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RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA EM NEMATODEOS
GASTRINTESTINAIS DE PEQUENOS RUMINANTES NO
ESTADO DE PERNAMBUCO

RESUMO

A caprinovinocultura sofre grande prejuizo econémico devido ao parasitismo por
nematodeos gastrintestinais, chegando a inviabilizar esta exploragdo em algumas
regides. O controle desse parasitismo é feito basicamente com a utilizagdo de drogas
anti-helminticas. A ineficiéncia neste tipo de controle sdo os primeiros sinais do
aparecimento de resisténcia anti-helmintica (RA), que se constitui em um dos principais
fatores negativos e limitantes para a producdo animal, uma vez que inviabiliza o
controle efetivo da helmintose dos pequenos ruminantes, com reflexos desfavoraveis
nos indices produtivos. A resisténcia anti-helmintica em nematddeos de pequenos
ruminantes para os trés grupos de drogas mais comumente utilizados: benzimidazdis
(BZs), imidazotiazois (LEV) e lactonas macrociclicas (LMs) vem sendo relatada e tém
crescido rapidamente em diferentes regides do mundo. O controle eficiente destes
parasitos e o diagndstico precoce da resisténcia anti-helmintica, especialmente em
Haemonchus contortus, devem ser preconizados a fim de viabilizar economicamente a
criagdo de ovinos e caprinos. O conhecimento dos varios aspectos genéticos deste
fendmeno poderd aumentar a vida Util dos farmacos atualmente utilizados, e
consequentemente tentar preservar a susceptibilidade dos parasitos. Neste trabalho tem-
se como objetivo diagnosticar a resisténcia anti-helmintica em propriedades de criacdo
de ovinos e caprinos e analisar a relacdo com o manejo instituido nas propriedades e
identificar a presenca do DNA responsavel pela resisténcia anti-helmintica em
populacdes de helmintos de pequenos ruminantes no estado de Pernambuco. Os
procedimentos metodolégicos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA — UFRPE. Amostras de espécimes adultos de H. contortus foram
obtidas de animais naturalmente parasitados por helmintos gastrintestinais pertencentes
a propriedades localizadas nas cidades do estado de Pernambuco: Sairé (Agreste),
Recife (Regido Metropolitana), Bonito (Agreste), Moreno (Regido Metropolitana),
Gameleira (Mata Sul), Camocim de Sdo Félix (Agreste), Serra Talhada (Sertdo). Nas
propriedades de Recife e Bonito criavam-se apenas caprinos e nas demais apenas
ovinos. Para realizacdo da PCR, amostras de espécimes adultos de H. contortus foram
obtidas de animais naturalmente parasitados por helmintos gastrintestinais, os quais
foram estocados em tubos de eppendorf com PBS a 4°C, identificados e sexados no
Laboratorio de Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos — UFRPE. Formou-se um
pool de 20 individuos machos adultos de H. contortus de cada propriedade, dos quais
procedeu-se a extracdo de DNA. As amostras de DNA extraidas foram analisadas no
Laboratdrio de Doencgas Parasitarias da Universidade Federal do Parana. Foi realizada a
PCR com o objetivo amplificar fragmentos de genes que codificam o isotipo 1 da f-
tubulina que possuiam as sequéncias de cddon 200, realizando-se também uma PCR
para identificacdo das espécies dos helmintos coletados. As duas reacdes de
amplificacdo foram conduzidas em termociclador Veriti Life com gradiente. Uma
amostra de 20 pl de cada reacdo foi analisada sobre um gel de agarose 0,8 % e
visualizada sob luz UV. Os produtos de PCR foram purificados com o kit comercial
PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen, USA) e sequenciados por eletroforese
capilar (Método de Sanger) utilizando a plataforma ABI13130 (Life Technologies, USA).



Avaliou-se também a eficacia anti-helmintica por método “in vivo” por meio do teste
de reducéo do numero de ovos por grama de fezes (TRCOF), usando a formula: %
eficdcia = [(média de OPGP™"M™M _ média de OPGP®* M) | média de OPG"™
tratamentoy] % 100. Detectou-se DNA responsavel pela resisténcia anti-helmintica aos
benzimidazois (BZ) em todas as propriedades analisadas. Os percentuais de eficacia
anti-helmintica para a moxidectina apresentaram-se como efetivos apenas aos sete dias
pos-tratamento. Diversas falhas de manejo do controle das helmintoses gastrintestinais
foram encontradas.  Os resultados obtidos confirmam a resisténcia anti-helmintica aos
benzimidaz6is em H. contortus de caprinos e ovinos no estado de Pernambuco,
constituindo-se no primeiro registro de diagnostico molecular da RA em ruminantes no
Estado. Caracterizam também o declinio da efetividade anti-helmintica da moxidectina
nos rebanhos. Ambas as situacdes sdo favorecida por praticas de manejo inadequadas e
uso indiscriminado de produtos quimicos para o controle de helmintos gastrintestinais.

Palavras-chave: Eficacia anti-helmintica, diagnoéstico molecular, caprinos, ovinos,
Haemonchus contortus, PCR



ABSTRACT

The sheep and goat farming suffer great economic losses due to parasitism by
gastrointestinal nematodes, reaching derail this exploration in some regions. The control
of such parasites is done primarily with the use of anthelmintic drugs. The inefficiency
of this type of control are the first signs of anthelmintic resistance appearance (AR),
which constitutes one of the main negative and limiting factors for animal production,
since it prevents the effective control of helminths in small ruminants, with adverse
consequences on production rates. The anthelmintic resistance in nematodes of small
ruminants for the three groups most commonly used drugs: benzimidazole (BZs)
imidazotiazois (LEV) and macrocyclic lactones (MLs) has been reported and have
grown rapidly in different regions of the world. The efficient control of these parasites
and the early diagnosis of anthelmintic resistance, especially in Haemonchus contortus
should be recommended in order to economically viable sheep and goat breeding.
Knowledge of various genetic aspects of this phenomenon can increase the shelf life of
drugs currently used, and therefore try to preserve the susceptibility of parasites. This
work has the objective of diagnosing anthelmintic resistance in properties of sheep and
goats and to analyze the relationship with the management of the properties and identify
the presence of DNA responsible for anthelmintic resistance in helminth populations of
small ruminants in the state of Pernambuco. The methodological procedures were
approved by the Ethics Committee on Animal Use - CEUA - UFRPE. Samples from
adult specimens of H. contortus were obtained from animals naturally infected with
gastrointestinal helminths belonging to properties located in the cities of the state of
Pernambuco: Sairé (Agreste), Recife (Metropolitan Region), Bonito (Agreste), Moreno
(Metropolitan Region) Gameleira (South Forest), Camocim de Sdo Félix (Agreste),
Serra Talhada (Sertdo). The properties of Recife and Bonito created only goats and the
others only sheep. For PCR, samples from adult specimens of H. contortus were
obtained from animals naturally infected with gastrointestinal helminths, which were
stored in Eppendorf tubes with PBS at 4 ° C, identified and sexed in Parasitic Diseases
Laboratory of Domestic Animals - UFRPE. It was performed a pool of 20 adult males
of H. contortus from each property for the extraction of DNA. The extracted DNA
samples were analyzed in Parasitic Diseases Laboratory at the Federal University of
Parana. PCR in order to amplify gene fragments encoding 1 isotype of B-tubulin which
held the sequence of codon 200 was performed;it was also performing a PCR to identify
the species of helminths collected. Both amplification reactions were performed in a
thermocycler Veriti Life gradient. A sample of 20 uL of each reaction was analyzed on
a 0.8% agarose gel and visualized under UV light. PCR products were purified with the
commercial PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, USA) and sequenced by
capillary electrophoresis (Sanger method) using the ABI3130 platform (Life
Technologies, USA). Anthelmintic efficacy by "in vivo" method was also evaluated the
by means of Fecal Egg Counting Reduction Test (FECRT) using the formula:% efficacy
— [(mean OPGpre-treatment - average OPGpost-treatment) / average OPGpre-treatment)] x 100. It
was detected DNA responsible for anthelmintic benzimidazole resistance (BZ) in all the
evaluated properties. The percentage of anthelmintic efficacy for moxidectin presented



as effective only seven days after treatment. Several management failures of control of
gastrointestinal helminths were found. The results obtained confirm the anthelmintic
benzimidazole resistance in H. contortus goats and sheep in the state of Pernambuco -
Brazil, becoming the first record of molecular diagnosis of RA in ruminants in the State.
also characterize the decline of the anthelmintic efficacy of moxidectin in herds. Both
situations are favored by inadequate management practices and indiscriminate use of
chemicals for the control of gastrointestinal helminths.

Keywords: anthelmintic efficacy, molecular diagnostics, goats, sheep, Haemonchus
contortus, PCR
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1- INTRODUCAO

A caprinovinocultura é uma exploracdo econémica em vasta expansdo no Nordeste do
Brasil, considerada uma nova fonte de proteina de origem animal com importante relevancia
socioecondmica.

Diversos sdo os fatores que prejudicam economicamente as criacbes de ovinos e
caprinos, dentre eles o parasitismo por helmintos gastrintestinais (HGI) constitui um dos
fatores limitantes desta atividade em diversas regides do mundo (ROSALINSKI-MORAES et
al., 2012), tais nematddeos podem levar a diminuicdo na producdo de carne, leite e alta
mortalidade nos animais jovens principalmente nos periodos chuvosos, prejudicando
zootecnicamente e 0 bem-estar animal (LIMA et al., 2010,; MILLER et al., 2012; FORTES et
al., 2013).

Os beneficios da utilizacgdo de medicamentos antiparasitarios estdo intimamente
ligados a contabilidade de uma propriedade. Quando esta tecnologia é utilizada de maneira
correta, levando em consideracdo também os aspectos epidemioldgicos, todos os setores
envolvidos na cadeia de producdo ganham em produtividade e qualidade. Entretanto ap6s a
observacdo do avango répido da resisténcia anti-helmintica nas principais regides produtoras
brasileiras (ECHEVARRIA et al., 1996), se conclui que este principio tem sido insuficiente
em se tratando da frequéncia de tratamento e da utilizacdo correta das drogas
antiparasitarias.O controle desse parasitismo é feito, basicamente, com a utilizacdo de drogas
anti-helminticas (VIEIRA & CAVALCANTE, 1999; MOLENTO et al., 2011), o uso
indiscriminado de drogas anti-helminticas favorece o aparecimento e desenvolvimento da
resisténcia anti-helmintica (RA), assim os nematddeos que sobreviverem a esse tratamento
apresentam caracteristicas biogenéticas que os tornam resistentes aos efeitos toxicos das
drogas (GEARY, 2013).

A adocdo de programas alternativos de controle parasitario vem crescendo com o
objetivo de diminuir a aplicagdo dos diversos compostos quimicos, entretanto, atualmente, as
medidas de controle ainda dependem da utilizacdo de anti-helminticos. Sabe-se que o
processo de selecdo de parasitos resistentes apds sua exposi¢do aos produtos quimicos é
inevitavel e, além disso, para os laboratérios, a elaboracdo até a comercializacdo de novas
drogas anti-parasitarias € extremamente cara e lenta (GEARY, 2013; MOLENTO et al.,
2013).
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A resisténcia a anti-helminticos (RA) em diversos paises é tdo impactante que
ameaca toda produtividade do rebanho, ocorrendo em todas as classes de drogas utilizadas no
controle de nematdédeos (MOLENTO et al., 2011). A maior parte dos relatos de resisténcia
aos anti-helminticos provém de regibes onde Haemonchus contortus, parasito abomasal, é
endémico. Isso inclui as regides com verdo chuvoso como Austrélia, algumas areas da Africa
do Sul e Brasil (WALLER et al., 1995; ECHEVARRIA et al., 1996).

