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RESUMO

O objetivo deste trabalho é caracterizar geneticamente a resisténcia ao anti-helmintico
benzimidazol (BZ) em helmintos Haemonchus sp isolados de ruminantes. Para tanto
trinta animais pertencentes a um rebanho de bovinos, um rebanho de Caprinos, um
rebanho de Ovinos e um rebanho de Bubalinos, tiveram amostras de fezes coletadas e
analisadas para a presenca de ovos de Tricostrongilideos. As propriedades foram
avaliadas quanto ao histérico de uso de BZ para controle de nematddeos. Nos rebanhos
bovinos e ovinos € utilizado BZ a mais de dez anos enquanto que nos rebanhos de
bubalinos e caprinos ndo se utiliza este farmaco a pelo menos cinco anos. Dentre 0s 120
animais testados, dezoito (~15%) apresentaram ovos de Tricostrongilideos nas fezes,
com contagens de 200 a 33000 ovos por grama de fezes. A presenca da mutacdo
Phe200Tyr no gene da B-tubulina, que confere a resisténcia ao BZ foi avaliada em todas
as amostras e suas frequéncias variaram de 0,074 a 0,476 (N= ~20 larvas/hospedeiro).
Para a identificacdo do helminto que infectava os rebanhos foi realizado o
sequenciamento do DNA nuclear na regido ITS-2 de ovos e larvas. No rebanho de
bovinos o principal nematddeo presente foi identificado como Haemonchus placei e nos
demais rebanhos foi identificado a espécie Haemonchus contortus. O estudo revelou a
presenca de alelos resistentes em alta frequéncia entre espécimes de Haemonchus sp,
principalmente nas propriedades que mantém continua pressdo seletiva por meio do uso
de BZ. A identificacdo da resisténcia nas subpopulacdes dos rebanhos de ruminantes
foi realizada por genotipagem, os testes estatisticos y° realizados revelaram nao haver
diferenca significativa entre os isolados de Haemonchus presentes em diferentes
animais de um mesmo rebanho. Todavia, foram encontradas diferengas significativas
entre rebanhos. Este estudo reforca a necessidade do uso de métodos moleculares para o
monitoramento da ocorréncia da resisténcia anti-helmintica, visando o uso racional de
antiparasitarios.

Palavras chaves: Benzimidazol, Resisténcia, Haemonchus
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ABSTRACT

The purpose of this study is to genetically characterize the resistance to benzimidazole
(BZ) anthelmintic in Haemonchus sp helminths isolated from ruminants. With this
purpose, thirty animals from herds of cattle, goats, sheep and buffalos, had stool
samples collected and analyzed for the presence of trichostrongylus eggs. Properties
were evaluated as for the history of using BZ to control nematodes. In herds of cattle
and sheep, BZ has been used for over ten years whereas in herds of buffalos and goats,
it has not been used for at least five years. Among the 120 animals tested, eighteen
(~15%) had trichostrongylus eggs in their feces, with counts from 200 to 33000 eggs
per gram of feces. The presence of Phe200Tyr mutation in the B-tubulin gene, which
confers a resistance to BZ was evaluated in all samples and its frequencies ranged from
0.074 to 0.476 (N= ~20 larvae/host). In order to identify the helminth which infected
herds, nuclear DNA was sequenced at the ITS-2 region of eggs and larvae. In the herd
of cattle, the main nematode was identified as Haemonchus placei and in the other
herds, it was the Haemonchus contortus species. The study has shown the presence of
resistant alleles in a high frequency among specimens of Haemonchus sp, particularly in
properties which maintain a continuous selective pressure by using BZ. Resistance in
isolates of ruminant livestock was identified through genotyping; y° statistical tests were
carried out and have not shown a significant difference among isolates of Haemonchus
present in different animals from the same herd. However, significant differences were
observed among herds. This study emphasizes the need to use molecular methods for
monitoring the occurrence of anthelmintic resistance, encouraging the rational use of
anti-parasitic drugs.

Keywords: Benzimidazole, Resistance, Haemonchus
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1 - INTRODUCAO

Os rebanhos de ruminantes no mundo sdo acometidos de infec¢bes causadas por
helmintos. Estas infecgdes provocam perdas de animais e consequentemente prejuizos a
producdo. No entanto, a aplicagdo incorreta de anti-helminticos usados comumente no
controle das principais helmintoses nestes rebanhos, desencadeou o aumento da

resisténcia aos principais farmacos comercializados.

Infectando os rebanhos de ruminantes, o Haemonchus sp € o helminto mais prevalente
dentre os tricostrongilideos. Em pequenos ruminantes o Haemonchus contortus causa
perdas consideraveis nos rebanhos e a resisténcia aos anti-helminticos &€ um problema
grave. J& nos rebanhos de bovinos o problema de infeccBes por helmintos esta
distribuido entre os animais mais jovens infectados por Haemonchus placei e
Haemonchus similis que sdo helmintos menos agressivos a estes animais. Ja em
bubalinos, a escassez de relatos de resisténcia as parasitoses compromete o crescimento
dos rebanhos em vérias regides do pais e a aceitacdo no mercado da carne, leite e

derivados requer maior atencdo quanto a sanidade destes animais.

Entre as classes de anti-helminticos os benzimidazéis (Bz) sdo os mais usados a muito
tempo. A facilidade de aplicacdo associada ao reduzido custo culminou no uso
inadequado de doses insuficientes tanto em volume, quanto em namero de aplicaces,
implicando na reducdo da eficiéncia da droga e consequente selecdo dos individuos

resistente ao farmaco.

A caracterizacao da resisténcia por procedimentos classicos como contagem de ovos nas
fezes ou teste da reducdo de ovos é importante, porém pouco sensivel, uma vez que a
identificacdo da resisténcia procede quando a carga parasitiria € alta. A técnica
molecular que identifica a presenca da mutacdo que confere resisténcia ao Benzimidazol
é sensivel e especifica detectando a mutacdo (F200Y) no isotipo 1 do gene da proteina
B-tubulina. Mesmo assim, nos moldes que é realizada, ainda € muito onerosa como

rotina no diagndstico laboratorial.

A proposta de mudanca na metodologia visa melhorar o processo de execugéo
reduzindo custos e tempo, além de fornecer diagndstico preciso ao estimar a frequéncia

da resisténcia no rebanho utilizando nUmero reduzido de animais. Dessa forma a
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infeccdo pode ser detectada antes da expressdo dos sinais subclinicos da infec¢do nos

animais.

Sendo assim, diante do exposto, este estudo visa caracterizar molecularmente a
resisténcia ao anti-helmintico benzimidazol nos isolados de Haemonchus sp,
provenientes dos rebanhos de bovinos, ovinos, caprinos e bubalinos e o aprimoramento

da técnica molecular como ferramenta para uso no diagnostico desta resisténcia.

2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

As helmintoses estdo entre as doencas que mais afetam a produtividade dos ruminantes
em varias regides do mundo. Os nematédeos tricostrongilideos sdo importantes
parasitos de ruminantes domésticos e causam perdas econémicas significativas em

regides tropicais e temperadas (Charlier, et.al, 2009).

Os indices elevados de infeccdo por Haemonchus sp estdo atribuidos principalmente ao
alto nimero de ovos e larvas presentes nas pastagens, exacerbados pela capacidade de
sobrevivéncia destes parasitos no ambiente. Além das variacGes regionais e sazonais
que dependem de varios fatores, como regime pluvial, ecossistema, tipo de manejo,
condicdes sanitarias e idade dos animais principalmente em bovinos onde animais

jovens sdo mais susceptiveis as infec¢des assim colaborando na elevacdo destes indices.

As helmintoses representam um problema sanitario para os rebanhos, pois além da
morte de animais, provocam redugcdo no desempenho reprodutivo, na qualidade da
carcaca e na eficiéncia do sistema imune (Hawkins, 1993). Nas infec¢des por helmintos
ha inibicdo de apetite dos hospedeiros e diminuicdo da digestibilidade dos nutrientes
provocando infecgBes secundarias no trato digestivo, comprometendo & absorcdo de

alimentos.

O género Haemonchus, abrange as espécies de maior importancia sanitaria dentre os
helmintos que acometem o abomaso de ruminantes, principalmente em cabras e ovelhas
(Gibs e Hend, 1986; O’Connor et al.,, 2006). Estes nematddeos reproduzem-se
sexuadamente e suas fémeas possuem alta prolificidade produzindo cerca de 10.000
ovos por dia. Esta caracteristica gera um grande tamanho efetivo da populagdo de

helmintos e uma alta variabilidade genética aumentando em muito a populacdo do
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parasito no ambiente, quando comparada com a populacdo dentro do animal (Prichard,
2001).

A domesticagéo dos rebanhos de ruminantes restringe a sua movimentagéo, provocando
modificagdes significativas no ambiente para a adaptacdo destes animais. Este fato gera
aumento da densidade populacional e consequentemente o desequilibrio natural entre
parasita e hospedeiro. A industria de farmacos se viu incentivada a buscar
medicamentos eficientes e de largo espectro de agdo para ser aplicado no controle das
parasitoses. O uso indiscriminado destes farmacos aliado ao custo reduzido e facil
aplicabilidade, acarretou na queda de sua eficiéncia selecionando parasitas resistentes
(Leathwick et.al, 2011, Molento, 2004) e em alguns casos de resisténcia multipla,
provocada pelo uso de supressivos de diferentes classes quimicas sobre uma populagéo
de helmintos (Meija et.al, 2003).

A resisténcia aos anti-helminticos, amplamente disseminada entre nematddeos parasitas,
principalmente tricostrongilideos de pequenos ruminantes e equinos, também ja é um
problema encontrado em bovinos em diversas partes do mundo (Sangaster and Gill,
1999; Prichard, 2001; Kaplan, 2004). Para as trés maiores classes de anti-helminticos:
benzimidazois, imidazois e lactonas macrociclicas a resisténcia tem sido comumente
relatada (Melo e Bevilaqua, 2002).

Das trés maiores classes de anti-helminticos o mecanismo de resisténcia mais bem
conhecido € o do benzimidazol (Bz). A droga age no parasita ao ligar-se aos sitios de
ligagdo na proteina B-tubulina, degenerando ou impedindo a formag&o dos microtubulos
nas células, estes tém papel importante na redistribuicdo das vesiculas celulares além de
orientar o processo de divisdo celular Martin (1997), também os Bz podem bloquear de
forma irreversivel a captacdo de glicose nos helmintos. Esta reducdo no estoque de
energia pode levar o helminto a ébito (Lanusse, 1996). Para as demais classes ha o
envolvimento de um grande numero de genes possivelmente implicados na resisténcia,
sendo que a importancia seletiva de cada um ndo é bem conhecida. O mecanismo de
resisténcia, o surgimento e a disseminacdo de alelos resistentes em uma populagdo de
parasitos pode diferir entre os isolados de algumas espécies de parasitas sendo estas
informagdes importantes para elaboracdo de alternativas de controle da resisténcia
(Gilleard, 2006).
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A resisténcia anti-helmintica em Haemonchus ameaca a producdo do rebanho de
ruminantes em todo o mundo. O problema é sério, pois a aplicacdo de anti-helminticos
deixa residuos nas propriedades e nas carcagas de animais, interferindo nos lucros dos
agricultores e na saude do consumidor (Van Wyr et al., 2006). Ha perdas na producéo
em infeccdes clinicas, custos com tratamentos e em casos extremos mortalidade de
animais, especialmente jovens e fémeas ovinas no peri-parto. As doencas parasitarias
podem ainda, forcar a selecdo de animais menos susceptiveis em detrimento de seu
desempenho produtivo (Motta et al., 2003). O controle destas infeccdes &, portanto,
imprescindivel para o sucesso dos sistemas de producdo dos ruminantes (Cezar, et al.,
2008).

