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fYou call me out upon the waters
The great unknown where feet may fail
And there | find you in the mystery

In oceans deep, my faith will stand

And I will call upon your name
And keep my eyes above the waves
When oceans rise my soul will rest in your embrace

For | am yours and you are mine

Your grace abounds in deepest waters
Your sovereign hand, will be my guide
Where feet may fail and fear surrounds me

You've never failed and you won't start now

So | will call upon your name
And keep my eyes above the waves
When oceans rise, my soul will rest in your embrace

For | am yours and you are mine

Spirit lead me where my trust is without borders
Let me walk upon the waters

Wherever you would call me

Take me deeper than my feet could ever wander
And my faith will be made stronger

In the presence of my savior

I will call upon your name
Keep my eyes above the waves
My soul will rest in your embrace

I am yours and you are minef

Oceans (Where Feet May Fail)
(Matt Crocker, Joel Houston, Salomon Ligthelm)
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Oesop.: Oesophagostomum spp.;
OPG: Exame da contagem de ovos por grama de fezes;
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Te: tetramisol,
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Tr: triclorfon;
TRCOF: Teste da Redugéo da Contagem de Ovos nas Fezes;
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RESUMO

As nematodioses gastrointestinais sdo o principal problema sanitario na ovinocultura. A
dificuldade de controle dessas enfermidades se da principalmente pela resisténcia anti-
helmintica fortemente disseminada na maioria dos rebanhos. Esse projeto buscou diagnosticar
a prevaléncia de nematoides gastrointestinais em ovinos do estado do Rio de Janeiro e a
situacdo de resisténcia anti-helmintica do rebanho utilizando andlises fenotipicas, genotipicas
e moleculares. Realizou-se um compilado de todos os trabalhos de resisténcia anti-helmintica
no Brasil com uma andlise critica da situacdo nas regides do pais. O Brasil € um dos paises
que mais relata resisténcia anti-helmintica no mundo, sendo os relatos ocorrentes em estados
com importancia em criacdo de pequenos ruminates (regido Sul e Nordeste) ou em Centros de
Pesquisa (Regido Sudeste). No Rio de Janeiro, uma pesquisa prévia apontou que os rebanhos
das regides Norte e Noroeste apresentaram considerada resisténcia anti-helmintica, carecendo
de pesquisa mais ampla a este respeito. Dessa forma, com o objetivo de determinar a
prevaléncia e resisténcia de nematoides gastrointestinais, 22 fazendas de ovinos foram
avaliadas no estado do Rio de Janeiro. Para tanto, os seguintes procedimento foram feitos:
avaliacdo dos animais (grau de anemia pelo método Famacha, afericdo do peso e Escore
Corporal); coleta de fezes dos ovinos; realizagdo de exames de contagem de ovos por grama
de fezes (OPG); teste da reducdo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF) de cinco anti-
helminticos (albendazol, closantel, levamisol, ivermectina e moxidectina); realizacdo de
coproculturas para identificacdo de géneros prevalentes por meio de analise morfoldgica das
larvas infectantes (Ls); realizacdo de analise molecular de fragmentos para identificagdo de L
para comparacdo com a técnica morfologica padrdo; teste genotipico molecular de deteccédo
de resisténcia aos benzimidazéis por meio do gene da beta tubulina; realizacdo de entrevista
para caracterizacdo dos sistemas de criacao e produtivo dos rebanhos, além da averiguacdo do
manejo antiparasitario. Dos rebanhos analisados, foi possivel determinar que a raca Santa Inés
criada em sistemas de producdo semi-intensivo e com 0 uso predominante de pastagem sdo
mais comuns no estado. A infeccdo parasitaria acomete 74% do rebanho que apresenta alta
proporcdo de animais em infeccdo moderada a macica. Os géneros prevalentes nos rebanhos
foram 75% Haemonchus spp., 20% Trichostrongylus spp., 3% Cooperia spp. e 2%
Oesophagostomum spp. A carga parasitaria foi favorecida pela alta prevaléncia de
Haemonchus spp., baixa condi¢do nutricional dos animais e 0 uso de pastagens nos sistemas
de producéo. A utilizacdo conjunta de testes fenotipicos e genotipicos detectou alta proporcao
de resisténcia anti-helmintica de mudltiplas drogas e géneros parasitarios nos rebanhos
analisados. Sendo este fato justificado pelas falhas no manejo como o tratamento de todos 0s
animais, falta de critério de avaliacdo clinica ou laboratorial e rotacdo rapida de bases anti-
helminticas. A avaliacdo molecular de fragmentos para identificacdo de géneros de
nematoides demonstrou compatibilidade com diagnoéstico morfol6gico padrdo e maior
sensibilidade quando os parasitos estavam em baixo percentual na amostra. Portanto, a mesma
demonstrou ter potencial de uso de diagnostico quali-quantitativo para identificacdo de
géneros de nematoides de ovinos em amostras contendo infec¢Ges mistas. Durante o periodo
experimental foram feitos trabalhos de extensdo a comunidade para auxiliar no controle
parasitario dos rebanhos. Dessa forma, este trabalho apresenta um estudo aprofundado das
nematodioses gastrointestinais em ovinos no estado do Rio de Janeiro.

Palavras chaves: Ovinos, nematoides gastrointestinais; manejo antiparasitario; eficacia anti-
helmintica; analise genotipica; resisténcia anti-helmintica.



ABSTRACT:

Gastrointestinal nematodiosis are the main health problem in the sheep industry. The
difficulty of controlling these diseases is mainly gives the anthelmintic resistance strongly
disseminated in most herds. This project sought to diagnose the prevalence of gastrointestinal
nematodes in sheep of the state of Rio de Janeiro and anthelmintic resistance situation of the
herd using phenotypic, genotypic and molecular analysis. We conducted a compiled of all
anti-helminitica resistance works in Brazil with a critical analysis of the situation in all
regions of the country. Brazil is one of the countries most reports anthelmintic resistance in
the world, and the reports occurring in states with importance in creating small ruminates
(South and North) or Research Centers (Southeast Region). In Rio de Janeiro, a previous
survey found that herds of the north and northwest regions have high anthelmintic resistance,
requiring a broader search. Thus, aiming to determine the prevalence and resistance of
gastrointestinal nematodes, 22 farms sheep were evaluated in the state with the following
analysis: animals rating (degree of anemia by Famacha method, body condition score and
body weighing); collection of faeces of sheep; realization of egg count tests per gram of feces
(EPG); realization of fecal egg count reduction test (FECRT) of five anthelmintics
(albendazole, closantel, levamisole, ivermectin and moxidectin); execution of stool cultures to
identify prevalent genres through morphological analysis of nematodes (infective larvae-L3);
conducting molecular analysis of fragments in L3 for comparison with the morphological
standard technique; test molecular genotypic resistance to benzimidazoles detection by the
beta tubulin gene; conducting surveys for productive characterization of herds and
investigation antiparasitic management. The sheep flock of Rio de Janeiro is mainly
composed of animal Santa Ines created in semi-intensive production and the predominant use
of grazing systems. The parasitic infection affects 74% of the herd that has a high proportion
of animals in moderate to massive infection. The prevalent genres in the state were
Haemonchus (75%), Trichostrongylus (20%), Cooperia (3%) and Oesophagostomum (2%).
Parasitic load of the sheep flock of Rio de Janeiro was favored by the high prevalence of
Haemonchus spp., low nutritional status of animals and the use of pastures in production
systems. The joint use of phenotypic and genotypic tests detected high proportion of
anthelmintic resistance to multiple drugs and parasitic genera in the sheep flock of Rio de
Janeiro. Being this fact justified by shortcomings in the management and treatment of all
animals, lack of criteria for clinical or laboratory evaluation and rapid rotation of anthelmintic
bases. Molecular assessment fragments demonstrated compatibility with standard
morphologic diagnosis and greater sensitivity when the parasites were low percentage in the
sample. Therefore, it has shown to have potential for qualitative and quantitative diagnostic
use for identification of nematode genera samples in sheep containing L3 pools. During the
experimental period, were made extension work to the community to assist in parasite control
herds. Thus, this work presents an in-depth study of gastrointestinal nematodiosis in sheep in
the state of Rio de Janeiro.

Key words: Sheep, gastrointestinal nematodes, anthelmintic efficacy; anthelmintic resistance;
antiparasitic management; genotypic analysis.
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1) INTRODUGAO GERAL:

As nematodioses gastrointestinais sdo o principal problema sanitario de pequenos
ruminantes no mundo ocasionando grande morbidade e mortalidade (Falzon et al. 2014,
Gasser et al., 2016). O prejuizo ocasionado por nematoides na agropecudria anualmente
ultrapassa bilhdes de dolares (Gang e Hallem, 2016). Atualmente, o controle dessas
enfermidades se da basicamente pelo uso de anti-helminticos, que sdo vulneraveis ao
aparecimento crescente de resisténcia anti-helmintica (RAH), problema alarmante na espécie
ovina (Kaplan, 2004; Waller, 2006). O Brasil € o0 pais no continente Americano com maior
nimero de relatos publicados com RAH a multiplas drogas em diversos rebanhos de
pequenos ruminantes distribuidos no territério nacional (Torres-Acosta et al., 2012; Salgado e
Santos, 2016). De acordo com Leathwick e Besier (2014), o crescente nimero de pesquisas
relacionadas ao assunto tem resultado em uma variedade de estratégias para minimizar os
efeitos e o aparecimento de RAH. Com isso, hd um apelo para 0 uso de praticas mais
sustentaveis como o tratamento direcionado ou seletivo do rebanho e fortalecimento
imunologico do hospedeiro (Charlier et al., 2014, Besier et al., 2016 e Verchave et al., 2016).
Para tanto, o conhecimento da epidemiologia dos parasitos é de suma importancia no
desenvolvimento de um controle estratégico parasitario (Ahid et al, 2008).

A proporcdo de géneros de nematoides varia entre os diferentes rebanhos, sendo a
patogenicidade dependente da intensidade de infeccdo e da susceptibilidade do hospedeiro.
Na maior parte do Brasil, os nematoides mais prevalentes sdo Haemonchus spp.,
Trichostrongylus spp. Cooperia spp., Oesophagostomum spp. e, em regides subtropicais,
Teladorsagia spp. (Niciura et al., 2009). Os animais sdo parasitados por varias espécies de
nematoides e a propor¢do destas determina a sintomatologia clinica e direciona para a forma
de controle. Salgado e Rosalinski (2014) ressaltaram, em um boletim técnico direcionado ao
produtor rural, a importancia do conhecimento da populacdo parasitaria dos animais por meio
de exames de coprocultura. Neste exame € possivel identificar morfologicamete os géneros
parasitarios (Wan Wyk et al., 2013). Mais recentemente, técnicas de identificacdo
moleculares, como a analise de fragmentos de genes, estdo tornando mais rapido e preciso
este diagnoéstico (Whittaker et al., 2016).

Haemonchus contortus é o nematoide prevalente em regides tropicais e subtropicais
com clima quente e Umido (Khan et al. 2003), como € o caso do Brasil. Além disso, é 0

parasito mais estudado em resisténcia anti-helmintica, justamente por sua alta capacidade
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genética de adquirir resisténcia (Kotze e Prichard, 2016). Em uma breve pesquisa feita em
maio de 2016 na Pubmed com a palavra “anthelmintic resistance”, Haemonchus contortus
aparece em 12 dos 20 artigos mostrados na primeira pagina. A patogenia desse nematoide é
devido a sua fixacdo no abomaso dos animais e habito hemat6fago, podendo cada parasito
ingerir cerca de 0,05 ml de sangue por dia de cada ovino, em casos de infec¢Oes graves a
perda chega a 200 ml de sangue diariamente, ocasionando severa anemia (Taylor et al., 2007).
Além disso, diarreia e perda de peso podem ser observadas em infecgdes mistas contendo
outros géneros parasitarios (Trichostrongylus, Cooperia e Oesophagostomum) devido a
espoliagdo do epitélio intestinal (Amarante et al., 2004).

Além das lesBes primarias, os nematoides podem ocasionar infecgdes subclinicas com
danos secundarios comprometendo a produtividade animal por meio da reducdo da eficiéncia
de utilizacdo dos alimentos e/ou no seu consumo voluntario (Host et al., 2016). Desta forma,
ha desvio dos nutrientes que iriam para o crescimento e desenvolvimento do animal para a
recomposicdo dos danos nos tecidos acometidos pelos parasitos (Roy et al. 2003). Também
ocorrem distdrbios no metabolismo proteico e absorcdo reduzida de minerais, onde a
magnitude do problema depende do tamanho, nimero e espécies de larvas presentes no
organismo. Em meio as perdas subclinicas ocasionadas pelo parasitismo e a baixa eficacia dos
antiparasitarios, a condi¢do nutricional dos animais tem sido fortemente correlacionada com a
patogenicidade das parasitoses e resposta imunitaria. A baixa condicdo nutricional de
pequenos ruminantes no Brasil e a inclusdo de ragas exdticas, mais exigentes, € fator
complicador para o alto indice de mortalidade por parasitoses e uso indiscriminado de anti-
helminticos (Amarante, 2014).

A falta de critérios de tratamento antiparasitario e de diagndsticos no rebanho tornou a
RAH o principal problema na indudstria ovina em todo o mundo (Molento, 2009). Atualmente,
o diagndstico de RAH pode ser feito in vivo e in vitro e ha muitos avancas na biologia
molecular (Coles et al., 2006). Ainda, para retardar a perda de eficacia das drogas e elaborar
guias adequados de tratamento antiparasitario € necessario a identificacdo de praticas de
manejo que estejam relacionadas a diminuicdo da eficacia dos compostos (Falzon et al.,
2014) e que estas sejam repassadas aos profissionais ligados a atividade no campo (Molento,
2009). Falhas no manejo e ineficdcia de muitos anti-helminticos foram diagnosticadas em
todo o Brasil por diversos autores (Salgado e Santos, 2016). No Rio de Janeiro, essa situagdo
foi vista nas regides Norte e Noroeste por Cruz et al. (2010), indicando a necessidade de um

trabalho mais amplo em todo o estado.
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Sendo assim, essa tese buscou identificar o manejo anti-helmintico e a eficicia das
principais drogas utilizadas nos ovinos do estado do Rio de Janeiro frente aos géneros de
nematoides prevalentes. Além disso, o efeito do manejo e da condi¢do nutricional dos ovinos
no grau de infeccdo parasitaria foi verificado. Exames fenotipicos e genotipicos foram
realizados para diagnosticar a resisténcia anti-helmintica e os géneros de nematoides
predominantes nos ovinos do estado. Ainda, uma revisdo bibliografica foi feita com a
compilacdo dos artigos com resisténcia anti-helmintica em pequenos ruminantes no Brasil,
buscando uma analise da situacdo. Com isso, laudos parasitarios, cartilhas, orientacdes,
palestras e boletins técnicos foram gerados e repassados aos produtores rurais a fim de se
ampliar o trabalho de pesquisa para um trabalho de extensdo a comunidade. Estas

informacdes sdo apresentadas em formato de artigos ao longo da tese.
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2) ARTIGO 1:

PANORAMA DA RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA EM PEQUENOS
RUMINANTES NO BRASIL.

Revisédo bibliografica publicada na Brazilian Journal of Veterinary Parasitology, v. 25,
n. 1, p. 3-17, jan.-mar. 2016. Em anexo (Salgado e Santos; 2016).

Resumo:

O uso frequente e inapropriado de todas as classes de antiparasitarios em pequenos
ruminantes levou a falhas de eficécia, culminando na problematica global de resisténcia anti-
helmintica. O Brasil destaca-se como sendo um dos pioneiros nas publicacdes com resisténcia
anti-helmintica no mundo e por ter o maior nimero de relatos em pequenos ruminantes na
Ameérica. Essas pesquisas envolvem principalmente o teste da reducdo da contagem de ovos
nas fezes (TRCOF) e sua correlacdo com as praticas de manejo utilizadas no campo. Os
estudos de testes de eficacia in vivo localizam-se em areas onde ha maior importancia dos
rebanhos como nas Regides Sul (ovinos) e Nordeste (caprinos), ou com importancia em polos
de pesquisa e econdmicos, como a regido Sudeste (ovinos). Ovina é a espécie mais estudada e
com maior gama de drogas avaliadas. Mesmo com grande avango em pesquisas moleculares,
as andlises laboratoriais devem envolver o conhecimento da realidade do campo para que
possam se tornar vidveis ao produtor. Além disso, a analise dos estudos de campo pode
nortear estudos moleculares como, por exemplo, a manutencdo da eficacia das drogas ao
longo dos anos e os mecanismos envolvidos em tal processo.

Palavras-chave: Pequenos ruminantes, resisténcia anti-helmintica, ovino, caprino,
nematoides gastrointestinais.

Abstract:

Frequent and inappropriate use of all classes of antiparasitic drugs in small ruminants has led
to failures in their effectiveness, culminating in a global problem of anthelmintic resistance.
Brazil stands out as one of the world’s leaders in publications about anthelmintic resistance,
and for having the most numerous reports of this resistance in small ruminants in the
Americas. These studies have involved mainly the fecal egg count reduction test (FECRT)
and its correlation with field management practices. In vivo effectiveness testing is conducted
in areas where livestock is of greater economic significance, e.g., in the South (sheep) and
Northeast (goats), or is important for research and economic centers, such as the Southeast
(sheep). The most widely studied species is sheep, for which the widest range of drugs is also
evaluated. Despite significant advances achieved in molecular research, laboratory analyses
should include knowledge about the reality in the field so that they can become feasible for
the producer. Moreover, molecular studies can be underpinned by the analysis of field studies,
such as the maintenance of antiparasitic effectiveness over time and the mechanisms involved
in this process.

Keywords: Small ruminants, anthelmintic resistance, sheep, goat, gastrointestinal nematodes.

Introducéo:
A producdo de pequenos ruminantes em todo o mundo é fortemente comprometida por

parasitoses gastrointestinais que ocasionam alto indice de mortalidade (Hoste e Torres-
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Acosta, 2011; Stear et al.,, 2011; Knox et al., 2012; Falzon et al., 2014), além de perdas
subclinicas que refletem em baixa produtividade (Charlier et al., 2014). Em paises de clima
tropical, Haemonchus contortus é o nematoide com maior prevaléncia nos rebanhos,
ocasionando graves perdas devido ao seu alto poder patogénico devido a hematofagia (Kassali,
1999). Outros parasitos também colaboram com prejuizos por diarreia, espoliacdo da mucosa
intestinal e anemia, principalmente porque as infeccbes sdo mistas ocasionando um somatério
de sinais clinicos e baixa produtividade (Molento et al., 2009). No Brasil, o potencial
produtivo para ruminantes em geral, com grande area com aptiddo agropecuéria, é
prejudicado por endoparasitoses. Em bovinos, onde o pais é lider de rebanho comercial no
mundo, estima-se que 0S prejuizos anuais com parasitoses gastrointestinais possam atingir
$7,11 bilhdes (Grisi et al., 2014). Os ovinos e caprinos, com cadeia produtiva em organizagdo
no pais, sdo ainda mais susceptiveis, sendo o alto indice de mortalidade grande desanimador
do agronegocio.

O controle das parasitoses na pecuaria ao longo dos anos ocorre baseado no uso de
antiparasitarios de amplo espectro e acessiveis. As principais classes anti-helmiticas
disponiveis nos ultimos anos sdo: benzimidazédis, imidazotiazois, lactonas macrociclicas,
salicilanidas e nitrofendis (Coles et al., 2006). Segundo Molento (2009), os beneficios do uso
de antiparasitarios em animais de producdo ao longo dos anos sao inquestionaveis; entretanto,
0 uso continuo e inapropriado desses farmacos ocasionou a perda de eficacia de muitos
principios. As lactonas macrociclicas foram lancadas nos anos 80 (Chabala et al. 1980) e
poucos anos depois ja houve relato de perda de eficacia no Brasil (Echevarria e Trindade,
1989). Recentemente, lancou-se duas novas classes de anti-helmiticos, um derivado de
aminocetronila, o0 monepantel, (Kaminsky et al., 2008) e o derquantel que foi comercializado
associado a abamectina (Little et al., 2010). Entretanto, relatos de resisténcia ja foram feitos
ao monepantel (Scott et al., 2013; Mederos et al., 2014; Van de Brom et al.,, 2015) e
derquantel (Kaminsky et al., 2011), mostrando a alta vulnerabilidade dos farmacos.

Segundo as diretrizes da Associacdo Mundial para o Avango da Parasitologia
Veterinaria (World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology -WAAVP)

considera-se resisténcia anti-helmintica (RAH) quando a eficacia de um anti-helmintico reduz

abaixo de 95 % a carga parasitaria alvo (Coles et al., 1992 e 2006). Isso ocorre quando ha
maior frequéncia de individuos dentro de uma populacao parasitaria capaz de tolerar doses de
um composto que seria letal, sendo essa caracteristica hereditaria (Prichard et al., 1980). Essa
diminuicdo da susceptibilidade € causada por um aumento na frequéncia de alelos de genes

que resultam na selegdo através do uso repetido de um anti-helmintico (Fleming et al., 2006).
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Quanto maior a pressdo de selecdo do farmaco, maior sera o processo de selecdo por
organismos resistentes (Barger, 1995). De acordo com Blouin et al. (1995), os nematoides
gastrointestinais de pequenos ruminantes possuem caracteristicas genéticas que promovem o
rapido desenvolvimento de RAH como répidas taxas de selecdo e de fluxo génico e elevado
nivel de diversidade genética. Como resultado, esses parasitos tém potencial genético para
responder rapidamente ao efeito dos anti-helminticos e os meios para assegurar a
disseminacéo de seus genes resistentes (Fleming et al., 2006).

O aumento da RAH nos rebanhos tem levado a uma necessidade de se identificar as
préaticas de manejo que possam reduzir o impacto do problema (Falzon et al., 2014), sendo
para isso necessario um diagndstico prévio da situacdo. Em varias regides do mundo relatos
de RAH em pequenos ruminantes vem ocorrendo: Africa do Sul (van Wyk et al., 1997);
Mexico (Torres-Acosta, 2003); Australia (Suter et al., 2004; Playford et al., 2014), Nova
Zelandia (Waghorn et al., 2006) Canada (Falzon et al., 2013); Dinamarca (Pena-Espinoza et
al., 2014); Uganda (Nabukenya et al., 2014); Italia (Zanzani et al., 2014); Irlanda (Keane et
al., 2014); Franca, Grécia e Italia (Guerden et al., 2014). Sendo Nova Zelandia, Reino Unido e
Brasil os paises com maior nimero de estudos transversais ao longo do tempo (Falzon et al.,
2014). O Brasil também é enfatizado por Torres-Acosta et al. (2012), ao atualizar a situacéo
de RAH no Continente Americano, como 0 pais com maior nimero de publicaces na area.
Sendo assim, o objetivo dessa revisdo foi tracar um panorama dos relatos de RAH em
pequenos ruminantes no Brasil, abordando o histérico e as formas de diagnosticos utilizadas;
assim como, realizar uma andlise da distribuicdo das pesquisas por regido e, da evolucdo do

uso, eficacia e manutencgdo dos farmacos ao longo dos anos.

Historico da RAH em pequenos ruminantes no Brasil e no mundo:

O primeiro relato de RAH no mundo foi feito a fenotiazina em ovinos nos Estados Unidos
da América (Leland et al., 1957). Das classes de anti-helminticos atualmente utilizadas, os
benzimidazois foram as primeiros farmacos a perderem a eficacia em nematoides de pequenos
ruminantes, sendo o primeiro relato de RAH feito por Drudge et al. (1964) com o
tiabendazole em ovinos. Logo apos, no Brasil, Dos Santos e Gongalves (1967) relataram o
primeiro caso de resisténcia anti-helmintica em ovinos ao albendazol no estado do RS. Em
caprinos, 0s primeiros relatos de resisténcia aos benzimidazois no mundo ocorreram nos anos
80 (Lutu, 1983; Kettle et al., 1983; McKenna, 1984). No Brasil, Charles et al. (1989),

utilizando a necropsia de caprinos tratados com albendazol, parbendazol e levamisol,
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encontraram resisténcia a todos esses principios, questionando inclusive se a dose estaria
correta para a espécie. No mesmo ano, Vieira et al. (1989) averiguaram resisténcia a varias
classes de benzimidazo6is em caprinos no estado do CE.

