se realizaron en el dia o de la experiencia (previo al tratamiento) y
enel dia 14 de la misma.

d. Determinaciones de eficacia del pirantel: para determinar la eficacia de la formulacién del pirantel, se utiliz6
el Test de Reduccién en el Conteo de Huevos (TRCH) a las dos semanas posteriores al tratamiento, siguiendo
las recomendaciones de la World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP) (Niel-
sen et al., 2022) para la evaluacién de antihelminticos equinos. La eficacia de la droga (adecuada, sospechosa
oresistente) a nivel de establecimientos fue determinada de acuerdo a la reciente guia publicada por la WAAVP
(Kaplan et al., 2023) para ser utilizada en protocolos de investigacién especificos sobre la actividad del pirantel
contra los pequefios estréngilos equinos. Brevemente, se fijé una eficacia objetivo del 98 % (basada en estudios
previos con pirantel) y una zona gris sobre la actividad de la droga del 88 al 98 %. Los resultados del TRCH para
cada establecimiento fueron clasificados bajo tres posibles escenarios: susceptibles, resistentes o sospechosos.
Este esquema de clasificacién excluye la posibilidad que la carencia de evidencias de susceptibilidad pueda ser
confundidas con el diagndstico de RA (Denwood et al., 2023) y es presentado en la Tabla 1.



Tabla1. Criterio para determinar la eficacia pirantel (6,6 mg/kg de peso pirantel pamoato OVER SRL) utilizando el
TRCH (eficacia objetiva 98 %y zona gris del 88 al 98 %) considerando los intervalos de confianza (IC) 90 %.

Eficacia TRCH Resultados
Adecuada Limite inferior IC > 88 %y limite superior IC> 98 %
Sospechosa Limite inferior del IC< 90 %y limite superior < 98 %
Reducida (Resistencia) Cuando no se cumplen ninguno de estos criterios

d. Determinaciones sobre el periodo de reaparicion de huevos: En el dia 28 post tratamiento, se realizé un nuevo
TRCH para determinar si existia una reduccién en el Periodo de Reaparicién de Huevos (PRH) en 104 equinos
en los cuales se habia determinado previamente la eficacia clinica de la droga. El PRH es droga dependiente y
en el caso del pirantel (y frente a poblaciones susceptibles) es actualmente superior a los 28 dias (Nielsen et al.,
2019; Kaplan et al., 2023) y periodos mds cortos indican alteraciones en la performance original de la droga. En
el presente estudio se f1j6 al dia 28 post tratamiento para establecer si este periodo estaba acortado en los es-
tablecimientos estudiados. De acuerdo a Nielsen et al.. (2022) se establecié un umbral basado en el 10 % menos
al porcentaje del TRCH observado en el dia 14 (por ejemplo, TRCH dia 14= 98 %, umbral= 88 %). Luego si en el
TRCH del dia 28, el limite superior del IC resulto por debajo del umbral, se considerd como un PRH acortado.

e. Analisis estadistico de los datos: se utiliz6 un modelo jerdrquico bayesiano que ha sido desarrollado y em-
pleado especificamente para analizar datos producidos por los TRCH (Torgerson et al., 2014; Wang et al., 2018;
Kaplan et al., 2023) en una aplicacién web (http://shiny.math.uzh.ch/user/furrer/shinyas/shiny-eggCounts/).
Este modelo utiliza una estimacién de la reduccién media y los intervalos de confianza (IC) superior e inferior
al 90 % en una interfaz web que permite eliminar los errores en una distribucién de Poisson en la técnica de
conteo (Nielsen et al., 2022; Torgerson et al., 2014).

Resultados

En el presente estudio la eliminacién de huevos antes del tratamiento en los equinos mayores de dos afios
(n=127) fue sobredispersa o agregada y en linea con lo observado tipicamente con este tipo de datos parasito-
légicos (Cooper et al., 2020). El rango en los valores del hpg fue de 0-1850 y, de acuerdo a la eliminacién de
huevos antes del tratamiento, el 43,9 % de los animales fueron considerados como altos eliminadores, el 32,5 %
como moderados y el 23,7% como bajos, considerando los puntos de corte tal como se lo expresa en la Tabla 2.
En los coprocultivos realizados al pre tratamiento, en 8 establecimientos la totalidad de las larvas observadas
fueron clasificas como pequefos estréngilos. En los tres establecimientos restantes, los pequefios estréngilos
representaron entre el 94 y 96 % de las larvas obtenidas, pero también se observo la presencia del 4 al 6 % de
larvas de Strongylus vulgaris. Todas las larvas observadas en los coprocultivos post tratamiento fueron clasifi-
cadas como pertenecientes a pequefios estrongilos.