No Brasil a resisténcia aos anti-helminticos estd associada ao uso indiscriminado das
principais drogas disponiveis no mercado. A falta de controle nestas aplica¢Ges, tanto
no volume das doses, quanto no numero de aplicagdes, além do transito de animais sem
o devido controle da carga parasitaria, colaboram para a disseminacao da resisténcia aos
anti-helminticos (Paiva e Neves, 2009). Muito se gasta no Brasil e em diversos paises
anualmente, com tratamentos de rebanhos principalmente em rebanhos de pequenos
ruminantes, contaminados por helmintos gastrointestinais, sendo que a resisténcia aos
principais farmacos presentes no mercado € o principal causador de prejuizos aos
produtores. A reducdo desses prejuizos, passa pelo controle destas infeccdes (Ahid et
al., 2008; Silva et al., 2010).

Para a eficiente formulacdo de um programa de controle é indispenséavel conhecer as
particularidades regionais tornando possivel realizar o diagnostico do grau de infeccao
da contaminacdo ambiental por meio de exames clinicos e laboratoriais (Eysker e
Poegler, 2000). Além disso, deve-se comprovar a eficacia dos anti-helminticos eleitos
para uso no rebanho (Bianchin et al.,1993; Waller 1999).

Existem técnicas moleculares disponiveis para diagnosticar a resisténcia aos
benzimidazois (Bz) por meio da reacdo de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), a
partir da extragdo de DNA de isolados de larvas de Haemonchus sp, descrita por
Silvestre e Humbert (2000). Tal técnica possibilita a identificacdo de resisténcia ao anti-
helmintico Bz e complementa os diagndsticos tradicionais como a contagem de OPG
(contagem de ovos por grama de fezes), no levantamento da resisténcia ao anti-

helmintico nos rebanhos de ruminantes. Assim, estudos da genotipagem de isolados de
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Haemonchus sp podem abrir possibilidades para realizacdo do controle mais efetivo
destas parasitoses, minimizando os prejuizos para a producdo nacional além de

possibilitar melhor conhecimento e controle da resisténcia nos rebanhos.
2 —1 -0 rebanho de ruminantes no Brasil

O Brasil é um pais tropical que apresenta o maior rebanho bovino comercial do mundo,
aproximadamente 205,3 milhdes de animais em 2010. Os rebanhos de ovinos, caprinos
e bubalinos sdo menores, mas expressivos e apresentam 16,9; 9,3; e 3 milhGes de

animais respectivamente em 2010 (IBGE 2011).

Estas espécies de ruminantes foram introduzidas no Brasil de forma exotica durante o
periodo de colonizagdo no Século XVI, exceto os buafalos foram introduzido no pais
pela regido Norte no inicio do Século XX (Santiago, 2010).

A extensdo territorial, as condic¢Ges climaticas, 0 modo de criacdo e as boas pastagens
promoveram a expansdo destes animais por todos os estados, havendo maior
concentracdo de pequenos ruminantes caprinos e ovinos no Nordeste, ovinos no Sul,
bovinos no Centro-Oeste e Sudeste além de Bufalos no Norte e mais recentemente no

Sudeste. A distribuicdo por regido estd mostrada na tabela 1.

Tabela 1: Distribuicéo do rebanho de ruminantes por regido no Brasil

Regides Sul Sudeste Centro-Oeste Norte Nordeste
Animais % % % % %
Bovinos 13,3 18,3 34,6 20,1 13,7
Ovinos 28,99 4,29 6,36 3,20 57,16
Caprinos 4,13 2,57 1,04 1,96 90,3
Bufalos 9 15 12 50 14

Fonte: IBGE 2010

Os rebanhos de ruminantes tém importancia econémica no Brasil, sendo largamente
explorados visando producdo de carne, leite e derivados e couro. Entretanto, um dos
entraves para a produgcdo de ruminantes principalmente em ovinos, sdo as
endoparasitoses gastrointestinais, hoje consideradas como problema na producdo em
todo mundo, especialmente nas regides tropicais onde 0s prejuizos econémicos sdo mais

acentuados.
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As verminoses gastrointestinais sdo as endoparasitoses que representam maior
importancia na exploracdo de ruminantes e tm como principais agentes etioldgicos as
espécies de nematodeos. A manifestacdo dos efeitos do parasitismo no rebanho aparece
de vérias formas, conforme as espécies presentes podendo ser caracterizado pela
intensidade de infeccdo, a categoria e ou estado fisiologico e nutricional do hospedeiro.
O impacto global na produgéo de ovinos e caprinos tem como consequéncia o atraso no
crescimento e da mortalidade que ocorrem nas categorias mais susceptiveis (Vieira,
2008).

Os nematodeos gastrointestinais de maior importancia entre 0s pequenos ruminantes
pertencem aos géneros Haemonchus, Trichostrongylus, Strongyloides. Entre os bovinos,
além desses ha também Cooperia, Oseophagostomum, Bunostromum e Ostertagia em
bafalos, destacando como espécies de nematédeos do abomaso e de grande
agressividade aos hospedeiros, 0 Haemonchus contortus nos ovinos, caprinos e bufalos

e 0 Haemonchus placei e Haemonchus similis em bovinos.
2-1-1 — O Género Haemonchus sp

O género Haemonchus parasita 0 abomaso de ruminantes, causando uma doenca
denominada hemoncose. Sdo parasitas que apresentam comprimento entre 10-30 mm.
Possuem pequena cavidade bucal e apresentam um dente ou lanceta, papila cervical
proeminente, bursa larga e lobo dorsal pequeno e assimétrico. A vulva na fémea possui

processos longiformes (Soulsby, 1982).

Segundo Amarante et al., (1996) trés espécies de Haemonchus acometem ruminantes
domésticos no Brasil: Haemonchus contortus (Rudolfi, 1803; Cobb, 1898);
Haemonchus placei (Place 1893) e Haemonchus similis (Travassos, 1914). Dos isolados
de Haemonchus prevalecem Haemonchus contortus em pequenos ruminantes e bufalos,

enguanto que em bovinos 0 Haemonchus placei e 0 Haemonchus similis.
2- 1-2 - Hemoncose em ruminantes

O Haemonchus contortus € 0 nematddeo mais patogénico nas regides tropicais e a sua
patogenia esta associada ao hematofagismo realizado por este parasito, causando
hemorragia na mucosa abomasal (Pradhan e Johnstone, 1972).
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Em bovinos as lesdes no epitélio gastrico causam reducdo na secrecdo de HCI e
pepsinogénio, resulta em aumento no pH, inativando a pepsina e consequentemente,
ocorre interrupcao da digestdo das proteinas (dispepsia). Um sinal cldssico da reducédo
das proteinas plasmaticas (especialmente albumina) é o edema submandibular (Costa e
Borges, 2010).

Em pequenos ruminantes, observa-se também anemia e posteriormente, o animal pode
apresentar o edema submandibular e a ascite. Na infec¢do crénica o animal apresenta
uma queda progressiva no volume globular e reducdo no ganho de peso, quando
comparado com animais livres de parasitos. J& durante a hemoncose hiperaguda o
animal pode morrer subtamente como consequéncia de gastrite hemorragica grave.

Diarreia ndo é um sintoma comum nas infec¢es por Haemonchus (Soulsby, 1987).

A baixa qualidade da dieta alimentar pode influenciar na intensificacdo da doenca.
Animais que recebem dietas pobres em proteinas apresentam sinais clinicos mais
pronunciados apesar de apresentarem cargas parasitarias semelhantes aqueles que tém
dieta rica em proteina (Abbott et al., 1986).

2-1-3 - Ciclo Biologico do Haemochus sp

O ciclo do Haemonchus é muito similar ao de outros tricostrongilideos. Apresenta um
ciclo evolutivo direto sem hospedeiro intermediario. As fémeas sdo oviparas proliferas.
Os ovos sdo eliminados nas fezes em condicdes ideais (18° a 26°C, 80 a 100% de
umidade) e se desenvolvem em um terceiro estagio infectante (L3) em
aproximadamente cinco dias (Soulsby, 1982). A disponibilidade das formas infectantes
L3 pode ser influenciada pela umidade e um grande nimero € encontrado no verdo, em
funcdo das chuvas as pastagens tornam-se Umidas e as temperaturas giram em torno de

24°C, favorecendo a eclosdo dos ovos presentes no ambiente (Krevek, et al.,1991).

Apbs a ingestdo e desenvolvimento no rdmen, as larvas passam por mudancas
desenvolvendo antes da mudanca final, a lanceta perfurante que lhes permite a obtengéo
do sangue nos vasos da mucosa do abomaso, onde se fixam. O periodo pré-patente
médio para Haemonchus contortus em ovinos e caprinos esta avaliado em 15 dias,
enquanto que para Haemonchus placei em bovinos esta entre 26 e 28 dias (Soulsby,
1982).
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2 — 2 - Resisténcia do parasita aos anti-helminticos

O uso intensivo de anti-helminticos, subdoses aplicadas, diagndsticos incorretos e a
falta de rotatividade das bases farmacoldgicas, vém provocando sérios problemas
sanitarios como a resisténcia dos nematddeos aos farmacos. Fiel et al., (2003), definem
este fendmeno como sendo a capacidade hereditaria de uma populacdo parasitaria de

reduzir a sua sensibilidade a acdo de uma droga.

A resisténcia aos anti-helminticos ja foi relatada em todas as espécies de ruminantes
domeésticos. O primeiro relato de resisténcia aos anti-helminticos em nematodeos
gastrointestinais de ovinos foi para o tiabendazol (Drudge, 1964). Este problema se
disseminou pelo mundo inteiro, em diversas espécies de nematodeos de diversos
hospedeiros ocorrendo em areas de periodo chuvoso onde o Haemonchus contortus é
endémico, principalmente na Australia, Africa do Sul e América do Sul (Waller et
al.,1995). No Brasil é recomendado medicar os rebanhos, principalmente de ovinos,
quando as condi¢fes ambientais da regido sdo desfavoraveis ao desenvolvimento e
sobrevivéncia dos estagios de vida livre no ambiente. Em cada ecossistema do pais, 0
esquema de vermifugacdo deve ser adaptado de acordo com as condicdes climaticas da
regido (Vieira, 2008).

Entre ovinos e caprinos a resisténcia aos anti-helminticos € mais frequente. Contudo,
este fato ndo € indicativo de que os relatos de parasitos de bovinos apresentem menor
diversidade genética para expressao da resisténcia, mas sim reflete a menor frequéncia

de tratamentos a que estes animais sdo submetidos (Paiva et al., 2001).
2-2-1 — Histdrico de resisténcia de helmintos no Brasil

Desde o primeiro relato sobre a resisténcia aos anti-helminticos em ovinos no Brasil
(Dos Santos e Gongalves, 1967) e em bovinos foi feito por Pinheiro e Echevarria
(1990), ndo faltaram outros relatos sobre nematddeos resistentes aos principais farmacos

comercializados e utilizados no pais.