O primeiro relato de resisténcia a anti-helminticos no Brasil, foi no Rio Grande do
Sul em ovinos (DOS SANTOS & GONCALVES, 1967). No Nordeste brasileiro, a primeira
suspeita de nematddeos gastrintestinais de caprinos resistentes aos anti-helminticos foi
relatada por VIEIRA (1986) no estado do Ceard, ocorrendo, posteriormente, relatos de
resisténcia anti-helmintica de caprinos em Pernambuco ao levamisole, albendazole e
parbendazole (CHARLES et al.,, 1989) e na Bahia aos anti-helminticos albendazol e
ivermectina (BARRETO & SILVA, 1999). Bevilagua & Melo, (2003) demonstraram que
esse problema esté se disseminado em toda Regido Nordeste.

Estudos mais recentes continuam demonstrando ineficacia de produtos a base de
ivermectina e albendazole na regido nordeste (PEREIRA et al., 2008; COELHO et al., 2010).
VILELA et al. (2012) apontam a resisténcia anti-helmintica como resultado da aplicacéo de
anti-helminticos diversas vezes em curto tempo no semi-arido do Nordeste brasileiro.

Este trabalho tem-se como objetivo diagnosticar a resisténcia anti-helmintica em
propriedades de criacdo de ovinos e caprinos e analisar a relagdo com o manejo instituido nas
propriedades e identificar a presenca do DNA responsavel pela resisténcia anti-helmintica em

populagdes de helmintos de pequenos ruminantes no estado de Pernambuco.

2 - REVISAO DE LITERATURA

A caprinovinocultura ¢ uma atividade econdmica de forte representacdo no Nordeste
brasileiro, com 90% do rebanho caprino do Brasil e mais da metade dos ovinos. A regiéo sul
ficou em segundo lugar no caso de ovinos, com larga participacdo do Rio Grande do Sul, cujo
rebanho de 4,9 milhdes de cabecas é o maior do pais (IBGE, 2012).

Na regido nordeste um efetivo caprino de 8,779 milhdes foi registrado em 2013, com
crescimento de 1,5% em rela¢do ao nimero de cabecgas de 2012. Bahia foi 0 estado brasileiro
com o maior efetivo desta espéecie (28,0%), seguido pelo estado de Pernambuco (22,5%). Os
maiores efetivos municipais estavam localizados em Floresta (PE), com 3,6%, Casa Nova

(BA), com 2,6%, e Petrolina (PE), com 2,4%, observando-se grande dispersdo municipal.
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Entre os 10 municipios com os maiores efetivos do nordeste, metade situava-se no estado da
Bahia e a outra metade, no estado de Pernambuco, cujo efetivo caprino foi a que mais cresceu
em relacdo ao ano anterior (10,3%) (IBGE, 2013).

A populacdo de ovinos no Brasil encontrava-se, sobremaneira, localizado nos estados
do Rio Grande do Sul (24,6%), Bahia (16,9%), Ceara (11,9%) e Pernambuco (10,6%). No
comparativo entre 2012 e 2013, registrou-se significativo crescimento do efetivo nos estados
do Rio Grande do Norte (32,0%), Pernambuco (10,8%) e Bahia (4,1%), gerando um
crescimento de 4,8% na Regido Nordeste, (IBGE, 2013).

No Brasil, os géneros Haemonchus, Trichostrongylus, Oesophagostomum,
Strongyloides, Cooperia e Ostertagia figuram como os nematédeos de maior importancia
para 0s pequenos ruminantes nas regides sul (RAMOS et al., 2004; SPRENGER et al., 2013),
sudeste (SILVA et al., 2004; DUARTE et al., 2012), centro-oeste (SCZESNY-MORAES et
al., 2010) e nordeste (AHID et al., 2008; BRITO et al., 2009; LIMA et al., 2010; MELO et al,
2013).

Segundo Amarante (2011), as helmintoses gastrintestinais sdo um dos principais
problemas sanitarios em pequenos ruminantes, ndo s6 no Brasil como no mundo,
principalmente pela dificuldade no controle, em fungdo da rapidez com que 0s nematddeos
desenvolvem resisténcia aos anti-helminticos comerciais. No entanto apesar de toda
rentabilidade ja confirmada neste tipo de exploracéo agropecuaria, 0s problemas de saude séo
causas principais do baixo desempenho zootécnico e econémico dos rebanhos, destacando-se
as helmintoses gastrintestinais como principal fator negativo enfrentado pelos criadores de
caprinos e ovinos no Brasil. Os animais apresentam queda no desempenho produtivo devido a
diminuicdo no consumo de alimentos e absorcdo de nutrientes, podendo ser observadas altas
taxas de mortalidade principalmente em animais jovens (MOLENTO, 2011), os quais sdo
mais susceptiveis que os adultos, que sdo menos predispostos devido a imunidade
estabelecida pelas infec¢des anteriores (AHID et al., 2008).

Uma boa nutricdo energética e protéica aumenta a resisténcia dos animais as infeccdes
parasitarias, portanto, sempre que for viavel economicamente, a correta suplementagdo do
rebanho diminui o grau de infeccdo. Por outro lado periodos de caréncia alimentar aumentam
a susceptibilidade aos parasitos e favorecem a ocorréncia de sinais clinicos (TORRES-
ACOSTA & HOSTE, 2012). Alguns minerais apresentam efeito direto contra aos parasitos.

Fausto et al. (2014) observaram que ovinos suplementados com cobre e selénio aumentaram
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as concentracBes plasmaticas de proteinas totais e de gama albuminas, e diminuiram a carga

parasitaria, tomada pela redugdo das contagens de OPG.

2.1 - CONTROLE DE HELMINTOS GASTRINTESTINAIS

A utilizacdo de medicamentos anti-helminticos é a pratica mais utilizada pelos
produtores para tentar controlar a infeccdo por nematddeos gastrintestinais de pequenos
ruminantes (MELO et al., 2004, FORTES & MOLENTO, 2013), apesar do crescente
desenvolvimento e adogdo de programas alternativos de controle para reduzir o uso de anti-
helminticos quimicos (MOLENTO et al., 2011; FORTES & MOLENTO, 2013).

2.1.1 - CLASSES DE ANTI-HELMINTICOS

Os trés grupos de anti-helminticos de amplo acdo ou espectro disponiveis no mercado
sdo: 1.(BZs) benzimidazbis (thiabendazol, mebendazol, parbendazol, albendazol,
fenbendazol, oxbendazol, oxfendazol e triclabendazol), que se ligam a B-tubulina e evitam a
polimerizacdo dos dimeros de tubulina em microtubulos, e também inibem a fumarato-
redutase e o transporte de glicose; 2. (LEV) imidazotiazois (levamisol e tetramisol) e
pirimidinas (pirantel e morantel), que s&o agonistas de receptores de acetilcolina e provocam
contracdo muscular e paralisia; e 3.(LMs) lactonas macrociclicas (avermectinas: ivermectina,
abamectina, doramectina, eprinomectina e selamectina; e milbemicinas: moxidectina,
nemadectina e milbemicina oxima), que abrem canais de cloro direcionados por glutamato e
ocasionam paralisia da neuromusculatura, inclusive da faringe (COLES et al., 1992;
ALMEIDA e AYRES, 1999). Os anti-helminticos de pequeno espectro séo: (1) salicilanilidas
(closantel, rafoxanida niclosamida e oxiclozamida) e nitrofendis ou substitutos fenolicos
(disofenol, nitroxinil, niclofan, nitroscanato e bitionol), desacopladores de fosforilacdo
oxidativa; e (2) organofosforados (diclorvos, triclorfon, coumafés e fention), inibidores da
acetilcolinesterase (ALMEIDA & AYRES, 1999).

Recentemente, duas novas classes de anti-helminticos — monepantel (KAMINSKY et
al., 2008) e derquantel, este em combinacdo com a abamectina (LITTLE et al., 2010), com
novos modos de acgdo, foram langados no mercado na Nova Zelandia, sendo uma alternativa
promissora para o futuro do controle de nematddeos gastrintestinais.

A resisténcia anti-helmintica constitui-se em um dos principais fatores negativos e
limitantes para a produgdo animal, uma vez que inviabiliza o controle efetivo da helmintose

dos pequenos ruminantes, com reflexos desfavoraveis nos indices produtivos (TAYLOR et
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al., 2002), envolvendo os diversos géneros de parasitos e classes de drogas, como 0s
benzimidazois, imidazotiazois e lactonas macrociclicas (CHANDRAWATHANI et al., 2004;
KAPLAN, 2004; VARADY et al., 2011).

2.1.2 - RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA

Define-se como resisténcia anti-helmintica o0 aumento do nimero de individuos em
uma populacdo, capazes de suportar doses de um composto quimico que tenha comprovado
ser letal a maioria de uma populagdo normalmente sensivel, da mesma espécie. O aumento do
numero de individuos resistentes numa populacao € o resultado de trocas na frequéncia génica
causada pelo cruzamento daqueles individuos que tenham sobrevivido a exposicdes da droga.
A mais importante caracteristica da resisténcia é hereditariedade (ECHEVARRIA, 1996).

Segundo Vieira & Cavalcante (1999), a resisténcia anti-helmintica é definida como o
aumento significativo na habilidade de uma estirpe de parasitos para tolerar doses de uma
droga que sdo letais para a maioria dos individuos de uma populacdo da mesma espécie.

De acordo com Molento (2004), a resisténcia anti-helmintica € um fenémeno pelo qual
alguns organismos de uma populagdo sdo capazes de sobreviver apds constante utilizacdo de
um composto quimico.

Vieira (2008) apresenta o conceito de resisténcia anti-helmintica como a capacidade de
uma populacdo de parasitos em sobreviver a doses de anti-helminticos que poderiam ser letais
para populacfes susceptiveis.

Outra definicdo de resisténcia anti-helmintica é a mudanca genética na habilidade do
parasito em sobreviver a tratamentos nas doses recomendadas da droga, ou seja, 0s helmintos
gastrintestinais herdam a habilidade de sobreviver e evitar os efeitos toxicos das drogas apos
administracdes repetidas (VARADY et al., 2011).

A partir das evidéncias de resisténcia as drogas, os registros de problemas com a
helmintoses gastrintestinais comecaram a ser mais comuns, incluindo relatos de resisténcia
maltipla. Van Wyk et al., (1999) descreveram uma populacdo de H. contortus resistente a
cinco grandes grupos de anti-helminticos, incluindo a moxidectina. Atualmente, € comum
encontrar resisténcia as lactonas macrociclicas e outros grupos quimicos no Brasil e no mundo
(VERISSIMO et al., 2012).

Quando a resisténcia anti-helmintica ocorre entre produtos do mesmo grupo quimico é
chamada de lateral. Ocorrendo entre duas drogas, de grupos diferentes, este fenbmeno é

chamado de resisténcia anti-helmintica cruzada. A resisténcia anti-helmintica multipla (RAM)
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ocorre quando um parasito € resistente a mais de duas bases farmacoldgicas (MOLENTO,
2011).

Atualmente ja existem relatos de resisténcia multipla a drogas (RMD) em varias
regibes do Brasil, como Sul (CEZAR et al., 2010), Sudeste (VERISSIMO et al., 2012) e
Centro-Oeste (SCZESNY-MORAIS et al., 2010), ressaltando a gravidade desse problema.
Conforme verificado em testes de eficacia a campo, 100% das propriedades ja apresentam
RMD (VERISSIMO et al., 2012). O primeiro relato brasileiro do Haemonchus contortus
resistente aos benzimidazéis em ovinos foi publicado no Rio Grande do Sul por Santos e
Gongalves, (1967).