Tabla 2. Clasificacién de los equinos adultos en funcién de la eliminacion de huevos por gramo de heces (hpg) a las pasturas.

Eliminadores o contaminadores de las pasturas | hpg n %
Bajos 0a200 27 23,7
Moderados 2002500 37 32,5
Altos >500 50 43,8

En los 11 establecimientos estudiados, y de acuerdo a las nuevas guias de la WAAVP para el diagnéstico de
resistencia en equinos (Kaplan et al., 2023), el status de la RA del pirantel en relacién a los valores del TRCH (14
dias post tratamiento), result6 adecuada en 9 de ellos (TRCH 97,3 2 99,3 %; limite superior de los IC > 98 %),
resistente en uno (TRCH 89,9 % limite superior de los IC < 98 %) y sospechoso en el restante (TRCH 96,8 %
limite superior de los IC < 98 %). Una sintesis de estas observaciones es presentada en la Tabla 3. La eficacia a
nivel general del pirantel en la totalidad de los equinos es graficada en la Figura 2 tal como fue generada por el
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“eggCounts” package in R (http://www.math.uzh.ch/as/) y es visualizada como la distribucién posterior de la
reduccién del hpg al dia 14 post tratamiento.

Con respecto al PRH, en 9 de los 11 establecimientos (uno se excluyd por status de resistencia y en otro los
equinos no estuvieron disponibles luego de las determinaciones de eficacia), en los TRCHs llevados a cabo en
el dia 28 post tratamiento con pirantel (Tabla 3) no se observaron indicios sobre un acortamiento de este pe-
riodo (limites superiores de los IC por debajo del umbral prefijado). En la Figura 3 se observa la informacién
sobre los valores del hpg pre y post tratamiento en el establecimiento considerado como resistente al pirantel
empleando el mismo programa con el que se obtuvo la figura anterior.
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Figura 3. Informacion sobre los valores del hpg prey post tratamiento en el establecimiento considerado como
resistente al pirantel.

Tabla 3. Determinaciones del nimero de huevos por gramo de heces pre tratamiento (hpg) y TRCHs con intervalos de
confianza (IC) a los 14 dias (eficacia) y 28 dias post tratamiento con pirantel, empleando (dosis minima 6,6 mg/kg de
peso) en 11 establecimientos equinos.

Establecimiento . Eficacia
Ubicacién Categoria | n ) )
TRCH Dia14 (IC) = Status RA TRCHDia 28 (IC) | PRH

;;Tj::);one adultos 13 (99755-98,6) susceptible (997;,29-98,2) normal
;;6::2:;05 adultos 1 (997;_99) susceptible (9997’,26—99,8) normal
?—:;r;';aoFe adultos 9 (9:;5_99,3) susceptible (9;;,9—97,8) normal
?’Iii?;:::e Roca e 3 (9:7’?4-99,2) susceptible (997:,1—98,7) normal
z:::::nlfo adultos 1 (998(;1,8—99) susceptible (9;;9_90'3) normal
iﬂii;i:::t a adultos 6 (997298,3) susceptible (9997176—99,7) normal
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Figura 2. Probabilidad de la distribucion posterior de las reducciones en los TRCHs llevados a cabo en todos los equi-
nos tratados con pamoato de pirantel en el dia 14 post tratamiento (n=111).