A resisténcia a anti-helminticos na regido Sul, foi detectada no Parana (Thomaz-soccol
et al.,2004), Santa Catarina (Ramos et al, 2004) e no Rio Grande do Sul (Echevarria e
Trindade, 1989; Echevarria et al., 1996). Na regido Sudeste, foi relatada em S&o Paulo
(Farias et al., 1997) e em Minas Gerais (Rangel et al., 2005). No Nordeste, inicialmente

a resisténcia a anti-helminticos foi detectada em caprinos no Ceara (Vieira et al., 1989).
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Estudos posteriores indicaram resisténcia em Pernambuco, Bahia e Alagoas (Charles et
al., 1989). No Cear4, existem outros relatos de resisténcia em caprinos e ovinos (Vieira
e Cavalcante, 1999; Melo et al., 1998; Bevilagua e Melo, 1999). E ainda no Cear4, foi
observada a presenca de Haemonchus contortus resistentes em ovinos provenientes do
Parana e Rio Grande do Sul (Vieira et al., 1992), indicando a disseminacdo da

resisténcia para todo pais.

A explicagdo para o surgimento de isolados resistentes aos anti-helminticos é entendida
como a selecdo natural de uma populacdo original de parasitas contém alguns
individuos com a capacidade genética de sobreviver ao tratamento (Griffiths et al.,
1998). Com a eliminacdo dos individuos sensiveis, a proxima geracao consistird da
progénie daqueles poucos parasitos que sobreviveram ao tratamento e muitos destes
terdo herdado a capacidade de sobrevivéncia a exposi¢do anti-helmintica.

O efeito de selecdo na frequéncia dos alelos resistentes na populacéo € influenciado por
alguns fatores, com a pressdo de selecdo, sendo determinada pela dosagem do anti-

helmintico e pela propor¢do da populacdo exposta a droga (Waller, 1996).

Os principais fatores que levam ao rapido surgimento da resisténcia sdo operacionais,
tais como subdosagem, frequéncia de tratamentos, rotacdo rapida de principio ativo
(Martin, 1987).

Quando os animais sdo tratados com dose inferior aquela recomendada, esta atingira
somente os individuos muito sensiveis da populacdo parasitaria, sobrevivendo
individuos resistentes e medianamente resistentes, que dardo origem a novas geracoes
(Craig, 1993).

A extrapolacdo da indicacdo da dosagem do farmaco de uma espécie para outra espécie
animal exemplifica outra forma de subdosagem, assim ocorrendo desenvolvimento de
resisténcia anti-helmintica principalmente em rebanhos mistos de ovinos e caprinos. Em
geral, as indicac¢Oes do fabricante para aplicagdo do farmaco, sdo dirigidas aos ovinos e
é realizada extrapolacéo para os caprinos (Gilham e Obendorf, 1985; Bogan e Armour,
1985).

Os fatores genéticos sdo também importantes no desenvolvimento da resisténcia. As
migracOes introduzem diferentes genes conferidores de resisténcia provenientes da

populacdo de origem e 0s incorporam ao conjunto génico da nova populacdo de
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parasito. O mecanismo provoca a dispersdo de alelos de uma populacdo para outra
(Silvestre e Humbert, 2002). Além disso, as altas taxas de mutacdo, aliadas aos grandes
nameros populacionais efetivos frequentemente encontrados em tricostrongilideos,
também aumentam a chance de surgimento de alelos capazes de conferir resisténcia aos

farmacos (Blouin et al., 1995)

Sangster, (2001) e Coles (2005) indicaram como fatores que determinam a taxa de
selecdo, a dominéncia dos alelos para resisténcia, 0 nimero e a frequéncia inicial dos
genes envolvidos, a diversidade genética da populacdo, a relativa adaptabilidade dos
organismos resistentes e a oportunidade para recombinacgdo génica. A resisténcia aos Bz
foi identificada em estudos realizados com Teladorsagia circumcincta, onde a
hereditariedade dos genes é incompletamente recessiva, com apenas uma mutagdo
pontual no gene da proteina B-Tubulina (F200Y) (Elard et al., 1996; Dobson et al.,1996;
Prichard, 2001). Além da mutacdo F200Y, Silvestre e Cabaret, (2002) identificaram a
resisténcia ao Benzimidazol associada a uma mutacdo pontual F167Y. A mutacdo
pontual E198A foi identificada por (Rufener et al., 2009).

2-2-2 - Diferencas Fisioldgicas entre o0s parasitos resistentes e sensiveis

Para comparar caracteristicas de individuos resistentes e sensiveis, 0 nematddeo de vida
livre Caenorhabditis elegans, vem sendo utilizado como modelo para estudo (Geary e
Thompson, 2001; Hashmi et al., 2001). Observa-se neste parasito que os individuos
resistentes apresentam disfuncdo na sua mobilidade, ovoposi¢do, musculo da faringe,
entre outras caracteristicas que chegam a ser letais para esse parasito, mas irrelevantes

em outras espécies de tricostrongilideos (Prichard, 2001).

Em Teladorsagia circumcincta ndo foi observada por Ellard et al. (1998) diferenga
entre 0s genotipos resistente e sensivel na producdo de ovos, taxa de desenvolvimento
de ovos até L3, capacidade de estabelecimento destas larvas e sobrevivéncia dos
adultos. Apresentaram, no entanto, diferenga quanto ao comprimento dos adultos, sendo
0s parasitos resistentes maiores que os sensiveis aos 60 dias de infec¢do, esperando-se

que haja, assim, aumento da fertilidade nas fémeas (Leignel e Cabaret, 2001).
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2-3 — Mecanismos de acao dos anti-helminticos Benzimidazois e Pro-benzimidazois

Na classe de anti-helminticos Benzimidazol estdo o tiabendazol, o febendazol, o
mebendazol e o oxfendazol. Entre os pro-benzimidazéis estdo febantel, tiofanato e
netobimim. Ambos os grupos pertencem a mesma classe de benzimidazéis. A absor¢ado
da droga pelo helminto afeta as células intestinais dos nematddeos. O principal efeito
estd na redistribuicdo das vesiculas celulares, provocando mudancas nas células (Jasmer
et al.,, 2000; Bruce, 1987). Alguns processos celulares dependem da acdo dos
microtubulos, essa modificacdo induzida pela droga na distribuicdo das vesiculas
celulares leva & morte desse organismo (Kohler, 2001). O farmaco liga-se a proteina
tubulina (impedindo a formacdo dos microtubos), sendo que nos parasitos resistentes ha
uma diminuicdo dos sitios de afinidade nas subunidades proteicas dos microtubos
(Lacey, 1988). Os microtubos formam o fuso mitético durante a divisdo celular e
permitem o transporte de vesiculas e organelas pelo citoplasma celular (Martin, 1997).

2-3-1 - Mecanismo de resisténcia dos Benzimidazois

O mecanismo de acdo do farmaco é a interrupcdo da formagdo dos microtibulos no
interior das células por meio da ligacdo na proteina B-tubulina, consequentemente,
inibe-se o transporte de vesiculas secretoras e a absorcdo e digestdo de nutrientes fica

comprometida, causando a morte do helminto por inanicdo (Costa e Borges, 2010).

A resisténcia aos Bz tem sido associada com modificacbes relacionadas a tubulina
(Gutteridge, 1993). Estudos em populagdes de Haemonchus contortus, resistentes e
sensiveis ao Benzimidazol, indicaram a existéncia de diferencas especificas no DNA

gendmico destas populac¢des (Roos, et al., 1990).
2-3-2 - Mutacéo da B-tubulina em helmintos resistentes

Alguns estudos mostraram que a resisténcia ao Bz em nematddeos tricostrongilideos,
relata em particular uma mutagéo no gene da p-tubulina no aminoacido 200 produzindo
a substituicdo de Phe nos nematddeos susceptiveis por uma Tyr no nematddeo resistente
(Beech et al., 1994; Humbert et al., 2001; Jabbar et al., 2006). Outras mutacdes E198A

e F167Y no mesmo gene também foram descritas como capazes de conferir resisténcia
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aos Bz, porém sdo menos frequentes. Entretanto had um crescimento evidente da

complexidade da resisténcia envolvendo outros loci génicos (Prichard, 2001).

O gene da proteina B-tubulina apresenta expressdo de diversos isotipos em nematodeos
cada um com diferentes afinidades ligadas ao Bz. Estes genes demonstraram ser de alta
variabilidade para outras regides geogréaficas conferindo resisténcia ao Bz (Beech et al.,
1994). As mutagdes na B-tubulina na sequéncia de DNA em isolados de Haemonchus
contortus promoveram mudangas na sequéncia do aminoécido, alterando a estrutura e

propriedade da proteina em isolados resistentes (Ghise et al., 2007).

A resisténcia ao Bz em alguns nematodeos, fungos e algumas espécies de protozoérios,
tem sido associada a substituicdo de aminoacidos na posicdo 167 da B-tubulina
(Hollomon et al., 1998: Silvestre and Humbert, 2002).

Silvestre e Cabaret, (2002) observaram outra mutacdo na posicdo 167 do gene da f-
tubulina no isotipo-1 em dois isolados resistentes de Haemonchus contortus, também
causada pela substituicdo de Phe por Tyr. Esta mutacdo foi observada em isolados
resistentes de fungos Neurospora crassa em experimentos in vitro. O residuo Tyr na
posicdo 167 impede também a ligacdo Benzimidazol recombinante na B-tubulina do

Haemonchus contortus.

Rufener et al., 2009, demonstraram outra mutagéo para o isotipo-1 p-tubulina resistente
ao Benzimidazol, como sendo a troca do Glutamato por Alanina na posicdo 198
(E198A), onde foram realizados testes controlados em laboratorio para estudar a

resisténcia a droga.

F167Y F200Y

i iA ;

E198A

Figura -1 — MutagGes ndo-sindnimas capazes de conferir resisténcia aos
Benzimidazois, na por¢do terminal da proteina

B-tubulina (Isotipo 1)

As mutagdes ndo sindnimas sao tipos de muta¢des pontuais onde um unico nucleotideo

€ mudado provocando a substituicdo de um amino&cido. Isto por sua vez pode fazer
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com que a proteina resultante ndo seja funcional. Nesse caso, as proteinas formadas
podem ter novas fungdes, mas no geral estas tém maior potencial deletério (Calcagnotto,
2001). No caso da proteina B-tubulina (Isotipo-1) as modificagbes ndo sinénimas

confere resisténcia ao Benzimidazol.

Os principais genotipos envolvidos na resisténcia ao benzimidazol associados a
mutacdo no gene isotipo-1 da proteina B-tubulina, em Haemonchus contortus segundo
Prichard (2001), s&o mostrados na tabela 2.