No Ceara (VIEIRA et al.,1992), observaram a presenca de H. contortus resistente a
ivermectina 1% e ao netobimin (derivado guanidinicos que se converte em fembendazol e
albendazol) , em ovinos provenientes do Parana e do Rio Grande do Sul. Também no Ceara
MELO et al. (1998) registraram a presenca de resisténcia anti-helmintica em caprinos e
ovinos, mais tarde Vieira e Cavalcante (1999), com caprinos, realizaram um levantamento em
34 rebanhos e observaram que em sete (20,6%) propriedades havia resisténcia aos anti-
helminticos do grupo dos imidazois, em seis (17,6%) aos benzimidazois e 12 (35,3%)
revelaram resisténcia multipla. Apenas em nove (26,5%) rebanhos, os nematddeos foram
sensiveis aos anti-helminticos avaliados.

Diversas pesquisas em populacbes de H. contortus resistente e sensivel aos
benzimidazoéis indicaram a ocorréncia de diferencas especificas do DNA gendmico destas
populacdes (ROOS et al., 1990). KWA et al., (1994) demonstraram que a resisténcia aos
benzimidazois envolve uma mutacdo no aminoacido 200 e 167 (SILVESTRE & CABARET,
2002) (Fenilalanina/Tirosina) do gene isotipo 1 B-tubulina, que parece ser o maior implicado
no mecanismo da resisténcia anti-helmintica aos benzimidazois.

H. contortus tem uma taxa de mutagédo do DNA mitocondrial dez vezes maior que nos
vertebrados e o DNA nuclear extremamente diverso. Este parasito mostra grande
variabilidade genética, tanto em uma populagdo quanto entre populagdes geograficamente
separadas, sendo encontrado em varias espécies de ruminantes desde os trépicos Umidos até
as areas de clima com temperaturas mais frias. Além disso, apresenta uma elevada
prolificidade, sua fémea pode chegar a eliminar mais de 10.000 ovos/dia. O tamanho da sua
populacdo efetiva é enorme, sendo mais encontrada no meio do que nos seus hospedeiros
(PRICHARD, 2001).
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A resisténcia em nematddeos gastrintestinais de pequenos ruminantes assume perfil
cosmopolita. O controle eficiente destes parasitos e o diagnostico precoce da resisténcia anti-
helmintica, especialmente em Haemonchus contortus, devem ser preconizados a fim de
viabilizar economicamente a criagdo de ovinos e caprinos. O conhecimento dos varios
aspectos genéticos deste fenbmeno poderd aumentar a vida Util dos farmacos atualmente
utilizados, e consequentemente tentar preservar a susceptibilidade dos parasitos,
principalmente nas populac@es onde os alelos para resisténcia apresentam baixa prevaléncia
(VIEIRA et al., 2001).

Os compostos anti-helminticos devem ser respeitados como recursos preciosos para
serem usados frugalmente e estrategicamente, porque 0 uso excessivo de qualquer ferramenta
pode torna-la sem efeito. E importante salientar que, para a indGstria farmacéutica, a busca
por novas moléculas anti-helminticas que venham a colaborar com o rodizio com as atuais
drogas é um processo dificil, oneroso e uma possibilidade considerada remota nos proximos
anos (GEARY, 2013), portanto a pesquisa de formas alternativas para o controle das

helmintoses gastrintestinais torna-se imprescindivel.

2.1.2.1 - HISTORICO DA RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA
2.1.2.1.1 - NO MUNDO

Inicialmente os relatos de resisténcia dos nematddeos gastrintestinais aos anti-
helminticos foram descrita no Texas, Estados Unidos (DRUDGE et al., 1964,
THEODORIDES et al., 1970, ANDERSEN & CHRISTOFFERSON, 1973, GEORGE et al.,
2011; KAPLAN & VIDYASHANKAR, 2012 ). Posteriormente foram feitos outros relatos na
Australia (McGREGOR et al., 1980; HALL et al., 1981; BARTON et al., 1985), Nova
Zelandia (KETTLE et al., 1983; BADGER & McKENNA, 1990), Franca (KERBOUEF &
HUBERT, 1985), Inglaterra (HUNT et al., 1994), Malasia (DORNY et al., 1994) e Tailandia
(KOCHAPAKDEE et al., 1995).

Recentemente os relatos de resisténcia anti-helmintica em nematddeos de pequenos
ruminantes para os trés grupos de drogas mais comumente utilizados, BZs, LEV e LMs, tém
crescido rapidamente em diferentes regides do mundo, incluindo América do Sul
(MOLENTO et al., 2011, TORRES-ACOSTA et al., 2012), Africa do Sul (VAN WYK et al.
1999), Australia (LOVE & COLES, 2002), Nova Zelandia (McKENNA, 2010) e Europa
(PAPADOPOULOS et al., 2012), representando uma séria ameacga a producdo animal, desde
entdo, esse problema vem sendo detectado no mundo ( ALKA et al., 2004; LE JAMBRE et
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al., 2005; SARGISON et al., 2007; PALCY et al., 2010; GEORGE et al., 2011; KAPLAN e
VIDYASHANKAR, 2012).

2.1.2.1.2 - NO BRASIL

No Brasil, o primeiro relato de resisténcia anti-helmintica a benzimidazdis foi no Rio
Grande do Sul (DOS SANTOS & GONGCALVES, 1967). Nesta regido também foi feito o
primeiro relato de nematddeos resistentes a ivermectina (ECHEVARRIA & TRINDADE,
1989).

No nordeste a primeira suspeita de nematddeos gastrintestinais resistentes aos anti-
helminticos foi descrita por Vieira (1989) no estado do Ceara em caprinos, na mesma espécie
posteriormente em Pernambuco, a levamisol, albendazol e parbendazol (CHARLES et al.,
1989; BARRETO & SILVA, 1999), confirmados em levantamento realizado por Pompeu e
Padilha (1999), em 169 propriedades pertencentes a 28 municipios, envolvendo quatro
microrregides que compdem as principais bacias leiteiras da mesorregido agreste do estado de
Pernambuco.

Depois destes relatos surgiram outras pesquisas em Alagoas (AHID et al., 2007),
Maranhdo (BRITO et al., 2009), Paraiba (RODRIGUES et al., 2007), Pernambuco ( SANTOS
et al., 1993; LIMA et al., 2010,), Rio Grande do Norte (PEREIRA et al., 2008; COELHO et
al., 2010), Piaui (COSTA JUNIOR et al., 2005). Especialmente no Ceara, existem alguns
trabalhos que relataram a RA, em sua maioria a benzimidazoéis (VIEIRA; CAVALCANTE,
1999; MELO et al., 2003; MELO et al., 2004; MELO et al., 2009)

Os relatos de resisténcia maltipla a drogas (RMD) no Brasil vem aumentando em
varios locais, como as regides Sul (CEZAR et al., 2010), Sudeste (VERISSIMO et al., 2012) e
Centro-Oeste (SCZESNY-MORAES et al., 2010), evidenciam a gravidade desse problema.
Conforme verificado em testes de eficacia a campo, 100% das propriedades ja apresentam
RMD (VERISSIMO et al., 2012).

2.1.2.2 - MECANISMO DE INSTALACAO DA RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA
Existem trés componentes envolvidos na formacdo da resisténcia anti-helmintica.
Inicialmente ocorre o estabelecimento da resisténcia, que sofre ampla influéncia do tamanho e
da diversidade da populacdo parasitaria, sendo uma fase na qual ndo se tem controle quanto
ao estabelecimento da resisténcia. Segue-se o desenvolvimento, consequente a utilizacdo dos

agentes selecionadores como 0s compostos quimicos, nesta situagdo, aqueles com acdo anti-
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helmintica. A pressdo de selegdo exercida pelo uso frequente de anti-helminticos levard a um
aumento numérico de alelos resistentes. Finalmente, diante da continuidade deste processo,
sucede-se a dispersdo dos genes na populacdo helmintica, culminando com a manifestacdo da
resisténcia, evidenciando-se as falhas no controle que se constituem no primeiro sinal da
resisténcia anti-helmintica (SUTHERST & COMINS, 1979; BARNES & DOBSON, 1990;
HUMBERT et al., 2001; SANGSTER, 2001; MELO & BEVILAQUA, 2003; MELO, 2005;
MOLENTO, 2005).

Apesar das formas alternativas de controle para helmintoses gastrintestinais em
pequenos ruminantes, o uso quase exclusivamente de anti-helminticos é ainda fortemente
empregado, caracterizando-se como agente seletivo (SANGSTER, 2001). Sem falar das falhas
desta alternativa, o uso frequente e continuado de uma mesma base farmacoldgica como
também rotacao rapida de principio ativo sao inevitaveis (FORTES et al., 2013).

Segundo Molento (2004), a RA pode ser agravada pela frequéncia de tratamentos
anti-helminticos e a aquisicdo de animais infectados. Acrescenta-se ainda o uso de subdoses,
que também pode ser um fator para a formacdo da RA (VIEIRA et al., 2001), associado a
falta de exames coproparasitologicos para monitoramento da eficacia dos produtos utilizados.

A resisténcia a drogas anti-helminticas é um fato crescente e difundido em todo
mundo (CUNHA FILHO et al., 1998). A indlstria farmacéutica vem, historicamente,
encarando este desafio com o desenvolvimento de drogas que incluem 0s modernos
antiparasitarios de amplo espectro e alto poder residual.

O aumento da resisténcia anti-helmintica é o resultado de trocas génicas causadas pelo
cruzamento daqueles que sobreviveram a exposicdo a droga (ECHEVARRIA, 1996). Os
organismos resistentes passam 0s seus alelos para os seus descendentes. A frequéncia e
intensidade do tratamento, aliada a maior ou menor disseminacdo dos alelos para resisténcia
na populagéo de parasitos, determinam a taxa de sele¢éo da resisténcia (PRICHARD, 2001).

O parasito abomasal, Haemonchus contortus, € o maior responsavel pelo rapido
desenvolvimento da resisténcia em nematddeos de pequenos ruminantes (SANGSTER, 2001),
provavelmente, devido ao seu alto potencial bidtico (ECHEVARRIA & TRINDADE, 1989),
grande variabilidade genética e por albergar o alelo que causa a diminuicdo da
susceptibilidade a uma droga (BLACKHALL et al., 2011).

Objetivando retardar o surgimento da resisténcia, 0 uso de testes sensiveis para
determinar o grau de eficacia de uma determinada droga, em uma populacdo especifica de
parasitos, pode auxiliar o planejamento de estratégias de controle (TAYLOR et al., 2002),
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como a simples opgao de uso de compostos que ainda permanecam eficazes. Contudo, mesmo
sendo de fundamental importancia, o diagnostico da resisténcia anti-helmintica, ou da reducéo
de eficacia aos anti-helminticos, ainda ndo é uma realidade bastante usada no campo
(TORRES-ACOSTA et al., 2012).

2.1.2.3 — METODOS DE DIAGNOSTICO DA RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA
PARA NEMATODEOS GASTRINTESTINAIS DE PEQUENOS RUMINANTES

O monitoramento da eficacia dos produtos utilizados para o controle da infeccdo por
helmintos gastrintestinais € uma das medidas imprescindiveis para se retardar o surgimento da
resisténcia anti-helmintica. Diversos métodos podem ser utilizados para este fim e de igual
modo para detectar a presenca de resisténcia anti-helmintica em rebanhos. Testes in vitro e in
vivo tem sido desenvolvidos cuja escolha deve ter como parametros os custos, a complexidade
e consisténcia (CRAVEN et al., 1999; VARADY & CORBA, 1999; MELO & BEVILAQUA
2003; KAPLAN & VIDYASHANKAR, 2012; FORTES & MOLENTO, 2013; PENA-
ESPINOZA et al., 2014).