As cepas de nematoides resistentes aos benzimidazois eram altamente susceptiveis aos
imidotiazois, mas na Australia Le Jambre et al. (1976) reportaram o potencial de resisténcia
de cepas de nematoides selecionadas in vitro a esses farmacos, o que logo procedeu outros
relatos de resisténcia no mundo, incluindo cepas de campo (Kelly e Hall, 1979). No Brasil,
uma nota prévia de Santiago et al. (1977) j& apontava uma cepa de Trichostrongylus
resistentes ao levamisol. Logo apds, Green et al. (1981) fizeram o primeiro relato de
resisténcia maultipla, incluindo benzimidazdis e imidotiazdis causada pela alta pressdo de
selecdo resultante de frequentes tratamentos no rebanho ovino de Queesland- Australia. Nos
artigos publicados no Brasil, tanto em caprinos no estado de Pernambuco (Charles et al.,
1989) quanto em ovinos no estado de S&o Paulo (Amarante et al., 1992), a resisténcia ao
levamisol foi reportada como multipla as outras formulagdes de benzimidazois.

Com o advento da RAH as duas principais classes de anti-helminticos no mercado
animal, o surgimento de uma nova classe trouxe perspectivas para a pecuaria brasileira. As
lactonas macrociclicas foram langadas nos anos 80 (Chabala et al. 1980) na Franca com agdo
endectocida, e logo apds foram lancadas no Brasil em diversas formulagdes e concentracdes.
O primeiro relato de perda de eficicia de ivermectina ocorreu na Africa do Sul em ovinos
(Carmichael et al.,1987) e logo apds no Brasil (Echevarria e Trindade, 1989). Em caprinos, o
primeiro relato de resisténcia as ivermectinas no Brasil data da década de 90 no RS (Mattos et
al. 1997). Melo et al. (2003) também relataram resisténcia a ivermectina no CE em ovinos e
caprinos, 0 que suscedeu para uma série de relatos em todo o pais.

Com o passar do tempo e o uso de novos farmacos, diversos foram os relatos de
resisténcia multipla em todo o mundo, principalmente em paises com tradicdo em criacdo de
pequenos ruminantes. No Brasil, Soccol et al. (1996) registraram resisténcia multipla em
ovinos no estado do Parand a, além das classes citadas, closantel e disofenol, farmacos até o
momento consideradas especificas e eficazes no tratamento de H. contortus. Ainda no estado
do Parana, Cunha-Filho et al. (1998) averiguaram resisténcia a moxidectina, uma milbectina
da classe das lactonas macrociclicas a qual apresentava-se eficaz contra cepas resistentes de
ivermectina (Craig et al., 1992). Outros relatos subsequentes de resisténcia multua as lactonas
macrociclicas ivermectina e moxidectina (Conder et al. 1993; Shoop et al.,1993) levantaram a

possibilidade de resisténcia cruzada entre elas (Molento, 1999). Em 2010, Cezar et al. e Cruz
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et al. averiguaram resisténcia, além de outros farmacos, ao nitroxinil, anti-helmintico de curto
espectro e até o momento eficaz para Haemonhcus spp..

Devido a falta de lancamento de novas bases, e a situacdo crescente de RAH em
pequenos ruminantes, iniciou-se 0 uso de combinacGes de bases com diferentes mecanismos
de acdo no intuito de atrasar o desenvolvimento de resisténcia (Smith, 1990; Coles e Roush,
1992). Porém, percebeu-se que essas combinacdes poderiam falhar principalmente quando ja
houvesse resisténcia a uma ou mais farmacos utilizados, sendo a utilizacdo de combinacgdes
valida quando inserida em programas integrados de manejo da resisténcia e pautadas em
exames parasitologicos (Leathwick e Besier, 2014). No Brasil, resisténcia as diversas
combinacBes de antiparasitarios foram relatada em ovinos no estado do Parana por Soccol et
al. (1996) e Thomaz-Soccol et al. (2004), no Rio Grande do Sul por Echevarria et al. (1996) e
Cezar et al. (2010) e no Mato Grosso do Sul por Sczesny-Moraes et al., 2010 (tabela-1).

Recentemente, lancou-se duas novas classes de anti-helmiticos, um derivado de
aminocetronila, de amplo espectro, o monepantel, Zolvix® (Kaminsky et al., 2008) e o
derquantel (Startect®), um semissintético spiroindoles, de médio espectro que foi
comercializado associado a abamectina (Little et al., 2010; 2011). Sager et al. (2012)
averiguaram eficécia de 100% e 95% desses dois produtos respectivamente em cepas de
Haemonchus contortus resistentes a outros farmacos. Bustamante et al. (2009) averiguaram
eficacia de 100% do monepantel em ovinos do Brasil, Argentina e Uruguai. Entretanto,
relatos de resisténcia no mundo j& foram feitos ao monepantel (Scott et al., 2013; Mederos et
al., 2014; Van de Brom et al., 2015) e derquantel (Kaminsky et al., 2011), mostrando a alta
vulnerabilidade dos farmacos. E provavel que em breve relatados de resisténcia a esses anti-
helminticos sejam publicados no Brasil. Sendo assim, o consenso da comunidade cientifica é
de que em meio a alta vulnerabilidade de eficacia dos anti-helminticos, o tratamento alopéatico
ndo deve ser a Unica forma de tratamento antiparasitario, havendo enfoque na correlacdo com

0 manejo dos animais, nutricao e formas alternativas de controle.
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Tabela 1. Artigos publicados com Resisténcia Anti-Helmintica, avaliada pelo Teste de
Reducéo da Contagem de Ovos nas Fezes, em pequenos ruminantes no Brasil:

UF Anti-helminticos Farmacos com  Espécie animal N. Fonte
avaliados RAH: fazendas/animais
RS A A Ovina 1/27 Dos Santos e
Gongalves (1967);
RS | | Ovina 1/89 Echevarria e
Trindade (1989);
CE O,F, A Th. O,F, ATh Caprina 1/25 Vieira et al. (1989);
SP oL oL Ovina 9/540 Amarante et al.
(1992);
CE Tr,Nel Ne, I Ovina 1/20 Vieira et al. (1992);
PR A/CL,F I Te Di+Te. A CLFI, Ovina 6/480 Soccol et al.
Te,D+Te (1996);
RS ALILCA+L ALILCA+ Ovina 182/NI Echevarria et al.
L (1996);
RS ILL,AF,O0,eM L, A F,O,M Ovina 29/870 Farias et al. (1997);
PR I,AM LA M Ovina 10/850 Cunha-Filho et al.
(1998);
CE C,0 C,0 Ovina 1/38 Melo et al. (1998);
CE I,C I,C Caprina 1/29 Melo et al. (1998);
CE O, L o, L Caprina 34/1020 Vieira e Cavalcante
(1999);
RS C, L (8 e 11mg/kg) C,L(8e Caprina 1/40 Mattos et al.
11mg/kg) (2000);
SC ILL,C A ILL CA Ovina 65/7529 Ramos, et al.
(2002);
CE O, LI O, LI Ovina 16/ 768 Melo et al. (2003);
CE oLl oLl Caprina 7/336 Melo et al. (2003);
CE @] @] Ovina 6/144 Melo et al. (2004);
RS | | Caprina 2/12 Mattos et al.
(2004);
PR O, I1,C,C+0O,L,M O,I,C,C+0, Ovina 42/NI Thomaz-Soccol et
L,M al. (2004);
AL I,AM I, A Caprina 1/40 Ahid et al. (2007);
SP A+L+1,M M Ovina 1/24 Buzzulini et al.
(2007);
SC ILA/M,C, L ILA/M,C, L Ovina 9/450 Rosalinski-Moraes
etal. (2007);
PB Al LM Al Caprina n/120 Rodrigues et al.
(2007);
PR C+A 1(3,5%) C+Ael Ovina 4/120 Cunha-Filho et al.
(3,5%) (2008);
RN Ael. Al Ovina 1/54 Pereira et al.
(2008);
RN Ael. Al Caprina 1/54 Pereira et al.
(2008);
MG A+ 1+C, A+ I+C +L+ - Caprina 1/27 Silva et al. (2008);
Selénio
RS M, I | Ovina 1/30 Bustamante et al.
(2009);
PR TreC C Ovina 1/27 Falbo et al. (2009);
CE 0. @] Ovina 18/432 Melo et al. (2009);
CE 0. @] Caprina 7/168 Melo et al. (2009);
RS A ILN,Di,Tr,C, I+ L+ A I, N, Di, Tr, Ovina 1/5000 Cezar et al (2010);
A C,I+L+A
RJ N,D,L,I,A,C,M F N,D, L, I, A C, Ovina 10/NI Cruz et al. (2010);
M, F
PB L, A L, A Caprina 8/264 Lima et al. (2010a);
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PE M, I, A A Ovina 3/NI Lima et al. (2010b);
PE M, I, A M, I, A Caprina 6/NI Lima et al. (2010b);
MS ALLTLMCA+I+L  ALLTLM, Ovina 16/120 Sczesny-Moraes et
C,A+I1+L al. (2010);
RN I, A I, A Caprina 30/1350 Coelho et al.
(2010);
SP ILAM,C L, Tr I,A,M,C, L, Ovina 1/42 Almeida et al.
Tr (2010);
SP I,LAM,C, L ILAM,C L Ovina 30 Verissimo et al.
(2012);
SP T I,A,M,C, L ILAM,C, L Ovina 1/42 Chagas et al.
(2013);
PR L (9 mg/kg, 6,75 mg/kg e L (4,5 mg/kg) Ovina 1/28 Sprenger et al.
4,5 mg/kg) (2013);
PR L (9 mg/kg, 6,75 mg/kg e L (9 mg/kg, Caprina 1/28 Sprenger et al.
4,5 mg/kg) 6,75 mg/kg e (2013);
4,5 mg/kg)
sC C,Tr,A DL M LLI+C C,T,A L M,I, Ovina 1/82 Oliveira et al.
1+C (2014);
PR N, | N, | Ovina 1/29 Vila Nova et al.
(2014);
PR Mo Mo Ovina 1/30 Cintraetal., 2016
RJ ILA,M,C, L ILAM,C L Ovina 22/1500 Salgado et al. (em

elaboracgdo).

A: albendazol; O: oxifendazol; F: febendazol; Th: thiabendazol; Te: tetramisol; L: levamisol;
D: doramectina: I: ivermectina; M: moxidectina; C: closantel: Tr: triclorfon; N: nitroxinil; Di:
disofenol; Ne: netobimin (pré-benzimidazol); Mo: monepantel; (+): associacGes de
farmacos.(NI): dado ndo informado; (-): ndo houve farmaco com RAH,;

Meétodos de diagndéstico de RAH em pequenos ruminantes utilizados no Brasil.

A crescente preocupacdo com RAH tem levado a uma necessidade de métodos
adequados e padronizados para sua deteccdo (Coles et al., 1992). A obtencdo de um
diagnostico preciso e precoce da resisténcia € importante para auxiliar no controle parasitario,
com o objetivo de preservar a vida Gtil dos anti-helminticos e limitar o desenvolvimento da
resisténcia parasitaria (Taylor et al., 2002; Demeler et al., 2010). Segundo Coles et al. (2006),
se existe consenso em retardar o aparecimento da RAH, é necessario ensaios capazes de
detectar o status do problema nas fazendas, de tal modo que se possa planejar acbes de
manejo anti-helmintico. Ao longo dos anos, os métodos para avaliagio de RAH em
ruminantes e outros animais vem sendo discutidos pela WAAVP, onde frequentemente estdo
sendo abordadas metodologias in vivo, in vitro e, mais recentemente, moleculares (Powers et
al., 1982; Coles et al., 1992; Wood et al., 1995 e Coles et al., 2006).

No Brasil, uma preocupagdo na padronizacdo dos testes vem sendo demonstrada por
meio da promocdo de cursos e de Manuais técnicos para o diagnostico de RAH em
ruminantes. A EMBRAPA (Empresa Brasileira de pesquisa agropecuaria)-Sudeste, vem

promovendo cursos de “Metodologias in vitro para avaliagdo de substancias com potencial
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antiparasitario sobre nematoides gastrointestinais de ruminantes” com profissionais de todo o
pais. A empresa publicou um documento abordando a “Determinacdo da Eficacia Anti-
Helmintica em Rebanhos Ovinos: Metodologia de Colheita de Amostras e de Informacdes de
Manejo Zoossanitario” (Niciura et al., 2009). Além disso, também foi langado o “Manual
préatico de Metodologias de diagnostico da resisténcia e da detec¢do de substancias ativas em
parasitas de ruminantes” (Chagas et al., 2011). O documento aborda testes in vivo e a colheita
de material no campo, incluindo questionarios ao produtor, ja 0 manual da énfase para ensaios
laboratoriais in vitro e moleculares. Fortes e Molento (2013) abordaram em uma revisao 0s
avancos e limitagdes para o diagnostico de RAH em pequenos ruminantes indicando ser uma
necessidade o diagnostico preciso para a execucdo do manejo antiparasitario.

As novas ferramentas de biologia molecular podem ser utilizadas, com grande precisao,
no diagndstico de parasitos sensiveis e resistentes (Chagas et al., 2011). Os testes moleculares
com base na analise de polimorfismos do gene alvo associadas a resisténcia, através da
utilizacdo de PCR, sdo altamente sensiveis (Silvestre e Humbert, 2000), ndo exigem
coprocultura e podem complementar os tradicionais métodos de diagnéstico (Nunes et al.,
2013). Entretanto, devido ao caracter extremamente poligénico das populac@es, pesquisadores
continuam sendo desafiados a descobrir o mecanismo de resisténcia dos farmacos e divulgar
um ou mais candidatos a marcador especifico (Fortes e Molento, 2013). O conhecimento
sobre 0s mecanismos moleculares de RAH ainda limitam-se principalmente aos
benzimidazois (Coles et al., 2006; Taylor et al., 2002), envolvendo uma mutacdo de
fenilalanina em tirosina no gene da Beta-Tubulina (Silvestre e Humbert 2000). Esse
polimorfismo também foi associado & resisténcia as avermectinas mais recentemente (Mottier
e Prichard, 2008). No Brasil, Nunes et al. (2013) avaliaram rebanhos de caprinos, ovinos e
bubalinos quanto a presenca do polimorfismo que confere resisténcia ao benzimidazol,
indicando o diagndstico molecular como guia de escolha da base anti-helmitica, antes que
estas sejam utilizadas no rebanho. Trabalhos com testes moleculares de RAH no Brasil
tambem foram avaliados, seja com testes em mutacgdes na beta-tubulina (Niciura et al., 2012)
ou em avalia¢Bes genéticas dos nematoides corroborando com pesquisas de RAH (Dos Santos
et al., 2014; Amarante et al., 2014; Brasil et al., 2012).

Os testes in vitro, também denominados de fenotipicos, foram desenvolvidos para
determinar a eficacia de substéncias sobre os parasitos, de acordo com o modo de a¢do do
farmaco ou substancia, e também para a identificacdo de novos principios ativos (Chagas et
al., 2011). As metodologias envolvem a avalia¢do da inibi¢do da eclodibilidade, motilidade,

desenvolvimento e alimentag&o larvar para nematoides de bovinos, ovinos, caprinos e equinos
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(Taylor et al., 2002; Cole et al; 2002; Coles et al., 2006, Alvarez-Sanchez et al., 2005). As
avaliac@es in vitro também séo utilizadas para confirmar ou colaborar com ensaios efetuados
no campo (Véadary et al., 2007). No Brasil, 0s ensaios in vitro sdo voltados principalmente
para a avaliacdo de plantas com potencial anti-helmintico. A busca por substancias naturais
com efeito antiparasitario é justificada pela grande falha dos farmacos nos Gltimos anos em
pequenos ruminantes sendo inimeras plantas e seus extratos testados no pais. Em uma reviséo
sobre o0 assunto no Brasil, Nery et al. (2009) compilou dados de trabalhos in vitro com 64
espeécies vegetais, das quais 27 apresentaram eficacia acima de 90% e 15 plantas apresentaram
eficacia acima de 95% para inibi¢do do desenvolvimento de trichostrongilideos, indicando o
potencial de pesquisa nessa area em vista da vasta flora nacional.

Os testes in vivo avaliam no hospedeiro a reducdo da carga parasitaria seja por meio de
necropsia ou exames parasitologicos pds-tratamento anti-helmintico. O teste controlado da
reducdo da carga parasitaria e efetuado apds a necropsia do animal e avalia a real situacéo da
eliminacdo de parasitos no hospedeiro (Wood et al., 1995); porém, tem o limitante da
necessidtade do abate dos animais e ter alto custo (Boersema, 1983) sendo pouco utilizado
(Fortes e Molento, 2013). O teste de reducdo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF) é o
método padrdo e mais utilizado para a avaliacdo de eficacia dos animais em campo (Coles et
al., 2002; 2006; Taylor, et al., 2002.). Esse método permite a avaliacdo de varios farmacos ao
mesmo tempo e consiste na utilizacdo de grupos de animais medicados com anti-helminticos
que serdo submetidos ao exame de contagem de ovos nas fezes (OPG) anterior e
posteriormente ao tratamento, sendo considerado eficaz o farmaco que reduzir 95% da carga
parasitaria (Coles et al., 2006). O TRCOF pode ser realizado com a contagem geral de ovos
de strongilideos (Strongylida) ou de contagem individual de géneros parasitarios por meio de
coprocultura (McKenna, 1997). Apesar de muito usual, hd varias limitacGes inerentes as
interacdes hospedeiro, parasito e ambiente (Levecke et al. 2012) e ha variantes na formula do
calculo (Miller et al. 2006) na necessidade de grupos controle (McKenna et al., 2013 e 2014)
e uso de médias aritmeticas (Coles et al 1992, 2006) ou geometricas (Smothers et al.1999,
Dobson et al., 2009.) no calculo. Segundo Falzon et al. (2014), os diferentes métodos de
calculo do TRCOF sdo influenciados pelo nivel de RAH e se um viés de correcdo for
utilizado na formulas, sendo importante a analise de cada caso. No Brasil, 0o TRCOF é o0 mais
usado para avaliacdo de RAH em pequenos ruminantes com inimeras publicacdes em varias

regides do pais (tabela 1).
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Distribuicdo das pesquisas com RAH no Brasil:

As pesquisas com resisténcia anti-helmintica em pequenos ruminantes no mundo estéo
distribuidas em paises onde ha maior importancia econémica das espécies como € o caso de
Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Uruguai e Brasil. Mesmo enfrentando problemas na
cadeia produtiva, o Brasil vem se destacando pelo nimero de pesquisas relacionadas ao
assunto (Torres-Acosta et al., 2012) sendo grande produtor de material cientifico
multidisciplinar em ovinos e caprinos (Resende et al., 2010). No territorio nacional, as
pesquisas com resisténcia anti-helmintica em pequenos ruminantes, avaliadas pelo TRCOF
distribuem-se nas regides onde h& maior nimero de rebanho de ovinos e caprinos, Sul e
Nordeste, ou onde ha grandes polos econdmicos da atividade como €é caso da regido Sudeste
(Figura 1). A seguir, serdo abordadas pesquisas realizadas nessas regides, sendo os trabalhos

publicados no pais discriminados na (tabelal).

Norte:
Caprino: 2%
Ovino: 4%

Tropico dz

capricérnio , B

Cabecas de pequenos ruminantes:

Bl 2.5 252 milhdes
I 5352942 mil
771 228 2486 mil
bed 942193 mil

1 5278 mil

¥ Ovinos
* Caprinos Sul:
Caprino: 4% A
Ovino: 30%

$# Ovinose Caprinos
Figura 1. Distribuicdo das pesquisas com resisténcia anti-helmitica e correlagdo com o
rebanho de pequenos ruminantes no Brasil
A- Setas indicam as pesquisas com resisténcia anti-helmintica, feitas pelo Teste de
Reducéo da Contagem de Ovos nas Fezes, em pequenos ruminantes no Brasil e percentual dos
rebanhos* caprino e ovino por regiao.
B- Rebanho de pequenos ruminantes no Brasil por estado em 2013. Fonte: Elaborado pelo
Cepea com base — IBGE (2013).
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*Efetivo total do rebanho brasileiro de caprinos: (8.779.213 cabecas) e de ovinos: (17.290.519
cabecas), BGE (2013).

A) Regido Nordeste:

O Nordeste possui 0 maior percentual do rebanho ovino (57%) e caprino (91%) do
efetivo nacional sendo a Bahia, Ceara, Pernambuco e Piaui os estados com maiores rebanhos
segundo o IBGE (2013). Os sistemas de producdo caracterizam-se por subsisténcia familiar
com producéo de carne e leite em sua maioria voltada para 0s programas governamentais de
merenda escolar e de combate a desnutri¢cdo infantil na populacdo carente (Cardoso et al,
2010). Apesar do clima semi-arido, no curto periodo chuvoso h& problemas com parasitoses
devido aos sistemas extensivos e a0 manejo sanitario precério (Pinheiro et al, 2000). Sendo
assim, ha grande numero de publicacbes com RAH em pequenos ruminantes, em especial
caprinos, onde o percentual do rebanho segue o mesmo percentual em publicacdes no Brasil
para a espécie (cerca de 90%).

O Cearad (CE) destaca-se no nimero de publicacbes com RAH, fato favorecido pela
presenca de pesquisadores da area e da EMBRAPA caprinos e ovinos neste estado. Vieira et
al. (1989), mensuraram a eficacia de quatro benzimidazois em caprinos ap6s coleta de fezes
em horérios distintos, observando resisténcia principalmente contra H. contortus. Em outro
experimento, Vieira et al (1992), demonstraram a perda de eficacia de ivermectina e um pré-
benzimidazol (netobimin) em ovinos trazidos do Sul, levantando a questdo de trocas de
populacdes parasitarias entre as regiées. No final dos anos 90, Vieira e Cavalcante (1999),
corroboraram com a publicacdo de 1989 incluindo resultados de resisténcia do levamisol e
oxfendazol em 34 rebanhos caprinos no CE. Melo et al. (1998), averiguaram resisténcia de
ivermectina e closantel em caprinos e de oxfendazol e closantel em ovinos. Resisténcia ao
oxfendazol (Melo et al., 2003; 2004), ao levamisol e ivermectina (Melo et al., 2004) foi
averiguada na regido do Jaguaribe em ovinos e caprinos. Concluindo esse levantamento,
resisténcia ao oxfendazol foi averiguada em pesquisa a 25 rebanhos do estado (Melo et al.,
2009).

O estado do Rio Grande do Norte (RN) tem destaque na producéo de leite de cabra, pois
foi o pioneiro na adogédo de programas governamentais de incentivo a producdo. Os testes de
eficacia no estado foram feitos primariamente por Pereira et al. (2008), que testaram a eficacia
de ivermectina e albendazol em ovinos e caprinos com 7, 14 e 21 dias pds tratamento,
averiguando resisténcia aos dois antiparasitarios nas duas espécies em todas as avaliagdes.
Nesse trabalho, a prevaléncia de nematoides resistentes foi de Haemonchus, tanto em ovinos

como em caprinos, seguidos de Strongyloides, Trichostrongylus e Oesophagostomum. Esses
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dois farmacos também foram testadas por Coelho et al. (2010), no municipio de Mossoro6
(RN) em trinta criacOes de caprinos averiguando-se resisténcia de H. contortus em 90% das
propriedades ao albendazol e em 36,6% a ivermectina e de Trichostrongylus em 42,8% das
propriedades ao albendazol e em 33,3% a ivermectina.

No Nordeste, moxidectina foi testada primariamente em caprinos nos estados do
Alagoas - AL (Ahid et al., 2007) e Paraiba - PB (Rodrigues et al., 2007) e, posteriormente em
ovinos e caprinos em Pernambuco - PE (Lima et al. 2010b). Sendo esse antiparasitario o que
apresentou melhor eficacia as demais citadas até o momento na regido, apresentando
resisténcia em algumas propriedades. Levamisol também apresentou eficicia em propriedade
de caprinos na PB no Sertdo (Rodrigues et al., 2007) e Cariri (Lima et al., 2010a). Apo6s
muitos anos sem funcionar, Lima et al. (2010b), relataram a eficacia de ivermectina em
ovinos em PE no Municipio de Vitoria de Santo Antdo, sendo esse o Unico relato de eficacia
desse anti-helmintico em ovinos no Brasil na ultima década. Apesar do expressivo rebanho, a
Bahia e Piaui ndo possuem publica¢des com artigos em RAH, sendo o uUnico relato na Bahia
feito em um resumo de Barreto e Silva (1999) em caprinos avaliando albendazol e

ivermectina.

B) Regido Sul:

A regido Sul possui o0 segundo maior rebanho de pequenos ruminantes do pais com 30%
do efetivo de ovinos e 4% de caprinos (IBGE, 2013). Existe a forte presenca de ovinos de
racas lanadas que sdo mais adaptados a baixas temperaturas predominantes na regido, onde a
atividade é destinada para producdo de 1& e carne. Com clima subtropical, ha a possibilidade
do uso de sistemas de producdo em pastagens o ano todo, com espécies forrageiras tropicais e
temperadas (Oliveira et al., 2005); o que do ponto de vista parasitario, aumenta o risco de
infeccdes pelo maior tempo de pastejo dos animais. As racas lanadas, provenientes de outros
paises, também apresentam maior susceptibilidade endoparasitaria em comparacdo a raca
nativa Santa Inés, predominante no Nordeste. Dessa forma, a regido apresenta grande nimero
de pesquisas com resisténcia anti-helmintica, abrangendo o maior nimero de farmacos e de
animais estudados, com énfase em ovinos.