Tabela -2 Geno6tipos envolvidos na resisténcia ao Benzimidazol em Haemonchus contortus

Genotipos resistentes ao Notas Eficacia para as doses
Benzimidazol (Bz) Recomendadas
Mais susceptiveis Nematddeos susceptiveis 100%

S:S4/S,S; Para baixas concentragGes de
Bz e menos potentes como
albendazol
Levemente resistente Alta susceptibilidade para 90-98%
potentes Bzs, mas resisténcia
S1R1/S;R; .
evidente para Bz menos potente
Moderadamente Muito resistente para Bz e 20-90%
resistente reduzida eficacia quando

comparada aos Bzs potentes
R1/R1, 82/82, R1/R1, Sz/Rz

Altamente resistentes Haemonchus contortus 0%
apresenta alelos para resisténcia

Ri/Ry, RJ/R;
para o Bz

Adaptada de Prichard 2001

S1 e S2 sdo alelos Bz susceptiveis para B-tubulina nos isotipos | e Il, os alelos R1 e R2 sdo alelos Bz

resistentes para B-tubulina nos isotipos I e 11
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2-4 — Testes para deteccdo da resisténcia
2 .4.1-Teste in vivo

Largamente utilizados para monitorar a resisténcia em nematddeos, os testes in vivo sao
onerosos e geralmente se caracterizam pela baixa sensibilidade devido a variacdo
interanimal (Craven et al., 1999). S&o testes necessarios para o estudo da farmacologia
da droga quanto ao papel da farmacodinamica no hospedeiro, além da farmacologia

bioquimica da droga ou seu modo de acdo (Lacey, 1988).
2.4.1-1 - Teste controlado

A eficiéncia neste teste ¢ determinada pela comparacdo da populacdo de parasitos no
grupo tratado da populagio com a do grupo ndo tratado. E o teste mais confiavel para
avaliacdo da atividade anti-helmintica. Os animais sdo separados em grupos medicados,
ndo medicados. Apos a dosificacdo dos animais do grupo medicado é dado um intervalo
entre o tratamento e faz-se o sacrificio dos animais. Estes sdo necropsiados e a carga
parasitaria encontrada € identificada e contada. Os adultos sdo diferenciados dos

estagios larvais e se possivel larvas hipobidticas (Wood et al., 1995).
2.4.1-2 — Teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes

Para a execucdo do teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes distribuem-se
aleatoriamente os animais parasitados em grupo tratado, ndo tratado conforme técnica
descrita por Coles et al., (1992). Sdo necessarios no minimo dez animais por grupo a
fim de permitir interpretacdo confiavel dos dados. Apo6s 10 a 14 dias do tratamento faz-
se coleta de fezes comparando-se o percentual de reducdo na eliminacdo de ovos nas
fezes nos dois grupos. Apesar de ser largamente utilizado para monitorar a resisténcia
em nematodeos caracteriza-se por baixa sensibilidade, pois nem sempre existe uma boa
correlacdo entre ovoposicao e 0 numero de parasitas adultos no hospedeiro, exceto para

0 nematddeo Haemonchus contortus, devido a alta prolificidade (Taylor, et al., 2002).
2.4.2 — Testes in vitro

Na sua maioria 0s testes in vitro sdo de facil execucdo e aplicacdo, podendo ser
realizados em larga escala (O’Grady e Kotze, 2004). Dentre os testes in vitro 0 mais

usado é o de eclosdo de ovos (Craven et al, 1999).



31

2.4.2.1 — Teste de eclosado de ovos

Baseado na atividade ovicida do farmaco, o tiabendazol é o composto padréo
classicamente utilizado por ser mais soltvel que os demais compostos benzimidazois. A
incubacdo dos ovos é feita em solucbes do anti-helmintico em concentracdes finais
variando de 0 a 2 pg/ml. Ao final de 48 horas, é realizada a leitura do teste,
classificando os achados em ovos ou larvas. Quando a DE50 (dose efetiva para inibir
50% a ecloséo de ovos), for superior ou igual a 0,1ug/ml considera-se a presenca de
resisténcia na populagdo de nematddeos testados (Coles et al, 1992).

O teste de eclosdo de ovos € indicado pela World Association for Advancement of
Veterinary Parasitology (WAAVP), para detectar resisténcia aos Bz (Coles et al.,
1992). Por este teste estima-se melhor o nivel de resisténcia, o que possibilita a
mensuracdo dos efeitos dos anti-helminticos nos processos fisioldgicos dos nematodeos.
Quando comparado ao teste de reducdo de ovos nas fezes, apresenta menor custo e facil
execucdo (Varady e Corba, 1999).

2.4.2.2 — Diagnostico genético

Morfologicamente as espécies de Haemochus placei de bovinos e Haemonhcus
contortus em ovelhas apresentam poucos tracos que diferem as populagdes, o que torna

importante a diferenciacdo individual do nematddeo.

Segundo Blouin et al., (1997), hd evidéncias moleculares que distinguem as duas
espécies baseadas no estudo de sondas (rDNA external-spacer region: Zarlenga et al.,
1994) e clonagem do DNA gendmico (Christensen et.al., 1994), no sequenciamento da
regido ITS-2 em amostras testadas de isolados da Austrélia, Suécia, Reino Unido e
China e estudos de marcadores RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso)
em amostras de Haemonchus placei, Haemonchus contortus, e Haemonchus longistipes

em localidades da Mauritania.

Estudando a variacéo entre individuos de cada uma das espécies nos Estados Unidos e
comparando a estrutura genética dos tricostrongilideos, foi observada a diversidade
genética dentro da populacdo de cada especie sem, contudo comparar a relacdo
filogenética entre as espécies. A avaliagdo percentual da diferenca na medida do
sequenciamento de individuos foi igual a 2,6% para Haemonchus contortus e 2,0% para

Haemonchus placei e entre individuos das duas espécies iguais a 15,6%. O
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sequenciamento do mtDNA destas duas espécies mostra o grande nimero de diferencas
que as separam 43 sitios de 463 pb, 10 com resultado fixado em amino&cidos diferentes
(Blouin et al., 1997).

Claramente os estudos das popula¢des de Haemonchus sp realizados por Blouin et al.,
(1997), demonstraram a existéncia de duas linhagens diferentes ao longo da historia
evolutiva das espécies. Além de ndo haver nenhum caso em que a morfologia dos
individuos determinasse a preferéncia por hospedeiros. O estudo molecular das
populagdes de Haemonchus placei e Haemonchus contortus, mostrou que as populactes

mundiais destas espécies ao nivel de DNA sdo claramente distintas.

As técnicas moleculares sdo altamente especificas, sensiveis, utilizam pequenas
guantidades de DNA e tém potencial para identificacdo das espécies de parasitos,

tornando-se vantajosas no diagndstico de resisténcia (Sangster et al., 2002).
2.4.2.3 — Reacdo em cadeia da polimerase alelo especifica

Para diagnosticar a resisténcia aos benzimidazdis utiliza-se da amplificacdo do
fragmento do isotipo 1 da B-tubulina. Emprega-se a PCR Alelo Especifica (AS-PCR)
para detectar esta mutagcdo em parasitos adultos de Haemocnhus contortus (Kwa et al.,
1994) e para larvas e adultos de Teladorsagia circumcincta (Elard et al., 1999). No
entanto, o método de genotipagem sé poderia ser realizado em vermes adultos apds
necropsia ou em larvas, se fosse infeccdo monoespecifica. Silvestre e Humbert, (2000),
modificaram a metodologia permitindo a identificacdo das trés espécies de nematddeos
mais prevalentes em ovinos e caprinos, (Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylides
colubriformis e Haemonchus contortus). Esta ferramenta molecular pode identificar
cada tipo de gendtipo (rr = homozigoto resistente, rs= heterozigoto, ss= sensivel). Desta
forma o nivel de resisténcia numa populacdo de nematddeos pode ser definido pela

proporcao de homozigotos mutantes (rr) (Humbert et al., 2001).

A presenca do aminoacido fenilalanina ou tirosina na posi¢ao 200 no gene do isotipo 1
da proteina B-tubulina, caracteriza a cepa sensivel ou resistente aos Bz, respectivamente
( Elard et al., 1999). Esse método baseia-se no uso da PCR, a qual amplifica produtos
dos alelos especificos. Este sistema gera trés fragmentos: um alelo ndo especifico e dois
alelos especificos para a sensibilidade e resisténcia aos Bz que sdo separados pela

eletroforese em gel de agarose (Melo e Belivaqua, 2005).
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Essa caracterizacdo possibilitard estimar a proporcéo de cada genotipo na populacédo de
nematddeos (Humbert et al., 2001). Assim ha possibilidade de quantificar o namero de
individuos resistentes sendo, portanto, uma boa alternativa de diagnostico (Elard et al.,

1999) e monitoramento da resisténcia (Sangster, 1999).
2-5 — O Controle com anti-helminticos e a resisténcia a anti-helminticos

Varios programas de controle da infec¢do de ruminantes por helmintos séo utilizados na
tentativa de reduzir ou eliminar os efeitos adversos do parasitismo. Os animais sao
tratados no controle curativo quando ha sintomas clinicos evidentes ou morte pelo
parasitismo (Melo e Bevilaqua, 2002). O controle tatico é utilizado sempre que as
condigdes ambientais favorecem o surgimento da verminose (Pinheiro, 1983). Neste
caso ha um retardo no desenvolvimento de resisténcia, mas existe uma perda importante
de producdo além da alta contaminacdo do meio ambiente com estagios infectantes de

nematodeos (Melo e Bevilaqua, 2002).

Vermifugar os animais a cada duas ou quatro semanas consta do tratamento supressivo.
E empregado em animais jovens de grande valor genético ou econdmico (Pinheiro,
1983). Embora seja eficiente no controle do parasitismo, precipita o aparecimento da
resisténcia anti-helmintica. O controle estratégico € o mais usado. Séo aplicados
tratamentos estratégicos antes que ocorra um aumento significativo da populacdo de
parasitos em épocas do ano pré-determinadas (Pinheiro, 1983). E praticado em caréter
preventivo, baseando na epidemiologia dos nematddeos. De um modo geral, a
recomendacdo € que os tratamentos devam ser concentrados na época seca do ano
quando a maioria da populacdo parasitaria estd nos hospedeiros e h4 menor proporgédo
de nematodeos no ambiente (Bianchin, 1995).

Segundo a EMBRAPA, (1994), os tratamentos estratégicos devem ser realizados com
um anti-helmintico de alta eficacia. Um dos riscos deste controle refere-se a pequena ou
nenhuma populagdo de nematodeos em refgio durante a época seca, periodo onde
ocorrerd a predominéncia das dosificacbes (Melo e Bevilaqua, 2002). Diante destes
fatos ha possibilidades de um rapido desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica
(Sangster, 2001).

O método FAMACHA® é um método alternativo de controle. Foi idealizado para

identificar através da coloracdo da membrana conjuntiva, 0s animais capazes de



34

suportar uma infeccdo por Haemonchus contortus, tornando possivel tratar somente os
animais que sofrem um parasitismo severo e deixar sem tratamento aqueles que néo tém
anemia clinica. Desta forma a pressao de selecdo para resisténcia aos anti-helminticos
sera menos intensa (Van Wyk et al., 1997; Vatta et al., 1999).