Os testes in vitro, de maneira geral, baseiam-se na incubacdo de estagios de vida livre
do parasito em uma série de concentra¢cdes do anti-helmintico, seguido da avaliacdo de seus
efeitos sobre os nematoides. Todavia, os relatos de testes in vitro padronizados até 0 momento
sdo escassos (FORTES & MOLENTO, 2013), sendo atualmente disponiveis, principalmente,
o teste da eclodibilidade de ovos (TEO), que avalia a eclosdo; o teste de desenvolvimento
larvar (TDL), avaliando o desenvolvimento; teste de motilidade e migracdo larvar que se
baseia na avaliagdo da motilidade/migracdo das larvas e o teste de inibicdo da alimentacédo
larvar, avaliando a alimentacdo (DEMELER et al., 2012; FORTES & MOLENTO, 2013).

Apesar de serem amplamente utilizados para monitorar resisténcia em nemat6deos, 0s
testes in vivo sdo onerosos e geralmente se caracterizam por baixa qualidade devido a
variacdo interanimal e a farmacodindmica da droga e, em determinadas situagdes, inviaveis
para utilizacdo a campo pela necessidade de sacrificio dos animais, como é o caso do teste in
vivo controlado (CRAVEN et al.,, 1999, MELO & BEVILAQUA 2003; FORTES &
MOLENTO, 2013). Desta forma, o teste fenotipico indireto in vivo de reducdo na contagem
de ovos nas fezes (TRCOF) continua sendo o principal método de escolha para a deteccao de
resisténcia (COLES et al., 1992; MELO & BEVILAQUA, 2003; KAPLAN &
VIDYASHANKAR, 2012; FORTES & MOLENTO, 2013), sendo amplamente aceito por
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agéncias reguladoras e pela propria industria farmacéutica, bem como para publicaces
cientificas (FORTES & MOLENTO, 2013).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) apresenta uma série de vantagens em
relacdo aos métodos classicos in vitro e in vivo, sendo altamente especifica e sensivel,
permitindo imediata estimativa da resisténcia aos benzimidazois, além de demonstrar a
frequéncia dos alelos para resisténcia nas espécies T. colubriformis, T. circumcincta e H.
contortus (ELARD et al., 1999; SILVESTRE & HUMBERT, 2000; SANGSTER, 2001;
MELO & BEVILAQUA, 2003).

Segundo Fortes & Molento, (2013), o desenvolvimento de técnicas moleculares a
partir de alteragdes gendémicas gerou avangos consideraveis nessa area de investigagcdo, com o
uso de mutagbes nos codons 167, 198 e 200 do gene da B-tubulina como principais SNPs -
polimorfismos de nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphisms) associados a
resisténcia aos benzimidazoéis. Essas mutacfes podem, entdo, ser utilizadas como marcadores
para a deteccdo de resisténcia aos BZs em nematodeos tricostrongilideos.

A alteracdo no cdédon 200 geralmente € a mais comum relacionada com as
caracteristicas da resisténcia. As cepas sensiveis e resistente aos benzimidazois sdo
caracterizadas, respectivamente, pela presenca do aminodcido fenilalanina ou tirosina na
posicdo 200 do gene da R-tubulina (ELARD et al., 1999). Helmintos sensiveis aos
benzimidazois apresentam o codon TTC na posicdo 200, ou seja, uma fenilalanina. A
substituicdo da segunda timina por uma adenina causa alteracdo no cddon, deixando de ser
uma fenilalanina e tornando-se uma tirosina, podendo caracterizar o polimorfismo de
resisténcia (RUFENER et al., 2009; BLACKHALL et al., 2011; BARRERE et al., 2012).

2.1.3 - ALTERNATIVAS DE CONTROLE DAS HELMINTOSES

E necessario implementacio de programas integrados de controle parasitario, que
assegurem saude e seguranca dos organismos Vivos, por meio de tratamentos estratégicos
baseados na epidemiologia, eliminacdo de vermifugacdes desnecessarias (ARAUJO et al.,
2004).

O controle integrado de parasitos (CIP) é o conjunto de medidas estratégicas adotadas
que objetivam principalmente reduzir a infecgdo dos animais e contaminacdo da pastagem,
assim como manter a eficidcia das drogas antiparasitarias, retardando o surgimento da
resisténcia anti-helmintica. O CIP requer componentes importantes, como a disponibilidade
de técnicas para o diagnostico de resisténcia anti-helmintica, verificacdo da eficiéncia dos

anti-helminticos, conhecimento da epidemiologia parasitaria local e uma troca na mentalidade
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de técnicos e produtores para utilizar métodos menos dependentes dos anti-helminticos. A
dependéncia de anti-helminticos comerciais no controle dos nematodeos gastrintestinais tem
demonstrado ser pouco sustentavel e eficiente ao longo prazo (MOLENTO, 2005).

Recentemente foram revisadas algumas das técnicas alternativas a serem utilizadas, no
Brasil, para o CIP, incluindo o manejo do rebanho e de pastagens, pastoreio rotacionado,
descontaminacdo prévia das pastagens, pastoreio com alternancia de categorias e ou espécies
de hospedeiros, controle biologico, selecdo genética e nutricdo (CEZAR et al., 2008).

Uma boa forma de controle alternativo € o bioldgico onde utiliza espécies que sejam
prejudiciais direta ou indiretamente aos parasitos. Dentre as espécies mais utilizadas e que
demonstraram resultados positivos destacam-se a espécie de fungo Duddingtonia flagrans e a
espécie de besouro Digitonthophagus gazella. Este método de controle ainda enfrenta
barreiras no que se refere a custo/beneficio, aplicabilidade e seguranca na obtencdo de
resultados (CEZAR et al., 2008).

O processo seletivo de animais resistentes ou selecdo genética baseia-se na escolha de
racas resistentes (puras ou cruzadas) ou animais mais resistentes dentro de uma raca e que se
destaca em termos produtivos ou de mercado, entretanto a selecdo para o carater resisténcia
pode implicar negativamente em caracteristicas relacionadas a producdo (CEZAR et al.,
2008). Alem disto, ndo se recomenda o uso continuado de uma mesma classe de anti-
helmintico, assim como a rapida rotacdo de compostos, a introducdo de vermes resistentes e a
utilizacdo de doses inferiores as recomendadas. A identificacdo de marcadores relacionados a
resisténcia genética dos hospedeiros aos parasitos, vem sendo um meio de selecdo para
tomada de decisGes sobre cruzamentos raciais. Préticas de manejo que contribuam para o
aumento da imunidade, também podem ser Uteis para incrementar os niveis produtivos.

Atualmente, estudos vém sendo realizados para se observar o efeito anti-helmintico de
algumas plantas ou produtos delas obtidos. MINHO (2006) estudou o efeito anti-helmintico
de taninos condensados presentes no extrato de Acécia (Acacia molissima) em cordeiros
naturalmente infectados por H. contortus. Os animais receberam taninos condensados duas
vezes, por via oral, com intervalo de 30 dias. Ao final de 55 dias de observagédo, os cordeiros
foram sacrificados para a determinacgdo da carga parasitaria. Ocorreu reducdo significativa no
numero de OPG durante todo o periodo experimental e na carga parasitaria dos ovinos que
receberam a condensacao de taninos (GENNARI & AMARANTE, 2006).

Entre os vegetais ricos em metabdlitos secundarios denominados taninos, as mais

pesquisadas tém sido forrageiras leguminosas da familia Fabacea (HOSTE et al., 2006). Os
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taninos podem exercer acéo anti-helmintica direta, ao interferir no ciclo natural dos helmintos,
ou indireta, ao proteger a proteina ingerida da degradacdo do rumen (com incremento da
disponibilidade protéica no trato gastrintestinal inferior), o que dificulta a determinagédo do
seu real efeito anti-parasitario (BUTTER et al., 2000; KETZIS et al., 2006).

Atualmente Schafer et al. (2015) pequisaram a resposta imune de ovinos infectados
experimentalmente com Haemonchus contortus e parentalmente tratados com uma
combinacéo de zinco e de cobre, tiveram como resultado que administracdo destes elementos
foi capaz de aumentar a resposta imune perante a infeccdo de Haemonchus contortus.

Outra medida alternativa para pequenos rebanhos € a ado¢do do método Famacha
(MALAN et al., 2001), no qual os animais sdo medicados de acordo com a coloragdo da
mucosa ocular. Este método é uma boa alternativa de tratamento seletivo, uma vez que sao
vermifugados apenas os animais que apresentam anemia clinica (MOLENTO, 2005). Além
disso, permite identificar animais susceptiveis, resilientes e resistentes, proporcionando
informagdes para um programa de sele¢cdo. No momento da avaliagdo, se define a coloragéo
da conjuntiva frente a um cartdo ilustrativo que acompanha a técnica e se determina o grau de
anemia dos animais. Neste cartdo, estdo presentes cinco categorias, variando de 1 (coloracdo
vermelho brilhante) até 5 (coloragdo palida, quase branco), que representam diferentes valores
de hematdcrito, sendo 35, 25, 20, 15 e 10%, respectivamente, para os grupos de 1 a 5 (BATH
et al. 2001, VAN WYK, 2002). Baseado nesta comparacdo sao tratados somente os animais
que apresentam coloracdo de mucosas compativeis com o0s graus 4 e 5 e, em alguns casos,
com o grau 3. Este procedimento permite que haja persisténcia de uma populacédo de parasitos
sensiveis no meio ambiente, mantém a eficécia anti-helmintica por um periodo maior e com
isso, 0 aparecimento de RA tende a ser retardado (VIEIRA, 2008). Em adicdo, o método,
proporciona uma economia média de 58,4% nos custos com a aquisi¢do de anti-helminticos
(VAN WYK et al., 2002).

No Brasil, trabalhos realizados no Parana e Rio Grande do Sul comprovaram a
eficiéncia do método, diminuindo o numero de tratamentos com anti-helminticos e mantendo
a eficacia dos produtos (MOLENTO et al., 2004). Estudos realizados no Nordeste em
caprinos comprovaram a viabilidade do Método FAMACHA nessa espécie, no entanto a
coloracdo da conjuntiva de caprinos sadios tem menor intensidade quando comparada com
ovinos sadios e 0 preenchimento capilar nos caprinos € mais demorado que em ovinos,
devendo ser observada a mucosa por pelo menos oito segundos apds sua exposic¢ao, 0 que na

espécie ovina é realizada de imediato (REIS, 2004). Além disso, no inicio do
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experimento Haemonchus spp. foi o parasito mais frequente, enquanto que apds um periodo
de um ano, houve uma predominancia de Trichostrongylus spp., que ndo é controlado pelo
Método Famacha (REIS, 2004).