Discusién

La resistencia al pirantel por los pequefios estréngilos ha sido revisada recientemente por Nielsen (2022)
indicando su presencia en al menos 34 paises del mundo. La mayoria de estos estudios pertenecen a América
del Norte y Europa donde el uso de la droga es muy comin y la prevalencia de la resistencia es importante,
comprometiendo seriamente la eficacia de la misma. La documentacién citada arriba incluye también paises
del hemisferio sur como Brasil, Sudifrica, Australia o Nueva Zelanda. En la Argentina los antihelminticos
equinos de mayor uso son por lejos las lactonas macrociclicas, seguidas por los benzimidazoles (Anziani y Ar-
dusso, 2017), mientras que el pirantel es de uso reducido. Asi, por ejemplo, el 1 % de los equinos deportivos en
actividad recibe tratamiento con pirantel (Losinno et al., 2018), y un reciente estudio sobre mas de 17.000 ani-
males de 85 establecimientos de cria, indica que solo el 13 % de los mismos habia utilizado esta droga en potri-
llos o en adultos (Cooper at al, 2021). En este contexto, es importante considerar que la tasa a la cual se desa-
rrolla la resistencia depende de la presién de seleccidn ejercida sobre la poblacién parasitaria. La baja frecuen-
cia de uso del pirantel en el drea central de la Argentina, y particularmente en las provincias de Santa Fe y
Cérdoba, (Cooper et al., 2021) podria explicar, al menos en parte, la susceptibilidad actual de los pequefios
estrongilos a la droga en la mayoria de los establecimientos estudiados. Se desconoce la situacién en otras
provincias, como por ejemplo Buenos Aires, donde el uso del pirantel es mayor que en la regién centro de Ar-
gentina (Cooper et al., 2021). En el presente trabajo, la resistencia al pirantel pudo ser determinada conclusi-
vamente en solo uno de los 10 establecimientos de las provincias de Santa Fe y Cérdoba mientras en otro, el
status fue clasificado como sospechoso o inconcluso. Esta categoria de no conclusivo o sospechoso, no implica
necesariamente una forma temprana de resistencia y probablemente estén involucrados otros factores que
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pueden afectar los resultados, como por ejemplo una alta variabilidad en los conteos de huevos en los equinos
que componen el grupo (Vidyashankar et al., 2012). Es conocido que los datos en el TRCH luego del tratamiento
con pirantel, pueden ser muy variables, constituyendo un desafio para el andlisis de los mismos (Nielsen et al.,
2013). En estos casos y como ha sido sugerido en los nuevos protocolos WAAVP (Kaplan et al., 2023), repetir el
TRCH incluyendo mas animales, podria distinguir entre resistencia antihelmintica y la inherente variabilidad
que pueden presentar los resultados no conclusivos. En los modelos bayesianos de las nuevas guias WAAVP
(Kaplan et al., 2023) utilizadas en nuestro estudio, el umbral para detectar resistencia focaliza en los limites
superiores e inferiores de los IsC (y no tanto en el cut off del TRCH). Este protocolo, aparece como mads estricto
para detectar resistencia al pirantel y hace compleja la comparacién con la mayoria de los estudios previos
realizados en otros paises del mundo. En la Argentina, la Ginica documentacién sobre fallas terapéuticas con el
uso del pirantel contra pequefios estrongilos pertenecen a un haras de la provincia de Buenos Aires (sin ante-
cedentes de uso de la droga) donde se informaron eficacias del 81,4% y 88,8% en potros y yeguas, respectiva-
mente (Perdomo, 2019). Para el trabajo de referencia, la eficacia se determiné con cilculos aritméticos si-
guiendo a Nielsen et al. (2019). No obstante, si los datos originales del trabajo de Perdomo (2019) se analizan
bajo el nuevo protocolo WAAVP (Kaplan et al., 2023) el status sobre estas poblaciones parasitarias prictica-
mente no se modificaria y la clasificacion de la droga seria como resistente y sospechosa en las categorias de
potros y yeguas respectivamente.