O Rio Grande do Sul (RS) é o estado com maior nimero de publicagdes com RAH em
pequenos ruminantes na regido e em ovinos no Brasil, fato ocorrido pelo maior rebanho ovino
do pais, com cerca de 4.250.932 cabecas, quase 0 dobro do Bahia que é o segundo colocado
(IBGE 2013). O estado foi pioneiro no relato de RAH em pequenos ruminantes no Brasil,

feito ao albendazol (Dos Santos e Gongalves, 1967) e a ivermectina (Echevarria e Trindade,
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1989) ambos em ovinos. Este ultimo farmaco, ainda apresentou eficacia em fazendas de
ovinos nos anos 90, averiguada por Echevarria et al. (1996) e Farias et al. (1997). Mesmo em
combinacdo, a RAH em ovinos ocorreu para albendazol e levamisol (Echevarria et al., 1996)
e para ivermectina, levamisol e albendazol (Cezar et al., 2010). Neste ultimo trabalho, houve
resisténcia do H. contortus ao Nitroxinil, Disofenol e Closantel, farmacos de espectro
especifico para esse nematoide (Cole et al., 2006). O estado também foi pioneiro no teste do
Monepantel em pesquisa realizada em paises da América do Sul por Bustamante et al. (2009)
confirmando a eficacia desse novo farmaco em ovinos. Em caprinos, Mattos et al. (2000)
testaram a eficacia de duas doses de levamisol e closantel obtendo resisténcia principalmente
a este ultimo farmaco. Posteriormente, Mattos et al. (2004) testaram a ivermectina nessa
espécie obtendo apenas 42% de eficacia.

O Parana (PR), sétimo estado em rebanho ovino do Brasil (IBGE, 2013), conta com
setor de produc¢do organizado na forma de cooperativas as quais ddo énfase ao agronegocio de
carne de cordeiro no estado. De maior proximidade com Centro-Oeste e Sudeste, 0 PR possui
clima variado em suas cidades, com chuvas bem distribuidas durante o ano e verdes quentes,
0 que favorece as nematodioses gastrointestinais. O problema de resisténcia é tdo grave nesse
estado que Soccol et al. (1996) testarem, em seis cidades, diversos farmacos (Albendazol,
Closantel, Levamisol, Febendazol, Ivemectina, Tetramisol, Disofenol mais Tetramisol) e
encontraram resisténcia em ovinos a todas, com melhor funcionamento de levamisol que
apenas foi ineficaz na cidade de Campo Largo. Esse trabalho foi pioneiro no Brasil no estudo
da combinacdo de anti-helminticos e no teste de closantel. Este fArmaco, também apresentou
ineficacia mesmo combinada ao oxfendazol (Thomaz-Soccol et al., 2004), sendo neste
trabalho a melhor eficicia obtida para moxidectina, resultado semelhante encontrado em
Londrina por Cunha-Filho et al. (1998). Recentemente, resisténcia ao Monepantel foi relatada
em ovinos no municipio de Fazenda Rio Grande (Cintra et al., 2016).

Santa Catarina (SC), 11° estado em rebanho ovino Nacional, caracteriza-se com
sistemas de producdo familiar de ovinos e caprinos, porém organizados e com investimento
em tecnologia e genética o que destaca o estado na producdo de derivados (Diério
Catarinense, 2012). Problemas de RAH foram relatados em um amplo estudo de Ramos et al.
(2002) avaliando a atuacdo de ivermectina (0,2mg/kg), levamisol, closantel e albendazole em
65 rebanhos ovinos realizado em area de abrangente producdo ovina no estado (Planalto Sul,
Planalto Norte, Meio Oeste e Alto Vale do Itajai). Esse trabalho foi o que abrangeu o maior
namero de rebanhos e animais avaliando 7529 ovinos dos quais foram 77% resistentes a

ivermectina, 65% albendazole, 13% ao closantel e 15% ao levamisol. Sendo Haemonchus o
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género resistente aos trés primeiros farmacos e Trichostrongylus ao levamisol. Rosalinski-
Moraes et al. (2007), avaliaram a situacdo de RAH em nove propriedades de ovinos na regido
Oeste de Santa Catarina com resistencia a ivermectina, levamisol, moxidectina e albendazol
nas doses de 5 e 10 mg/kg. Oliveira et al. (2014) testaram diversos farmacos em ovinos na

cidade de Concdrdia, obtendo eficacia apenas do disofenol.

C) Regido Sudeste:

A regido Sudeste, com 4% do rebanho ovino e 2% do rebanho caprino nacional (IBGE,
2013), é importante centro tecnoldgico na producdo de carne e leite, além de ter destaque no
consumo e comeércio desses produtos (SEBRAE, 2009). Os rebanhos de ovinos sao
direcionados para produtos com maior agregacdo de valor, destacando-se atualmente na
producdo de cortes especiais de cordeiro.Apesar do pequeno rebanho caprino (207 049
cabecas), a regido lidera a producdo industrial nacional de leite de cabra, cuja oferta se
concentra nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro. O Sudeste tem bastante
diversidade climatica, com verdes chuvosos o que possibilita o desenvolvimento do ciclo de
nematoides gastrointestinais. Apesar da grande producéo leiteira caprina, todas as pesquisas
realizadas com RAH na regido foram feitas em ovinos, fato explicado pela exploracdo caprina
em sua maioria ser feita em sistemas de producdo confinados (Borges, 2003) que limitam as
infecgBes parasitarias.

Sao Paulo (SP) é o estado com maior rebanho ovino na regido, 415.327 cabegas (IBGE,
2013), apresentando nivel organizacional na ovinocultura avancado principalmente pela maior
complexidade do seu desenvolvimento que agrega importante parque industrial do pais.
Também € o estado com maior nimero de publicacbes com RAH em ovinos na regido. Nos
anos 90, Amarante et al. (1992) avaliaram nove propriedades de ovinos no Municipio de Séo
Manuel frente ao oxfendazol, levamisol e ivermectina, obtendo resisténcia a todos eles.
Buzzulini et al. (2007) levantaram a possibilidade do uso de associa¢fes de anti-helminticos
ao constatarem eficacia da combinacgéo de levamisol, ivermectina e albendazol em ovinos em
Jaboticabal. Almeida et al. (2010) infectaram experimentalmente cordeiros com 4000 larvas
de H. contortus e de T. clubriformis e averiguaram multipla resisténcia, sendo esse o primeiro
relato de resisténcia do Trichostronylus as lactonas macrociclicas ap6s infec¢do experimental
no Brasil. Verissimo et al. (2012) avaliaram 30 propriedades de ovinos no estado com cinco
farmacos e realiazaram um questionario aos produtores, obtendo resisténcia multipla

justificada pela falhas no manejo antiparasitario. Chagas et al. (2013) infectaram
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experimentalmente cordeiros com um cepa de H. contortus da EMBRAPA-Sudeste e
averiguaram resisténcia maltipla , exceto ao tricoloform; nesse trabalho os autores levantaram
a questdo do custo de manutencédo de producao de cepas de nematoides em ovinos.

Rio de Janeiro (RJ) e Minas Gerais (MG) juntos tem a maior industria de laticinios de
leite de cabra, sendo o RJ o maior produtor nacional desse produto na forma industrializada,
além de ser importante polo consumidor de carne de cordeiro. Em MG, Silva et al. (2008),
avaliaram cabras leiteiras na cidade de Vicosa quanto a eficacia da combinacdo de closantel,
albendazol e ivermectina e essa combinacdo associada ao levamisol, vitamina B1, selénio,
cobalto e obtiveram alta eficacia principalmente da segunda combinacdo. No RJ, ha duas
publicacbes com RAH em ovinos que se complementam. Cruz et al. (2010) averiguaram RAH
multipla em 10 rebanhos da regido Norte e Noroeste do RJ com casos de resisténcia as oito
farmacos testados (Nitroxinil, Doramectina, Levamisol, Ivermectina, Albendazol, Closantel
Moxidectina e Fenbendazole) e com falhas no manejo antiparasitario averiguado por
questionario. Posteriormente, Salgado et al. (em elaboragdo) averiguaram RAH multipla em
1500 ovinos de 22 fazendas distribuidas em todo o estado do RJ, incluindo resisténcia a todos
0s géneros prevalentes (Haemonchus, Trichostrongylus, Cooperia e Oesophagostomum);
neste trabalho, também correlacionou-se 0 manejo antiparasitario com a ineficacia dos

produtos.

D) Regides Centro-Oeste e Norte:

Essas duas regiGes possuem a maior area com aptiddo agropecuaria do pais, fato
refletido pela criacdo de mais da metade do rebanho bovino nacional de 209,541 milhGes de
cabecas segundo IBGE, 2013. Em pequenos ruminantes, os rebanhos sdo irrisorios frente ao
vasto potencial produtivo, com percentual do efetivo nacional de ovinos e caprinos
respectivamente de 5% e 1% no Centro-Oeste e 4 e 2% no Norte. Mesmo assim, superam
separadamente o Sudeste em rebanho, porém com poucos estudos em RAH em pequenos
ruminantes. O Mato Grosso do Sul (MS) é o estado que tem um artigo publicado na area,
tendo grande potencial de crescimento na ovinocultura, principalmente por se situar perto do
grande mercado consumidor que € o estado de Sdo Paulo (FAPEC/SEBRAE (2006). Neste
estado, Sczesny-Moraes et al. (2010), avaliaram a eficacia de Albendazol, lvermectina,
Levamisol, Triclorfon, Moxidectina, Closantel e da combinacdo dos trés primeiro em 16
fazendas de ovinos. Esse trabalho conclui que a resisténcia multipla aos anti-helminticos ja
esta instalada na maioria dos rebanhos de ovinos do MS, sendo as espécies Haemonchus

contortus e Trichostrongylus colubriformis as mais prevalentes e resistentes aos
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antiparasitarios. Em Tocantins (TO), um resumo publicado por Jablonskl et al. (2009), ao
contrario da maioria dos resultados, demonstrou eficacia de ivermectina e albendazol em

ovinos na cidade de Palmas.

Evolucéo das pesquisas e da eficacia dos anti-helminticos em pequenos ruminantes no
Brasil:

A tabela 1 compila os dados com RAH, avaliada pelo TRCOF, em ovinos e caprinos no
Brasil. Ao longo de quase 50 anos a RAH vem sendo avaliada no Brasil, o TRCOF foi a
metodologia mais utilizada; porém, nos ultimos anos atencao especial tem sido dada a outras
formas de diagnostico, principalmente por biologia molecular. A espécie ovina foi a mais
estudada, fato justificado por quase o dobro do rebanho ovino em relacédo ao efetivo caprino
brasileiro (IBGE, 2013). Pode-se observar que os fa&rmacos mais avaliados e comuns nos
estudos com ovinos e caprinos foram: diversas formulagdes de benzimidazois (primeiros anti-
helminticos estudados), levamisol, ivermectina, moxidectina, closantel e associacdes entre
essas. Para ovinos, houve maior gama de farmacos estudados que incluiram, além das citadas,
disofenol, nitroxinil, tricloforn, doramectina e monepantel. Esses anti-helminticos sdo de uso
mais recente (monepantel e doramectina) ou possuem baixa margem de seguranca (disofenol,
nitroxinil e tricloforn), o que limita o estudo, sendo realmente testados em ocasides onde
houve insucesso no teste dos antiparasitarios convencionais.

A tabela 2 apresenta uma compilacdo das pesquisas com RAH em pequenos ruminantes
no Brasil ao longo dos anos (de 1967 a 2015), demonstrando os farmacos que apresentaram
melhor indice de eficacia em relacdo as demais estudadas. Pode-se observar que a partir de
2007 aumentou o numero de pesquisas com RAH em pequenos ruminantes no Brasil, com
enfoque no ano de 2010 em que houve o maior nimero de publicagdes envolvendo
principalmente ovinos. Nessa época, 0 Brasil destacou-se no assunto em artigos de revisao
sobre RAH na América (Torres-Acosta et al., 2012) e na América Latina (Molento et al.,
2011). De 2007 a 2014 houve o maior nimero de publicacbes com testes de eficacia de
associacOes de anti-helminticos em pequenos ruminantes no Brasil (Tabela 2). Nesta época,
no mundo, frente ao grave problema de RAH, houve forte discussédo por medidas alternativas
de controle ao uso unico de alopatia (Hoste e Torres-Acosta, 2011) ou formas de tratamento
seletivo (van Wyk et al., 2006; Molento et al., 2009; Kenyon et al., 2009; Mederos et al.,
2014; Leathwick e Besier., 2014). No mesmo periodo, a industria lancou duas novas
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formulacbes no mercado que foi o monepantel (Zolvix®) e o derquantel (Startect®)
justificando a preocupacgédo Global com o problema de RAH em pequenos ruminantes.

Tabela 2. Anti-helminticos que apresentaram melhor indice de eficicia, pelo Teste de
Reducdo da Contagem de Ovos nas fezes, em pesquisas realizadas no Brasil ao longo dos
anos (1967 a 2016).

Ano

Espécie  Anti-helmintico
67 89 92 96 97 98 99 00 02 03 04 07 08 09 10 12 13 14 14

I = X X X X
M X X XXX

Ovina L XX X X X X X X

b

Caprina

Assoc. X

A: albendazol; O: oxifendazol; L: levamisol; I: ivermectina; M: moxidectina; C: closantel: Tr:
triclorfon; N: nitroxinil; Di: disofenol; Mo: monepantel; Assoc. = associacdes de farmacos.
Para analise foi considerada o anti-helminticos que obteve maior indice de eficacia em relacdo
aos demais estudados, ndo necessariamente sendo eficaz (>95%).

(Indice de Eficacia): farmaco que apresentou melhor percentual de eficacia anti-helminitca,
ndo necessariamente tendo 95% de eficacia. Houve trabalhos com mais de um anti-helmintico
com melhor indice de eficacia.

X = anti-helmintico com melhor eficécia.

* = Pesquisas realizadas com unico anti-helmintico ndo havendo comparativo de eficacia.

X: Salgado et al. em processo de publicacéo.

Ivermectina, moxidectina, albendazol, levamisol e closantel foram os anti-helminticos

que apresentaram eficacia em pelo menos uma pesquisa realizada em ovinos e caprinos.
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Triclorfon, nitroxinil, disofenol e monepantel s6 foram eficazes para ovinos, porém sé foram
estudados nessa espécie. O organofosforado triclorfon tem apresentado alta eficacia em
estudos com RAH no Brasil onde é comercializado (Tabela 2), provavelmente porque é pouco
utilizada devido a alta toxicidade (Almeida et al., 2010), sendo em muitos paises nao liberado
para uso em ruminantes (Coles et al., 2006). Nitroxinil e disofenol, assim como closantel, s&o
farmacos de espectro especifico para H. contortus (Coles et al., 2006), tendo potencial de
eficacia apenas em fazendas onde ha grande prevaléncia desse parasito. Destas, closantel é de
uso mais antigo e com maior numero de relatos de RAH, inclusive para H.contortus (Cezar et
al., 2010; Salgado et al., em elaboracdo).Monepantel, recentemente langado, esti ainda em
processo de estudo no Brasil onde o relato de eficécia foi feito primariamente por Bustamante
et al. (2009) ao estudarem ovinos dos paises da America Latina. Recentemente, um caso de
resisténcia do monepantel foi reportado contra T. colubriformis em ovinos no
Parana(Cintra et al., 2016).

Os benzimidazéis (principalmente o albendazol) que sdo a classe mais antiga dos
farmacos estudados, foram os anti-helminticos mais pesquisados desde os anos 60 (Dos
Santos et al., 1967) até atualmente (Salgado et al., em elaboracdo). O albendazol apresentou
melhor eficicia em caprinos (Vieira et al., 1989) apenas quando comparado aos demais
benzimidazois ou quando comparado a ivermectina em teste realizado em ovinos e caprinos
por Pereira et al (2008); mesmo assim, ndo ultrapassou 70% de eficacia neste trabalho. Da
mesma forma, Oxfendazol apenas apresentou eficacia em caprinos comparando-0 aos outros
benzimidazoéis (Vieira et al., 1989) ou foi eficaz em 1 fazenda a mais que o levamisol em
estudo de Vieira e Cavalcante (1999). Em ovinos, o oxfendazol foi estudado isoladamente por
Melo et al. (2004; 2009) com baixos indices de eficicia ao longo dos anos no CE. De maneira
geral, os benzimidazoéis apresentam diminuicdo progressiva na eficacia nos Gltimos anos em
pequenos ruminantes no Brasil, fato justificado por serem farmacos antigos, de uso frequente
devido ao amplo espectro e baixo custo. Resultados de baixa eficacia dos benzimadazois vém
sendo corriqueiramente relatados no Brasil e no Mundo, desde a década de 60 onde houve o
primeio relato.

Das lactonas macrociclicas, a mais estudada foi ivermectina que é o antiparasitario mais
utilizado no Brasil, de ac¢do endectocida estando presente em mais de 65 tipos de formulagdes
havendo muita variabilidade na qualidade e preco e pouca restricdo na compra (Molento.,
2004). Por consequéncia do seu uso excessivo, nota-se que a eficacia diminuiu ao longo dos
anos, principalmente em ovinos em que os relatos de eficacia datam dos anos 90 e o0s relatos

mais recentes de eficacia foram feitos apenas no Nordeste do pais. Melo et al. (2003)
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averiguaram eficécia de ivermectina em 7 de 17 fazendas de ovinos do Ceara, neste trabalho
0 levamisol foi superior sendo eficaz em 10 fazendas; mesmo assim, é o maior relato de
eficacia da ivermectina em ovinos no pais apos anos 90. Apds esse periodo, Lima et al.
(2010b) averiguaram eficacia da ivermectina em apenas 1 propriedade de ovinos localizada
em Vitdria do Santo Antdo no estado de PE. Em caprinos, os melhores indices de eficécia de
ivermectina nos ultimos anos também foram obtidos no Nordeste no CE e RN
respectivamente por Melo et al. (2003) e Coelho et al. (2010). A regido Sul do Brasil, que foi
pioneira no relato de RAH a ivermectina (Echevarria e Trindade, 1989), teve melhor indice de
eficacia desse farmaco até o final dos anos 90 (Amarante et al., 1992; Echevarria et al.,1996;
Farias et al.,1997). A partir desse periodo, baixa eficacia de ivermectina em pequenos
ruminantes vem sendo relatada frequentemente (Ramos, et al., 2002; Mattos et al., 2004;
Thomaz-Soccol et al., 2004; Cezar et al., 2010; Cunha-Filho et al., 2008; Vila Nova et al.,
2014) e 0 mesmo ocorrendo com a Regido Sudeste (Cruz et al., 2010; Almeida et al., 2010;
Verissimo et al., 2012; Chagas et al., 2013; Salgado et al., em elaborag&o).

Moxidectina € lactona macrociclica que apresentou melhores indices de eficacia em
pequenos ruminantes no Brasil. Na tabela 2 pode-se observar que ela foi o anti-helmintico
com melhor indice de eficécia (isoladamente) em cinco pesquisas com ovinos (Cunha-Filho et
al., 1998; Thomaz-Soccol et al., 2004; Cezar et al., 2010; Lima et al; 2010b; Sczesny-Moraes
et al., 2010) e em 3 com caprinos (Ahid et al., 2007; Rodrigues et al., 2007; Lima et al;
2010b). Apesar de mecanismos de acdo semelhante a ivermectina, superioridade da eficacia
da moxidectina em cepas resistentes a ivermectina foi observada por diversos trabalhos no
mundo (Barnes et al., 2001; Vickers et al., 2001; Lloberas et al., 2013). Segundo Prichard et
al. (2011) a diferenga na eficicia entre esses dois antiparasitarios deve-se a diferentes
interacBes em canais ibnicos dependentes de glutamato, onde atuam, além de diferentes niveis
de expressdo de proteinas ABC. Porém, essas proteinas podem ocasionar resisténcia cruzada
entreos dois anti-helminticos, devido a uma superexpressdao de glioproteina P ao uso
corriqueiro de ivermectina, o que pode influenciar na eficacia de moxidectina (Lloberas et al.
2013). Esse fato pode explicar a baixa eficacia de moxidectina em trabalhos recentes no
Brasil (Buzzulini et al., 2007; Rosalinski-Moraes et al., 2007; Verissimo et al., 2012; Oliveira
et al., 2014; Salgado et al., 2015), onde ivermectina € amplamente usada. Na tabela 2 pode-se
perceber que moxidectina ndo mais se destacou nos indices de eficacia nos ultimos 5 anos,
apontando o uso excessivo no periodo anterior que levou a ineficacia em muitas propriedades

de pequenos ruminantes nos dias atuais.
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Levamisol, apesar de ser um farmaco antigo e com relatos primarios de resisténcia
desde os anos 70 no mundo e no Brasil (Le Jambre et al.,1976; Santiago et al.,1977), € o anti-
helmintico com maiores relatos de eficacia ao longo dos anos no Brasil, inclusive nas
pesquisas recentes. Tendo no pais o maior indice de eficacia em relacdo aos demais farmacos
testadas em 8 estudos realizados com ovinos (Amarante et al., 1992; Soccol et al. 1996; Melo
et al., 2003; Rosalinski-Moraes et al., 2007; Cruz et al., 2010; Verissimo et al., 2012;
Sprenger et al., 2013; Salgado et al., em elaboragdo) e 3 com caprinos (Mattos et al., 2000;
Rodrigues et al., 2007; Lima et al., 2010a). Maior eficicia do levamisol em comparacaoaos
demais antiparasitarios estudados também foi obtida no Canada (Falzon et al., 2013);
Dinamarca (Pena-Espinoza et al., 2014) e Australia (Lyndal-Murphy et al., 2014). E valido
ressaltar que o levamisol teve maior indice de eficAcia em comparacdo com os demais anti-
helminticos, entretanto ndo foi totalmente eficaz (95%) na maioria dos estudos, tendo
inclusive diversos relatos de resisténcia a esse farmaco. Mesmo assim, teve maior manutengédo
da eficacia em relacdo aos demais antiparasitarios no Brasil. O levamisol tem alvos em
receptores colinérgicos atuando como agonista, o que induz a paralisia espastica do nematoide
(Lanusse, 1996). Os estudos sobre testes moleculares de RAH ao levamisol ainda séo
recentes, Martin et al. (2012) abordaram os receptores envolvidos no alvo do levamisol a
diferentes nematoides, indicando ser muito ampla a gama e a plasticidade dos subtipos de
receptores colinérgicos sendo a resisténcia associada a perda de expressdo ou condutancia
desses receptores nas membranas do nematoide, o que varia consideravelmente entre espécies
parasitarias e entre outros antiparasitarios com mecanismos de acdo semelhantes. Com tal
complexibilidade, estudos de mecanismos de resisténcia do levamisol associados ao seu
historico de uso, sdo importantes ferramentas no entendimento da manutencdo e perda de
eficacia desse anti-helmintico. Roulfe (1990), ja havia levantado a questdo de porque esse
anti-helmintico mesmo sendo utilizado de forma indiscriminada ainda tem manutencdo de

eficacia, sugerindo esforcos para a descoberta desses mecanismos.

Concluséo:

O grande numero de pesquisas com RAH no Brasil reflete a preocupacéo do pais que
tem potencial de producéo e almeja a organizacgéo da cadeia produtiva de ovinos e caprinos. A
vasta publicagio com RAH em pequenos ruminantes em todo o Mundo colabora para
diretrizes no controle da situacdo. Para isso, € necessario que haja uma analise desses estudos

com fatores peculiares a cada caso, com intuito de se avaliar a correlagcdo do diagndstico com
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namero de rebanho, praticas de manejo, espécie animal, espécie parasitaria, farmaco utilizado
e clima. A frequéncia de uso e a manutencdo da eficacia dos anti-helminticos ao longo dos
anos sdo fatores importantes no entendimento de mecanismos de resisténcia, porém séo pouco
relatados nos estudos atuais. A eficacia calculada por género ou espécie de nematoide é
essencial para estudos de combinagfes de fArmacos ou com novos antiparasitarios. Apesar de
muitos limitantes, o0 TRCOF ainda € o mais utilizado e viavel no pais, sendo necesséaria uma
padronizacdo considerando as diferencas entre fazendas. Com alta vulnerabilidade e poucas
perspectivas no langcamento de novos anti-helminticos, as praticas de manejo ndo s6 devem
ser avaliadas no diagnéstico de RAH, como devem fazer parte dos sistemas de controle
antiparasitario. Os testes de eficacia in vitro e moleculares sdo grandes promissores no
diagnostico rapido e preciso de RAH, mas devem envolver o conhecimento da realidade do
campo para que possam se tornar viaveis ao produtor. A andlise dos estudos de campo pode
nortear estudos moleculares, um exemplo disso € a manuten¢do, ao longo dos anos, de
eficacia de alguns antiparasitarios nos testes in vivo, sugerindo estudos especificos que podem

contribuir para o prolongamento da eficacia dos anti-helminticos.
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3) ARTIGO 2:

CARACTERIZACAO PRODUTIVA DOS OVINOS DO RIO DE JANEIRO E SEU
EFEITO NA INFECCAO POR NEMATOIDES GASTROINTESTINAIS.