Ainda existe como forma de controle parasitario em pequenos ruminantes o0 UsO
constante de drogas antiparasitarias pertencentes a grupos quimicos, na maioria das vezes
utilizados sem considerar a epidemiologia da regido, os quais interferem diretamente na
populacdo parasitaria ambiental e, consequentemente, na reinfeccdo do rebanho. Boa parte
dos criadores nao adota o esquema de vermifugacdo estratégica, nem realiza anualmente, de
forma racional, a alternancia dos grupos quimicos utilizados, com isso, 0s endoparasitos

desenvolvem rapidamente a resisténcia as drogas utilizadas (MOLENTO, 2004).
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Deteccao de DNA para a resisténcia anti-helmintica a benzimidazoéis
em Haemonchus contortus de caprinos e ovinos do estado de
Pernambuco

ABSTRACT.- [Detection of DNA for anthelmintic resistance to benzimidazole in Haemonchus contortus of
goats and sheep from state of Pernambuco - Brazil] Deteccdo de DNA para a resisténcia anti-helmintica a
benzimidazois em Haemonchus contortus de caprinos e ovinos do estado de Pernambuco. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos,
Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Rural de Pernambuco, Av. Dom Manoel
de Medeiros s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail: godoyrodolfo@hotmail.com

The Pernambuco state is a large national representative in sheep and goat farming, but suffered
heavy losses in the production of this agro-economic exploitation caused by the high prevalence of
gastrointestinal nematodes, particularly Haemonchus contortus, reaching derail the creations in some
parts of the state due to the high morbidity and mortality, especially in young animals. The use of
chemicals for the control of gastrointestinal helminths indiscriminately has favored the emergence of
anthelmintic resistance (AR). Early diagnosis of AR is essential so that it can indicate control measures
that economically enable the sheep and goat breeding. Thus, the aim of this study was to diagnose the
(AR) to benzimidazole by polymerase chain reaction (PCR) in populations of Haemonchus contortus in
sheep and goats of the Pernambuco state. specimens samples adult Haemonchus contortus were obtained
from animals naturally infected with gastrointestinal helminths belonging to properties located in the
cities of Recife, Sairé, Camocim de Sdo Félix, Gameleira, Moreno, Bonito, and Serra Talhada, Pernambuco
state. After sexing, separated pools of 20 helminth males for DNA extraction. For PCR were used primers F
/5 AAT GCT TCC ACC CTT GTC CAT C- 3" reverse: R / 5° CAA CAA CGG GCA TGA AGA AG - 3" for Research
B - tubulin and NC1 / ITS-2 - F / 5'ACG TCT GGT TCA GGG GTT TT-3 'and R / 5' TTA TCT GTT TTT CCT GCC
CT - 3 'for identification of helminth. Samples were subjected to sequencing looking for mutations in
codon 200 of isotype 1 gene of B-tubulin A questionnaire composed of closed questions to obtain
information on the management practices of the properties was applied. The results confirmed the
presence of DNA responsible for anthelmintic benzimidazole resistance in all surveyed herds. These
findings constitute the first record of molecular diagnosis of anthelmintic resistance in ruminants in
Pernambuco and corroborate previous research using in vivo tests that detected the anthelmintic
benzimidazole resistance in small ruminants in Pernambuco.

INDEX TERMS: molecular diagnostics, anthelmintic resistance, PCR.
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RESUMO - O estado Pernambuco é um grande representante nacional na ovinocaprinocultura, porém
sofre grandes prejuizos na producio desta explora¢do agro-econémica provocado pela alta prevaléncia de
nematddeos gastrintestinais, em especial o Haemonchus contortus, chegando a inviabilizar as criacdes em
algumas regides do Estado devido a alta morbidade e mortalidade, principalmente em animais jovens. A
utilizacdo de produtos quimicos para o controle das helmintoses gastrintestinais de forma indiscriminada
tem favorecido o surgimento da resisténcia anti-helmintica (RA). O diagnéstico precoce da (RA) é
imprescindivel para que se possam indicar medidas de controle que viabilizem economicamente a cria¢do
de ovinos e caprinos. Assim, objetivou-se com este estudo diagnosticar a (RA) ao benzimidazdis pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em populacdes de Haemonchus contortus de ovinos e caprinos do
estado de Pernambuco. Amostras de especimes adultos de Haemonchus contortus foram obtidas de
animais naturalmente parasitados por helmintos gastrintestinais pertencentes a propriedades localizadas
nas cidades de Recife, Sairé, Camocim de Sdo Félix, Gameleira, Moreno, Bonito, e Serra Talhada, estado de
Pernambuco. Apés a sexagem, separaram-se pools de 20 helmintos machos para extragdo DNA. Nas PCR
realizadas, foram utilizados os primers F/5" AAT GCT ACC CTT TCC GTC CAT C- 3" reverse: R/5° CAA AAC
CGG GCA TGA AGA AG - 3" para pesquisa da 3 - tubulina e para identificagdo dos helmintos NC1/ITS-2 - F/
5’ACG TCT GGT TCA GGG TTG TT -3’ e R/5 TTA GTT TCT TTT CCT CCG CT - 3’. As amostras foram
submetidas a sequenciamento buscando muta¢des no cddon 200 do gene isotipo 1 da B-tubulina Um
questionario composto por questdes fechadas, para obtencdo de informagdes sobre as praticas de manejo
das propriedades foi aplicado. Os resultados obtidos confirmaram a presenca do DNA responsavel pela
resisténcia anti-helmintica aos benzimidazdis em todos os rebanhos pesquisados. Estes achados
constituem-se no primeiro registro de diagnéstico molecular da resisténcia anti-helmintica em
ruminantes em Pernambuco e corroboram pesquisas anteriores utilizando testes in vivo que detectaram a
resisténcia anti-helmintica aos benzimidazdis em pequenos ruminantes em Pernambuco.

Termos de indexacdo: diagndstico molecular, resisténcia anti-helmintica, PCR.
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INTRODUCAO

Diversos fatores prejudicam economicamente as criacdes de ovinos e caprinos em diversas
regides do mundo, sendo as helmintoses gastrintestinais (HGI) um dos principais problemas sanitarios em
pequenos ruminantes em todos os continentes (Amarante 2011). A prevaléncia dos helmintos
gastrintestinais é o principal fator que contribui para este quadro negativo, entre eles o género
Haemonchus, sendo este heminto o mais patogénico e de grande variabilidade genética (Rosalinski-
Moraes et al. 2012). A haemoncose pode levar a diminuicdo na producdo de carne, leite, podendo ser
observadas altas taxas de morbidade e mortalidade principalmente em animais jovens, representando,
assim, uma séria ameaga a produgio animal (Ahid et al. 2008, Molento 2011, Miller et al. 2012, Fortes &
Molento 2013).

A importancia das HGI como problema sanitario eleva-se principalmente pela dificuldade no
controle, em fungdo da rapidez com que os nematédeos desenvolvem resisténcia aos anti-helminticos
comerciais (Amarante 2011), devido a pratica frequente do uso de drogas anti-helminticas de forma
indiscriminada. Os helmintos que sobrevivem a esse tratamento apresentam caracteristicas biogenéticas
que os tornam resistentes aos efeitos toxicos dos anti-helminticos (Geary, 2013). Assim, a resisténcia anti-
helmintica (RA) em nematddeos gastrintestinais de pequenos ruminantes assume perfil cosmopolita. O
controle eficiente dos parasitos e o diagnostico precoce da (RA), especialmente em Haemonchus contortus,
devem ser preconizados a fim de viabilizar economicamente a criacdo de ovinos e caprinos (Fortes &
Molento 2013).

A resisténcia anti-helmintica em nematddeos de pequenos ruminantes para os trés grupos de
drogas mais comumente utilizados, benzimidazéis (BZs), imidazotiaz6is (LEV) e lactonas macrociclicas
(LMs) vem sendo relatada e tém crescido rapidamente em diferentes regiGes do mundo, incluindo
América do Sul Molento et al. (2011), Torres-Acosta et al. (2012), Africa do Sul Van Wyk et al. (1999),
Australia Love & Coles (2002), Nova Zelandia McKenna (2010) e Europa Papadopoulos et al. (2012).

Uma variedade de métodos in vivo e in vitro para o diagnostico da resisténcia em muitas espécies
de nematédeos vem sendo descritas nas ultimas décadas, porém os testes moleculares apenas para
poucas espécies de parasitos (Fortes & Molento, 2013), como em caso da (RA) aos (BZs) em nematédeos
tricostrongilideos. Diversas pesquisas em populacdes de H. contortus resistente e sensivel aos
benzimidazoéis indicam a ocorréncia de diferencas especificas do DNA gen6mico destas populagdes (Roos
et al 1990), que podem ser utilizadas como marcadores para a detec¢io de (RA) aos (BZs), envolvendo
mutagdes nos codons 167, 198 e 200 no isotipo 1 da f3-tubulina nestes helmintos Elard et al. (1999),
Silvestre & Cabaret (2002), Raufener et al. (2009), Barrére et al. (2012), Fortes & Molento (2013).

A presenca da (RA) aos (BZs) em nivel de campo em Pernambuco, ja foi relatada em municipios
das diferentes mesorregidoes do Estado Charles et al. (1989), Barreto & Silva (1999), Pompeu & Padilha
(1999), Lima et al. (2010), utilizando-se teste in vivo como forma de diagnéstico.

Assim, objetivou-se com este estudo diagnosticar a resisténcia anti-helmintica (RA) aos (BZs)
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em populagdes de H. contortus de ovinos e caprinos do estado
de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos metodolégicos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais -
CEUA - UFRPE, com licen¢a n? 024/2013. Amostras de espécimes adultos de H. contortus foram obtidas de
animais naturalmente parasitados por helmintos gastrintestinais pertencentes a propriedades localizadas
nas cidades do estado de Pernambuco: Sairé (08219'39"S 35242'20"0/Agreste), Recife
(08203’14”S34252’51”0/ Regido Metropolitana), Bonito (08°28°'12”S35°43’44” 0O/Agreste), Moreno
(08°07'07"S 35°05'32” O/ Regido Metropolitana), Gameleira (08°35’02”S 359223'13” O/ Mata Sul),
Camocim de Sdo Félix (08°21'31"S 35°45'43” O/ Agreste), Serra Talhada (7259°9”S,38217°45”0/Sertdo).
Nas propriedades de Recife e Bonito criavam-se apenas caprinos e nas demais apenas ovinos. Excluindo-
se Serra Talhada, um questionario, adaptado de Niciura et al. (2009) foi aplicado, composto por questoes
fechadas, para obtencao de informacgdes sobre as praticas de manejo das propriedades.

Os helmintos estocados em tubos de eppendorf com PBS a 42C foram conduzidos ao Laboratério
de Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos - UFRPE, sendo identificados e sexados. Formou-se um
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pool de 20 individuos machos adultos de H. contortus de cada propriedade, os quais foram seccionados
com auxilio de bisturi e macerados, procedendo-se a extracdo de DNA por meio do kit comercial
promega/reliaprep™ gDNA Tissue, segundo informagdes do fabricante.

As amostras de DNA extraidas foram analisadas no Laboratério de Doencgas Parasitarias da

Universidade Federal do Parana. Primeiramente foi realizada a PCR com o objetivo amplificar fragmentos
de genes que codificam o isotipo 1 da B-tubulina que possuiam as sequéncias de cédon 200, utilizando-se
os primers: F/ 5° AAT GCT ACC CTT TCC GTC CAT C- 3" e reverse: R/ 5° CAA AAC CGG GCA TGA AGA AG -
3. Realizou-se também uma PCR para identificacdo das espécies dos helmintos coletados foi realizada,
utilizando-se a sequéncia NC1/ ITS-2 F/ 5’ACG TCT GGT TCA GGG TTG TT -3’ e R/5 TTA GTT TCT TTT
CCT CCG CT - 3'. As duas reagdes de amplificagdo foram conduzidas no volume final de 88 pL - (3 pL de
cada primer, 10 pL tampéo, MgCl, 3 uL, dNTP 20 uL, Taq Polimerase 1uL, Agua ultrapura 45 L), usando o
protocolo de amplificacdo: 12 etapa: 942C por 02’, 22 etapa: 94°C por 30”- 502C por 30” - 722C por 01’, 32
etapa: 722C por 5’ em termociclador Veriti Life com gradiente em 35 ciclos. Uma amostra de 20 pl de cada
reacdo foi analisada sobre um gel de agarose 0,8 % e visualizada sob luz UV.

Os produtos de PCR foram purificados com o kit comercial PureLink® Quick Gel Extraction
(Invitrogen, USA) e sequenciados por eletroforese capilar (Método de Sanger) utilizando a plataforma
ABI3130 (Life Technologies, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as amostras analisadas observaram-se bandas fortes e limpas evidenciando o DNA
responsavel pela resisténcia anti-helmintica aos (BZs) (Figuras 1 e 2) em amostras de H. contortus de
caprinos e ovinos. O resultado obtido confirmou tratar-se de H. contortus todo o material genético
utilizado na pesquisa (Figura 3). Assim, estes dados constituem-se no primeiro registro de diagnédstico
molecular da resisténcia anti-helmintica em ruminantes em Pernambuco e corroboram pesquisas
anteriores utilizando testes in vivo que detectaram a resisténcia anti-helmintica aos benzimidazo6is em
pequenos ruminantes em Pernambuco (Charles et al. 1989, Lima et al. 2010).