Em estudo comparativo entre os métodos de controle estratégico e FAMACHA®
observou-se que o método estratégico proporcionou o desenvolvimento da resisténcia
anti-helmintica, ao contrario do método FAMACHA®, ndo interferindo na
produtividade dos animais e possibilitando o retardamento do aumento da resisténcia
anti-helmintica melhorando a eficacia dos farmacos considerados ineficazes para a o

controle do parasitismo na propriedade onde o farmaco foi testado.
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3 - MATERIAL E METODOS

3-1 — Coleta do Material e Area de Estudo

Foram coletadas 30 amostras de fezes por rebanho de ruminantes oriundos de

propriedades assim distribuidos:

3-1-1- Rebanho bovino - amostras coletadas na regido de Tedfilo Otoni- MG
(17°49°S/49°22°30 0) altitude 442m, propriedade tem histdrico de uso de albendazol por
mais de dez anos, com quatro aplica¢fes do anti-helmintico no ano (duas no periodo
seco — Maio e Julho, duas no periodo umido — Setembro), o rebanho formado por 1300
animais com uma area de pasto médio de 16 ha, a propriedade tem como caracteristica a

producdo extensiva com a venda de reprodutores e producéo de leite.

3-1-2- Rebanho de ovino - amostras coletadas na regido de Sao José do Rio Preto-SP
(20°49°S/49°22° 0) altitude 528m, propriedade tem historico de uso de albendazol por
mais de dez anos, rebanho e um total de 15 ha, divididos em pastos de tamanhos

variados de um a trés hectares e um rebanho de 70 animais.

3-1-3- Rebanho de caprino - amostras coletadas na regido de Pedro Leopoldo-MG
(19°37°S/44°26°0) altitude 800m, a propriedade tem histérico de mais de cinco anos de
ndo uso de benzimidazol, sendo praticado nos Gltimos anos a aplicacdo de ivermectina
como anti-helmintico. Nesta propriedade existem outros pequenos rebanhos de bovinos,
ovinos, e equinos separados por pastos cercados distanciados por cerca de 1 Km, o

rebanho de caprino estad em torno de 70 animais.

3-1-4- Rebanho de bubalino — amostras coletadas na regido de Campos Altos- MG
(19° 41S/46°10°0) altitude 1072m, os animais sdo adquiridos para engorda e recria
sendo que os mesmos nao tém informacao do uso de benzimidazol antes da entrada na
propriedade. Na propriedade os animais sdo tratados com ivermectina, esta pratica vem

sendo realizada ha cinco anos, e o rebanho e formado por 60 animais.
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3-2 - Estratégia de trabalho

Para a padronizacdo dos testes realizados nos rebanhos estudados foi desenvolvida a
estratégia de trabalho esquematizada abaixo:

Animal com sinais clinicos de helmintoses

|

Coleta de fezes na ampola retal

OPG Necrdpsia
Coprocultura Selegdo de ovos -

Bovino

A
Coleta de Vermes adultos

Obtencgdo de larvas —r Ovos l
Vermes conservados em alcool 95%

Extracdo de DNA

| |

Extracdo do DNA

!

Genotipagem Seqguenciamento

Figura -2 -Estratégia de trabalho realizada durante os testes de padronizacdo da técnica de
genotipagem e na identificacdo dos gendtipos e alelos resistentes e susceptiveis na populacéo de

Haemonchus no rebanho de ruminantes estudados.
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Do material coletado, foi realizada a contagem de ovos nas fezes (OPG) em Camara.

McMaster de acordo com Gordon e Whitlock (1939), modificada por Whitlock (1948)
de acordo com Ueno e Gongalves (1998) e a producdo de larvas através da cultura de
larvas (coprocultura), onde foram realizadas coproculturas nas amostras de fezes
positivas ao exame de OPG de acordo com a metodologia de Roberts o O’Sullivan
(1950), descrita por Ueno e Gongalves (1998). Estes procedimentos foram realizados no
laboratério de Endo e Ectoparasitose do Departamento de Medicina Preventiva da
UFMG. Os isolados foram fixados em alcool 95-100% e genotipado no Laboratério de

Genética do Departamento de Zootecnia da Escola de Veterinaria da UFMG

3-3 — Obtencao dos isolados
3.3.1 - Ovos:

Posteriormente a homogeneizacdo, do material de fezes, dois gramas de fezes foram
misturados a 28 ml de &gua, homogeneizado e peneirado. Dois ml do homogeneizado
peneirado foi acrescido de dois ml de solucdo saturada de acucar (Sheater),
homogeneizada e distribuida em Camera de Macmaster para a realizacdo da contagem
do nimero de ovos, 0 nimero de ovos encontrado no interior da cdmara foi multiplicado
ovos por 100. Apds a contagem os ovos foram separados e armazenados em alcool 95-
100% para a realizacdo posterior da genotipagem.

Para a genotipagem os ovos isolados foram transferidos para uma placa contendo
solugdo de hipoclorito (250 ul de hipoclorito de sodio 2,5 % + 4,0 ml de H,0) por 4
minutos. Este procedimento libera a bainha de cutina. Em seguida os mesmos foram
capturados individualmente com 2 pl de volume em pipeta automatica, transferido para
Eppendorf acrescidos de 10 pl de tampao TEN e armazenados em freezer até a extragao
do DNA.

3.3.2 - Larvas

As larvas foram produzidas a partir da coprocultura de sete dias. As fezes foram bem
homogeneizadas misturadas em igual quantidade de vermiculita e acondicionadas em
vasilhames de vidro limpos e identificados, cobertos com gaze e colocados em estufa da
marca Fanem a 27°C e umidade relativa de 75° A mistura de fezes e vermiculita
mantidos em estufa por sete dias. As larvas dos helmintos foram coletadas utilizando a

técnica de Baermann, citado por Ueno e Gongalves (1998).
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O material foi centrifugado, descartando o sobrenadante. O sedimento contendo as
larvas foi resuspendido em alcool 95°-100%. Posteriormente um pool de larvas (20-30
ul), foi transferido para uma placa contendo solu¢do de hipoclorito (250 ul de
hipoclorito de sodio 2,5 % + 4,0 ml de H,O) por 4 minutos para a liberacdo da bainha
de cutina e em seguida foram capturadas individualmente com 2 ul de volume em
pipeta automatica, transferido para Eppendorf acrescidos de 10 ul de tampdo TEN e
armazenados em freezer até a extracdo do DNA.

3.3.3 — Vermes adultos

Os vermes adultos foram obtidos por meio de necropsia de um bovino e um ovino, da
Fazenda Experimental da UFMG localizada em Pedro Leopoldo — MG (19°37°S/44°26’

0) altitude 800 m. Os animais apresentavam sinais clinicos de infeccdo parasitaria.

Em ambos os animais foi separado o contetdo do abomaso de onde foram coletados os
vermes adultos. Posteriormente com auxilio de uma lente de aumento o material do
abomaso foi examinado, e os vermes adultos machos recolhidos e estocados em alcool
95-100%. Apds a estocagem os isolados foram armazenados em frascos Eppendorf com

50 pl de tampao TEN estocado em freezer até a extragao do DNA.
3. 4 — Extracédo do DNA dos isolados

Aos frascos contendo amostras de ovos e larvas estocadas em freezer com tampéo TEN,
foram acrescidos 5 ul de tampao de extragdo ( 1mM Tris-HCI, 0,1mM EDTA, 5 mg/ml
proteinase K). Para os vermes adultos acrescentou-se 50 pl do mesmo tampdo de
extracdo e em seguida foram deixados a 41°C por uma noite. Apds este procedimento 0s
frascos foram deixados a 95°C por 20 minutos (Coles et al, 2006). O DNA extraido foi
quantificado e ajustado para 50ng com H,O milli-Q estocado a -20°C até a genotipagem

e sequenciamento.
3. 5 - Sequenciamento dos Isolados

Para amplificacdo do DNA da regido ITS-2 ribossémica (Internal Transcribed Spacer 2)
foram utilizados os primers NC1F (5"ACGTCTGGTTCAGGGTTGTT3") e NC2R
(5'TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT3") (Stevenson et al., 1995). As reacdes de
amplificacdo (PCR) foram conduzidas em um volume final de 25 pl, incluindo 17 pl de
agua ultrapura, 5 pl de GoTag 5X PCR buffer (2.5 mM MgCI2) (Promega), 0.25 pl de
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cada primer (10 uM), 2.5 ul de cada dNTP (1 mM), 0.25 pl de GoTag polymerase
(Promega) (5 U/ul) e 1.0 pl DNA molde (50-100 ng/ul). O protocolo de amplificagdo
utilizado foi: 94°C por 2 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 s, 50°C 30s e 72°C por 1
minuto. O produto de PCR (5 ul), foi visualizado em gel de agarose e selecionado direto

para o sequenciamento.

Este procedimento foi utilizado para o sequenciamento e identificacdo de vermes

adultos de bovinos e ovinos e ovos e larvas em estagio L3 de bubalinos e caprinos.

As sequéncias foram determinadas bi-direcionalmente em ao menos dois amplicons
distintos utilizando o BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit em um
sequenciador automatico de DNA ABI 3130 (ambos da Life Technologies). Sequéncias
senso e anti-senso (Forward e Reverse) foram alinhadas e editadas utilizando SeqScape
software (Life Technologies). Sequéncias finalizadas foram alinhadas utilizando o
MEGA 5 software (Tamura et al., 2011) e depositadas no GenBank sob os nimeros de
acesso JN128895-JN128898.

3.6 — Genotipagem dos isolados

Devido a pequena quantidade de DNA inicial presente em larvas e ovos de helmintos
para um fragmento génico possa ser amplificado é necessario a realizacdo de duas
reacOes em cadeia da polimerase (Nested-PCR), o que vai permitir a amplificacdo do

gene PB-tubulina em Haemonchus sp. Foram entéo realizadas as rea¢0es da Nested:
3.6.1 — Primeira reacdo Nested-PCR

Foram sintetizados os primers para a primeira reagdo

36F: 5> -TCG TTC TTC AGG AGG CAA GT - 3’ (primer Forward)

961R: 5’-TGC AGA CAG TGG AGC AAAAC-3’ (primer Reverse)
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Seguindo do Mix para primeira reacdo como descrito por amostra:

Reagentes 1 amostra pl
H,0 milli-Q 12,6
Tampéo 5X 4,0
Primer 36F 10 uM 0,5
Primer 961R 10 uM 0,5
dNTPs 10 mM 0,2
Taq 5,0 U/ul 0,2
TOTAL 18,0

Em seguida distribui-se 18 pl por tubo e acrescentou-se 2 pl de DNA extraido levando
para o termociclador, procedendo como seguinte: 1 ciclo 94°C por 2 minutos, 94°C 55s,
55°C 55s, 72°C 55s por 40 ciclos, extensédo de 72°C por 10 minutos.