Resumo:

O conhecimento da prevaléncia de nematoides gastrointestinais associado as caracteristicas
produtivas do rebanho é importante no entendimento das parasitoses em pequenos
ruminantes. Este trabalho buscou caracterizar a producéo ovina no estado do Rio de Janeiro e
seu efeito na infeccdo por nematoides gastrointestinal mensurada pela contagem de ovos por
grama de fezes (OPG) e prevaléncia de géneros de nematoides. Considerou-se o efeito de
sistema de producdo, raca, finalidade da criacdo, grau de anemia pelo método Famacha,
escore de condicdo corporal (ECC), peso dos animais e regido do estado. Assim, de 40-75
ovelhas adultas da raca predominante foram avaliadas em 22 fazendas de ovinos distribuidas
em todas as regides do estado, totalizando 1222 animais. O rebanho de ovinos analisados foi
composto principalmente por animais da raga Santa Inés (86%) criados em sistemas de
producdo semi-intensivo com 0 uso predominante de pasto e para a finalidade de carne. A
média geral de OPG dos animais do rebanho foi de 827, sendo que 74% dos animais
apresentaram OPG positivo. Entre os positivos, 69 % tiveram infeccdo leve (até 1000 OPG),
15% infeccdo moderada (de 1000 a 2000 OPG) e 16% infeccdo macica ou grave (acima de
2000 OPG). O OPG foi superior nos animais das regides Noroeste e dos Lagos com médias
de OPG de 1656 e 851 respectivamente. O percentual médio de géneros encontrados nas 22
fazendas foi de 75% Haemonchus spp., 20% Trichostrongylus spp., 3% Cooperia spp. e 2%
de Oesophagostomum spp. Apenas uma fazenda, localizada em Angra dos Reis, apresentou
maior percentual de Trichostrongylus spp. (76%) em relacdo a Haemonchus spp. (24%). Os
animais com maior Famacha apresentaram maior OPG (él =0.442; P < 0.001) enquanto

0s mais pesados apresentaram menor OPG (8, = —0.016; P = 0.001). 46% do rebanho
obteve ECC baixo, porém esta varidvel ndo se correlacionou com o OPG. A alta taxa de
infecgdo parasitéria no rebanho ovino analisado do Rio de Janeiro foi favorecida pela alta
prevaléncia de Haemonchus spp., baixa condicdo nutricional dos animais e 0 uso de
pastagens nos sistemas de producao.

Palavras chaves: escore de condigdo corporal, Famacha, ovinos, OPG, nematoides

gastrointestinais.

Abstract:

Knowledge of the prevalence of gastrointestinal nematodes associated with the production
characteristics of the herd is important in the understanding of the gastrointestinal
nematodiasis in small ruminants. This study aimed to characterize the sheep production in the
state of Rio de Janeiro and its effect on infection with gastrointestinal nematodes measured by
egg per gram of faeces (EPG) and prevalence of nematode genera. It was considered the
effect of production system, race, purpose of creation, anaemia by Famacha method, body
condition score (BCS), weight of the animals, and region of the state.Thus, 40-75 ewes the
predominant race were evaluated in 22 sheep farms distributed in all regions of the state,
totaling 1222 animals. The sheep flock of Rio de Janeiro was mainly composed of animal
Santa Ines (86%) created in semi-intensive production systems with the predominant use of
pasture and for the purpose of meat. The general EPG of herd animals was 827, with 74% of
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animals showed positive EPG. Among the positive animals, 69% showed tenuous infection
(up to 1000 EPG), 15% moderate infection (1000-2000 EPG) and 16 % severe infection
(above 2000 EPG). The EPG was higher in animals of Northwest and Lakes regions with
mean of the EPG of 1656 and 851 respectively. The average percentage of genus found in 22
farms was 75% Haemonchus spp., 20% Trichostrongylus spp., 3% Cooperia spp. and 2% of
Oesophagostomum spp. Only one farm, located in Angra dos Reis, had a higher percentage of
Trichostrongylus spp. (76%) against Haemonchus spp. (24%). Animals with higher Famacha
showed higher EPG (6 _1 = 0.442; P <0.001) while the heavier animals had lower EPG (6 _2
= -0016, P = 0.001). 46% of the herd showed BCS down, but this variable did not correlate
with the EPG. The high rate of parasitic infection in sheep flock of Rio de Janeiro was
favored by the high prevalence of Haemonchus spp., low nutritional status of animals and the
use of pastures in production systems.

Key words: body condiction score, EPG, Famacha, gastrointestinal nematodes, sheep.

Introducao:

As infecgbes por nematoides gastrointestinais s&o o maior limitante na ovinocultura
mundial ocasionando grande morbidade e mortalidade (Falzon et al. 2014, Gasser et al.,
2016). Ovinos sdo infectados por uma gama de nematoides que ocasionam diferentes
patologias de acordo com a prevaléncia dos géneros. Em paises de clima tropical,
Haemonchus contortus é o parasito de maior prevaléncia e é altamente patogénico por seu
habito hematofago que ocasiona anemia (Khan et al. 2003; Raza et al., 2016). Outros
nematoides dos géneros Trichostrongylus, Cooperia e Oesophagostomum ocasionam diarreia
e perda progressiva de peso (Amarante et al., 2014). As perdas na producdo ovina também
ocorrem devido as infecgdes subclinicas (Zajac, 2006), havendo diminuicdo na producgdo de
leite, carne e 1& (Mavrot et al., 2015). O controle dessas enfermidades se da principalmente
pelo uso de anti-helminticos que sdo altamente vulneraveis devido ao problema de resisténcia
dos nematoides a estes farmacos (Kaplan, 2004; Waller, 2006; Zivikova et al., 2016)

Em meio as perdas produtivas e a dificuldade de controle, abordagens mais amplas tém
sido dadas enfocando a relacdo parasito/hospedeiro, controle estratégico e precisdo no
diagnostico (Charlier et al., 2014, Besier et al., 2016). Dessa forma, maior entendimento do
ambiente e sistema produtivo como um todo tem sido requerido para propor formas
alternativas de controle. A analise parasitaria do rebanho sob a influencia do clima (Idika et
al., 2013; Matinez-Valadares,2013), raca (Amarante et al., 2004) e pastagens (Santos et
al.2012; Tonini et al., 2015; Merlim et al., 2016).) tem agregado conhecimentos importantes
para 0 manejo antiparasitario. Ainda, o fortalecimento do sistema imune e o efeito da
condicdo nutricional dos animais nas defesas as parasitoses estdo cada vez mais relevantes

(Hoste et al., 2016). Assim, o diagnostico das taxas de infeccdo, dos sinais clinicos dos
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animais e a caracterizagdo produtiva do rebanho sdo primordiais na compreensdo da
epidemiologia parasitaria e medidas auxiliares de controle.

O conhecimento epidemiologico das espécies de parasitos prevalentes e mais
patogénicos em cada regido apoiam as praticas de manejo antiparasitario (Souza et al., 2013).
Segundo Rinaldi et al. (2015), o mapeamento dos nematoides gastrointestinais s&o
importantes fatores para limitar o impacto das parasitoses e garantir satde, bem-estar-animal
e produtividade. A principal forma de monitoramento parasitario ainda é a realizacdo de
exames coproparasitolégicos como a contagem de ovos por grama de fezes e a identificacao
de géneros prevalentes (Ueno e Gongalves, 1998; Coles et al., 2006). Porém, estes exames
ndo sdo particularmente sensiveis e devem ser interpretados em conjunto com informagdes
sobre o estado nutricional, idade e manejo dos rebanhos ovinos (Atlija et al , 2016). Com o
monitoramento parasitolégico dos rebanhos, é possivel o acompanhamento das oscilacdes
parasitoldgicas, observagOes sobre as tendéncias no uso de anti-helmintico e melhoria da
prestacdo de servigos no campo (Kozaruk et al., 2015). O estado do Rio de Janeiro carece de
uma analise conjunta na ovinocultura que leve em consideracdo as caracteristicas produtivas
dos animais com o grau de infeccdo parasitaria e os sinais clinicos das parasitoses. Dado a
importancia e necessidade do tema, este trabalho buscou caracterizar a producdo ovina no
estado do Rio de Janeiro e seu efeito na infecgdo por nematoides gastrointestinais.

Material e Métodos:

Local e data:

O experimento foi conduzido no estado do Rio de Janeiro (Sudeste do Brasil) entre
outubro de 2011 a julho de 2014, avaliando rebanhos de 22 fazendas de ovinos (Figura 1)
localizadas nas seguintes cidades: Paraiba do Sul, Sapucaia, Vassouras, Areal, Angra dos
Reis, Resende, Rio Claro, Magé, Sdo Pedro da Aldeia, Araruama, Marica, Sdo Francisco de
Itabapoana, Sdo Jodo da Barra, Rio de Janeiro (Campo Grande), Cardoso Moreira e Sdo José

de Uba; Campos dos Goytacazes; Paty do Alferes; Teresopolis.
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Figura 1. a. Localizacdo do estado do Rio de Janeiro no Brasil. b. Localizacdo das 22
fazendas de ovinos avaliadas no estado do Rio de Janeiro. Municipios: (1) Paraiba do Sul, (2)
Sapucaia, (3 e 5) Vassouras, (4) Areal, (6) Angra dos Reis, (7) Resende, (8) Rio Claro, (9)
Magé, (10) Sdo Pedro da Aldeia, (11) Araruama, (12) Marica, (13) Séo Francisco de
Itabapuana, (14) Séo Jodo da Barra, (15) Rio de Janeiro, (16) Cardoso Moreira, (17) Sdo José
de Uba, (18) Campos dos Goytacazes, (19) Paty de Alferes, (20) Teresopolis e (21 e 22)
Cachoeiras de Macacu.

Animais:
Em cada fazenda, foram avaliadas entre 40-75 ovelhas adultas, ndo prenhas, da raca
predominante, totalizando 1222 animais. O nimero de animais avaliados por fazenda e por

regido pode ser observado na tabela 1.

Avaliac0es:

a) Exames coproparasitologicos: foram realizadas coletas de fezes intra-retal e posterior
realizacdo de OPG (contagem de ovos por grama de fezes). Foram contabilizados ovos do tipo
estrongiliformes pela técnica de Gordon e Whitlock (1939). As fezes positivas foram
agrupadas, dentro de cada propriedade, sendo submetidas a coprocultura de acordo com a
técnica adaptada de Roberts e O’Sullivan (1950) e posterior classificagdo morfologica das
larvas para obtencdo dos géneros parasitarios de acordo com Van Wyk et al. (2004).



58

b) Famacha: os animais foram avaliados no grau de anemia pelo método Famacha o
qual pontua a coloracdo da mucosa ocular numa escala de um a cinco, em que um
corresponde a0 menor grau e cinco ao maior grau de anemia (van Wyk e Bath, 2002). Esse

método foi criado para detectar a anemia causada pelo parasito hematéfago H. contortus.

c) ECC (escore de condicdo corporal): avaliacdo da condicdo nutricional dos animais
apalpando-se as apofises transversas e espinhosa das vértebras lombares, a deposicdo de
masculo e gordura de forma a pontuar os animais de um a cinco, sendo um o animal

excessivamente magro e cinco o excessivamente gordo (Russel et al., 1969).
d) Pesagem dos animais: individualmente no periodo da manha sem o jejum previo.
e) Caracteristicas produtivas do rebanho (Tabela 1): foram averiguadas de acordo com

entrevista aos produtores rurais e observacdo dos animais e das propriedades: racas

predominantes em cada fazenda; sistemas e finalidade de producao.



Tabela 1. Caracteristicas das fazendas de ovinos avaliadas no estado do Rio de Janeiro.
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. REBANHOS CARACTERISTICAS PRODUTIVAS
REGIOES
Fazenda n' Racas Sistemas Finalidades
Centro Sul 1 61 S| Semi. P° Corte/genética
2 60 Sl Semi. P corte
3 62 Sl Extensivo corte
4 75 PD? sl Extensivo corte
5 56 Lc Semi. C’ leite
19 40 LC Semi C leite
Total 6 354
Sul 6 55 SI, D’ Semi. C genética
7 57 Sl Semi C corte
8 56 Sl Semi. P Corte/genética
Total 3 168
Baixada 9 54 Sl Semi. P corte
15 55 Sl Semi C corte
Total 2 109
Lagos 10 58 Si Semi. P corte
11 60 SI,D Semi. P corte
12 45 D Semi. C genética
Total 3 163
Norte 13 50 Sl Semi. P corte
14 70 Sl Semi. P corte
16 58 SI,D Semi. P corte
18 50 SI,D Semi C Corte/genética
Total 4 228
Noroeste 17 60 Sl Semi. P corte
20 50 Sl Semi. P corte
21 40 Sl Confinamento Sangue®
22 50 Sl Semi. P corte
Total 4 200
TOTAL GERAL 22 1222
*Numero de animais avaliado por propriedade;
“Santa Inés;
*Pool Doset;
* Lacaune;
® Dorper;

®Semi-intensivo com predominancia de pasto;
’Semi-intensivo com predominancia de confinamento;

8extracéo de sangue para fins laboratoriais.
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Analise Estatistica:

A variavel OPG foi transformada para log de x + 10 para atingir normalidade e foi
analisada por meio do seguinte modelo estatistico:

Yijkimpg = b+ @i + Bj + aBij + Yi() + Sy + Mmky) + foGram) + 01X1 + 6,X5 + 03X
+ €ijkimpq

No qual Yijxmpq COrresponde a contagem de OPG efetuada no g-ésimo ovino da p-
ésima fazenda onde se cria a m-ésima raca segundo o [-ésimo sistema de criagdo e com a k-
ésima finalidade de producdo em cada uma das j-ésimas regifes do estado e durante as
estagBes chuvosa (i = 1) e seca (i =2). As covaridveis X;, X, e X3 correspondem as
medidas simultdneas Famacha (adimensional), massa corporal (kg) e ECC (adimensional),
respectivamente tomadas em cada ovino. Os parametros 6,, 8, e 65 séo os coeficientes de
regressao para as variaveis X;, X, e X3. O termo eg;jximp) representa o erro aleatorio. O
modelo foi ajustado aos dados por meio do procedimento GLIMMIX do programa SAS
(Vonesh, 2012), sendo Y;jximpq~Poisson, cujo valor esperado tanto para a média como para
a variancia correspondente ao parametro A(Mood et al., 1974). Os valores preditos para cada
fazenda foram computados considerando-se como efeitos fixos a estagdo do ano («;), regido
geografica (B;), finalidade de produgéo (yi(;), sistema de producéo (8;(;x)) € raca (Mmcjkr) €
considerado efeito aleatorio a fazenda (f,jkim))-

As frequéncias médias de Famacha, ECC, racas e populacdo parasitaria foram descritas.
O OPG foi classificado no grau de infeccdo parasitaria de acordo com a indicacdo de infeccéo
mista em ovinos (Ueno e Gongalves; 1998) em: infec¢do nula (OPG igual a zero), infeccdo
leve (OPG até 1000), infeccdo moderada (OPG de 1000 a 2000) e infecgdo macica ou grave
(OPG maior que 2000).

Resultados

As caracteristicas produtivas de 22 fazendas de ovinos do Rio de Janeiro estdo na tabela
1. A maioria do rebanho (19 fazendas) foi composta pela raca Santa Inés e seus mesticos;
cinco fazendas criam animais Dorper ou White Dorper, duas fazendas criam ovinos Lacaunes
e uma fazenda cria animais Pool Dorset. Em quatro fazendas havia duas ragas predominantes.
Outras racas foram observadas, porém em cruzamento com animais Santa Inés (Suffolk,
Texel, llle de France). O sistema de producdo predominante foi o semi-intensivo com
predominancia de uso de pastagem (12 fazendas). A producdo semi-intensiva com

predominancia de uso de confinamento ocorreu em sete fazendas. O uso exclusivo de
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pastagem em sistema extensivo ocorreu em duas fazendas, e somente em uma fazenda os
animais eram 100% confinados. A maioria do rebanho analisado (17 fazendas) produz
animais com a finalidade para carne (corte). A producdo de animais de padrdo genético para a
venda como reprodutores ocorreu em quatro fazendas. Duas fazendas produziam leite e uma
fazenda produzia sangue para venda laboratorial.

Considerando os efeitos fixos no modelo, foram detectados efeitos significativos para a
regido (P = 0.001). Os demais efeitos fixos categodricos, a saber, estacdo do ano (P = 0.295),
finalidade dentro de regido (P = 0.124), sistema de producéo dentro de finalidade e dentro de
regido (P = 0.346) e raca dentro de sistema, finalidade e regido (P = 0.327) ndo afetaram a
contagem de OPG. Contudo, o0 modelo ajustado sem o efeito de estacdo do ano apresentou
menor critério de perda de informacdo de Akaike e 0 modelo foi reanalisado sem o efeito de
estacdo. Tal medida reduziu o valor da funcao de verossimilhanga do modelo.

Houve diferenca significativa na variavel OPG entre as fazendas (efeito aleatdrio) e
regides analisadas (P<0,001) considerando as co-variaveis FAMACHA (P < 0,001) e Peso
(P =0,001). Assim, das 22 propriedades avaliadas (Figura 1), 13 apresentaram diferencas
significativas com base no intervalo de confianga (95%) para a varidvel OPG. Destas, apenas
duas fazendas apresentaram diferencas significativas com uma Unica fazenda, ou seja, a
fazenda 3 diferiu da 17 e a fazenda 15 da 17. Nas demais fazendas, cada uma diferiu
estatisticamente com duas a até 10 fazendas. Convém lembrar que os valores individuais de
cada fazenda se encontram acompanhados de seus respectivos intervalos de confianca a 95%
e foram considerados valores de OPG diferentes quando estes mesmos intervalos ndo se

justapuseram (Figura 2).
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Figura 2. Médias ajustadas de ovos por grama de fezes (OPG) de rebanhos de ovinos
analisados no estado do Rio de Janeiro com intervalo de confianga de 95%.

A média geral ajustada do OPG de todas as fazendas (1222 animais) foi de 827 (Tabela
2). De acordo com a classificacdo do grau de infeccdo (figura 3), 74% dos animais
apresentaram OPG positivo, sendo que destes, 69 % tiveram infeccdo leve (até 1000 OPG), 15
% infeccdo moderada (de 1000 a 2000 OPG) e 16% infeccdo macica ou grave (acima de 2000
OPG). Considerando as diferencas entre regides do estado, as fazendas da regido Noroeste e
dos Lagos apresentaram OPG superior as fazendas das demais regides (tabela 1), com médias
de OPG de 1656 e 851 respectivamente.
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Tabela 2. Contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de rebanhos de ovinos criados no
estado do rio de Janeiro. Letras diferentes sobrescritas indicam valores que diferiram
estatisticamente (p < 0,05).

INTERVALO DE CONFIANCA®

REGIOES MEDIA' ERRO’
Inferior Superior

Centro-Sul 815 92 652 1018°
Médio-Paraiba 551 109 373 813°
Baixada 783 143 547 11212
Lagos 851 157 592 1223°
Norte 532 90 382 742°
Noroeste 1676 289 1195 2351°
Serrana 578 128 374 894°
MEDIA 827 - 373 1223

'Média ajustada;
2Erro padrio para as médias ajustadas;
3Para as médias ajustadas.

Considerando o efeito das covariaveis no OPG, o FAMACHA esta positivamente
relacionado, vide o valor positivo para a estimativa do coeficiente de regressao (§1 =
0.442; P < 0.001). Sendo assim, um maior grau de anemia ocorreu nos animais com maior
carga parasitaria. A média geral dos indices de Famacha pode ser vista na figura 4, onde se
observa que 14% do rebanho (22 fazendas) apresentou anemia (Famacha 3 ou 4). A
covariavel peso foi negativamente associada ao OPG, pois 8, = —0.016(P = 0.001), sendo
gue animais mais pesados apresentaram, de forma geral e individualmente, menor carga
parasitaria. A figura 3 mostra a variacdo de peso entre fazendas, a média geral do peso de
todos os ovinos avaliados foi de 46 kg. A covaridvel ECC ndo se relacionou com o OPG; na
figura 4 ha a média geral dos indices de ECC, notando-se que 46% dos animais apresentaram

condig&o corporal baixa (menor do que 3).
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Figura 3. Peso médio de rebanhos ovinos analisados no estado do Rio de Janeiro com
intervalo de confianca de 95%.
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Figura 4. Média geral dos graus de Famacha, Escore de condi¢do Corporal (ECC) e
classificacdo do grau de infeccdo pela contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de
rebanhos de ovinos analisados no estado do Rio de janeiro. Os percentuais assinalados
representam os animais com anemia (Famacha 3 ou 4), baixo ECC (1,5; 2 e 2,5) ou com OPG
positivo (acima de zero).

A média geral e por regido do estado da proporcdo de géneros de nematoides
gastrointestinais nos ovinos do Rio d Janeiro pode ser visualizada na figura 5. O percentual
médio de géneros encontrados nas 22 fazendas foi de 75% Haemonchus spp., 20%

Trichostrongylus spp., 3% Cooperia spp. e 2% de Oesophagostomum spp. O género
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Strongyloides spp. foi visto em 35% das propriedades, porém ndo foi quantificado na
coprocultura. Haemonchus spp. predominou em 21 fazendas, diferindo apenas na fazenda 6
(em Angra dos Reis). Neste caso, Trichostrongylus spp. correspondeu a 76% das larvas
analisadas enquanto que Haemonchus spp. ficou em 24% destas. Trichostrongylus spp.
apareceu em todas as fazendas sendo que foi o segundo género predominante em 20 delas.
Cooperia spp. apareceu em 8 fazendas com indices variando de 1 a 21%. Oesophagostomum

spp. apareceu em 13 fazendas com indices variando de 1% a 16%.
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Figura 5. Géneros de nematoides gastrointestinais em fazendas de criacdo de ovinos do estado do Rio de Janeiro.
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Discuss&o:

Infeccdo por nematoides gastrointestinais ocorreu em 74% do rebanho ovino analisado
do Rio de Janeiro. Algum grau de infeccéo parasitaria € comum em ovinos e os observados no
estado do Rio de Janeiro sdo similiares ao encontrado por Vieira et al. (2014) no Sertdo
Paraibano (75,9%), por Ahid et al., 2008 no Rio Grande do Norte (75,2%) e por Asmare et al.
(2016) na Etidpia (75,8%). Esses valores sdo superiores ao encontrado no Paquistdo por
Razzaq et al., 2014 (23,92%) e menores do que a prevaléncia encontrada por Martinez-
Valadares et al. (2013) na Espanha (100%). Entretanto, o grau de infeccdo parasitaria dos
animais espanhois ficou em apenas 2,3% do rebanho acima de 1000 OPG, com média de
OPG de 237, muito menor do que o observado neste trabalho onde 22 % do rebanho teve
infeccdo moderada a grave (acima de 1000 OPG) com valor médio de 827, demonstrando
maior severidade na infeccdo.

O percentual de animais com infecgdo grave (12%) acompanhou o percentual de
animais com anemia (14%) e esse fato ocorreu porque o Famacha correlacionou-se
positivamente 0 OPG. O método Famacha foi desenvolvido para detectar infeccdo por H.
contotus (van Wyk e Bath 2002), género predominante (75%) neste trabalho. Molento et al.
(2004) verificaram correlacdo do Famacha com o OPG e hematocrito de ovinos com infecg¢do
contendo 60% de Haemonchus spp. Diminuicdo no uso de anti-helminticos foi verificada por
Maia et al. (2015) em ovinos e Vilela et al (2012) em caprinos ao implantarem o método
Famacha como auxiliar no diagndstico e critério de tratamento. Além disso, Pereira et al.
(2016) verificaram que o Famacha também é uma ferramenta para a avaliacdo de animais
sensiveis, resilientes e resistentes as parasitoses, facilitando a sele¢do genética. Sendo assim, o
método Famacha pode ser auxiliar no controle de parasitoses gastrointestinais do rebanho
ovino do Rio de Janeiro ja que mostrou correlacdo com o OPG e o género Haemonchus spp.
foi predominante na quase totalidade das fazendas analisadas, sendo necessaria a relizacdo de
coprocultura anteriormente a sua utilizagao.