Nunes et al. (2013) obtiveram resultado semelhante, confirmando a presenca do DNA
responsavel pela resisténcia anti-helmintica aos benzimidazéis em isolados de H. contortus em um
rebanho ovino da regido de Sao José do Rio Preto-SP, utilizando AS-PCR.

A existéncia de ampla dificuldade para o diagnéstico molecular é ter a certeza de que a mutacgdo
associada a resisténcia a determinada droga seja exclusivamente responsavel em uma espécie particular.
Esse desafio pode ser exemplificado pela existéncia de mais de um ponto de mutacdo de resisténcia aos
BZs em certos helmintos Coles et al. (2006), Fortes & Molento (2013).

Analisando-se o questionario aplicado observou-se que a ovinocaprinocultura constitui-se em
atividade recente, com as fazendas de ovino apresentando tempo de exploracio de cinco anos (uma), trés
anos (uma) e 2 anos (duas) e, as de caprino, uma com um ano e outra com cinco anos. Niciura et al. 2012
registraram ocorréncia do genoétipo de alta resisténcia anti-helmintica significativamente maior em
fazendas de ovinos mais recentemente estabelecidas, sugerindo que isto poderia refletir a falta da
experiéncia dos agricultores em lidar com controle de parasitos.

A auséncia de quarentena para os animais recém-adquiridos foi observada em todas as
propriedades, fato este que possibilita a entrada de helmintos resistentes na criagdo (Molento, 2004).
Outro aspecto encontrado foi a alta frequéncia de aplicacao de anti-helmintico: trés das quatro criagdes
de ovino e uma de caprino faziam de dois em dois meses. Niciura et al (2009) afirmam que a alta
frequéncia nos tratamentos anti-helminticos favorece a instalagdo da resisténcia. As demais propriedades
usavam intervalos de cinco meses. Em uma propriedade de ovinos e uma de caprinos eram tratados
apenas os animais doentes. Vieira et al (2014) consideram esta ultima medida uma excelente alternativa
para minimizar a resisténcia a anti-helminticos, uma vez que resulta na presenca de animais com
parasitos adultos que nao recebem tratamento quimico, deixando uma parcela da popula¢do helmintica
em refugia. Nas outra quatro, dosificavam-se todos os animais do rebanho. A estimativa do peso dos
animais para cdlculo da dosagem do medicamento era feita de forma visual. Niciura et al. (2012)
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observaram que o tratamento de todos os animais do rebanho aumentou a frequéncia do genétipo para
alta resisténcia em comparacdo com o uso do tratamento selectivo utilizando como indicador clinico o
método Famacha. Por outro lado, demonstraram ser a a estimativa visual do peso dos animais para
tratamento a pratica com maior fator de risco para o desenvolvimento de resisténcia (Niciura et al. 2012),
por facilitar a subdosagem ou sobredosagem, causando mais pressdo de selecdo (Chartier et al.,, 1998,
Costa etal. 2011).

Observou-se, também que nos rebanhos pesquisados nao se realizava rotagdo de pastagem pos-
vermifugacdo, contribuindo para uma elevada carga parasitaria no hospedeiro e ambiente, Melo et al
(2009). Também nido mudavam os animais de pastagem apds o tratamento, o que, segundo Niciura et al.
(2012), resultou em alta resisténcia.

A troca de anti-helminticos nas propriedades ocorria a cada vermifugacdo (uma/ovinos), quando
ndo se obtinha efeito do produto (duas/ovinos) ou sem critério (uma/ovinos, duas/caprinos) e em
nenhuma dela se utilizava se combinacdo de drogas. Em todas as propriedades o penultimo anti-
helmintico foi do grupo das (LMs), sendo este também o tltimo em trés das propriedades de ovinos e uma
de caprino. Em uma criagdo ovina e em uma caprina o ultimo produto foi do grupo dos BZs. As
propriedades nido dispunham de assisténcia técnica e nunca havia sido realizado exame de OPG ou teste
de eficicia anti-helmintica.

Estudos demonstraram que a rotacdo de anti-helminticos apds um tnico tratamento aumentou o
risco de alta resisténcia quando comparado a rota¢do do anti-helmintico com base em em teste de eficacia
ou na observacao da falta de eficécia, verificando-se o mesmo com fazendas que ndo usavam combinagdes
de medicamentos (Niciura et al. 2012).

Embora a presenca do DNA para a (RA) aos (BZs) tenha sido detectada em todas as amotras de H.
Contortus em caprinos e ovinos, no sequenciamento, apenas em uma amostra (rebanho ovino do
municipio de Sairé) apresentou-se mutagdo no cédon 200 do gene isotipo 1 da B-tubulina, caracterizando
o polimorfismo TTC/TAC, ndo sendo detectadas tais mutagdes nas demais amostras (Figura 4). Convém
ressaltar que nesta propriedade, a atividade havia se iniciado havia dois anos; o tratamento anti-
helmintico acontecia a cada seis meses, trocando-se de produto a cada dosificagdo e nos dois ultimos
tratamentos utilizou-se produto do grupo das (LMs), seguido dos (BZs), fatos que, somados as outras
praticas inadequadas de manejo propiciaram a rapida manifestacdo da (RA).

Fortes e Molento (2013) citam que a grande dificuldade para o diagnéstico com base molecular é
ter a certeza de que a mutagdo associada a resisténcia a determinada droga seja a Unica mutagio
responsavel em uma espécie particular. Esse desafio pode ser exemplificado pela existéncia de mais de um
ponto de mutagdo de resisténcia aos BZs em certos helmintos (Fortes & Molento, 2013). Assim, os dados
ora obtidos sdo subsidios para estudos futuros com técnicas moleculares mais especificas para se
caracterizar a (RA) aos benzimidazdéis em pequenos ruminantes no estado de Pernambuco.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos confirmam a resisténcia anti-helmintica aos benzimidazoéis em H. contortus
de caprinos e ovinos no estado de Pernambuco, favorecida por praticas de manejo inadequadas e uso
indiscriminado de produtos quimicos para o controle de helmintos gastrintestinais.

Estes achados constituindo-se no primeiro registro de diagndstico molecular da resisténcia anti-
helmintica em ruminantes no estado de Pernambuco.
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Legendas das Figuras

Fig.1. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, com produto de PCR resultante da amplificacdo de fragmento
do isotipo 1 da B-tubulina de Haemonchus contortus dos rebanhos (1. Marcador molecular, 2. Contole
negativo, 3. Sairé, 4. Recife, 5. Bonito e 6. Moreno).

Fig.2. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, com produto de PCR resultante da amplificacdo de fragmento
do isotipo 1 da B-tubulina de Haemonchus contortus dos rebanhos (1. Marcador molecular, 2. Controle
negativo, 3. Gameleira, 4. Camocim de Sao Félix e 5. Serra Talhada

Fig.3. Eletroforese do produto de PCR das amostras de DNA de Pernamabuco para sequéncia NC1 dos
rebanhos de (1.Sairé, 2.Recife, 3.Bonito, 4.Moreno, 5.Gameleira, 6.Camocim de Sido Félix e 7. Serra
Talhada)
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Majority TGTGCAATTGAAGTGTCTGTCACAATG-TCTGGGGTCACGACCTGCCTTCCATTCCCTGRACAGCTGAATGCTGATCTTC

178 180 199 200 210 220 230 249

4m_2015-10-19_F01.ab1 GeTcCATTTOAMATARCTATdCAnTgTTdeceeTddccadTdediccaTTcddoaaraCTTANEGAGaATITTG

2m_2015-10-19_D01.ab1 TGTGCAATTGAAGTGTCTGTCACAATG-TCTGGIIGTCACGACCTGCCTTCCATTCCCTGRACAGCTGAATGCTGATCTT(

3m_2015-10-19_E01.abl wﬂm@@aﬁw@c-r «'.‘- (CCACACCTGANGGCTGATCTTG
(TACOC AGGCGAATG

1m_2015-10-19_(01..ab1 FETGRAATTARAGTCTCT T

Fig.4. Sequenciamento dos isolados de Haemonchus contortus do estado de Pernambuco

236
238
235
37
234
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ARTIGO 2

Avaliacéo da eficacia do anti-helmintico moxidectina em criacGes de ovinos no estado de
Pernambuco

( FORMATADO PARA O PERIODICO CIENCIA ANIMAL BRASILEIRA)
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AVALIACAO DA EFICACIA DO ANTI-HELMINTICO MOXIDECTINA
EM CRIACOES DE OVINOS NO ESTADO DE PERNAMBUCO

RESUMO - A alta prevaléncia de nematodeos gastrintestinais é suficiente para inviabilizar esta
exploracdo de pequenos ruminantes em algumas regides do estado de Pernambuco, agravada pela
resisténcia anti-helmintica (RA) consequente ao uso indiscriminado de antiparasitarios, sendo,
portanto necessario o monitoramento da eficicia anti-helmintica e diagnostico precoce da RA para
otimizar a vida Util das drogas. Assim, objetivou-se neste estudo avaliar a eficacia anti-helmintica da
moxidectina em ovinos do estado de Pernambuco. Em rebanhos nas cidades de Camocim de S&o Félix
e Moreno — PE, a eficacia da moxidectina foi avaliada pelo TRCOF, por meio de contagens de ovos
por grama de fezes antes da administracdo da droga, e aos sete, 14 e 21dias subsequentes a dosificacdo
e calculada pela formula: % de eficicia = [(média de OPG™™ ™™ - média de OPG"*"™™*") /
média de OPG™"™amno)] X 100. Aplicou-se um questionario investigativo nas propriedades
enfatizando as praticas de manejo. Em ambos os rebanhos a moxidectina apresentou percentuais
considerados efetivos apenas no 7° dia pés-tratamento (95,6%), e moderadamente efetivos nas
avaliagdes seguintes. Aliadas a observacdo de formas inadequadas das praticas de manejo instituidas
nas propriedades, tais condi¢des favorecem a instalacdo da RA a moxidectina nos rebanhos analisados.

Palavras-chave: lactonas macrociclicas; pequenos ruminantes; resisténcia anti-helmintica.

57



EVALUATION OF ANTHELMINTIC EFFICACY OF MOXIDECTIN IN SHEEP
FARMING IN THE STATE OF PERNAMBUCO

ABSTRACT - The high prevalence of gastrointestinal nematodes is sufficient to enable the
exploration of small ruminants in some regions of the state of Pernambuco, aggravated by
anthelmintic resistance (AR) consequent to the indiscriminate use of antiparasitic drugs. To optimize
the life of the drug, it is necessary to monitor the anthelmintic efficacy and early diagnosis of (AR).
Thus the aim of this study was to evaluate the anthelmintic efficacy of moxidectin in sheep from
Pernambuco state — Brazil. In flocks in the cities of Camocim de S&o Félix and Moreno — PE, Brazil,
the efficacy of moxidectin was evaluated by FECRT through egg counts per gram of feces before drug
administration, and at seven, 14 and 21 subsequent days of dosing and calculated using the formula: %
efficacy = [(mean OPG"™®"™ ™™ _ average QPG / average OPG™*"™™)] x 100. | was
applied an investigative questionnaire on properties emphasizing management practices. In both herds
moxidectin presented effective only on the 7th day post-treatment (95.6%), and moderately effective
in the following evaluations. Combined with the observation of inappropriate forms of management
practices used in the properties, such conditions favor the installation of RA to moxidectin in the
analyzed herds.

Keywords : macrocyclic lactones; small ruminants; anthelmintic resistance.
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Introducéo

O parasitismo por nematodeos gastrintestinais em pequenos ruminantes causa Sérios prejuizos
econdmicos em rebanhos do todo o mundo, colocando-se entre os fatores sanitarios de maior
importancia por seu impacto negativo na satide e producéo dos animais™?.