3.6.2 — Segunda reacéo Nested-PCR

Foram sintetizados os primers:

PN3S: 5 — GGA ACA ATG GAC TCT GTT CG- 3’ (primer Foward)
PN4S: 5 — GAA TCG AAG GCA GGT CGT-3’ (primer Reverse)

Seguindo do Mix para a segunda reacdo conforme descrito:

Reagentes 1 amostra pl
H,O milli-Q 15,6
Tampédo 5X 4,0
PN3S 10 uM 0,5
PN4S 10 uM 0,5
dNTP 10 mM 0,2
Taq 50U/ ul 0,2
Total 19,0

Em seguida distribui-se 19 ul por tubo e acrescentou-se 1 ul do produto da primeira

Nested-PCR, levando em seguida para o termociclador procedendo como seguinte: 1
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ciclo 94°C por 2 minutos, 94°C 55s, 55°C 55s, 72°C 55s por 40 ciclos, extensdo de 72°C
por 10 minutos.

3.6.3 - ARMS-PCR - reacdo especifica para identificacdo da resisténcia

A identificagdo da resisténcia na posi¢ao 200 do isotipo 1 do gene da proteina -
tubulina para Haemonchus sp foi realizada por uma reacédo especifica de a ARMS-PCR

como descrita abaixo:
Foram sintetizados os primers-
79: 5 -~ AAATAA GTC TCA CCA CCT GTA AAC — 3’ (primer Foward controle)

RO: 5°- CCA GAC ATT GTG ACA GAC AGA ACA TTCA-3’ (primer Reverse
controle)

Ph3: 5°- CTG GTA GAG AAC ACC GAT GAA ACA TA-3’ (primer Foward para

Resisténcia)

RIT: 5> — CAG AGC TTC GTT GTC AAT ACG GA-3’(primer Reverse para
susceptibilidade)

Seguindo o0 mix para a reacdo de ARMS-PCR:

Reagentes 1 amostra pl
H,0 milli-Q 59
Tampéo 5X 2,0
Primer 79 10 uM 0,25
Primer RO 10 uM 0,25
Primer Ph3 10 uM 0,2
Primer Rit 10 uM 0,2
dNTPs 10 mM 0,1
Taq DNA 5,0 U/ pl 0,1
TOTAL 9,0

Em seguida distribui-se 9 ul por tubo, acrescentando 1 ul da rea¢do de segunda Nested-
PCR, levando em seguida ao termociclador procedendo como a seguir: 94°C 2 minutos,
94° 30s, 58°C 30s , 72°C 30s, 40 ciclos, 72°C 10minutos.
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3.7 —Eletroforese em gel de Poliacrilamida para a identificacdo da resisténcia

A visualizacdo dos produtos da ARMS-PCR para a identificacdo do polimorfismo

associada ma resisténcia anti-helmintica foi realizada em gel de poliacrilamida.
3.7.1 — Preparo do gel 8%

Foram medidos 5,5 ml de acrilamida 30%, onde foram acrescidos 4 ml de tampdo TBE
5X, 200 pl de PSA, 10 ul de TEMED e H,O milli-Q g.s.p 20ml.

A aplicacdo em placa dupla de vidro o gel ap6s polimerizacdo, retirou-se o pente
formador das canaletas, onde as amostras padrdo, controle e as amostras para teste
foram aplicadas a um volume de 2 ul por canaleta. A corrida foi processada em fonte

com 25 mA e 100 volts por 2 horas.

Apds o tempo de corrida o gel foi retirado da placa sendo levado ao fixador (H,O milli-
Q 90 ml, Etanol absoluto 10 ml e Acido Acético 0,5 ml) por 5 minutos. Findado o
tempo de fixacdo foram acrescidos 50 ml de solucdo de Nitrato de Prata (50 ml H,0
milli-Q, 0,2 g de Nitrato de Prata) por 10 minutos.

Passado o tempo de coloracdo no Nitrato de Prata, dispensou-se em recipiente proprio a
solucdo, e o gel foi lavado com 100 ml de H20 milli-Q por 30 s para retirar 0 excesso

de prata.

Desprezou-se a dgua, acrescentando ao gel 100 ml da solugéo reveladora (H,O milli-Q
100 ml, NaOH 3,0g e formol 0,5 ml), incubando o gel por 10 minutos. Apds o tempo de
revelacdo observou-se a presenca do polimorfismo, R= Resistente e S= Susceptivel para

0 padrdo de bandas, Controle = 296 pb; Resistente = 198 pb, Susceptivel = 146 pb.

Os géis foram entdo fotografados e armazenados em plastico para identificacdo

posterior das bandas.
3.8 - Anélise dos Dados

Para a analise do Equlibrio de Hardy-Weimberg nos rebanhos estudados foi utilizado o
programa do software Genalex versdo AIEx6 Full Pack.sit, e para o teste de Qui-
quadrado o programa Saeg 9.1 (2007).
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos rebanhos de ruminantes aqui estudados pOde-se observar a presenca de alelos
resistentes nos isolados de Haemonchus, mesmo para aqueles rebanhos que ndo estavam
sob selecdo por benzimidazol, como no caso dos rebanhos de caprinos e bubalinos que
estdo sob selecdo por ivermectina e nestas propriedades, nao foi usado benzimidazol nos
ultimos cinco anos no processo de rotina de desverminacéo dos animais. O histérico das

localidades e uso dos farmacos é mostrado na tabela 3.

Tabela -3 — Historico de uso de anti-helminticos usados nos rebanhos de ruminantes nas propriedades em

estudo
Propriedade] Coleta Hospedeiro Espécie Histoérico de Bz| Anti-helmintico
Isolada no rebanho
T. Otoni - 22/11/2010 Bovino Larva Haemonchus + 10 anos Albendazol
MG
placei
P. Leopoldo  07/02/2011 Caprino Larva Haemonchus 5 anos Ivermectina
MG contortus
S.J .Rio 15/03/2011 Ovino Ovo Haemonchus + 10 anos Albendazol
Preto
contortus
SP
C. Altos 28/04/2011 Bubalino Ovo Haemonchus *Sli lvermectina
MG contortus 5 anos

*Rebanho da propriedade formado por compra de animais para recria sem informagdes anteriores de uso de
Benzimidazol.

4.1 — Genotipagem dos isolados

A partir dos vermes isolados, foi extraido o DNA e em seguida foi sequenciado a regido
ITS-2 (Internal Transcribed Spacer) (Stevenson, 1995). A regido ITS é uma regido
presente no DNA nuclear bem conservada entre espécies estreitamente relacionadas,
sendo empregada como ferramenta para estudar tanto a diversidade genética quanto a
filogenia das espécies (Galdino et al. 2010). Os vermes isolados a partir de bovinos
foram identificados como pertencentes a espécie Haemonchus placei e aqueles isolados
a partir dos demais animais como Haemonchus contortus. Os resultados destes
sequenciamentos serviram como referéncia na identificacdo de isolados nos rebanhos

estudados.
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Figura — 3 — Resultado do sequenciamento da regido 1TS-2 de isolados de Haemonchus sp
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Resultado do sequenciamento, baseado na mutacdo das regides no alelo 1 e 2 para Haemonchus placei

Alelos 3 e 4 e para Haemonchus contortus pode-s diferenciar as espécies em estudo.

Figura — 4 — Identificagio das espécies de Haemonchus Arvore Filogenética
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Identificacdo das espécies de Haemonchus por meio do sequenciamento de alelos ITS-2. Arvore
filogenética construida pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Aritmetic Mean) em
escala. Sequéncia de regides geogréaficas distintas resgatadas do GenBank por pesquisa no Blast usando
sequéncia de alelos obtida foram incluidas nas analises, juntamente com a sequéncia de referéncia do

Haemonchus longistipes.
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As figuras 4 e 5 mostram claramente a presenca de duas especies diferentes, que foram
sequenciadas a partir de amostras de DNA de isolados de Haemonchus de ovinos e
bovinos, conferindo com as sequencias de DNA de vermes de regides geogréficas
distintas resgatadas no GenBank (Figura 4 - Cladol e Clado2) .

A partir do material de fezes coletados nos animais dos rebanhos de bovinos, caprinos,
ovinos e bubalinos foi realizada a contagem de OPG e separado 0s ovos e as larvas
obtidas por coprocultura conforme descrita por Ueno e Gongalves (1998) e
posteriormente este material foi genotipado. A genotipagem destes isolados possibilitou
caracterizar a resisténcia ao anti-helmintico benzimidazol (BZ). O levantamento da
frequéncia dos genotipos resistentes e susceptiveis nos isolados de Haemonchus sp foi
realizado em 120 animais sendo testados 30 animais por rebanho e identificados 18
animais OPG positivos, 0 que representa 15% de animais infectados para todos os
rebanhos estudados. O perfil dos genotipos possiveis no levantamento de isolados
resistentes e sensiveis esta ilustrado na figura 5. O alelo susceptivel (S) apresenta o
cédon TTC na posicdo 200 enquanto o alelo resistente (R) possui 0 codon TAC na
posi¢do 200 do gene da proteina B-tubulina. As bandas no gel identificam o geno6tipo
homozigoto resistente RR (198 pb), heterozigoto resistente RS (198/146 pb), e
homozigoto susceptivel SS (146 pb).

Figura 5 — Genotipagem do cédon 200 do gene da (-tubulina isotipo presente em populacdes de
Haemonchus sp, sensiveis ou resistentes ao BZ. Gel de poliacrilamida representativo das bandas
correspondentes aos gendétipos RR — individuo homozigoto resistente, RS — individuo resistente
heterozigoto, SS - individuo homozigoto susceptivel, de acordo com a presenca dos nucleotideos TTA ou
TTC no codon 200 do gene da (3-tubulina.

Estes perfis serviram como parametros para a realizacdo dos estudos na identificacdo
dos alelos resistentes e sensiveis como descritos por (Prichard, 2001; Humbert, et al.,
2001).
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Sangster et al., (2002), descreve o teste molecular para 0 monitoramento da resisténcia
ao Benzimidazol como um avanco, porém limitado, necessitando de no minimo 150
individuos e quando a prevaléncia da resisténcia &€ menor que 1%, elevando o custo de
execucdo. Neste estudo foi possivel aperfeicoar a técnica de extracdo de DNA
substituindo a técnica proposta por Silvestre e Humbert (2002), pela técnica proposta
por (Coles et al., 2006). A extracdo do DNA realizada por fenolcloroférmio foi
substituida pelo tampdo de extracdo (ImM Tris-HCI, 0,I1mM EDTA, 5 mg/ml
proteinase K). Tal modificacdo além de tornar o protocolo eficiente permitiu identificar
perfis semelhantes de alelos e gendétipos sensiveis e resistentes no material extraido de

ovos, larvas e vermes adultos, mesmo com a prevaléncia da resisténcia baixa.

Como proposta de redugéo de custos, a extracao direta dos ovos foi testada e se mostrou
eficiente no diagndstico da resisténcia ao Bz em Haemonchus sp. Com tal
procedimento, ndo ha necessidade da realizacdo de coprocultura para obter as larvas ou
o sacrificio de animais para obtencdo de vermes adultos. A nova metodologia permite o

diagndstico seguro e rapido e os resultados sao obtidos em trés dias.

4.2 — Resisténcia ao Benzimidazol em nematdédeos isolados em rebanhos de
bovinos, caprinos, ovinos e bubalinos na Regido Sudeste do Brasil

4.2.1 - Bovinos

Do rebanho de bovinos da regido de Tedfilo Otoni-MG (17° 51°S/41°31°0 — Altitude
442m), foram testados 30 animais e desses, cinco apresentaram OPG positivo, 0 que
representa a frequéncia 16,6% de animais infectados no rebanho. A contagem de ovos
entre estes animais OPG positivos no rebanho variou entre 300-2000 ovos (Tabela -4).