Haemonchus contortus é o nematoide prevalente em regides tropicais e subtropicais
com clima quente e imido (Khan et al., 2003), como é o caso do Brasil. Predominancia de
Haemonchus seguida de Trichostrongylus foi vista em diferentes regides do Brasil: S&o Paulo
(Amarante et al., 2004); Parana (Soccol e Sotomaior, 1996) e Paraiba: Vieira et al. (2014). No
RJ, uma Unica fazenda (6) situada em Angra dos Reis apresentou predominancia de

Trichostrongylus a Haemonchus, nesta proriedade provavelmente devido ao uso de anti-
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helmintitcos especificos para Haemonchus e ao isolamento da fazenda com relagéo as outras,
0 que impende o transito de animais e de parasitos. Em S&o Paulo, também situada na regido
Sudeste, Verissimo et al. (2012) encontraram proporcdes semelhantes de nematoides as
encontradas no presente trabalho (75,8% de Haemonchus spp., 19,1% de Trichostrongylus
spp.; 2,5% de Cooperia spp., e 1,4% de Strongyloides spp.). Na regido Sul, Echevarria et al.
(1996) encontraram no Rio Grande do Sul Ostertagia spp. (Teladorsagia spp.), género
prevalente em regides temperadas e ndo encontrado em nenhuma fazenda do Rio de Janeiro.
Apesar de as fezes terem sido coletadas em épocas diferentes do ano, a proporcéo de géneros
parasitarios ndo oscilou muito, mas esse fator deve ser considerado uma vez que é importante
na epidemiologia parasitaria (Bowman, 2003). Além disso, o conhecimento da populagdo
parasitaria pode nortear a escolha de anti-helminticos a serem testados e do método de
diagnostico para cada fazenda.

Cada vez mais, tem se discutido o efeito da nutricdo e da condigdo nutricional dos
animais na infeccdo parasitaria em ovinos (Coop and Sykes 2002; Greer et al. 2009; Hoste ,
2016). O OPG correlacionou-se negativamente com peso, mas nao se correlacionou com o
ECC. Sabe-se que a condicdo corporal, assim como o status nutricional dos animais tem efeito
na infeccdo parasitaria (Gaba et al. 2010; Idika et al. 2012; Cornelius 2014). No presente
estudo a falta de correlacdo do ECC com o OPG pode ser em decorréncia da grande
quantidade (46%) de ovinos com ECC abaixo do indicado para a categoria. Logo, falhas
nutricionais podem ocasionar queda no ECC sem necessariamente ocasionar queda no OPG,
no caso deste trabalho que analisou animais em diferentes situacdes produtivas. Mesmo
assim, os animais mais pesados foram os que tiveram menor OPG. Apesar de 0 peso
apresentar grandes variagcdes entre racas e categorias, neste trabalho 86% do rebanho era
composto pela raca Santa Inés e por ovelhas adultas o que reduziu esta varia¢do. Sendo assim,
animais mais pesados apresentaram menor OPG provavelmente porgque estavam em melhor
estado nutricional.

Né&o foi verificado efeito de raca no OPG, e isso ocorreu pela alta proporcao (86%) de
animais Santa Inés as demais racas criadas no estado e pelas diferengas nos sistemas de
producdo. A raca nativa brasileira Santa Inés tem sido considerada resistente comparada as
racas exoticas (Corriedale, Suffolk, lle de France, Lacaune, Texel e Bergamasa) devido ao
longo processo de selecdo natural e contato com a populacdo parasitaria local (Amarante,
2014). Silva e Fonseca (2011) ao compararem quatro racas de ovinos (Santa Inés, Lacaune,
Bergamécia e mestigos) no Sul do Rio de Janeiro verificaram que apenas 0s animais da raca

Lacaune apresentaram maior OPG em relacdo aos demais. Neste estudo, os animais da raca
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Lacaune, com aptiddo leiteira, eram mantidos preferencialmente em sistemas com o uso de
confinamento, o que pode ndo ter diferenciado o0 OPG destes em relacdo as demais ragas.

O sistema de producdo de ovino mais usado no estado € o semi-intensivo com
predominancia de pastejo. Apenas uma fazenda, a que cria para a finalidade de extracdo de
sangue (fazenda 22), confina 100% os animais justamente pela necessidade de maior controle
do hematocrito e menor uso de anti-helminticos. Mesmo assim, esta fazenda apresentou
algum grau de infeccdo parasitaria nos animais, porém baixo (OPG médio de 300),
provavelmente devido a manutencdo de animais ja infectados no ambiente. Os maiores OPGs
ocorreram em duas fazendas que utilizavam sistemas em pastagem, com predominancia de
uso de pasto (fazendal7) ou confinamento (fazenda 12). Estas duas propriedades elevaram as
média do OPG da regido em que se localizam, tornando maiores os OPGs nas Regides
Noroeste e dos Lagos respectivamente.

Sabe-se que o0 ambiente de pastagem favorece maior infec¢do parasitaria comparado ao
confinamento, devido ao ciclo parasitario necessitar de condi¢cdes de temperatura e umidade
para 0 desenvolvimento dos estadios parasitarios que tém periodo pré-patente médio de trés
semanas (Bowman et al., 2003). Este fato pode ter influenciado na taxa de animais infectados
ja que em 21 fazendas havia o uso de pastagens. O OPG ndo correlacionou-se com o sistema
de producdo porque outras praticas de manejo podem influenciar a taxa de infeccdo como a
taxa de lotacdo, 0 usos de anti-helminticos, clima e tipo de pastagem (Hansen e Perry, 1994).

Concluséo:

O rebanho ovino do Rio de Janeiro analisado foi composto principalmente por animais
da raca Santa Inés criados em sistemas de producdo semi-intensivo e com o uso predominante
de pastagem. As nematodioses acometem a maior parte do rebanho que apresenta alta
proporcdo de animais em infeccdo moderada a macica. A carga parasitaria do rebanho foi
favorecida pela alta prevaléncia de Haemonchus spp., baixa condi¢do nutricional dos animais

e 0 uso de pastagens nos sistemas de producao.
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4) ARTIGO 3:

RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA M'L'JLTIPLA EM OVINOS DETECTADA POR
MEIO DE ABORDAGEM FENOTIPICA E GENOTIPICA INTEGRADA.

Resumo.

As nematodioses gastrointestinais sdo o principal problema sanitario na ovinocultura e o seu
controle é dificultado pela crescente perda de eficacia dos anti-helminticos. Neste estudo,
identificamos o0 manejo e a eficicia dos principais anti-helminticos utilizados no rebanho
ovino do estado do Rio de Janeiro (albendazol, levamisol, ivermectina, moxidectina e
closantel) contra os géneros de nematoides prevalentes. A eficacia anti-helmintica foi
calculada pelo teste fenotipico de reducdo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF) em 22
propriedades. O manejo anti-helmintico foi avaliado por meio de uma entrevista. As sete
fazendas que apresentaram populacfes de Haemonchus spp. com maior resisténcia ao
albendazol foram selecionadas para averiguacdo da presenca do polimorfismo F200Y no
gene codificador para B-tubulina 1. Foram genotipadas 30 larvas de terceiro estadio para cada
rebanho. Em 100% das propriedades sdo usados anti-helminticos, sendo que em 91% dos
casos todos o0s animais sdo tratados de uma sO vez, apenas 2% fazem exames de OPG e
apenas 7% usam o método Famacha. 64% dos produtores possui algum tipo de assisténcia
veterinaria. Entretanto, apenas 10% escolhe o anti-helmintico de acordo com a indicagdo do
veterinario. Os anti-helminticos mais utilizados foram Levamisol e Closantel, seguidos por
Moxidectina, Albendazol e Ivermectina. Em nenhuma fazenda o ultimo anti-helmintico
utilizado foi eficaz. A eficacia variou entre 0s géneros de nematoides, sendo Haemonchus
spp. 0 mais resistente aos farmacos estudados; principalmente a ivermectina e albendazol.
Trichostrongylus foi mais resistente a levamisol e closantel. Esta Gltima droga apresentou
resisténcia para todos os géneros incluindo Cooperia spp. e Oesophagostomum spp.. No teste
genotipico, confirmando a resisténcia de Haemonchus spp. ao albendazol, a frequéncia média
polimorfismos (F200Y) de alelos de resisténcia (R) foi de 57% e SS (sensibilidade) de 43%,
apresentando 41,4% em média de gendétipos RR. O uso de testes fenotipicos e genotipicos
detectou uma elevada proporcdo de resisténcia anti-helmintica multipla ocasionada por
manejo inadequada nos rebanhos de ovinos no estado do Rio de Janeiro.

Palavras chaves: beta-tubulina, F200Y, manejo, resisténcia anti-helmintica, TRCOF.

Abstract:

Gastrointestinal nematodiasis is the main health problem in the sheep industry. It is a limiting
factor for the Brazilian industry where the increasing loss of anthelmintic efficacy has led to
failures in antiparasitic management. We surveyed management and effectiveness of the most
used anthelmintics in sheep flocks in 22 farms in the state of Rio de Janeiro, Brazil. The five
anthelmintics most used by sheep farmers were albendazole, levamisole, ivermectin,
moxidectin and closantel and their efficacy were first evaluated using the fecal egg count
reduction test.The 7 farms with populations of Haemonchus spp. with greater resistance to
albendazole were further examined by investigating the F200Y polymorphism in the B-tubulin
1 gene (a resistance marker). Thirty infective larvae for each flock were genotyped.All
properties used anthelmintics, 86% treated all animals at least once a year, and only 5% and
9% used EPG and the FAMACHA® system, respectively. Levamisole and closantel were the
most commonly used anthelmintics, followed by moxidectin, albendazole and ivermectin.
Nematodes were resistant to all of these anthelmintics on 64% of the farms. The last
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anthelmintic used was not effective in any of the farms. Only levamisole, moxidectin and
closantel were effective on 23, 9 and 9% of the properties, respectively. Haemonchus spp.
was the most resistant helminth to the anthelmintics surveyed, mainly to ivermectin and
albendazole. Trichostrongylus spp. were more resistant to levamisole and closantel. All
nematode genera, including Cooperia spp. and Oesophagostomum spp., were resistant to
closantel. We confirm the resistance of Haemonchus spp. to albendazole in the selected farms.
Mean frequency of the BZ resistance-conferring allele (R) and frequency of the BZ
sensitivity-conferring allele (S) was 57% and 43%, respectively. Mean resistant homozygous
genotype (RR) was 41.4%. The use of phenotypic and genotypic tests detected high
proportion of anthelmintic resistance to multiple anthelmintics caused by inadequate
management in sheep flocks in the state of Rio de Janeiro, Brazil.

Keywords: Anthelmintic resistance, sheep, gastrointestinal nematodes, small ruminants, B-
tubulin gene, FECRT.

Introducéo:

As nematodioses gastrointestinais sdo o principal problema sanitario e limitante
econdmico na producdo mundial de ovinos, havendo dependéncia do uso de anti-helminticos
para o seu controle (Stear et al., 2011; Gasser et al., 2016). O uso exclusivamente de
antiparasitarios torna-se altamente vulneravel devido ao aparecimento crescente de resisténcia
em diversos paises com grande ameaca a producdo ovina (Kaplan, 2004). No continente
Americano, o Brasil é o pais com maior numero de publicacdes relatando resisténcia a
maltiplos faramacos em diversos rebanhos distribuidos no territorio nacional (Torres-Acosta
et al., 2012). A crescente preocupacdo com resisténcia anti-helmintica tem levado a uma
necessidade de métodos adequados e padronizados para sua deteccdo (Demeler et al., 2010).

O diagnostico de resisténcia anti-helmintica realizado pelo teste da reducdo de
contagem de ovos nas fezes (TRCOF) ainda é o mais utilizado e acessivel (Coles et al., 2002;
2006; Taylor et al., 2002.). Porém, apresenta alguns limitantes referentes ao numero de
animais, formula do calculo, baixa sensibilidade, nivel de resisténcia anti-helmintica e demora
na obtencao dos resultados pela necessidade de coproculturas (Fortes e Molento, 2013; Falzon
et al., 2014; McKenna et al., 2014). Inameros avangcos moleculares vém sendo alcancados
para tentar reduzir as limitacGes dos diagndsticos fenotipicos para diversos farmacos, no
entanto o Unico teste padronizado atualmente € o de resisténcia aos benzimidazdis (Coles et
al., 2006; Whittaker et al., 2016).

Sabe-se que mutagdes no isotipo I do gene da B-tubulina (F167Y, E198A e F200Y) séo
relatadas em nematoides tricostrongilideos resistentes aos benzimidazois, sendo o F200Y o
mais comumente determinante genético (Silvestre e Cabaret, de 2002; Ghisi et al, 2007,

citado por Skuce, 2010). Apesar da identificagdo de isotipos F200Y ja ter sido bastante


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Whittaker%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27302747
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discutida (Silvestre e Humbert, 2000; Coles et al., 2006; Santos et al.,2014; Brasil et al., 2012;
Nunes et al., 2013), ainda busca-se maior aplicabilidade de testes moleculares no campo
(Nagy et al., 2016). Niciura et al. (2012) ressaltam a importancia do acompanhamento do
manejo parasitario na fazenda conjuntamente com os diagnosticos genotipicos. Dessa forma,
os testes fenotipicos de resisténcia anti-helmintica e o conhecimento do manejo antiparasitario
no campo colaboram com andlises moleculares, tornando o diagnostico mais preciso e
norteando estratégias de controle.

O controle de parasitoses em pequenos ruminantes tem sido cada vez mais desafiador,
sendo discutidas estratégias para minimizar os efeitos e o aparecimento de resisténcia anti-
helmintica (Charlier et al., 2014; Leathwick e Besier, 2014; Moore et al., 2016). Para retardar
a perda de eficécia dos faramacos e elaborar guias adequados de tratamento antiparasitario é
necessaria a identificacdo de praticas de manejo que estejam relacionadas ao aparecimento de
resisténcia anti-helmintica (Falzon et al., 2014) e que estas sejam repassadas aos profissionais
ligados a atividade no campo (Molento, 2009). Falhas no manejo e ineficacia de varios anti-
helminticos foram diagnosticadas em muitas regides do Brasil (Salgado e Santos et al., 2016).
Na regido Norte e Noroeste do Rio de Janeiro Cruz et al. (2010) averiguaram alto indice de
resisténcia anti-helmintica em ovinos, apontando a necessidade de um trabalho mais amplo
em todo o estado. Sendo assim, este trabalho buscou uma avaliacdo abrangente da resisténcia
anti-helmintica em nematoides gastrointestinais do rebanho ovino do Rio de Janeiro,
utilizando métodos diagndsticos genotipicos (deteccdo de polimorfismo F200Y no gene
codificador para B-tubulinal) e fenotipico (TROF) ja padronizados e correlacionando seus

resultados com as préaticas de manejo do rebanho.

Material e Métodos:

Local e data:

A coleta de dados foi realizada entre outubro de 2011 a julho de 2014 no estado do Rio
de Janeiro, Regido Sudeste do Brasil. Foram avaliadas 22 fazendas distribuidas em todas as
regides do estado (Figura 1) com no minimo de 60 ovinos aptos a participarem do teste de
eficacia anti-helmintica e da entrevista sobre manejo anti-helmintico. Em cada fazenda foram
escolhidas ovelhas adultas em bom estado de saude e da raca predominantemente Santa Inés e
mestigos.

Os exames corpoparasitoldgicos foram realizados no laboratorio de biologia Celular e

Tecidual do Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual Norte
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Fluminense- Darcy Ribeiro (UENF). As analises genotipicas foram realizadas em maio de
2016 no Laboratorio de Genética Animal da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG.

Levantamento do manejo parasitario:

O manejo anti-helmintico foi averiguado por meio de uma entrevista realizada aos 22
ovinocultores. As perguntas englobaram: tratamento dos animais, frequéncia de uso de anti-
helminticos, tratamento de todos os animais conjuntamente, rotacdo de anti-helminticos,
critéerio de uso de anti-helminticos, doses de acordo com o peso, dose de acordo com
indicacdo do rotulo, assisténcia veterindria, critério de escolha do anti-helmintico, ultimo anti-
helmintico usado e manejo de “drench and move” (tratar os animais e coloca-los em um
piquete limpo).

Teste da Reducéo da Contagem de Ovos nas Fezes (TRCOF):

A eficécia de cinco drogas foi avaliada utilizando a reducdo da contagem de ovos nas
fezes (FECRT) segundo Coles et al. (2006). Os animais foram distribuidos por conveniéncia
em grupos de 10-15 animais por anti-helmintico e apds pesagem foram tratados por via
subcutanea e com a dose indicada pelo fabricante: ivermectina (0,2 mg/kg) moxidectina (0,2
mg/kg) albendazole (3,4 mg/kg), levamisole (7,5 mg/kg) e Closantel (10 mg/kg). Estas drogas
foram estabelecidas apds pesquisa prévia sobre os anti-helminticos mais utilizados no rebanho
ovino do estado. As coletas de fezes foram realizadas no dia zero e 14 dias apds administracao
do anti-helmintico. Estas foram coletadas diretamente da ampola retal dos animais,
acondicionadas em sacos plasticos e transportadas em caixas isotérmicas até o laboratorio e
mantidas a temperatura de refrigeracéo (8 °C) até o exame das mesmas. Foi realizada a
contagem de ovos por grama de fezes (OPG) por animal, segundo a técnica de Gordon e
Whitlock (1939), sendo contabilizados ovos de parasitos da ordem Strongylida. Foram
realizadas coproculturas para determinacdo dos géneros predominantes e resistentes aos
tratamentos anti-helminticos conforme Bonadiman et al. (2006). A identificacdo morfoldgica
dos géneros larvais foi feito de acordo com Van Wyk et al. (2013).

O célculo de eficacia geral e por género de nematoide foi realizado pelo programa
RESO 2.0 (Wursthorn and Martin, 1990) considerando a diferenga entre 0 OPG no dia zero e
apos 14 dias do tratamento: eficacia (%) = (OPG antes do tratamento — OPG depois do
tratamento/ OPG antes do tratamento) x 100. Foram considerados no calculo os animais com
OPG no dia zero superior a 200 e eficaz o anti-helmintico que reduzisse 95% do OPG (Coles
et al., 2006). Os dados de eficacia das 22 fazendas foram representados de forma descritiva e

por meio de gréficos de box plot. O fluxograma das avaliacdes é demonstrado na figura 2.
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Frequéncia de polimorfismo F200Y no gene da p-tubulina:

Foram selecionadas as fazendas com menor indice de eficacia do Albendazol a
Haemonchus spp. em cada uma das 7 regides do estado (figura 1). Para cada fazenda, 30
larvas de terceiro estadio de Haemonchus spp. foram pescadas no poll de larvas obtidas pela
coprocultura do rebanho (antes de aplicar o albendazol) e alocadas individualmente em
eppendorfs. O DNA gen6mico foi extraido usando uma adaptacéo do protocolo descrito para
larvas em Silvestre e Humbert (2000). A genotipagem do polimorfismo TTC / TAC na
posicdo 200 de um isotipo do gene B-tubulina (F200Y) foi realizada nas larvas por meio de
uma reacdo especifica de AS-PCR para Haemonchus spp., como descrito por Niciura et ai.
(2012). Foram instituidos controles de plasmideos contendo alelos B-tubulinl clonados que
carregam tanto o codon TTC200 (S alelo) ou o cédon TAC200 (alelo R). Teste do Qui-
quadrado foi realizado para comparar a homogeneidade das frequéncias alélicas utilizando o

programa R.

e,

e~
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"
Capricorn tropic 1

Figura 1. A) Localizacdo do estado do Rio de Janeiro no Brasil. B) Localizagdo das 22
fazendas de ovinos avaliadas pelo TRCOF e questionarios. As fazendas circundadas foram as
selecionadas para teste de polimorfismo do gene F200Y da B-tubulina (7, 12, 15, 17, 18, 19 e
20).

Municipios das 22 fazendas: (1) Paraiba do Sul, (2) Sapucaia, (3 e 5) Vassouras, (4) Areal, (6)
Angra dos Reis, (7) Resende, (8) Rio Claro, (9) Magé, (10) Sdo Pedro da Aldeia, (11)
Araruama, (12) Maricd, (13) S&o Francisco de Itabapuana, (14) Sdo Jodo da Barra, (15) Rio
de Janeiro, (16) Cardoso Moreira, (17) Sdo José de Uba, (18) Campos dos Goytacazes, (19)
Paty de Alferes, (20) Teresopolis e (21 e 22) Cachoeiras de Macacu.
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Figura 2. Fluxograma da coleta de amostras, testes laboratoriais para analise do manejo anti-
helmintico, célculo de eficiéncia anti-helmintica (TRCOF) e frequéncia de polimorfismo
F200Y na B-tubulina em nematoides gastrointestinais de ovinos do Rio de Janeiro.

Resultados:

Manejo antiparasitario:

Todos os produtores entrevistados utilizavam algum anti-helmintico no rebanho ovino
com critério de uso desses farmacos determinados peloo método FAMACHA em 7% dos
casos e OPG em 2%. Em 91% das fazendas ndo havia critério para a administracdo da droga e
0s produtores tratavam todos os animais de uma s vez. A frequéncia de tratamento no
rebanho foi mensal em 36% dos casos, bimestral em 46%, trimestral em 5% e sem critérios
em 13% das fazendas. Nenhum produtor faz melhoramento genético ou manejo de pastagens
com base em indices parasitarios (Tabela 1).

A maioria dos produtores possui algum tipo de assisténcia veterinaria, entretanto; a
indicacdo de qual droga usar era feita em 10% dos casos por veterinarios, em 40% por outros
produtores e em 50% pela loja agropecuéria. Em apenas 2% das fazendas o animal era pesado
para o célculo da dose, no restante era feita uma dose padréo para o lote sem pesagem prévia
(Tabela 1).

O dltimo anti-helmintico utilizado pelos produtores na data da entrevista foi: 27%
Levamisol, 27% Closantel, 23% Moxidectin, 14% Albendazol e 9% Ivermectin. 91% dos
produtores faz rotacdo frequente de principios ativos e 80% utilizam ivermectina como

ectoparasiticida (Table 1). 90% dos entrevistados tém ovinocultura como atividade pecuaria
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principal da fazenda; entretanto, em todos os casos 0 produtor ndo vive da atividade e tem
uma renda fixa de outro emprego (geralmente na cidade).

Tabela 1. Manejo antiparasitario determinado pelos produtores de ovinos de 22 propriedades
no estado do Rio de Janeiro.

ENTREVISTA OCORRENCIA (%)
Tratamento anti-helmintico no rebanho 100
Mensal 36
Bimestral 46
Trimestral 5
Sem critério 13
Rotacdo de Anti-helminticos 91
Tratamento de todos 0s animais conjuntamente 91

Critério de tratamento

OPG 2
Famacha 7
Nenhum 91
Dose de acordo com peso e indicagdo da bula 2
Assisténcia Veterinaria 64
Escolha do Anti-Helmintico
Indicacdo doVeterinario 10
Indicagéo de outro produtor 40
Indicacdo da loja agropecuéria 50
Ultimo Anti-helmintico utilizado
Closantel 27
Levamisol 27
Moxidectina 23
Albendazol 14
Ivermectina 9
Uso de Ivermectina como ectoparasiticida 80

Manejo “Drench and move” 60




81

Eficacia Geral:

Em 64% das fazendas ndo houve droga eficaz ao passo que em 32% e 4% destas houve
eficacia de um e dois farmacos respectivamente. lvermectina e Albendazol foram ineficazes
em todas as fazendas avaliadas, Closantel e Moxidectina foram eficazes, individualmente, em
9% das fazendas e Levamisol em 23% das fazendas. Em nenhuma fazenda avaliada o ultimo

anti-helmintico utilizado foi o eficaz nesse estudo (tabela 2).
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Tabela 2. Eficacia anti-helmintica avaliada pelo teste da reducdo de contagem de ovos nas

fezes (TRCOF) em 22 fazendas de ovinos do Rio de Janeiro.