As medidas de controle ainda dependem basicamente da utilizacdo de anti-helminticos
e mesmo nos dias atuais, quando se observa crescente desenvolvimento e adocdo de
programas alternativos de controle parasitario visando diminuir a aplicacdo de compostos
quimicos 2.

O uso intensivo de anti-helminticos a base de benzimidazoéis (BZs), imidazotiazois
(LEV) e lactonas macrociclicas (LMs) nas ultimas décadas, que demonstrou inicialmente um
impacto positivo, atualmente representa uma ameaca ao controle parasitario de médio e longo
prazo, resultando na selecdo e propagacéo de parasitos resistentes 2.

O primeiro caso de resisténcia a lactonas macrociclicas no mundo ocorreu em 1989
com a ivermectina em ovinos na Africa do Sul “®, sendo o primeiro relato no Brasil no Rio
Grande do Sul, em ovinos ©. A resisténcia & moxidectina foi inicialmente registrada em 1995
em ovinos (. Desde entéo, registros vém se sucedendo em caprinos e ovinos no mundo e no
Brasil ®%. Embora o monitoramento da eficacia dos anti-helminticos e o diagndstico da
resisténcia anti-helmintica sejam imprescindiveis para auxiliar o planejamento de estratégias
de controle, estas medidas, ainda nao se constituem em realidade préatica no campo ®°.
Desenvolveu-se este estudo com o objetivo de avaliar a eficacia da moxidectina em

propriedades de criacdo ovina no estado de Pernambuco.

Material e Métodos

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA — n°
024/2013 o mesmo foi conduzido em duas propriedades de criagdo ovina localizadas nas
cidades de Camocim de Sdo Félix (08°21'31"S 35°45'43"0) e  Moreno
(08°07'07"S 35°05'32"0). As propriedades foram selecionadas por conveniéncia, baseando-se
na disposicao dos proprietarios em manter o esquema necessario para a execuc¢ao da pesquisa.
Utilizaram-se ovinos de ambos o0s sexos, idades e ragas variadas, criados em sistema

extensivo e intensivo. O anti-helmintico testado foi um produto comercial a base de
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moxidectina, administrado segundo recomendacdes do fabricante (1 mL para cada 50 kg de
peso Vivo por via subcutanea). Foi aplicado em cada propriedade um questionario adaptado
(D para obtencdo de informagGes sobre as praticas de manejo.

Para avaliacdo da eficécia anti-helmintica utilizou-se o teste de reducdo do nimero de
ovos por grama de fezes (TRCOF) *?. Amostras fecais foram retiradas diretamente da ampola
retal sete dias antes do tratamento (dia -7), no dia do tratamento (dia 0), sete dias ap6s o
tratamento (dia +7), quatorze dias apds o tratamento (+14) e vinte e um dias apds tratamento
(+21), sendo acondicionadas em caixas isotérmicas sob refrigeracdo, devidamente
identificadas e enviadas ao Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos -
Departamento de Medicina Veterinaria - Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), onde foram processadas por meio da contagem de ovos por grama de fezes (OPG)
@) e coproculturas ®¥ quantitativas, utilizando-se 3g de fezes de cada amostra para a
obtencdo do nimero de larvas por grama de fezes (LPG).

Em cada rebanho pesquisado utilizou-se um grupo de sete animais M. A média
aritmética do OPG antes (dia 0) e depois do tratamento para cada grupo foi utilizada para
calculo da eficacia dos produtos pela formula: % de eficacia = [(média de QPGP taamento _
média de OPGPOST@meNy / media de OPGPaamento)] % 100, classificando-se os percentuais
de eficacia obtidos em altamente efetivo (> 98%), efetivo (entre 90% - 98%), moderamente
efetivo (> 80% - 89%) e ndo efetivo (< 80%) segundo literatura pertinente ™.

Os dados foram submetidos a analise estatistica obtendo-se a média, e o desvio padrédo
dos valores de OPG e LPG. Para a comparacdo entre os dias pos-tratamento foi utilizado o
teste estatistico de Friedman, realizando-se comparagdes mdultiplas no caso de diferencas
significativas.

O programa estatistico utilizado para digitacdo e obtencdo dos célculos estatisticos foi
0 SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) na versdo 21. Nas decisGes do teste

estatistico utilizou-se a margem de erro de 5% e intervalos com 95% de confianca.

Resultados e Discussao

Analisando-se os valores médios de OPG entre os dias pré e pos-tratamento,
comprova-se diferenca significativa entre os tempos de avaliagdo para a moxidectina com
médias correspondentemente mais elevadas na avaliacdo antes do tratamento que nas outras

avaliagOes, e através dos testes de comparagdes multiplas se comprova diferenca significativa
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na propriedade de Camocim de S&o Félix, com OPG significativamente menor aos sete dias
pos-tratamento em relacdo aos 14 e 21 dias. Na propriedade de Moreno, houve situacdo
semelhante em se tratando do valor de OPG pré-tratamento, no entanto nas avaliacdes

seguintes apenas houve diferenca significativa entre o sétimo e 21° dia (Tabela 1).

Tabela 1 — Média e desvio-padréo das contagens de ovos por grama de fezes em ovinos dos
municipios de Camocin de S&o Félix e Moreno — PE submetidos a tratamento com
moxidectina segundo os dias pos-tratamento

Dias pos-tratamento
Localidade 0 7 14 21 Valor p
Média+ DP  Média+tDP Média+ DP Meédia + DP

Camocim de S. 1328,57( ;_; 57,14 i 78,68 1;‘12’38391 1714349512y,
- ' *
Félix 576,52 (b) © (c) p ~<0,001
snsrs ssme MBS T
Moreno (a) (b) ; ) < 0,001*
667,62 (be) ©

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. (1): Teste de Friedman com comparacdes.
Obs. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os dias.

Em ambos os rebanhos o helminto mais prevalente nas coproculturas foi Haemonchus
sp. seguido de Trichostrongylus spp., confirmando estudo prévio em Pernambuco® e
semelhante aos obtidos no estado do Ceara®®, Bahia” , Parand™® e Santa Catarina®™
confirmando a alta prevaléncia de Haemonchus sp. em diversas regides do Brasil®?, apesar da
presenca de outros géneros além dos aqui registrados ¢1222%24)

Dos resultados sobre a LGP para Haemonchus sp. (Tabela 2), em Camocim de Sé&o
Felix , apenas se observa diferenca significativa entre a contagem do dia pre-tratamento e o
21° dia pos-tratamento, cujo valor foi superior ao inicialmente obtido. Em Moreno, embora
os valores dos dias 7 e 14 tenham se apresentado significativamente inferiores ao anterior ao
tratamento, no 21° dia ja surge um aumento significativo em relacdo aos dias 7 e 14 e sem

diferenca em relacédo ao dia inicial.
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Tabela 2 — Média e desvio-padrao das contagens de larvas de Haemonchus sp. por grama de
fezes em ovinos dos municipios de Camocin de Sdo Félix e Moreno — PE submetidos a
tratamento com moxidectina segundo os dias pos-tratamento

Dias pos-tratamento

Local 0 7 14 21 Va;)lor
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Camocim W
S.  1094£1539(a) 10,47 £13,46(a) 12,37 +16,70(a) 19,04 + 32,36(b) 0p023*
Félix ,
pW<
Moreno 17,59 £23,32(a) 1,90+5,03(b) 047+081(b) 9,76+6,63(a) 0.001*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. (1): Teste de Friedman com comparacdes.
Obs. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os dias.

Os percentuais de eficacia anti-helmintica obtidos (Tabela 3) apresentaram-se como

efetivos sete dias ap6s o tratamento e reduzindo-se a moderadamente efetivos aos 14° e 21°.

Tabela 3. Eficacia (%) para moxidectina em rebanhos ovinos do estado de Pernambuco nos
7°, 14° e 21° dias apos aplicacdo de anti-helminticos

Local Dia (+7) Dia ( +14) Dia (+21)
Camocim S. Félix 95,7 % 89,25% 87,1%
Moreno 95,7% 89,25% 87,1%

Diversas foram as falhas encontradas no manejo de controle das helmintoses
gastrintestinais. Nenhuma das fazendas possuia assisténcia técnica. E importante que
profissionais capacitados sejam contratados e, por meio deles, os produtores devem tomar
conhecimento de tratamentos sustentaveis, a fim de reduzir significativamente o uso de drogas
anti-parasitarias®®

Em todas as criagbes pesquisadas ndo havia critérios para decidir sobre a
vermifugacdo, o que caracteriza a forma indiscriminada das praticas de controle. Diferentes
esquemas de tratamento anti-helmintico sdo descritos na literatura, dentro os quais o uso de
tratamento estratégicos baseados na epidemiologia garante maior vida Util ao principio ativo

aplicado ©®.
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Outras falhas encontradas nas propriedades estudadas incluem: n&o trocar os animais
das pastagens apds tratamento e auséncia de quarentena. A troca dos animais de pasto apds 0s
tratamentos é uma forma segura para diminuir a carga parasitaria dos ovinos e do ambiente "
e a falta da quarentena possibilita a entrada de helmintos resistentes no rebanho @®. Em todas
as propriedades a estimativa visual foi o critério para dosagem de anti-helminticos e a
frequéncia de vermifugagcdo foi a cada 2 meses. A estimativa visual pode levar a
administracdo de subdoses, assim contribuindo para o processo de selecdo de helmintos
resistentes ¥ e igualmente o curto espaco de tempo entre as aplicacées do anti-helmintico,
devido & presséo de selecéo exercida 39,

Em todas as propriedades o penultimo e o ultimo anti-helmintico foi do grupo das
(LMs) e nunca havia sido realizado exame de OPG ou teste de eficacia anti-helmintica. Na
propriedade de Camocim de Séo Félix tratavam-se apenas 0s animais doentes e na de Moreno
todos os animais do rebanho recebiam anti-helmintico. O tratamento unicamente dos animais
doentes permite uma parte da populacdo parasitaria em refugia devido a helmintos adultos
gue nao tém contato com a droga, sendo portanto uma étima alternativa para reduzir a (RA)
BDPor outro lado, 0 tratamento de todos os animais do rebanho aumenta as possibilidades do
estabelecimento da (RA) ©®2.

Os resultados quanto & eficacia anti-helmintica da moxidectina aqui obtidos diferem
dos observados em avaliacOes anteriores no estado de Pernambuco em que a referida droga
manteve-se altamente efetiva até o 21° pds-tratamento em ovinos em Recife — PE, e efetiva
até 43 dias pds-tratamento em ovinos de Riacho das Almas — PE . Em Regigo de Londrina -
PR, os autores detectaram eficacia de apenas 20%“® registrando resisténcia & moxidectina em
93,7% das propriedades estudadas no Estado. No Mato Grosso do Sul, a moxidectina
demonstrou eficiéncia acima de 95% em somente duas de 15 propriedades avaliadas 33)

Estudos tém permitido a conclusdo de que a moxidectina vem perdendo a efetividade
no controle dos nematddeos gastrintestinais ©*, principalmente em populagdes onde
Haemonchus contortus é mais prevalente, fato este justificado pela grande diversidade
genética que este parasito possui e pelo tamanho de sua populacdo devido ao seu alto

potencial biético (32637,
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Conclusoes

Os resultados obtidos caracterizam declinio da efetividade anti-helmintica da
moxidectina em rebanhos ovinos do estado de Pernambuco nos quais prevalecem as infecgoes
por Haemonchus contortus, embora Trichostrongylus spp. apareca em menor escala. Esta
condicdo, associada a observacdo de formas inadequadas das praticas de manejo instituidas
nas propriedades constituem-se em fortes indicios para favorecimento da instalacdo da RA a

moxidectina em ovinos nos rebanhos analisados.
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5. CONCLUSAO FINAL

Os resultados obtidos confirmaram a resisténcia anti-helmintica aos
benzimidazois e H. contortus de caprinos e ovinos no estado de Pernambuco, constituindo-se,
estes achados no primeiro registro de diagnostico molecular da resisténcia anti-helmintica em
ruminantes no Estado.