Por meio do sequenciamento da regido ITS-2 a partir de DNA extraido de 10 individuos
dos isolados de helmintos, a espécie infectante do rebanho de bovinos de Tedfilo Otoni-
MG foi identificada como Haemonchus placei, pois todos os individuos testados deste

isolado carregavam os alelos 1 ou 2 do locus ITS-2 (Figura 4 — Clado 1).

O gréfico 1 mostra a frequéncia de genotipos resistentes e susceptiveis na subpopulagéo
de helmintos. O gendtipo RR ndo foi encontrado em vermes isolados a partir do rebanho
de bovinos. No grafico 2 ¢ mostrada a frequéncia dos alelos resistentes e susceptiveis na
mesma subpopulagio, dentro do mesmo rebanho. O teste estatistico y° =1,292 indicou

que ndo ha diferenca significativa (p=0,8620) entre as frequéncias alélicas dos isolados
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de Haemonchus placei isoladas a partir de diferentes animais bovinos do mesmo

rebanho.

Gréfico - 1 Frequéncia de gendtipos por animal com OPG positivo infectados por Haemonchus placei no
rebanho de bovino de Tedfilo Otoni —-MG, 2010.

RR- individuos homozigotos resistentes, RS — individuos heterozigotos resistentes, SS — individuos
homozigotos susceptiveis para os animais BOV1 a BOV5 no rebanho de bovinos.

Graéfico — 2 Frequéncia de alelos resistentes e susceptiveis por animal OPG positivo infectado por
Haemonchus placei no rebanho de bovino de Tedfilo Otoni — MG, 2010.

R —alelo resistente, S — alelo susceptivel, nos animais BOV1 a BOV5 no rebanho de bovinos.

Este tipo de helminto passa a maior parte do ano no ambiente durante seu ciclo de vida,
liberando uma quantidade elevada de ovos que eclodem quando as condicOes
ambientais de temperatura e umidade estdo favorecidas. Os ruminantes no rebanho
estudado compartilham do mesmo ambiente de pasto. Alimentando-se de pastagens,
onde existe a presenca elevada de ovos e larvas de tricostrongilideos. Estes helmintos,
identificados por sequenciamento como Haemonchus placei, tém o ciclo de vida direto

sem hospedeiro intermediario. Os hospedeiros pastam em areas restritas aumentando a
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proximidade entre eles. A convivéncia entre 0s animais provoca infec¢do cruzada e
assim impede a estruturacdo genética dos helmintos em subpopulagdes (Silvestre et al.,
2009). O resultado deste estudo corrobora com estudos realizados por Blouin (1995),
quando observou em rebanhos nos Estados Unidos que 98% da diversidade genética na
subpopulacdo de helmintos e o fluxo génico aumentavam quando os hospedeiros

transitavam pelo pais.

Avaliando os isolados de helmintos presentes em cada animal do rebanho quanto ao
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), nenhuma deles apresentou desvios significativos
do esperado assumindo que a populacdo esteja em equilibrio (p > 0,05 - Tabela 4). A
tabela 4 mostra andlises visando a determinacdo dos indices de endogamia e teste de
HWE. Pode-se observar que em todos o0s animais do rebanho os isolados de
Haemonchus placei apresentam numero de heterozigotos similares ao esperado
(Ho=He), o que resulta em indices de fixacdo F e coeficientes de endogamia proximos
de zero (Tabela 4).

Tabela 4 — Teste Equilibrio Hardy-Weinberg nos pardmetros de estatistica F da nos isolados do helminto
Haemonchus placei no rebanho de bovinos de Tedfilo Otoni — MG-2010

Animais N OPG Ho He P F Fis
BOV1 30 2200 0,100 0,095 0,77 -0,053 -0,086
BOV2 20 300 0,200 0,180 0,62 -0,111
BOV3 20 500 0,100 0,095 0,81 -0,053
BOV4 30 1200 0,167 0,153 0,62 -0,091
BOV5 18 600 0,167 0,153 0,70 -0,091

N, nimero de Haemonchus sp, Ho heterozigosidade observada, He heterozigosidade esperada, P.valor de p em teste
de % para equilibrio de Hardy-Weinberg, F indice de fixagdo e Fis, coeficiente de endogamia, P<0.05
estatisticamente significante.

Biologicamente, F mede a reducéo na heterozigosidade, medida como a relacdo entre as
frequéncias observadas e esperadas para uma populacdo, assumindo cruzamento
aleatério com as mesmas frequéncias alélicas. Quando F= 0 (sem endogamia), as
frequéncias genotipicas s@&o as do HWE. Quando F= 1 (endogamia completa), a
populacgéo consiste inteiramente de genotipos homozigotos (Hartl, 2008).

A tendéncia dos isolados de helmintos é equilibrar-se na primeira geracdo ap0s 0s
mesmos estarem sob selecdo pelo benzimidazol. Apds o término processo da pressao de
selecdo pela droga a populagdo na primeira geracdo de helmintos voltara ao equilibrio.

Assim a observagdo de que o isolado de nematddeos encontra-se em equilibrio mesmo

sob selecdo do benzimidazol, pode ser explicada pelo periodo de coleta dos espécimes,
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mais de 40 dias ap6s a vermifugacdo. Dado que o ciclo destes nematddeos é de cerca de
30 dias, o principio do equilibrio de Hardy-Weinberg explica que a tendéncia do isolado
de helmintos é equilibrar-se logo na primeira geracao apds a sele¢éo por benzimidazol.

O rebanho bovino deste estudo tem histdrico de uso continuo de Benzimidazol, com
aplicacdes anuais (duas no periodo seco e duas no periodo chuvoso). Mesmo estando o
rebanho estudado sob selecdo pelo benzimidazol, foi identificado um ndmero maior de
alelos susceptiveis entre os isolados de helmintos sugerindo que os isolados o
identificados pelo sequenciamento do DNA da regido nuclear ITS-2 como Haemonchus

placei, seja mais susceptivel a acdo do anti-helmintico.

A resisténcia aos anti-helminticos ndo é comum em rebanhos de bovinos, como
acontece entre os rebanhos de ovinos onde a infeccdo mais comum é por Haemonchus
contortus. Ha diferencas quanto a pratica e controle das verminoses entre estes
rebanhos. Os tratamentos nos rebanhos de bovinos sdo mais efetivos quando os animais
sdo jovens, ndo havendo tratamento para verminoses quando 0s mesmos atingem a

idade adulta por desenvolverem resisténcia a verminose nesta faixa etaria (Coles, 2002).

4.2.2 - Caprinos

No rebanho de caprinos da regido de Pedro Leopoldo-MG (19°37°S/44°26°0 — Altitude=
800m), 30 animais foram testados e cinco animais apresentaram OPG positivo,
representando a frequéncia de 16% de animais infectados no rebanho para a resisténcia
ao benzimidazol. A contagem de ovos nas fezes variou de 1000-6700 ovos (Tabela-5).

Tabela 5 — Teste Equilibrio Hardy-Weinberg nos parametros de estatistica F da nos isolados do helminto
Haemonchus contortus no rebanho de caprinos de Pedro Leopoldo — MG-2011

Animais N OPG Ho He P.valor F Fis
(GAVA 20 6700 0,100 0,18 0,05 0,444 0,092
CV2 12 1000 0,083 0,080 0,88 -0,043
CV3 13 1500 0,154 0,142 0,76 -0,083
Cv4 10 4100 0,200 0,180 0,72 -0,111
CV5 10 1000 0,200 0,180 0,72 -0,111

N, nimero de Haemonchus sp, Ho heterozigosidade observada, He heterozigosidade esperada, P.valor de p em teste
de x* para equilibrio de Hardy-Weinberg, F indice de fixagdo e Fis, coeficiente de endogamia, P<0.05

estatisticamente significante.

Por meio do sequenciamento da regido 1TS-2 a partir de DNA extraido de 10 helmintos

isolados, a espécie infectante do rebanho de caprinos de Pedro Leopoldo-MG foi
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identificada como Haemonchus contortus, pois todos os individuos testados carregavam
os alelos 3 ou 4 do locus ITS-2 (Figura 4 — Clado 2).

O grafico 3 mostra a frequéncia de genotipos na subpopulacdo no rebanho de caprinos.
O gréfico 4 representa a frequéncia dos alelos resistentes e susceptiveis ao benzimidazol
no rebanho. O teste estatistico y°= 0,153 realizado utilizando o programa Saeg 9.1
indicou que ndo ha diferenca significativa (p=0,997) entre as frequéncias alélicas das

subpopulagdes de Haemonchus contortus isolados a partir de diferentes animais.

Grafico — 3 - Frequéncia de gendtipos por animal OPG positivo infectado por Haemonchus contortus no
rebanho de caprino de Pedro Leopoldo — MG- 2011.

RR — individuos homozigotos resistentes, RS — individuos heterozigotos resistentes, SS — individuos
homozigotos susceptiveis nos animais CV1 a CV5.

Gréfico — 4 -Frequéncia de alelos resistentes e susceptiveis por animal OPG positivo infectado por
Haemonchus contortus no rebanho de caprinos de Pedro Leopoldo — MG, 2011.

R —alelo resistente, S — alelo susceptivel, nos animais CV1 a CV5.

A tabela 5 mostra andlises visando a determinacgdo dos indices de endogamia e teste de
HWE. Pode-se observar que nos animais do rebanho os isolados de Haemonchus
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contortus apresentam numero de heterozigotos similares ao esperado (Ho=He), o que
resulta em indices de fixacdo F e um coeficiente de endogamia préximo de zero (Tabela
5), exceto no caso do animal CV1, onde o indice F apresentou-se ligeiramente maior, o

que ode indicar erro amostral.

O rebanho ndo esta sob selecdo por benzimidazol, mas os isolados de Haemonchus
contortus apresentam homozigotos resistentes e estdo em equilibrio. Isto pode indicar
que animais oriundos de propriedades onde o benzimidazol é utilizado rotineiramente
tenham sido introduzidos neste rebanho, carregando consigo parasitas resistentes. De
fato, o trénsito animal é considerado o principal fator promotor de fluxo génico entre
populacdes de nematddeos e um fator preponderante na disseminacao de resisténcia aos
anti-helminticos (Blouin et al., 1995; Prichard, 2001).

4.2.3 - Ovinos

No rebanho de ovinos de So José do Rio Preto — SP (20°49°S/49°22°0) - Altitude
5528m, foram testados 30 animais sendo que seis apresentaram OPG positivo, 0 que
representa a frequéncia de 20% de animais infectados no rebanho. A contagem de ovos
nas fezes variou de 400-33000 (Tabela 6).