EFICACIA (%)

ANTI-HELMINTICO

FAZENDA Ultimo Eficaz
Al C? I3 L? M?° utilizado (TRCOF)

1 80 54 0 95 68 C L
2 73 72 0 97 0 C L
3 80 95 0 49 67 L C
4 88 30 0 77 0 C Nenhum
5 2 38 0 51 64 L Nenhum
6 34 63 12 91 48 M Nenhum
7 5 48 58 48 32 C Nenhum
8 85 78 0 95 60 C L
9 79 42 74 93 88 C Nenhum
10 27 0 62 95 0 A L
11 38 77 0 62 88 L Nenhum
12 48 59 0 73 0 M Nenhum
13 54 73 68 92 96 A M
14 9 65 0 57 35 M Nenhum
15 0 68 43 96 96 | MelL
16 47 40 8 0 0 A Nenhum
17 0 58 0 0 21 L Nenhum
18 0 43 39 0 0 M Nenhum
19 38 62 10 53 85 L Nenhum
20 0 61 0 50 90 | Nenhum
21 17 95 57 68 90 M C
22 22 65 0 89 0 L Nenhum

'Albendazol;

“Closantel;

*lvermectina;

*Levamisol;

*Moxidectina.
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Eficacia por género de nematoide:

O percentual médio de géneros encontrados na primeira coprocultura nas 22 fazendas
foi de 75% Haemonchus spp., 20% Trichostrongylus spp., 3% Cooperia spp. e 2% de
Oesophagostomum spp.. O género Strongyloides foi visto em 35% das propriedades, porém
ndo foi quantificado na coprocultura.

O percentual de fazendas com eficacia anti-helmintica das cinco drogas para cada
género de nematoide pode ser visualizado na figura 3. O percentual de fazendas com eficécia
para Haemonchus spp., Trichostrongylus sp, Cooperia spp. e Oesophagostomum spp. ,
respectivamente, foi: Albendazol (5%, 15%, 60% e 83%), Closantel (9%, 0%, 20% e 27%),
Ivermectina (0%, 23%, 80% e 75%), Levamisol (27%, 18%, 63% e 75%) e Moxidectina (9%,
45%, 100% e 100%). A distribuicdo geral dos dados de eficacia (de 0 a 100%) das 22
fazendas para cada género, assim como as médias e medianas, esta apresentada na figura 4 (a,
b, ced).

Moxidectina

|

Levamisol
B Oesophagostomum sp.

m Cooperia sp.
Ivermectma m Trichostrongylus sp.
Haemonchus sp.

Closantel

Albendazol

il

0 10 20 30 40 550 60 70 8O S0 100

%2 Fazendas

Figura. 3. Percentual de fazendas com eficacia anti-helmintica por género de nematoide.
Barras que ndo aparecem indicam 0% de eficacia.
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Figura 4. Distribuicdo da eficicia avaliada pelo teste da reducdo de contagem de ovos nas
fezes (TRCOF) de 5 anti-helminticos contra: (a) Haemonchus spp., (b) Trichostrongylus spp.,
(c) Cooperia spp. e (d) Oesophagostomum spp. As linhas horizontais representam as
medianas, 0s pontos vermelhos representam as médias aritméticas e 0s pontos pretos
representam os “outliers”.

Teste genotipico: polimorfismo F200Y no gene I da f-Tubulina:

Segundo o questionario, as sete fazendas selecionadas como mais resistentes ao
albendazol tratavam todos os animais conjuntamente em intervalos fixos e sem critérios. Na
tabela 1, observa-se que os ultimos anti-helminticos utilizados nestas fazendas foram
levamisol, moxidectina e ivermectina. Porém, com a préatica de alternancia de principios é
provavel que tenha havido a utilizagdo de algum tipo de benzimidazol nos Gltimos anos.

A tabela 3 mostra as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo F200Y do gene
B-tubulina 1 nas sete fazendas selecionadas com maior resisténcia fenotipica de Haemonchus

spp. ao albendazol. Ndo houve heterogeneidade (P<0,05) nas frequéncias génicas entre as



85

fazendas estudadas. As frequéncias do alelo R variaram de 48% a 72% (média de 57%), e do
genotipo resistente (RR ou RS) de 30% a 60%. A frequéncia do alelo S variou de 28% a 52%
e do gendtipo sensivel (SS) de 30% a 43,3%. A média dos gendtipos resistentes (RR + RS) foi
igual a 73, 3% e dos sensiveis igual a 26,7%. Os testes de eficacia fenotipica (TRCOF) geral
ou especifico para Haemonchus spp. apresentaram indices de em média 13% e 7,9%

respectivamente.
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Tabela 3. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo F200Y do gene B-tubulina 1 em L3 de Haemonchus observada pelo Teste do Qui-
quadrado (p: 0,6 X% 11); Teste da Reducdo de Contagem de Ovos nas Fezes (TRCOF) de albendazol calculado sobre a proporgéo especifica de
Haemonchus spp. ou sobre todos os nematoides (geral) e, populacdo parasitaria de nematoides em sete fazendas de ovinos do estado do Rio de
Janeiro.

FAZENDAS FREQUENCIAS (%) TRCOF (%) POPULACAO PARASITARIA (Géneros %)
R? s? RR® RSS ss* Haemonchus  Geral Haemonchus  Trichostrongylus ~ Cooperia  Oesophagostomum
7 43(0,72) 17(0,28) 18(60) 7(233) 5 (16,7) 0 5 77 23 0 0
12 37(0,62) 23(0,38) 14(46,7) 9(30) 7(23,3) 17 48 56 18 10 16
15 29(0,48) 31(0,52) 10(33,3) 9(30) 11(36,7) 0 0 87 4
17 33(0,55) 27(0,45) 10(33,3) 13(43,3) 7(23,3) 0 0 91
18 37(0,62) 23(0,38) 14(46,6) 9(30)  7(234) 0 0 80 19
19 33(0,55) 27(0,45) 11(37) 11(37) 8 (27) 38 38 80 14
20 29 (048) 31(052) 10(33,3) 9(30) 11(36,7) 0 0 71 5 21 3
MEDIA 57 43 414 31,9 26,7 7,9 13 774 13,1 4.4 5,0

! Alelo que confere resisténcia aos benzimidazoéis (F200Y);
2 Alelos que confere sensibilidade aos benzimidazéis;

¥ Gen6tipos resistentes aos benzimidazéis;

* Genotipo sensivel aos benzimidazéis;
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Discusséo:

Este estudo demonstrou falhas no manejo anti-helmintico do rebanho ovino do Rio de
Janeiro, 0 mesmo observado por Cruz et al. (2010) avaliando fazendas no Norte e Noroeste do
estado e por varios autores no Brasil (Echevarria et al., 1996; Cezar et al., 2010; Verissimo et
al.,, 2012; Niciura et al., 2012; Brasil et al., 2012; Nunes et al.,, 2013). A maioria das
propriedades ndo possui critério clinico de tratamento, fazendo-o seguindo um calendario
(mensal, bimestral, trimestral). Ou ainda aproveitando a ocasido de reunir o rebanho para
vacinacdo, casqueamento ou manejo reprodutivo e tratando todos os animais de uma soO vez.
Esse tipo de manejo tem sido descrito como um dos agravantes para 0 surgimento da
resisténcia anti-helmintica por diminuir a populacdo em refugia, ou seja, de parasitos que
ainda ndo entraram em contato com o farmaco (Kenyon et al., 2009; Molento et al., 2011;
Rinaldi et al., 2014; Leathwick and Besier, 2014).

Aliado ao tratamento de todo o rebanho, nesse estudo foi verificado que em 36% dos
casos a populacdo parasitaria era exposta mensalmente aos anti-helminticos. A frequéncia de
tratamento tem sido relatada como um agravante do aparecimento de resisténcia anti-
helmintica; entretanto, esse fator € particularmente importante em paises de clima tropical
onde ha condicgdes propicias para o desenvolvimento de estadios larvais (Leathwick and
Besier 2014). De acordo com Bentousin et al. (2012), um tratamento eficaz contra nematoides
gastrointestinais depende da correta identificagdo dos animais que precisam de anti-
helmintico. Porém, apesar de haver real necessidade da realizacdo de exames clinicos e
laboratoriais para se tracar estratégias de controle parasitario, esse fato ainda ndo é uma
realidade na América Latina (Molento et al., 2011; Torres-Acosta et al., 2012). A realizacdo
de exames fecais, por exemplo, é limitada pelo custo operacional, necessidade de aparelhos
laboratoriais e méo de obra (Molento et al., 2009).

O uso do OPG como forma de indicacdo ao tratamento nem sempre esta correlacionado
com a carga real parasitaria do animal (Charlier et al., 2014). Entretanto, pode ser utilizado
como acompanhamento da oscilacdo parasitaria no rebanho, juntamente com outros
pardmetros clinicos, principalmente quando interpretado com a identificacdo das espécies
parasitarias. Apesar dos limitantes, a contagem de OPG é a pratica mais convencional e
padronizada de calculo de eficacia em campo, fato primordial para a escolha da droga anti-
helmintica (Coles et al., 2006).
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O método Famacha que avalia a coloracdo da mucosa ocular como critério de
tratamento para nematoides hemat6fagos (Van Wyk and Bath, 2002) foi utilizado em apenas
7% das fazendas. Esse método tem demonstrado bons resultados como tratamento clinico
seletivo no Brasil, onde Haemonchus € prevalente (Molento et al., 2004; Rosalinski-Moraes et
al., 2012; Sotomaior et al., 2012; Vilela et al., 2012; Maia et al., 2014 ) e no Mundo (Burke et
al., 2007; Di Loria et al., 2009; Scheuerle et al., 2010; Besier, 2012; Kaplan e Vidyashankar,
2012; Whitley et al., 2014). O método € bem aceito pelos produtores, uma vez que € de facil
aplicacdo no campo (Van Wyk et al., 2006). Entretanto, sua utilizacdo s6 deve ser feita
juntamente com outros exames clinicos e apds treinamento (Molento et al., 2009). Abebe et
al. (2010) ressaltam a importancia da avaliacdo de outros sinais clinicos como escore de
condicdo corporal, consisténcia das fezes para auxilio no diagndstico e diminuicdo no uso
supressivo de anti-helminticos. No presente trabalho, as fazendas que utilizaram Famacha e
OPG ndo tiveram menor grau de resisténcia anti-helmintica provavelmente pelo transito de
animais entre outras fazendas, favorecendo a troca de fluxo génico de resisténcia, aliado a
outros manejos equivocados.

Apesar do rebanho ovino do Rio de Janeiro ser em sua maioria da raca nativa brasileira
Santa Inés e seus cruzamentos, isto tem sido descrito como fator relevante na resisténcia do
hospedeiro ao parasitismo (Amarante et al., 2004, 2009; Shakya et al., 2011), pois nesse
estudo ndo houve fazendas que fizessem melhoramento genético dentro do rebanho com
intuito de se melhorar a resisténcia ao parasitismo. De acordo com Saddiqi et al. (2011) a
capacidade do ovino para adquirir imunidade e expressar resisténcia varia substancialmente
entre e dentro de racgas, sendo estratégia sustentavel para o controle de nematoides
gastrointestinais.

Nas fazendas avaliadas, 0 manejo de pastagem ndo era feito com intuito de manejo
parasitario, uma vez que nenhum produtor fazia rotacdo fixa de pastagem, uso de outros
hospedeiros (bovinos e equinos) ou diminuigdo na lotagcdo animal. O Unico manejo realizado
pelos produtores foi “drench and movie” em 60% dos casos. Porém, o fato de se tratar os
animais e aloca-los em uma pastagem limpa (drench and move) tem sido relacionado como
diminuicdo na populacdo de refugia, uma vez que ha povoamento da pastagem apenas com
nematoides resistentes (Abbott et al., 2004; Molento, 2009; Kenyon et al., 2009). Este tipo de
manejo somente seria viavel em propriedades seguramente avaliadas com drogas que tenham
efichicia de 100%. Sabe-se que a rotacdo de pastagens ndo e fator simples na
descontaminacdo, uma vez que a sobrevivéncia das larvas depende de fatores climaticos

podendo durar alguns meses (O’Connor et al., 2006) e a migracdo larvar atinge extratos
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prontamente pastejados pelos animais (Silva et al., 2008). A diminuicdo do ndmero de
animais por area, taxa de lotagdo, assim como a rotacdo com outros hospedeiros sdo fatores
relacionados ao controle de parasitoses (Mahieu, 2013; Fernandes et al., 2004).

O erro de manejo no controle parasitario poderia ser justificado pela caréncia de
assisténcia veterinaria. Porém, nesse estudo verificou-se que 64% dos produtores relataram ter
algum tipo de consultoria. Ovinocultura ndo é uma atividade pecuéria tradicional no estado do
Rio de Janeiro; dessa forma, as consultorias, na maioria das vezes, sdo realizadas por
veterinarios especializados em outras atividades de maior importancia econémica (bovino ou
equideocultura) e em momentos pontuais. Sendo assim, apesar de haver consultoria
veterinaria em 64% das fazendas, o produtor ndo tem periodicidade de consultorias; esse fato
é perceptivel quando se observa que a indicacao do farmaco é feito, na maioria das vezes, pela
loja agropecudria ou por outros produtores. Segundo Molento (2009), deve haver maior
comunicacdo entre laboratérios parasitologistas e profissionais ligados ao campo para que
haja harmonia no repasse de tecnologia ao produtor rural.

Os erros de manejo foram refletidos no aparecimento de resisténcia multipla, o que ja
tem sido observada em varios paises, sendo um problema sério na América Latina onde
ovinocultura é explorada economicamente (Torres Acosta et al., 2012). No Brasil, varios sdo
os relatos de resisténcia anti-helmintica: Parana (Thomaz-Soccol et al., 2004; Falbo et al.,
2009) Santa Catarina (Rosalinki-Moraeset al., 2007; Ramos et al., 2002), Rio Grande do Sul
(Cezaret al., 2010); Mato Grosso do Sul (Sczesny-Moraes et al., 2010); Ceara (Melo et al.,
2003); Paraiba (Rodrigues et al., 2007), Alagoas (Ahidet al., 2007), Rio Grande do Norte (
Pereira et al., 2008; Ahid et al., 2008); Rio de Janeiro (Cruz et al., 2010) e S&o Paulo
(Almeida et al., 2010; Verissimo et al., 2012; Chagas et al., 2013).

De maneira geral, Haemonchus foi o parasito mais resistente aos farmacos fato comum
no Brasil, por ser o parasito prevalente e o mais relacionado ao aparecimento de resisténcia
(Almeida et al., 2010; Amarante et al.,1992). Contrariamente a relatos de trabalhos que
mostram o uso principal de lactonas macrociclicas ou benzimidazois em ovinos no Brasil
(Cruz et al., 2010; Verissimo et al., 2012) ou em outros paises (Torres-Acosta et al., 2003;
Cernanska et al., 2008), neste trabalho houve o uso prevalentemente (ultima droga utilizada)
de Levamisol e Closantel; o que indica a experiéncia prévia dos ovinocultores com insucesso
no uso de benzimidazois e lactonas macrociclicas e a rotatividade rapida de principios.

Levamisol, apesar de ser um dos anti-helminticos mais utilizados no momento da
pesquisa, foi o que apresentou eficacia em mais fazendas (36%); resultado também observado

em estudo com as memso farmacos feito por Verissimo et al. (2012). Entretanto, néo
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funcionou em nenhuma das fazendas que o utilizavam previamente ao estudo; fato observado
devido a grande variabilidade nos indices de eficécia, que oscilou de 0 a 97%, nas 22 fazendas
(Tabela 2). O melhor resultado obtido por esse farmaco provavelmente foi devido a maior
eficiéncia contra Haemonchus, parasito prevalente (Figura 3). Da mesma forma, os baixos
indices de eficacia em algumas fazendas (Figura 4a) foram contribuidos pela baixa eficicia ao
Trichostrongylus (Figura 3), tendo grande variabilidade na distribui¢do dos dados de eficacia
para esse género (Figura4 b). Ineficacia de Levamisole ao Trichostrongylus spp. também foi
reportada por Waller et al. (1995) ; Ramos et al. ( 2002); Rosalinski-Moraes et al. (2007);
Almeida et al. (2010) e Mahieu et al. (2014).

Moxidectina e Closantel obtiveram eficacia geral similar nas fazendas avaliadas (em 9%
das fazendas), porém, diferiram no espectro dos géneros. Moxidectin apresentou melhor
eficacia contra Trichostrongylus spp., que foi altamente resistente ao closantel (Figura 3 e
Figura 4 b), o mesmo resultado observado por Almeida et al (2010). Porém, contra
Haemonchus spp., Moxidectina apresentou alto grau de resisténcia (Figura 3), com valores
centrais de eficacia entre 20-40%, semelhantes ao albendazole (figura 4 a). Ineficacia de
Moxidectina principalmente a Haemonchus spp. também foi vista por Cezar et al. (2010);
Verissimo et al. (2012) e Chagas et al. (2013).

Closantel foi a droga que apresentou menor eficicia contra Cooperia spp. e
Oesophagostomum spp. ndo funcionando em nenhuma fazenda para Trichostrongylus (figuras
3 e 4 b, c e d). Oesophagostomum spp. e Cooperia spp. comumente ndo sdo parasitos com
alto relato de resisténcia em ovinos; nesse trabalho foram os géneros com menor indice de
resisténcia; entretanto, somente moxidectina funcionou 100% contra esses dois géneros
(Figura 3). Closantel tem sido descrita como especifica para o controle de Haemonchus spp.
(Spinosa et al., 2006); e no presente trabalho apenas apresentou eficacia para o género em
apenas de 9% das propriedades avaliadas. Cezar et al. (2010) também encontraram a
resisténcia de Haemonchus spp. ao closantel. Por ser uma das drogas mais utilizadas no
estado, observa-se 0 grande erro no manejo parasitario efetuado pelo produtor frente ao alto
grau de resisténcia.

Ivermectina e Albendazol foram os anti-helminticos com maior grau de resisténcia
nesse estudo. Os dois farmacos sé obtiveram eficacia para Cooperia spp. e Osophagostomum
spp. (Figuras 3; 4 C e D), tendo alto grau de resisténcia contra Haemonchus spp., inclusive
com lvermectina ndo funcionando em nenhuma fazenda para esse género. Esses dados
confirmam os obtidos por outros trabalhos no Brasil (Echevarria et al., 1996; Cezar et al.,
2010; Cruz et al., 2010; Verissimo et al., 2012; Niciura et al., 2012; Chagas et al., 2013) e em
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outros paises como Canada (Falzon et al., 2013 ), Paraguai (Maciel et al., 1996) e EUA
(Howell et al., 2008). O alto grau de ineficacia se deve por serem farmacos de uso muito
antigo, com os primeiros relatos de resisténcia no Brasil aos benzimidazéis (Dos Santos and
Gongcalves, 1967) e a ivermectina (Echevarria and Trindade, 1989), sendo Haemonchus o
género mais resistente a esses dois anti-helminticos. lvermectina, apesar de nesse estudo ndo
ser a principal droga utilizada no momento da pesquisa como endoparasiticida, é utilizada em
80% dos casos rotineiramente como ectoparasiticida. Esse fato € comum no Brasil, havendo
contribuicdo significativa no aparecimento e manutencdo de resisténcia as lactonas
macrociclicas. Cruz et al. (2010) verificaram que 72% dos fazendeiros faziam uso ou ja
tinham utilizado ivermectina no Norte e Noroeste do Rio de Janeiro.

A resisténcia ao albendazol foi confirmada pela presenca de polimorfismos (SNPs)
F200Y na B-tubulina com elevada frequéncia de alelos e genotipos resistentes. Pode-se
observar que as populacdes estdo em desequilibrio de Hardy-Weinberg, pois as frequéncias
genotipicas ndo seguem a proporcao esperada p® + 2pq + g (Crow, 1999). H4 claro excesso
de homozigotos RR (acima da frequéncia esperada p?), o que indica que os individuos com
este gendtipo estdo sobrevivendo melhor no ambiente analisado (selecéo positiva de gendtipo
RR). Este resultado corrobora a baixa eficacia de albendazol nestes rebanhos. Mesmo o
albendazol n&o sendo o ultimo anti-helmintico utilizado na maioria das fazendas, € provavel
que ele tenha participado na rotacdo de bases anti-helminticas nos rebanhos nos ultimos
meses.

A frequéncia média de alelos de resisténcia (53%) neste trabalho foram superiores as
encontradas em rebanhos ovinos por Nunes et al. (2013) em Minas Gerais (43%), Niciura et
al. (2012) em S&o Paulo (52%) e Santos et al. (2014) no Ceara (32%). Ainda que no trabalho
realizado no Ceara em alguns rebanhos 0 TRCOF tenha acusado 0% de eficéacia, como foi o
caso do presente trabalho, porém Santos et al. (2014) utilizaram vermes adultos e oxfendazol,
ao passo que neste trabalho foram utlizados L3 e albendazol. Como foi visto no questionario
aos produtores, a alta frequéncia de alelos de resisténcia foi ocasionada pela adogdo de
manejos equivocados como tratamento de todos os animais, rotacdo de bases anti-helmintcias
(incluindo uso de benzimidazois) e dosagens aleatorias. Ainda, a presenga de SNPs F200Y
estdo sendo relacionados a resisténcia de outras classes de farmacos como é o caso de lactonas
macrociclicas (Ashraf et al., 2015), anti-helminticos comumente utilizados no rebanho
avaliado e que também deram baixa eficécia.

N&o houve heterogeneidade dos genes entre as fazendas de ovinos possivelmente

porgue os rebanhos foram previamente selecionados com o mais alto indice de resisténcia do
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Haemonchus spp. ao albendazol pelo TRCOF (variando de 0 a 38%). Além disso, o rebanho
ovino do Rio de Janeiro é muito pequeno e o estado também possui pequeno territdrio
(43,696 km2), facilitando o transito de animais entre fazendas e consequentemente o fluxo
génico que € alto na populacdo de trichostrongylideos (Silvestre et al., 2009; Brasil et al.,
2012). Segundo Nunes et al. (2013) a baixa variabilidade genética entre rebanhos torna
possivel estimar a resisténcia com amostragens obtidas de poucos animais, inclusive entre
espécies de ruminantes que compartilham areas comuns. A alta propor¢cdo de Haemonchus
spp. na populacdo parasitaria também favorece surgimento de mutacdes dada a grande
prolificidade e ovopostura deste género (Prichard., 2001).

Buscando-se correlacionar os dois testes padronizados para diagndstico de resisténcia
aos benzimidazois (TRCOF e SNPs F200Y), ao comparar as frequéncias de gendtipos
sensiveis (SS) com as eficacias do TRCOF, nota-se que o teste fenotipico acusa eficacia mais
baixa do que a frequéncia de genes sensiveis no rebanho (Tabela 3). E importante lembrar que
0 TRCOF possui inimeras variaveis que podem modificar em algum grau o indice de eficacia
(Fortes e Molento, 2013). Ainda, a andlise de polimorfismos F200Y é um dos trés SNPs
sabidamente envolvidos na resisténcia aos benzimidazois, havendo outros (F167Y e E198A),
que podem ocasionar resisténcia (Ghisi et al., 2007) ndo sendo acusados nesta analise. Brasil
et al. (2012) encontraram valores muito proximos de frequéncias de F167 Y e F200Y
relacionadas a resisténcia aos benzimidazéis. Mesmo assim, no presente estudo ambos os
testes (fenotipico e genotipico) indicaram alto grau de resisténcia do Haemonchus spp. ao
albendazol seja pela baixa reducdo na contagem de ovos nas fezes ou pela alta frequéncia de
alelos relacionados a resisténcia (Tabela 3).

Como é frequente a realizacdo do TRCOF com a populacdo parasitéria geral do rebanho
e ndo especificamente por género de nematoide, buscou-se comparar formas de célculo e o
teste genotipico (feito com Ls de Haemonchus spp.). Ao se analisar o0 TRCOF geral e
especifico para este parasito, nota-se que os resultados sdao muito préximos, principalmente
quando o percentual de Haemonchus spp. foi superior a 70%, exceto quando a populagédo
parasitaria € muito heterogénea, como foi o caso da fazenda 12 (Tabela 3). Nestes casos, para
fins de diagnostico pode ser necessaria a realizacdo de testes genotipicos em mais de um
género de nematoide. Resultados de SNPSs em diversas espécies de nematoides tem sido
obtidos como em Teladorsagia (Skuce et al., 2010) ou em Nematodirus battus (Morison et al.,
2014). Sendo assim, nota-se a importancia do conhecimento da populacdo parasitaria

previamente a qualquer diagnéstico de resisténcia.
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Concluséo:

A utilizacdo conjunta de testes fenotipicos e genotipicos detectou alta proporcao de
resisténcia anti-helmintica de mdltiplos farmacos e géneros parasitarios no rebanho ovino do
Rio de Janeiro. Sendo este fato justificado pelas falhas no manejo como o tratamento de todos
os animais, falta de critério de avaliagéo clinica ou laboratorial e rotacéo rapida de bases anti-
helminticas. Com o avango e padronizacao dos testes moleculares, sdo necessarias abordagens
mais amplas que propiciem uma visdo global dos rebanhos juntamente com as préaticas de
manejo e 0s exames laboratoriais realizados, e que esse conhecimento seja acessivel ao

produtor.
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5) ARTIGO 4:

DIAGNOSATICO QUALI-QUANTITATIVO MOLECULAR PARA IDENTIFICACAO
DE GENEROS DE NEMATOIDES GASTROINTESTINAIS DE OVINOS EM
“POOLS” DE LARVAS.