Caracteriza-se declinio da efetividade anti-helmintica da moxidectina em
rebanhos ovinos do estado de Pernambuco nos quais prevalecem as infec¢bes por
Haemonchus contortus, embora Trichostrongylus spp. apareca em menor escala.

Praticas de manejo instituidas de forma inadequadas nas propriedades
constituem-se em fortes fatores para favorecimento da instalacdo da RA em ovinos e caprinos
nos rebanhos analisados.
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Anexo 1

QUESTIONARIO PARA DETERMINACAO DA
SITUACAO DA RESISTENCIA DE HELMINTOS DE
OVINOS A ANTI-HELMINTICOS

Nome da Propricedade:

Municipio:

Altitude: Latitude: Longitade:

Responsdvel pelas informagdes (proprictirvio, administrador ou téenico):

Nome, endereco completo ou telefone ou e-mail do responsivel pelas informagdes:

1 - Informagdes sobre a propriedade ¢ o rebanho

1. Area total da propriedade: ha.
2. Areade pastagem: ___ ha,
3. H& quanto tempo na atividade? nnos
4. Tipo de exploragiio: a) ( ycarne: by ¢ ) leite: ¢) ( ) 1a; d) () venda de reprodutores, sémen
ou embrides
5. Cringlo: a) () intensiva: b) ( semi-intensiva: ©) () extensiva
6. A ovinocultura ¢ a principal fonte de renda? a) () sim: b) ¢ ) ndo
7. Crin outros animais além de ovinos? a) ¢ ) sim: b) ( ) ndo

Ta. Se a resposta foi positiva, quais espécies? a) () bovinos: b) ( ) equideos;: ¢) caprinos:

d) () suinos: e) ( )aves; HH( ) outros: -

| B. Quais sdo as ragas ovinas da propriedade? Qual é o namero de fémeas, de machos e de
cordeiros de cada raga? (preencha a tabela abaixo)

Numero de Numero de Nuamero de

Fémeas Machos Cordeiros Fotal

Raca

TOTAL
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9. Possui aprisco ou galpdo: a) ( ) ripado: b) ( ) chdo batido ou cimentado com ou sem cama:
¢) ( ) ndo possui galpdo para abrigar os animais

10. Faz rodizio de pastagens?: a) ( ) sim; b) ( ) ndo

11. Existem dreas de varzea, mangue ou alagadas na pastagem que os animais tém acesso?
a)( )sim:b)( )ndo

12. As pastagens sdo utilizadas somente por ovinos? a) ( ) sim b) ( ) ndo . Qual espécie
compartilha os pastos com os ovinos?
13. Forrageira(s) predominante nas pastagens sdo: a) ( ) Brachiaria: b) ( ) Panicum (Aruana,
Tanzinia, Aries, Colonido, etc.); ¢) ( ) Cynodon (coast-cross, tifton, estrela, etc.);

d) ( ) outro (nome popular ou cientifico):
14. Regido de procedéncia do rebanho:
a)( ) Sudeste; b) ( ) Nordeste; ¢) ( ) Sul; d) ( ) Centro-Oeste; e) ( ) Norte

15. Existe muita entrada de animais de fora do rebanho? a) ( ) sim: b) ( ) ndo

16. O que faz com os animais recém-adquiridos? a) ( ) quarentena; b) ( ) sdo imediatamente
incorporados ao rebanho

17. Faz escritura¢do zootécnica? a) ( ) sim; b) ( ) ndo

18. Qual o indice de mortalidade de cordeiros e animais jovens na propriedade?

a)( ) baixo; b) ( ) alto; ¢) ( ) ndo sei

19. Qual o indice de mortalidade de ovelhas adultas na propriedade?

a)( ) baixo: b) ( )alto: ¢)( ) ndo sei

20. Sistema de cria¢do?

a) () totalmente a pasto o ano todo sem suplementagdo; b) ( ) pastagem no verdo e
suplementagdo no inverno (seca); ¢) ( ) alimentagdo no cocho o ano todo

IT - Informacdes sobre a medicacio antiparasitiria
1. Qual a frequéncia de aplicagdo de vermifugos utilizada? a) ( ) mensal; b) ( ) a cada 2 meses;
¢) ( )acada 3 meses; d) ( ) acada 4 meses: e) ( ) acada 6 meses: f) ( ) anual; g) ( ) sempre
que necessario, de acordo com o método Famacha®; h) ( ) em animais com sintomas de
verminose; i) () estratégica (ex.: ovelhas no periparto, cordeiros no desmame, borregas em
crescimento e lotes em cobertura); j) ( ) de acordo com o resultado do OPG:;
K) ( ) ndo utilizo vermifugo; 1) ( ) outra (mencionar):
2. Como o vermifugo ¢ aplicado: a) ( ) a todos os animais do rebanho na mesma ocasido; b) ( )
somente a alguns animais ou lotes
3. Apds o tratamento com vermifugo. muda os animais de pastagem? a) ( ) sim; b) ( ) ndo
4. Quando troca de vermifugo? a) ( ) a cada vermifugacdo: b) ( ) de acordo com teste de
eficacia do vermifugo: ¢) ( ) quando o produto ndo faz mais efeito: d) ( ) sem critério
5. Como escolhe o medicamento antiparasitario? a) ( ) indicagdo do técnico que da assisténcia
a propriedade; b) ( ) Balconista de agropecudria ou cooperativa: ¢) ( ) pelo melhor prego:
d) () vendedor na fazenda: e) ( ) propaganda (revista. TV, folder, etc.); f) ( ) Outros
(mencionar):
6. Como ¢ feita a estimativa do peso dos animais para calculo da dosagem do medicamento?
a) ( ) pesagem; b) ( ) estimativa visual
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7. A que grupo pertencia o vermifugo utilizado na ULTIMA (1). na PENULTIMA (2) ¢ na
ANTEPENULTIMA (3) aplicagiio?

Nome comercial: 1) 3 2) 1 3

a) ) Benzimidazdis (albendazole, ricobendazole, febendazole ¢ oxfendazole):

b ) Imiditiazol (devamisol):

<) ) Lactonas macrociclicas (ivermectina, abamectina, doramectina ¢ moxidectina);
BN ) Salicllanilidas e substitutos fendlicos (closantel, disofenol ¢ nitroxinil);

<) ( ) Organotosforado (riclorfon):

1« ) Misturn de grupos quimicos:

2) ) Nao lembro

8. Com que frequéncia realiza 0 exame de fezes (OPG)I? a) () sempre que necessiario: by ( ) a
cada meses; ©) () utilizo somente para testar a elicacia do vermifugo: d) () ndo realizo
exame de OPGE @) () nunca ouvi falar nesse exame

9. Ja utllizou a combinagiio de drogas para tratar os animals (duas ou mais drogas ministradas
A0 Mmesmo tempo)? ad ) sim: b) () nio, Quais drogas utilizou (mencionar o nome comercial) 2

I - Informugho sobre o conhecimento do produtor em resisténcin anti-helminticn
1. Possui assisténcia téenica? a) () sim, frequente: b) () sim. esporadica: ©) () ndo
2. Onde aprende novas informagdes? a) () programas de radio ou TV b) ( ) internet; ) ( )
livros e revistas: d) ( ) feiras e exposicdes: ¢) () cursos e palestras
3. Estd informado sobre o problema da resisténeia dos vermes aos vermitfugos?” a) ¢ ) sim; b)
) nio
4. Conhece o métado Famacha®? a) () sim, conhego e aplico: b) ( ) sim, conhego, mas niio
aplico: ¢) () nunca ouvi falar
5. JA fez algum teste de eficicia de vermifugo na propriedade? a) () sim: b) () nao

S5a. Em caso de resposta afirmativa, que produtos deram BAIXA (1) ou ALTA EFICACIA

(2) no altimo teste de eficdacia realizado?

Baixa Eficdcia (nome comercial):
Alta eficacia (nome comercial):
a) ¢ ) Benzimidazois (albendazole, ricobendazole, febendazole ¢ oxfendazole);
b) ¢ ) Imiditiazol (levamisol):
<) () Lactonas macrociclicas (vermectina, abamecting, doramecting, moxidectina):
G () Salicianilidas ¢ substitutos fendlicos (closantel, disofenol e nitroxinil);
) () Organofostorado (triclorfon):
N () Mistura de grupos quimicos:
2)4( ) Nao lembro

Sbh. Ha gquanto tempo realizou o altimo teste de eficacia? meses

Dara: / /200

Pesquisador rcspol-\-sével:
Instituigio de pesquisa:
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Anexo 2

TECHNICAL MANUAL

ReliaPrep™ gDNA Tissue

Miniprep System

Instructions for Use of Products
A2050, A2051 and A2052

N

3.B. Standard Protocol for Animal Tissue

1

10.

11.
12.

13.
14.
15.

16.

Weigh out 25mg of sample.

Note: Cut the sample into smaller pieces with a razor blade or scalpel before proceeding. If you wish to
grind the tissue under liquid nitrogen, place sample into a chilled mortar and pestle, and grind under
nitrogen until the tissue has a powder-like consistency.

Add 160yl of PBS to each sample to be processed, and mix by vortexing. If samples were ground under
liquid nitrogen, add the PBS to the powdered sample.

Homogenize the sample with a Dounce or rotary homogenizer, or use a previously established homogeniza-
tion method for your particular sample.
Note: This step is not necessary for tissues that were ground under liquid nitrogen.

Add 20l of Proteinase K (PK) Solution to the homogenized sample.
Add 200y of Cell Lysis Buffer (CLD) to the tube. Cap and mix by vortexing for at least 10 seconds.

Incubate at 56°C for 30 minutes to 2 hours,

Notes:

1, Uslog o shaker/incubator set at 56°C will make lysks more offective. 1f one bs not avallable, vortex the
sample for 10 seconds every 30 minutes.

2. I your samples are difticult to lyse or not completely homogenized, a longer incubation time may be
required.

Add 2041 of RNase A Solution to each sample, mix by vortexing for 10 ds and place mi fug

tube at 56°C for 10 minutes.

Note: If the presence of RNA s not a concern, skip this step,

Incabating longer than 10 minutes is unnecessary,

Remove the tube from the heating block. Add 250p1 of Binding Buffer (BBA), cap the tube and mix by
vortexing for 10 seconds with a vortex mixer,

Note: If large amounts of (ntact tissue are still visible in the tube, centrifuge the sample in a microcentrifuge
for I minute to pellet the debris,

Place a ReliaPrep™ Binding Column inside a collection tube for each sample. Transfer the liquid portion of
the sample onto the binding column, cap the column and place it in a microcentrifuge.

Centrifuge for | minute at maximum speed. Check the binding column to make sure that the lysate has
pletely passed through the membrane, If lysate is still visible on top of the membrane, centrifuge the
column for another minute,

column tor another minute.
R the collection tube ining flowthrough, and discard the liquid as hazardous waste.

Place the binding column into a fresh collection tube. Add 500yl of Column Wash Solution (CWD) to the
column, and centrifuge for 2 minutes at maximum speed. Discard the flowthrough.

Note: If any wash solution remains on the membrane, centrifuge the column for another minute.
Repeat Step 12 twice for a total of three washes.
Place the column in a clean 1.5ml microcentrifuge tube.

Add 50-200yl of Nuclease-Free Water to the column. Centrifuge for 1 minute at maximum speed.
Note: The lower the volume ot eluant added, the higher the tinal DNA concentration will be. However,
some DNA (15-20%) will be lost at the lower volumes.

Discard the ReliaPrep™ Binding Column, and save the eluate. Do not reuse binding columns or collection
tubes. The genomic DNA can be placed at 4°C for short-term storage or - 20°C for long-term storage.
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