Tabela 6 — Teste Equilibrio Hardy-Weinberg nos parametros de estatistica F da nos isolados do helminto
Haemonchus contortus no rebanho de ovino de S&o José do Rio Preto — SP-2011

Animais N OPG Ho He P.valor F Fis
oVv1 10 33000 1,00 0,5 0,02* -1,0 -0,851
oVv2 10 400 0,8 0,5 0,05 -0,6
ov3 10 800 0,9 0,495 0,01* -0,818
OoV4 15 1300 1,00 0,5 0,00* -1,0
OV5 25 10500 0,960 0,499 0,00* -0,923
OoV6 15 500 0,867 0,491 0,00* -0,765

N, nimero de Haemonchus sp, Ho heterozigosidade observada, He heterozigosidade esperada, P.valor de p em teste
de y* para equilibrio de Hardy-Weinberg, F indice de fixagdo e Fis, coeficiente de endogamia, P<0.05
estatisticamente significante.

Por meio do sequenciamento da regido ITS-2 a partir de DNA extraido de 10 isolados
de helmintos, a espécie infectante do rebanho de ovinos de S&o José do Rio Preto-SP foi
identificada como Haemonchus contortus, pois todos os individuos testados deste

isolado carregavam os alelos 3 ou 4 no locus ITS-2 (Figura 4 — Clado 2).

O gréafico 5 mostra a frequéncia genotipica nos isolados de helmintos no rebanho de
ovinos. O gréafico 6 representa a frequéncia dos alelos resistentes e susceptiveis ao BZ
no mesmo rebanho. O teste estatistico ¥°=0,522 indicou que ndo ha diferenca
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significativa (p=0,991) entre as frequéncias alélicas das subpopulacdes de Haemonchus

contortus de diferentes animais hospedeiros.

Gréfico — 5 Frequéncia de gendtipos por animal OPG positivo infectado por Haemonchus contortus no
rebanho de ovinos de S&o José do Rio Preto — SP, 2011.

RR - individuos homozigotos resistentes, RS — individuos heterozigotos resistentes, SS — individuos
homozigotos susceptiveis nos animais OV1 a OV6.

Graéfico — 6 Frequéncia de alelos resistentes e susceptiveis por animal OPG positivo infectado por
Haemonchus contortus no rebanho de ovinos de S&o José do Rio Preto — SP, 2011.

R —alelo resistente, S — alelo susceptivel, nos animais OV1 a OV6.

A tabela 6 mostra analises visando a determinacgéo dos indices de endogamia e teste de
equilibrio de HWE. Pode-se observar que em todos os animais do rebanho, os isolados
de Haemonchus contortus apresentaram excesso de heterozigotos (Ho>He), o que
resulta em indices de fixagdo de alelos (F) significativamente negativos, assim como um

coeficiente de endogamia baixo (Fis=-0,85).

O rebanho de ovinos é o mais susceptivel & contaminacgdo por parasitas pertencentes a

espéecie Haemonchus contortus. H& numerosos relatos na literatura da contaminacéo de
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rebanhos de ovinos pelo Haemonchus contortus, trazendo sérios prejuizos, provocando
mortes dos animais e perdas na para os produtores (Vieira, 2008; Krawczyr e Slota,
2009; Rufener et al.,2009).

O rebanho esté sob selecdo pelo benzimidazol e as amostras de fezes foram coletadas 10
dias apdés a aplicagdo do anti-helmintico, o que justifica o numero elevado de
heterozigotos nos isolados. Ndo houve tempo para uma nova geracao surgir apos a

selecdo e individuos heterozigotos apresentam niveis moderados de resisténcia.

4.2.4 — Bubalinos

No rebanho bubalino de Campos Altos-MG (19°41°S/46°10°0 - Altitude 1072m) foram
testados 30 animais. Dois animais apresentaram OPG positivo, representando a
frequéncia de 6,6% de animais infectados no rebanho. A contagem de ovos nas fezes
variou de 200-1400 ovos (Tabela-7)

Por meio do sequenciamento da regido ITS-2 a partir de DNA extraido de 10 individuos
da subpopulacdo de helmintos, a espécie infectante no rebanho de bubalinos de Campos
Altos-MG foi identificada como Haemonchus contortus, pois todos os individuos

testados carregavam os alelos 3 ou 4 no locus ITS-2 (Figura 4 — Clado 2).

No histérico de formacdo do rebanho, a aquisi¢cdo dos animais da propriedade se da para
recria e engorda, portanto os animais nao eram nascidos na propriedade. Com isto ndo
ha informacdes sobre o uso de drogas do grupo dos benzimidazois anteriormente a
chegada dos animais a propriedade. Todavia, sdo usados no rebanho, a partir da entrada
dos animais na propriedade, drogas do grupo das lactonas macrociclicas no processo de

desverminagéo.

O grafico 7 mostra a frequéncia dos genotipos resistentes e sensiveis nos isolados de
helmintos no rebanho de bubalinos e o grafico 8 mostra a frequéncia dos alelos
resistentes e susceptiveis a0 BZ no mesmo rebanho. O teste estatistico x*= 0,661 indica
que ndo ha diferencga significativa (p=0,416) entre a frequéncia alélica dos isolados de

Haemonchus contortus isolados destes diferentes animais hospedeiros.
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Gréfico — 7 Frequéncia de gendtipos por animal OPG positivo contaminado por Haemonchus contortus
no rebanho de bubalinos de Campos Altos — MG, 2011.

RR — individuos homozigotos resistentes, RS — individuos heterozigotos resistentes, SS — individuos
homozigotos susceptiveis para 0s animais BF1 e BF2.

Gréfico — 8 Frequéncia de alelos resistentes e susceptiveis por animal contaminado por Haemonchus
contortus no rebanho de bubalinos de Campos Altos — MG, 2011.

R — alelo resistente, S — alelo susceptivel, para os animais BF1 e BF2.

A tabela 7 mostra a analise visando a determinacdo do indice de endogamia e teste
HWE. Pode-se observar que em todos o0s animais do rebanho os isolados de
Haemonchus contortus apresentam ndmero de heterozigotos similares ao esperado
(Ho=He), o que resulta em indices de fixacdo F e coeficientes de endogamia baixos ou
préximos de zero. Isto indica que sendo F=0 as frequéncias genotipicas sdo as esperadas

para o equilibrio.
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Tabela 7 — Teste Equilibrio Hardy-Weinberg nos parametros de estatistica F da nos isolados do helminto
Haemonchus contortus no rebanho de bubalino Campos Altos - MG

Animais N OPG Ho He P.valor F Fis
BF1 20 200 0,100 0,18 0,05 0,444 0,092
BF2 12 1400 0,083 0,080 0,88 -0,043

N, nimero de Haemonchus sp, Ho heterozigosidade observada, He heterozigosidade esperada, P.valor de p em teste
de x* para equilibrio de Hardy-Weinberg, F indice de fixagdo e Fis, coeficiente de endogamia, P<0.05
estatisticamente significante.

O rebanho bubalino, segundo dados do IBGE (2010), estd em torno de trés milhdes de
cabecas e a aceitacdo de leite, carne e derivados, vem abastecendo o mercado
estimulando a producdo. No entanto ha escassez de relatos de estudos sobre a resisténcia
as parasitoses, muito em funcdo de recente introducdo destes animais no mercado
consumidor, principalmente quando comparados com pequenos ruminantes e bovinos.
Sendo assim, é necessaria maior atencdo, quanto a sanidade parasitaria destes animais

visando o controle mais eficiente e evitando a expansao das verminoses.

4.3 - Comparacao da resisténcia ao Benzimidazol em nematddeos isolados dos
rebanhos de ruminantes infectados por Haemonchus sp

As frequéncias dos gendtipos entre os rebanhos de ruminantes e o nimero de animais
OPG positivos por rebanho estdo representados no grafico 9. As frequéncias dos alelos

resistentes e susceptiveis estdo representadas no graficol0.

Grafico — 9 Frequéncia genotipica em animais OPG positivos por rebanho de ruminantes infectados por
Haemochus sp

RR — individuos homozigotos resistentes, RS — individuos heterozigotos resistentes, SS — individuos
homozigotos susceptiveis nos rebanhos bovinos, ovinos, caprinos e bubalino.
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Gréfico — 10 Frequéncia alélica em animais OPG positivos por rebanho de ruminantes

BOVINOS OVINOS CAPRINOS BUBALINOS

R — alelo resistente, S — alelo susceptivel, nos rebanhos bovinos, ovinos, caprinos e bubalinos

Os resultados da genotipagem mostraram que a frequéncia da mutacdo F200Y, capaz de
conferir resisténcia ao benzimidazol, foi baixa nos rebanhos de bovino, de caprino e de
bubalino analisados. Estes rebanhos apresentaram frequéncias para os alelos R e S
respectivamente, de 0,08 e 0,92 (bovinos); 0,08 e 0,92 (caprinos) e 0,07 e 0,93
(bubalinos). Ja no rebanho de ovinos, infectado por Haemonchus contortus, as

frequéncias de alelos R e S foram de respectivamente 0,48 e 0,52.

O teste estatistico x*= 105,71 indicou que hé diferenca significativa (p=0,00) entre as
frequéncias alélicas dos isolados de Haemonchu sp nos diferentes rebanhos de
ruminantes das propriedades testadas. A frequéncia de alelos R foi maior para
Haemonchus contortus que para Haemonchus placei. De fato ocorrem mais relatos na
literatura de ocorréncia de resisténcia em Haemonchus contortus e poucos relatos de

resisténcia em Haemonchus placei (Coles, 2002; Suherland and Leathwick, 2011).

Os testes do %%, no entanto, apresentaram-se ndo significativos quando somente isolados
de diferentes animais de um mesmo rebanho eram testados (graficos — 2, 4, 6 e 8). Isto
indica que a maior parte da diversidade genética da populacdo dos nematddeos pode ser
encontrada em vermes que estdo dentro de cada hospedeiro. Este resultado sugere que é
possivel estimar a frequéncia da resisténcia ao benzimidazol em todo o rebanho,

testando-se apenas um individuo ou poucos individuos.

Para o controle da resisténcia e melhor aplicagdo dos farmacos, os métodos tradicionais

como a contagem de OPG, reducdo no nimero de ovos para controle do farmaco, além
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do método FAMACHA®, indicado principalmente quando héa alta prevaléncia de
Haemonchus contortus (Abrdo et al., 2010), devem estar associados a técnica molecular
na avaliagdo da resisténcia quando da implantagdo de programa de controle em uma

propriedade.

O emprego da técnica molecular no diagndéstico da resisténcia mostra vantagens sobre a
metodologia tradicional, uma vez que é possivel identificar a resisténcia ainda em
baixos niveis (Von Samson-Himmelstjerna et al, 2009), além de ser economicamente
viavel, pois é possivel testar um menor nimero de animais (um ou dois) e estimar o

grau de resisténcia para todo o rebanho.
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CONCLUSOES

- A resisténcia ao Benzimidazol esta presente no rebanho de ovinos e apresenta menor

frequéncia nos rebanhos de bovinos, caprinos e bubalinos.

- A maior parte da diversidade genética do Haemonchus sp pode ser encontrada nos
isolados destes parasitos dentro do hospedeiro e ndo entre as propriedades, o que torna

possivel diagnosticar a infeccdo no rebanho testando um nimero reduzido de animais.

- Com as modificagdes realizadas na técnica molecular para a identificacdo da
resisténcia foi possivel reduzir consideravelmente o tempo e custos do teste, tornando-o

economicamente viavel para uso na rotina laboratorial.
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