En nuestro trabajo, en el dia 28 post tratamiento, se realizé un nuevo TRCH para determinar si existia una
reduccién en el periodo de reaparicién de huevos (PRH) luego del tratamiento. Este segundo TRCH se realiz6
en 9 de los 10 establecimientos en los cuales no se detectaron poblaciones resistentes. El PRH es droga depen-
diente y en el caso del pirantel (y frente a poblaciones susceptibles) es actualmente superior a las 4 semanas
(Nielsen et al., 2019). Originalmente se consideraba a que periodos més cortos del PRH indicarian la presencia
de fenémenos tempranos de RA (Peregrine et al., 2014; Relf et al. 2014; Nielsen et al., 2019). No obstante, estu-
dios recientes indican que periodos acortados del PRH, implican indudablemente importantes cambios en la
performance de la droga, pero no necesariamente un preanuncio de RA (Nielsen, 2022; Macdonald et al., 2023).
En el presente trabajo, y exceptuando el establecimiento con status de resistencia, el PRH fue superior a las 4
semanas en todos los restantes, lo cual se encuentra en linea con las observaciones de los primeros estudios de
la droga (Lyons et al., 1996; Drudge et al., 1982; Boersema et al., 1995 y 1996).

Aligual que en estudios previos (Cooper et al., 2020; Cooper et al., 2023) que muestran porcentajes simi-
lares, en el presente trabajo aproximadamente el 56 % de los equinos al momento del tratamiento fueron con-
siderados como bajos o0 moderados eliminadores/contaminadores de las pasturas antes del tratamiento. A di-
ferencia de los rumiantes, la consistencia que muestran los valores del hpg en los equinos permitiria tratar
selectivamente solo a los animales considerados como altos eliminadores (por ejemplo 400 a 500 hpg) y dejar
el resto sin tratamientos (Dopfer et al., 2004; Nielsen et al., 2006; Becher et al., 2010). Los presentes datos
enfatizan la posibilidad de tratar selectivamente a los equinos considerados como altos eliminadores/conta-
minadores disminuyendo el uso de antihelminticos y también la presién de seleccién sobre el genoma parasi-
tario, permitiendo la formacién de poblaciones “en refugio” para demorar el desarrollo de RA y mantener la
sustentabilidad del control quimico. No obstante, los coprocultivos de tres establecimientos en los cuales la
frecuencia en el uso de antihelminticos era superior a los 10 meses, se observé la presencia de Strongylus vulgaris
en los coprocultivos pre tratamiento. El ciclo de vida de S. vulgaris es completado entre los 6 a 7 meses de la
ingestion de pasturas contaminadas con larvas de tercer estadio. Los esquemas de tratamientos selectivos (TS)
donde los bajos contaminadores/eliminadores no son tratados, permitiria que este parasito de reconocida pa-
togenicidad, complete su ciclo de vida y aumente su prevalencia en estos equinos. Para resolver este problema,
los establecimientos que utilizan los TS contra pequefios estrongilos podrian emplear al menos un tratamiento
masivo anual a todo el grupo animal independiente de sus valores de hpg (Nielsen 2012 y 2015; Nielsen et al.,
2014; Geurden et al., 2021). Bajo las condiciones en las que se desarrolla la produccién equina de la Argentina,
el esquema de los TS en animales adultos también podria ser aplicado adoptando este requerimiento. En este
contexto, la presencia de S. vulgaris en tres de los establecimientos aqui estudiados, mas que limitar la aplica-
bilidad de los TS, enfatiza en el uso de coprocultivos e identificaciéon larvaria y amerita futuras investigaciones
para determinar su prevalencia, la cual es actualmente desconocida en nuestro pais.

En resumen, el presente estudio demostré la presencia de poblaciones resistentes al pirantel en uno de 11
establecimientos estudiados, mientras que, en otro, el status se considerd como sospechoso. La eficacia de la
droga atin aparece como aceptable para el control de los pequefios estrongilos equinos en esta regién. Este
estudio también aportd informacion de base sobre el periodo de reaparicién de huevos a las 4 semanas post
tratamiento con pirantel en equinos del drea central del pais y estos datos podrian ser utilizados en futuros
trabajos comparativos de monitoreo sobre la performance de la droga en el campo. En tres de los 11
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establecimientos estudiados se detect6la presencia de Strongylusvulgaris indicando que la ausencia de tratamien-
tos por periodos prolongados podria permitir la re emergencia de este parasito. Los tratamientos selectivos para
el control de los pequefios estrongilos en equinos adultos deberian considerar esta situacién, pero aparecen ac-
tualmente como la estrategia basada en evidencias mas racional para el control sustentable de estos pardsitos.
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