Resumo:

Estratégias de controle parasitario em ovinos sdo baseadas no diagnostico dos géneros de
nematoides gastrointestinais em suas diferentes prevaléncias e proporgOes. Esse estudo
comparou uma técnica padronizada de identificacdo morfoldgica de géneros de nematoides
em ovinos a outra baseada na analise molecular de fragmentos. Foram identificadas 171
amostras de pool de larvas de terceiro estadio (L3) provenientes de fezes coletadas de 2000
ovinos distribuidos em 22 propriedades do estado do Rio de Janeiro. Para cada amostra, foram
direcionadas 100 L3 para analise morfologica e 10 ul de L3, suspensas em &gua destilada, para
analise molecular. Nesta anélise, foram feitas reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificacdo do DNA da regido ITS-2 ribossomal (Internal Transcribed Spacer 2) seguida de
analise de fragmentos por eletroforese capilar para a identificacdo e quantificacdo de
nematoides em nivel de género. Foram realizadas analises de concordancia e correlacdo para
averiguacdo da semelhanca de diagnostico entre as duas técnicas, além do célculo de
sensibilidade, especificidade e média da proporcdo de géneros. A concordancia da deteccédo
de nematoides pelas duas técnicas foi alta para todos os géneros (Oesophagostomum,
Haemonchus, Trichostrongylus e Cooperia) com valores de 0,84; 0,99; 0,84; 0,90
respectivamente. Os valores de kappa foram afetados pela alta presenca dos nematoides
Haemonchus e Trichostrongylus e baixa quantidade de semelhanga entre negativos. Sendo
este indice para Oesophagostomum, Haemonchus, Cooperia e Trichostrongylus de 0,56; 0,50
e 0,66 e 0,18 respectivamente. A sensibilidade e posteriormente a especificidade das técnicas
(considerando a técnica morfoldgica como padrédo) para Oesophagostomum, Trichostrongylus
e Cooperia foram de respectivamente de 072; 0,92; 0,79 e 0,87; 0,25 e 0,92. A proporgao
geral dos géneros de nematoides de todas as amostras (N=171) para os géneros Haemonchus
Trichostrongylus, Oesophagostomum e Cooperia foram respectivamente para a analise
molecular: 78,6%; 17,3%; 2,7%; 1,4% e morfoldgica: 77,2%; 18,6%; 1,9%; e 2,3%. Os
valores da correlacdo (p< 0,05) entre os percentuais detectados nas amostras para 0s géneros
Oesophagostomum, Haemonchus, Trichostrongylus e Cooperia foram respectivamente de
0,77; 0,84; 0,85 e 0,80. A concordéancia entre os dados para a mesma sequencia de géneros foi
de respectivamente 0,75; 0,84; 0,88 e 0,68. A avaliacdo molecular de fragmentos demonstrou
compatibilidade e maior sensibilidade ao diagnostico morfoldégico dos nematoides,
principalmente quando estes estavam em baixo percentual na amostra. Portanto, a mesma tem
potencial de uso de diagndstico quali-quantitativo para identificacdo de géneros de
nematoides de ovinos em amostras contendo pools de Ls.

Palavras-chave: ovinos, nematoides gastrointestinais, diagnostico molecular, Internal
Transcribed Spacer 2.

Abstract:

Parasite control strategies in sheep are based on the diagnosis of the genera of gastrointestinal
nematodes in their different prevalences and proportions. This study compared a standard
technique of morphological identification of nematode genera in sheep the other based on the
molecular analysis of fragments. 171 samples of the infective larvae pool (L3) were
identified from feces collected of 2000 sheep distributed in 22 farms of the state of Rio de
Janeiro. For each sample, 100 Lswere directed for morphological analysis and 10 pl of Lj for
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molecular analysis. In this analysis, polymerase chain reaction was done (PCR) for
amplifying DNA of the ITS-2 region ribosomal (Internal Transcribed Spacer 2) followed by
analysis of fragments by capillary electrophoresis for identification and quantification of
nematodes in the genus level. Agreement and correlation analysis were performed to
investigate the similarity between the two diagnostic techniques, and sensitivity calculation,
specificity and average proportion of genera. The agreement of the nematode detection by
both techniques was high for all genera (Oesophagostomum, Haemonchus, Trichostrongylus
and Cooperia) with values of 0.84; 0.99; 0.84; 0.90 respectively. The kappa values were
affected by the high presence of Haemonchus and Trichostrongylus nematodes and low
amount of similarity between negative. As this index to Oesophagostomum,Haemonchus,
Cooperia and Trichostrongylus 0.56; 0.50 and 0.66 and 0.18 respectively. The sensitivity and
specificity of the later techniques (considering the morphological technique as standard) for
Oesophagostom, Trichostrongylus and Cooperia were respectively 072; 0.92; 0.79 and 0.87;
0.25 and 0.92. The general proportion of the nematode genera of all samples (n = 171) to the
Haemonchus Trichostrongylus, Cooperia and Oesophagostomum were respectively for
molecular analysis: 78.6%; 17.3%; 2.7%; 1.4% and morphological: 77.2%; 18.6%; 1.9%; and
2.3%. The correlation values (p < 0.05) between the percentage detected in the samples for
Oesophagostomum, Haemonchus, Trichostrongylus and Cooperia were respectively 0.77;
0.84; 0.85 and 0.80. The agreement between the data for the same sequence of genera was
respectively 0.75; 0.84; 0.88 and 0.68. The molecular fragments analysis demonstrated
compatibility and greater sensitivity to the morphologic diagnosis of nematodes, especially
when they were in low percentage in the sample. Therefore, this analysis has the potential of
quali-quantitative diagnostic for identification of nematode genera of sheep in the sample
containing pools of Ls.

Keywords: Sheep, gastrointestinal nematodes, molecular diagnostics, Internal Transcribed
Spacer 2.

Introducéo:

Infecgbes por nematoides gastrointestinais sdo o principal problema sanitario na
ovinocultura mundial (Falzon et al., 2014; Gasser et al., 2016). A emergéncia da resisténcia
anti-helmintica e a dificuldade no controle dessas enfermidades tem forcado a adogdo de
praticas de manejo mais sustentaveis e diagnosticos precisos (Molento, 2011; Charlier et al.,
2014; Besier et al., 2016). Ovinos sdo parasitados por varias espécies de nematoides
gastrointestinais e a proporcdo destas determina a sintomatologia clinica nos animais e apoia
praticas de manejo (Amarante et al., 2014). Os géneros de nematoides mais prevalentes em
ovinos s&o Haemonchus, Trichostrongylus e Cooperia (von Samson-Himmelstjerna et al.,
2002). Haemonchus contortus é o parasito que ocasiona maiores danos a producdo ovina pela
alta mortalidade devido a anemia sendo prevalente principalmente em regides tropicais (Khan
et al. 2003; Raza et al., 2016). Outros nematoides em suas diferentes proporcoes
(Trichostrongylus spp.; Cooperia spp.; Oesophagostomum spp.) podem determinar sinais

clinicos como diarreia, perda de peso e nodulos intestinais (Roeber et al., 2013). A deteccéo
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de géneros parasitarios também tem papel importante em testes mais precisos de eficcia anti-
helmintica (Bott et al., 2009).

A populacdo parasitaria nos rebanhos ndo é estatica e muda de acordo com o clima,
manejo e transito de animais (Hansen e Perry, 1994). Os exames coproparasitolégicos sdo a
principal forma de diagnéstico das endoparasitoses em ovinos. Porém, a identificacdo de
géneros de nematoides em ovos obtidos prontamente nas fezes é dificil e imprecisa, havendo a
necessidade da analise das larvas de terceiro estddio (L3) para identificacdo dos géneros
presentes (Van Wyk, 2004). Esta é baseada morfologicamente, pelo formato da L3 (no todo,
cauda extremidade cranial) e numeros de células intestinais (McMurtry, 2000). Porém,
muitas larvas sdo parecidas (Chabertia e Oesophagostom; Trichostrongilus e Teladorsagia)
sendo necessarias mensuracdes em diferentes porcdes das larvas (Van wyk, 2004).
Atualmente, os sistemas de mensuracdes consideram o tamanho da larva, da cauda a bainha e
do filamento da cauda; além de se considerar a proporcdo entre mensuracGes de espécies
distintas (Van Wyk e Mayhew, 2013). Mesmo havendo padronizacdo dos métodos
morfologicos de identificacdo de géneros de nematoides, ha a necessidade de experiéncia por
parte do examinador, 0 que por vezes torna o diagnostico impreciso (Bott et al., 2009).

Para aumentar a precisdo nos diagndsticos parasitoldgicos, técnicas moleculares
desenvolvidas a partir da PCR e o sequenciamento de DNA tém sido ferramentas Uteis na
identificacdo de parasitos gastrointestinais em animais (Amarante e Amarante, 2016). Entre os
marcadores moleculares utilizados para a diferenciacdo de espécies, destaca-se 0
sequenciamento da regido ITS (Internal Transcribed Spacer), regido altamente conservada
intraespecificamente, mas variavel entre diferentes espécies, o que possibilita a distingdo
destas (Gasser, 1997; Gasser, 2006). A regido ITS-2 tem sido muito utilizada para a
identificacdo de nematoides, incluindo espécies de Haemonchus, Teladorsagia, Ostertagia,
Trichostrongylus, Cooperia, Nematodirus, Bunostomum, Oesophagostomum e Chabertia,
(Gasser et al., 2008). Em vista do grau de patogenicidade e epidemiologia dos diferentes
nematoides, ha uma busca por diagnosticos moleculares também quantitativos (Nielsen et al..
2008; Drag et al., 2016). Em ovinos ensaios convencionais, multiplex, e recentemente gPCR,
de uma forma mais limitada, tém sido desenvolvidos para a detec¢do de uma variedade de
nematoides (von SamsonHimmelstjerna et al., 2002; Roeber et al., 2011). Assim, esse estudo
comparou a técnica morfoldgica padronizada de identificacdo de géneros de nematoides
gastrointestinais de ovinos em pools de L3 a avaliagdo molecular quali-quantitativa por analise

de fragmento (regido ITS-2).



104

Material e Métodos:

Coleta de material:

Foram coletadas fezes intra-retais de 2000 ovinos situados em 22 rebanhos no estado do
Rio de Janeiro —Brasil. Em cada fazenda as fezes coletadas foram separadas em “pools” de 10
animais obtendo-se 5-10 “pools” por fazenda, totalizando 171 amostras (“pools” de fezes) no
total.

Obtencao das larvas:

As 171 amostras foram submetidas a coprocultura de acordo com a técnica adaptada de
Roberts e O’Sullivan (1950). As larvas obtidas foram depositadas vivas em garrafas com agua
destilada e acondicionadas em geladeira para posterior identificacdo morfoldgica. Para
identificacdo molecular, as amostras foram centrifugadas e o sedimento ressuspendido em
etanol absoluto para fixacdo. Os exames coproparasitologicos e de identificacdo morfoldgica
das L3 foram feitos no Laboratério de Biologia Celular e Tecidual da Universidade Estadual
do Norte Fluminense (UENF).

Identificacdo morfoldgica de géneros:

As amostras foram centrifugadas para concentracdo das L3 que foram colocadas em
lamina, coradas com lugol e posteriormente identificadas (100 larvas por amostra) para
obtencdo do percentual dos géneros. A identificacdo foi de acordo com a classificacdo
morfolégica e morfométrica proposta por Van Wyk et al. (2004) e Van Wyk e Mayhew
(2013) e demonstrada na figura 1.
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Figura 1. Caracteres morfoldgicos e morfométricos para o diagnostico de larvas de terceiro
estadio de nematoides de pequenos ruminantes, proposto por Van wyk e Mayhew, 2013.
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Identificacdo molecular pela analise de fragmento:

As analises moleculares foram realizadas no Laboratorio de Genética Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A metodologia de identificacdo de
estrongilideos de ruminantes foi patenteada com o numero do depo6sito no INPI (BR 10 2016
015075 2) sendo a tecnologia de co-titularidade da UFMG, FAPEMIG e da empresa Myleus
Biotecnologia.

Extracdo do DNA dos isolados:

Para cada amostra separou-se 10 ul do pool de L3 e posteriormente adicionou-se 10 pl
de solugdo de hipoclorito de sédio 2,5% e, em seguida, 20 pl de solugdo de NaOH 0,8%.
Essas amostras permaneceram em banho a 97°C por 15 minutos. Para neutralizar, foram
adicionados 20 pl de solugao Tris-HCI 1M. Em seguida, centrifugou-se o tubo por 15 minutos
a 14.000 rpm. Quando houve precipitado evidente, retirou-se o sobrenadante, que foi
transferido para um novo tubo. Adicionou-se 100 ul de isopropanol absoluto na solugao.
Centrifugou-se a 14.000 rpm por 15 minutos e desprezou-se o sobrenadante. Em seguida,
adicionou-se 200 pl de Etanol 70% e centrifugou-se a 14.000 rpm por 15 minutos. Desprezou-
se 0 sobrenadante e as amostras foram secas em estufa a 57°C. Para ressuspender o DNA,
adicionou-se 10 ul de agua Milli-Q (Millipore, MA, EUA) e incubou-se a 37°C por 30
minutos. O DNA extraido foi quantificado em espectrofotdbmetro Nanodrop (Thermo Fisher,
CA, EUA).

PCR

Para a amplificacdo do DNA da regido ITS-2 ribossomal foram utilizados o primer
NNC1F marcado com o fluor6foro FAM e o primer NC2R. As reacfes de amplificacdo por
PCR foram conduzidas em um volume final de 25 pl, incluindo 10,5 pl de agua Milli-Q
(Millipore, MA, EUA), 6,25 pl de Go Tag Hot Start 5X PCR buffer (2,5 mM MgCl,)
(Promega, WI, EUA), 0,25 pl de cada primer (10 uM), 2,5 ul de cada dNTP (1 mM), 0,25 pl
de GoTaq Hot Start polymerase (Promega, WI, EUA) (5 U/ul), 2,5 pl de MgCl, 25mM
(Promega, WI, EUA) e 2,5 pl de DNA molde (50 ng/ul). O protocolo de amplificacéo
utilizado foi: 95°C por 2 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C 30s e 72°C por 1 minuto e
um ciclo final de extenséo de 72°C por 10 minutos.

Analise de fragmentos

A metodologia de anélise de fragmentos por eletroforese capilar foi escolhida para a
identificacdo de nematoides em nivel de género. A utilizagdo se baseou nos polimorfismos de
insercdo e delecdo (InDels) observados entre os diferentes géneros de nematoides

estrongilideos que geram amplicons de comprimento género-especificos.



106

O DNA amplificado foi submetido a eletroforese capilar em um sequenciador
automético de DNA ABI 3130 (Thermo Fisher, CA, EUA) e os fragmentos analisados no
software GeneMapper (Thermo Fisher, CA, EUA). Os géneros dos nematoides foram
determinados de acordo com o tamanho particular de cada fragmento gerado na amplificacédo
da regido do ITS-2 (figura 2). A propor¢do dos nematoides é proporcional a fluorescéncia
emitida pelos amplicons, que apresentam diferentes tamanhos de acordo com 0s géneros
presentes na amostra. Dessa forma, a proporcdo das alturas dos picos da fluorescéncia
referente a cada género é proporcional a quantidade de DNA e consequentemente do género
no pool larvar. O percentual do género foi calculado atribuindo-se 100% a soma dos picos dos
géneros encontrados na amostra e um percentual aos picos correspondetes a cada género
(figura 3).

Extra¢do de DNA - Etapa 1
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INC2R| Coopena sp. (331 pb)

Figura 2. Esquema da identificacdo de nematoides por meio da andlise de fragmentos (regido
ITS 2). Fonte: Santos (2016).
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Figura 3. Determinacdo quantitativa de géneros de nematoides. A fluorescéncia emitida pelos

amplicons é proporcional ao percentual de cada nematoide na amostra. Fonte: Santos, 2016.

Analise estatistica:
Inicialmente, as afericbes foram dicotomizadas com o objetivo de avaliar o poder de

deteccdo da presenca de nematoides pelos dois métodos. Para cada método, e para cada
nematoide, foram contadas as amostras em que se registrou presenca ou auséncia de cada
nematoide. Procedeu-se, entdo, com o célculo da proporgdo de classificagdes concordantes.
Além disso, foi calculado o coeficiente Kappa de Cohen (Sim e Wright., 2005) por este
configurar uma medida de concordancia que leva em consideracdo a possibilidade de
concordancia meramente casual. Foram calculadas, ainda, as probabilidades de deteccdo pelo
método morfoldgico dada a deteccdo pelo método molecular.

Num segundo momento, foram considerados, efetivamente, os valores aferidos. O
coeficiente de correlacdo de Pearson foi utilizado para quantificar a correlacdo entre as
afericBes produzidas pelos dois métodos. Para quantificar a concordancia das aferices
utilizou-se o coeficiente de correlacdo e concordancia baseado na estatistica U, conforme
apresentado em Carrasco (2013). A opcdo por esta metodologia baseou-se no fato dele ser
indicado para dados com distribuigdo assimétrica, o que ocorre com as aferi¢cbes analisadas.
Por fim, calculou-se a média e o erro padrdo para as diferencas das aferi¢cdes produzidas pelos
dois métodos (molecular e morfoldgico).

Todas as analises foram realizadas usando o programa R (Core Team). O pacote psych
foi usado para o calculo do coeficiente Kappa e 0 pacote cccrm para o calculo do coeficiente
de correlacdo e concordancia (Revelle, 2015; Carrasco e Martinez; 2015). Os resultados

apresentados foram acompanhados de intervalos de confianca 95%. A média geral das
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anélises morfoldgicas e moleculares e 0 nUmero de vezes em que uma técnica detectou a

presenga do nematoide e a outra ndo foram descritas.

Resultados

Deteccéo qualitativa dos géneros:

Os géneros encontrados nas andlises (molecular e morfoldgica) foram: Haemonchus
spp. Trichostrongylus spp. Cooperia spp. e Oesophagostomum spp. (Tabela 1 e Figura 4). A
concordancia da deteccdo de nematoides pelas duas técnicas foi alta para todos os géneros
(Oesophagostomum, Haemonchus, Trichostrongylus e Cooperia) com valores de 0,84; 0,99;
0,84; 0,90 respectivamente (Tabela 1). Os valores do indice kappa para Oesophagostomum,
Haemonchus, Cooperia e Trichostrongylus foram de 0,56; 0,50 e 0,66 e 0,18 respectivamente.
A sensibilidade e especificidade das técnicas (considerando a técnica morfologica como
padrdo) para Oesophagostomum, Trichostrongylus e Cooperia foram respectivamente de 0,72
e 0,87; 0,92 e 0,25; 0,79 e 0,92 (tabela 1).

Tabela 1. Concordancia e probabilidade da deteccdo de géneros de nematoides por analise
morfoldgica segundo o proposto por Van wyk e Mahie (2013) e molecular por meio da
analise de fragmentos (regido ITS 2).

PROBABILIDADE

. Kappa
NEMATOIDE Concordancia Sensibilidade® Especificidade®
E' IC? E IC E IC
Oesophagostomum 0,84 0,56 (0,41;0,70) 0,72  (0,55; 0,85) 0,87 (0,8; 0,92)
Haemonchus 0,99 0,50 (-0,10; 1,10) nc’ nc nc nc
Trichostrongylus 0,84 0,18 (-0,02; 0,38) 0,92 (0,87;0,96) 0,25 (0,09; 0,49)
Cooperia 0,90 0,66 (0,51;0,81) 0,79 (0,59;0,92) 0,92 (0,87; 0,96)

Estimativa;

ZIntervalo de confianca de 95%;

*Probabilidade de deteccdo no teste molecular dada a detecéo no teste morfoldgico;
*Probabilidade de ndo deteccdo no teste molecular dada a ndo detec¢éo no teste morfoldgico;
°N3o calculado pela impossibilidade estatistica.

A figura 4 mostra o percentual de amostras nas quais ndo foi detectada presenca de
nematoides dos géneros indicados pelas técnicas morfolégica, molecular ou em ambas
simultaneamente. Géneros ndo detectados para as duas técnicas obteve-se em 67%, 0%, 3% e
77% das amostras para Oesophagostomum, Haemonchus, Trichostrongylus e Cooperia
respectivamente, indicando maior prevaléncia de Haemonchus, Trichostrongylus.
Oesophagostomum e Cooperia em ordem decrescente. Para todos os géneros, a técnica
molecular detectou os nematoides em mais analises onde a morfologica néo detectou, ou seja,

apresentou menor numero de géneros ndo detectados. A diferenca entre as deteccOes
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negativas entre as técnicas foi de 3%, 1% 3% e 2% para Oesophagostomum spp.,
Haemonchus spp., Trichostrongylus spp. e Cooperia spp. respectivamente (figura 4). Em 91%
das amostras em que houve divergéncia na deteccdo ou ndo dos géneros, o percentual

quantitativo do nematoide era abaixo de 10%.

m Morfolégica OMolecular =Ambas

83% 8194

0 0
1% 24% 7%
67%

12% 109

1% 0% 0% . 3%
—
Oesophagostomum Haemonchus Trichostrongylus Cooperia

Figura 4. Percentual de amostras com resultado negativo (0%) para a detec¢do dos
nematoides pelas técnicas morfoldgica, molecular ou em ambas simultaneamente.

Deteccéo quantitativa dos géneros de nematoides:

A propor¢do geral dos géneros de nematoides de todas as amostras (n=171) estd
apresentada na figura 5. As médias gerais para a analise morfolégica e molecular com os
valores para 0s géneros Haemonchus spp.; Trichostrongylus spp., Oesophagostomum spp. e
Cooperia spp. de respectivamente: 78,6% e 77,2%; 17,3% e 18,6%; 2,7% e 1,9%; 1,4% e
2,3%. A média intra-amostra, representando o quanto uma amostra detecta a mais um género
do que a outra diferiu em cerca de 1% para todos os nematoides. A figura 5 apresenta a
correlacdo e concordancia do percentual dos dados pelas técnicas morfoldgicas e moleculares

para cada género de nematoides.
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m Molecular = Morfolégica

0,
78,6% 27 99,

2,7% 1,9% 1,4% 2,3%

Haemonchus spp. Trichostrongylus spp. Oesophagostomum spp.  Cooperia spp.

Figura 5. Identificacdo quantitativa de géneros de nematoides gastrointestinais de ovinos pela
analise morfoldgica e molecular de fragmento em 171 amostras provenientes de pools de L3.
Os valores da correlacdo entre amostras apresentados na figura 6 para os géneros
Oesophagostomum spp., Haemonchus spp., Trichostrongylus spp. e Cooperia spp. foram
respectivamente de 0,77; 0,84; 0,85 e 0,80. A concordancia entre os dados para a mesma

sequencia de géneros foi de respectivamente 0,75; 0,84; 0,88 e 0,68 (Tabela 2).

Tabela 2. Correlacdo, concordancia e média intra-amostra da identificacdo quantitativa de
géneros de nematoides por analise morfolégica e molecular com intervalos de confianca a
95%.

Nematoide Correlacéo Concordancia Diferenca
X Erro
E IC (95%) E I1C(95%) (intra-amostra) Padréo
Oesophagostomum 0,77 0,74,0,85 0,75 0,51, 0,88 0,75 0,45
Haemonchus 0,84 0,79;0,88 0,84 0,78; 0,89 1,42 1,07
Trichostrongylus 0,85 0,84;0,91 0,88 0,83;0,91 -1,13 0,82
Cooperia 0,80 0,74;0,85 0,68 0,53;0,79 -0,88 0,4

E: estimativa. IC: Intervalo de confianca. X (média).



111

Oesophagostomum sp. Haemonchus sp.
0 A
g g
= =
o 1 o 10
- =
z 4 g 7 a0 a ) A 4 B0 W @ 0
Morfologica Morfolégica
Trichostrongylus sp. Cooperia sp.
0 4 ', 0 4
g4 . o 9
Bl .o . 880
E ::: . - :.. : : d : L] % :l_ ]
<l =35 ]
T . T & n4
Tal 1 . 4
T T T T T T T T T T T
] L g T 8 9 ) A 4 g o
Morfologica Morfologica

Figura 6. Concordancia e correlacdo entre as técnicas morfoldgica e molecular de detecgédo
de géneros de nematoides a 95% de intervalo de confianga. A linha em preto refere-se a reta
identidade (concordancia exata) enquanto a linha em vermelho representa a reta da regressao
linear simples ajustada, indicando a tendéncia linear das afericGes.

Discussao:

Devido as diferencas na patogenicidade dos nematoides gastrointestinais, a identificacao
pelo menos ao nivel do género é essencial para avaliar a importancia da infeccdo parasitaria e
nortear o tratamento anti-helmintico (Van Wyk, 2004). No presente trabalho a técnica
molecular detectou os mesmos géneros comparados a técnica morfologica o que €
demonstrado pelos altos valores de concordancia para todos os géneros (Tabela 1). A
concordancia foi maxima para Haemonchus spp., parasito predominante em prevaléncia e
quantidade nas amostras (Tabela 1). Em alguns casos, houve detec¢do do género em uma
técnica e em outra ndo, e isso ocorreu onde o percentual do género indicativo era abaixo de
10% (Figura 4). Nestes casos, a pequena guantidade larvar no pool pode ter dificultado a
observagdo na andlise morfoldgica. Sendo assim, a técnica molecular foi mais sensivel na

deteccdo de géneros principalmente quando estes estavam em baixa quantidade nas amostras.
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Técnicas de biologia molecular tém sido descritas com maior precisdo e confiabilidade no
diagndstico de géneros e espécies de nematoides (Gasser, 2008; Amarante, 2016).

A sensibilidade e especificidade da deteccdo dos métodos foram altas para todos os
géneros, exceto para Haemonchus, em que o valor ndo foi calculado devido a presenca do
parasito em 99% dos casos. Para Trichostrongylus, o valor de especificidade foi baixo devido
aos poucos negativos encontrados para ambas as amostras, fato que também reduziu o indice
kappa (tabela 2). De acordo com a classificacao de Landis e Koch (1977), os valores do indice
kappa foram medianos para Oesophagostomum, Haemonchus e Cooperia e baixo para
Trichostrongylus (0,18). Esse fato ocorreu porque, principalmente no caso do
Trichostrongylus e Haemonchus, a grande maioria das amostras testou positivo para os dois
métodos, ndo havendo uma predominancia acentuada de negativo-negativo. Sendo assim, o
coeficiente acaba "descontando™ a possibilidade de coincidéncia casual (fortemente
relacionada a casos positivo-positivo) e entdo o nivel de concordancia é menor.

Do ponto de vista epidemioldgico e clinico, a simples detec¢do dos géneros ou espécies
parasitarias ndo € suficiente devido as diferencas entre patogenicidades dos géneros. De
acordo com a classificacdo de Mukaka (2012), os indices de correlacdo entre 0s percentuais
dos géneros foram fortes (tabela 2 e figura 4). A concordancia entre os percentuais também
foi alta especialmente quando o percentual do género era alto no “pool” larvar, como foi o
caso de Haemonchus e Trichostrongylus (Tabela 2). Sendo assim, o percentual de larvas no
“pool” afetou ndo somente o diagnostico qualitativo, mas também o quantitativo. Esse fato
diminui a concordancia dos valores para Oesophagostomum e Cooperia que apresentaram
valores medianos, abaixo de 3% do percentual total. Mesmo assim, houve grande
proximidade da média geral dos percentuais e da média intra-amostra (Tabela 2 e Figura 5)
reafirmando que quanto maior o numero de avalia¢bes, menor a chance de erro no caso da
avaliacdo morfologica. E esse fato € especialmente importante quando ha percentuais baixos
de nematoides. A técnica morfol6gica por nés empregada avaliou 100 L3 por amostra, 0 que
ja foi extremamente dispendioso considerando um grande numero material a ser
diagnosticado em um laboratorio parasitolégico de rotina.

Cada vez mais se busca a substituicdo de testes convencionais por testes moleculares
mais confiaveis e padronizados. Elevados niveis de semelhanga foram identificados entre os
testes de diagndstico coproparasitologicos convencionais para nematoides gastrointestinais
em ovinos e os baseados em PCR (Sweeny et al., 2011). Avancos em estudos com nematoides
avaliando diagnosticos quantitativos ou semi-quantitativos em humanos e equinos também

tém fornecido importantes contribuicdes (Verweij et al., 2007; Nielsen et al., 2008). Uma
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analise semi-quantitativa de gPCR visando ITS2 do DNA ribossomal foi descrito para
identificacdo e semi-quantificacdo de dois importantes nematoides de bovinos, Cooperia
oncophora e Ostertagia Ostertagi (Hoglung et al., 2013). Progressos com PCR vém sendo
obtidos para diferenciar nematoides de ruminantes para fins de diagnostico semi-quantitativo
por meio de analise nas sequéncias ITS2 de DNA ribossomal (Christensen et al., 1994;
Zarlenga et al., 1998; Schnieder et al., 1999). Porém, a maioria dos estudos requer
eletroforese em gel para analise, o que torna dispendioso o diagndstico (von Samson-
Himmelstjerna et al., 2002). Diante disso, o presente trabalho prop6s uma forma de
identificacdo molecular quali-quantitativa de “pools” de L; obtidas diretamente das fezes de
ovinos compativel a analise morfoldgica, porém mais rapida e sensivel, sendo possivelmente

aplicavel a outros estadios parasitarios, como ovos, facilitando ainda mais o diagndstico.

Concluséo:

A avaliacdo molecular de fragmentos demonstrou compatibilidade com diagnostico
morfologico padrdo e maior sensibilidade quando os parasitos estavam em baixo percentual
na amostra. Além disto, requer menor tempo para analise de um grande nimero de amostras e
possivelmente maior seguranga. Portanto, a mesma demonstrou ter potencial de uso de
diagnéstico quali-quantitativo para identificacdo de géneros de nematoides de ovinos em
amostras contendo “pools” de Ls. Estudos de viabilidade econdmica sdo necessarios para

indicar a aplicabilidade da técnica molecular no uso rotineiro de diagnésticos parasitolégicos.
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6) TRABALHO DE EXTENSAO DA PESQUISA DE TESE:

PROMO(;AO DE ACOES EDUCATIVAS PARA O CONTROLE AOS NEMATOIDES
GASTROINTESTINAIS DO REBANHO OVINO FLUMINENSE.

Resumo

Parasitoses gastrointestinais s@o limitantes a ovinocultura, pois ocasionam perdas e
desanimam os produtores frente a situacdo de resisténcia parasitaria. Em face ao grave
problema de resisténcia anti-helmintica multipla nos ovinos do estado do Rio de Janeiro,
aliado a prevaléncia de nematoides com alta patogenicidade tornou-se urgente a necessidade
de medidas para disseminar o adequado controle parasitario e retardar o aparecimento da
resisténcia anti-helmintica no rebanho ovino do Rio de Janeiro. Neste sentido, o trabalho teve
como objetivo promover ac¢des educativas visando o controle aos nematoides gastrointestinais
do rebanho ovino Fluminense. Para isto, laudos parasitérios, cartilhas informativas, cursos e
palestras, textos informativos em revistas “on line” para produtores rurais foram realizados.
Tais medidas foram importantes para conscientizar o produtor diante a situacdo do seu
rebanho frente aos anti-parasitarios bem como auxilia-lo na tomada de decisdo de um controle
helmintico mais eficaz.

Palavras-chave: Anti-helmintico, ovinos, resisténcia anti-helmintica, controle de

nematoides, nematoides gastrointestinais.

Como forma de repassar o conhecimento cientifico gerado através da pesquisa de tese, 0
projeto de doutorado envolveu a parte de extensdo ao ovinocultor composta pelos seguintes

trabalhos:

6.1) Laudos Parasitarios:

Todos os 22 ovinocultores que contribuiram para a pesquisa e coleta de dados para esta
tese, receberam um laudo com o diagnostico da situacdo parasitaria do seu rebanho. O laudo
foi composto por: coprocultura e populacéo parasitaria do rebanho; OPG, escore de condigéo
corporal, Famacha, pesagem do rebanho e teste de eficacia de cinco anti-helminticos. Sendo
assim, o produtor rural recebeu a indicagdo do anti-helmintico a ser usado no rebanho e
orientacOes de praticas de manejo adequadas a sua situacdo. A seguir esta o exemplo de um

laudo:



TESTE DE EFICACIA DE ANTI-HELMINTICOS PARA OVINOS

Proprietario: Data:

Localidade: - RJ

No 12 Coleta: 01/07/2014. 22 Coleta: Material:

Resultado da media das coproculturas realizadas de acordo com a técnica adaptada
de Roberts e O’Sullivan (1950) e classificagdo morfoldgica das larvas de acordo
com VAN WYK et al (2004):

-71% Haemonchus spp.

-21% Cooperia spp.

- 5% Trichostrongylus spp.

-3% Oesophagostomum spp.

Nas proximas folhas estdo os resultados do teste de eficacia de anti-helminticos
que utilizou o exame coproparasitoldgico da contagem de ovos por grama de fezes
(OPG) de estrongilideos, realizado pela técnica de Gordon e Whitlock modificada
(UENO e GONCALVES. 1998). e as cooroculturas de cada anti-helmintico
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Teste de Eficacia de LEVAMISOL

EFICACIA GERAL: 50%

*NUmero de animais considerados no teste: 10.

Eficécia por género: 83%Haemonchus spp., 0% Trichostrongylus spp.
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\ AVALIACOES
1° 20 1°
ANIMAL Famacha | Famacha | EGC 2° ECC Peso | 120PG | 22OPG
A7 1 3 2.5 3 46 100 100
D9 1 1 4 3,5 41 200 200
D10 2 1 3 3 44 500 300
D11 1 1 3 3 45 300 0
0030 2 1 2.5 3 55 100 100
001 1 1 2 2 38 100 100
002 2 2 2 2 40 100 0
006 1 1 35 3,5 50 200 100
049 2 1 2 2 40 300 0
14 1 1 2.5 2,5 58 300 200
Médias 1,40 1,3 2,7 2,8 45,52 220 110

Outros parasitos encontrados:

12 Avaliagdo: ndo foram encontrados outros ovos de helmintos ou coccideos.
22 Avaliacdo: ndo foram encontrados outros ovos de helmintos ou coccideos.




Teste de Eficacia de IVERMECTINA

EFICACIA GERAL: 0%

*NUmero de animais considerados no teste: 10.

Eficécia por género: 1%Haemonchus spp., 9% Trichostrongylus spp.
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\o AVALIACOES
1° 20 12 22
ANIMAL 1°ECC 2°ECC | Peso

Famacha | Famacha OPG | OPG

A3 1 1 3 3 60 200 300
D6 1 1 2.5 2,5 39 1000 | 15100

0031 1 1 3 3 55 100 100
0034 2 1 3 2 47 2000 1000

0036 2 1 2.5 2,5 50 400 600

0039 1 1 2.5 3,5 61 300 200
093 4 4 2 2 43 22500 | 12000
36 1 1 3 2,5 47 1800 1500

173 1 1 4 4 83 100 500

302/1 4 1 2 2,5 42 2500 300
Medias 1,8 1,3 2,9 2,8 52,7 3090 3160

Outros parasitos encontrados:

e 12 Avaliagdo: ndo foram encontrados outros ovos de helmintos ou coccideos.
e 2% Avaliacdo: ndo foram encontrados outros ovos de helmintos ou coccideos.
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Teste de Eficacia de MOXIDECTINA

EFICACIA GERAL: 90%

*Numero de animais considerados no teste: 10.

EfichAcia por género: 94%Haemonchus spp.,38%  Trichostrongylus  spp.,100%
Oesophagostomum spp., 100% Cooperia spp.

o AVALIACOES
22
ANIMAL | 1° Famacha | 2° Famacha | 1°ECC | 2° ECC | Peso 12 OPG OPG
D2 41 1 1 2.5 50 2400 | 200
D5 5 2 2 3 60 100 100
035 42 2 1 3 52 2700 | 200
040 58 2 1 3 63 200 0
051 46 1 1 2.5 48 200 0
054 45 1 1 2.5 39 100 0
121 47 1 1 2 47 200 100
400 55 1 1 3.5 64 300 100
28/2 58 1 1 3 58 800 0
328/2 50 1 1 3 56 300 0
Médias 45 1,3 11 28 | 537 730 70

Outros parasitos encontrados:

e 12 Avaliagdo: ndo foram encontrados outros ovos de helmintos ou coccideos.
e 22 Avaliagdo: ndo foram encontrados outros ovos de helmintos ou coccideos.
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Teste de Eficacia de CLOSANTEL

EFICACIA GERAL: 61%

*Numero de animais considerados no teste: 10.

EficAcia por género: 92%Haemonchus spp.,0% Trichostrongylus spp., 87%
Oesophagostomum spp., 76% Cooperia spp.

NG AVALIAGOES
ANIMAL | 1° Famacha | 2° Famacha | 1°ECC | 2°ECC | Peso | 12OPG | 22 OPG
A7 4 1 2 2 42 700 0
D8 1 1 25 2,5 43 | 3800 500
0012 1 2 2 3 40 100 100
0050 3 2 2.5 3 51 500 300
051 2 2 2 2 44 100 100
0600 1 1 2.5 2,5 47 200 0
171 1 2 2.5 2 48 300 100
3/3 2 1 3 2,5 45 300 300
6/1 1 1 3 3 36 100 100
3231 3 2 2 2 31 500 1000
Médias 19 15 2,3 24 | 43 660 267

Outros parasitos encontrados:

e 12 Avaliagdo: ndo foram encontrados outros ovos de helmintos ou coccideos.
e 22 Avaliagdo: ndo foram encontrados outros ovos de helmintos ou coccideos.
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Teste de Eficacia de ALBENDAZOL

EFICACIA GERAL: 0%
*NUmero de animais considerados no teste: 10.

Eficécia por género: 0%Haemonchus spp.100% Cooperia spp.

No AVALIACOES
ANIMAL | 1° Famacha | 2° Famacha | 1°ECC | 2°ECC | Peso | 12 OPG | 22 OPG

D4 1 1 3 2,5 33 1400 1200
D7 1 1 3 3 41 100 100
L1 1 1 3 3 30 100 100
0087 1 1 3 3 43 200 300
004 2 1 2 2 51 7300 7200
073 3 1 2.5 2 48 1000 1800
097 3 2 2 2 44 500 600
12 2 2 3 3 44 300 300
143 2 1 3 3 60 500 800
412 2 2 2.5 2,5 48 300 200
Meédias 1,8 1,3 2,7 2,6 44 1170 1260

Outros parasitos encontrados:

o 12 Avaliacdo: animal D4: 400 OPG de Moniezia sp.; Animal 12: + Eimeria sp.
o 2% Avaliacdo: ndo foram encontrados outros ovos de helmintos; Animal 12: + Eimeria sp
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6.2) Cartilha Informativa:
Foi desenvolvida uma cartilha informativa para a distribuicdo aos produtores rurais e

estudantes em cursos, palestras e dias de campo:

BOAS PRATICAS NO CONTROLE DA VERMINOSE PARA O REBANHO OVINO
FLUMINENSE

Jordana Andrioli Salgado
Clovis de Paula Santos
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APRESENTACAO:

Esse material consta de uma cartilha educativa para o produtor de ovinos do estado do
Rio de Janeiro, sendo o fruto de um estudo que avaliou a epidemiologia e a resisténcia anti-
helmintica no rebanho ovino do estado. O objetivo principal € dar um retorno ao produtor
rural que contribuiu para o estudo e ajuda-lo no manejo antiparasitario do rebanho, ja que em
muitas propriedades a resisténcia anti-helmintica € um problema sério na ovinocultura.

Jordana Andrioli Salgado

Médica Veterinaria formada pela UFPR, Mestre em Ciéncias Veterinarias (Sistemas de
Produgdo Animalem Meio Ambiente) UFPR e doutoranda em Biociéncias e Biotecnologia
pela UENF. jormedvet@hotmail.com.

Clovis de Paula Santos

Bidlogo formado pela UFJF, Doutor em Medicina Veterindria — Parasitologia

Veterinaria, Professor Associado da UENF.
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O QUE E VERMINOSE?
Verminoses sdo doencas causadas por parasitos que acometem principalmente o sistema
gastrointestinal dos animais. Os pequenos ruminantes (ovinos e caprinos) sao susceptiveis as

verminoses, sendo muito acometidos, 0 que causa grande prejuizo econdmico ao produtor.

QUAIS OS VERMES QUE MAIS ACOMETEM OS OVINOS?

Os principais vermes gque acometem 0s ovinos sdo 0s nematoides gastrointestinais.
Esses parasitos possuem o corpo em formato cilindrico, de tamanhos variados e que se fixam
no estbmago ou intestinos dos animais se alimentando de sangue, células ou do préprio
alimento que o ovino consome. Sendo assim, em grande quantidades, ocasionam diarreia,
anemia, perda de peso, diminui¢cdo nos indices zootécnicos e morte nos animais seriamente
afetados (Fig.1).

No estado do RJ, nossa pesquisa apontou que Haemonchus contortus é o nematoide

mais prevalente, seguido por Trichostrongylus spp.,Cooperia spp. e Oesophagostomum spp.

ONDE PARASITAM E O QUE CAUSAM ESSES VERMES?

Tabela 1. Localizacdo e principal sinal clinico dos nematoides prevalentes no rebanho ovino
Fluminense:

Verme Localizagéo Principal sinal clinico
Haemonchus spp. Abomaso Anemia
(estbmago

verdadeiro)

Trichostrongylus spp. Intestino delgado Diarreia.
Cooperia spp. Intestino delgado Diarreia.
Oesophagostomum spp. Intestinos Nodulos intestinais,

delgado e grosso diarreia.
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Figura 1. Obito do animal com anemia profunda, diarreia e perda de peso por verminose.

COMO OS ANIMAIS SE INFECTAM COM VERMINOSE?

A maioria dos vermes possui um ciclo de vida direto, pois ha uma fase no ambiente
(geralmente na pastagem) e outra no animal (Fig 2). O ovino ao pastejar ingere a larva
infectante (L3) que se desenvolve e fixa-se no d6rgdo alvo onde ocorre a alimentagdo e
reproducdo. Os ovos produzidos pelas fémeas sdo eliminados nas fezes do ovino e no
ambiente fecal irdo evoluir para trés estadios larvais (L;, L, € L3). A Lz € quem migra das
fezes para pastagem e acaba infectando o ovino novamente durante o pastejo. A migracdo e
fixagdo, juntamente com o ato do parasito em se alimentar, ocasionam danos ao hospedeiro

(ovino), seja por perda de sangue, células ou diminui¢do na absorcdo dos alimentos.

Fase Parasitaria
Ls Adultos

Fase de vida Livre

Figura 2. Ciclo dos principais vermes que acometem ovinos.
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DO QUE DEPENDEM OS VERMES PARA FECHAREM O CICLO?

Os parasitos dependem basicamente de temperatura e umidade adequados para
fecharem o ciclo (Fig 3). Essas condicGes sdo facilmente alcancadas em regides de clima
tropical e suptropical, como é o caso do estado do RJ, tornando a verminose um problema
sério. Nas pastagens é onde ocorre maior desenvolvimento do ciclo parasitario, pois ha
microclima favoravel para que haja evolugdo rapida (5-7 dias) dos ovos a Ls (Fig 4).
Entretanto, em algumas situacdes, pode ocorrer fechamento do ciclo no confinamento. Isso
ocorre quando ha acumulo de fezes, umidade e temperatura adequadas, juntamente com

instalagBes improprias e falta de limpeza (Fig 5 e 6).

Umidade

Figura 3. A fase de vida livre do ciclo vital dos nematoides gastrointestinais depende,
sobretudo, de fatores como a temperatura e umidade favoraveis.

Figura 5. Falta de limpeza das baias, acimulo de umidade e instalacbes impréprias podem
ocasionar infec¢des parasitarias em animais confinados.
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Figura 6. Instalagdes limpas e bem planejadas evitam infec¢Ges parasitarias (LAPOC/UFPR).

USUALMENTE, COMO SE CONTROLA OS VERMES?
A forma mais usual de controle é por meio dos vermifugos (anti-helminticos), que séo
os medicamentos que eliminam os vermes do organismo do animal. Os vermifugos sao

agrupados em classes, de acordo com o modo de acdo, das quais h& quatro principais
utilizadas no rebanho do estado:

Tabela 2. Classes de anti-helminticos suas respectivas bases quimicas e nomes comerciais
mais conhecidos para ovinos no estado do RJ:

CLASSE BASES NOME COMERCIAL
MAIS CONHECIDO
Lactonas Ivermectina Ivomec
Macrociclicas Moxidectina Cydectin
Doramectina Dectomax
Imidazotiazéis Levamisol Ripercol
Tetramisol
Benzimidazdis Albendazol Albendathor

Thiabendazol

Ricobendazole

Mebendazol Systamex
Oxifendazole
Salicilanilidas Closantel Galgosantel
Disofenol Disofen

Entretanto, esses medicamentos ao longo do tempo, e com 0 uso supressivo, foram
perdendo sua eficacia, ocasionando o que chamamos de RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA.
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COMO 0OS VERMES ADQUIREM RESISTENCIA AOS VERMIFUGOS?

Em uma populacdo parasitaria, assim como em todas as populacdes, ha os vermes
sensiveis e 0s resistentes a determinado vermifugo. Quando se utiliza muito esse vermifugo,
com intervalos curtos, em todos os animais e com a dose errada eliminam-se os vermes
sensiveis e s6 sobram os resistentes, que se multiplicam e povoam as pastagens e 0s animais.
Assim, quando novamente tenta-se utilizar esse vermifugo, ele ndo fara mais efeito porque os
vermes ja adquiriam resisténcia.

Essa é uma situacdo preocupante, pois esse processo € muito rapido e inevitavel para
todos anti-helminticos, e ndo ha muita opcdo para mudanca do tipo do vermifugo, uma vez
qgue a descoberta de uma nova classe demora anos de pesquisa e muito investimento
financeiro. Entretanto, podemos retardar o aparecimento da resisténcia e melhorar o manejo
dos animais para que eles possam conviver melhor com a verminose; além disso, 0s exames
laboratoriais e a avaliacdo clinica do animal sdo parametros importantes que devem fazer

parte de um manejo integrado de controle parasitario.

MANEJOS QUE AUXILIAM NO CONTROLE DA VERMINOSE:

Ovinos manejados inadequadamente, mal nutridos, com elevado grau de estresse, sao
mais susceptiveis as infeccdes parasitarias e adoecem rapidamente. O problema torna-se ainda
mais grave com o uso de anti-helminticos ineficazes vinculado a falta de adequados
programas de controle parasitario. Por isso, o tratamento da verminose passa a ser muito mais
amplo do que somente a administragdo de vermifugos (Fig 7 e 8).

Alguns manejos que podem auxiliar dando suporte ao animal e ajudando no controle da
verminose:

e Nutrigdo: animais bem nutridos tém melhor resisténcia aos vermes, adoecendo menos;

e Desmame com idade e peso adequados: o leite materno e a presenca da mae sdo
importantes no desenvolvimento da imunidade cordeiro. Recomenda-se desmamar o
cordeiro ndo antes dos 2 meses de vida e dar-lhe suporte alimentar adequado;

e Categorias sensiveis: as categorias mais sensiveis sdo cordeiros jovens e fémeas em terco
final de gestagdo. Atencdo especial a esses animais com nutrigdo e ambiente adequados
podem diminuir a verminose;

e Selecdo de animais resistentes: algumas racas e linhagens sdo mais resistentes a

verminose, a selecdo genética ajuda no controle da doenca;
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e Adequada lotacdo: altas lotacBes (muitos animais por area) aumentam a chance de
infeccdo por vermes, dificultando o controle;

e Estresse: praticas estressantes como castracdo, descorna e transporte diminuem a
imunidade do animal, favorecendo a verminose.

e Instalacdes adequadas e limpeza do confinamento: animais confinados tém menor chance
de infecgbes parasitarias, mas & necessario que o ambiente esteja limpo e que as

instalagdes sejam adequadas de forma a evitar o contato com as fezes.

Figura 7. O controle da verminose vai muito além do uso isolado de antiparasitarios,
englobando manejo nutricional, ambiental e bem-estar animal.

Figura 8. Animais com boa condicdo nutricional, adequada oferta e qualidade da pastagem,
sdo menos afetados pela verminose.
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QUAIS SAO 0OS EXAMES QUE AUXILIAM NO DIAGNOSTICO DA VERMINOSE?

e Exames de fezes: € a forma mais fiel de se diagnosticar a verminose. Para isto, as fezes
devem ser coletadas diretamente do reto do animal (Fig 9). O OPG (contagem de ovos por
grama de fezes) é o exame mais comum, ele é quantitativo e diz o quanto o animal esta
infectado (Fig 10). Além disso, a comparacdo do OPG antes e depois (14 dias) de ter
aplicado o vermifugo é o método mais utilizado para saber a eficacia do medicamento, esse

teste é chamado teste de reducdo da contagem de ovos nas fezes, considerando-se eficaz o

medicamento que reduzir cerca de 95% do OPG. A coprocultura é o exame qualitativo, ou
seja, indica quais 0s vermes que acometem o rebanho.

e Método Famacha: € avaliacdo do grau de anemia do animal e foi desenvolvido para quando
o verme predominante € Haemonchus. Utiliza-se uma tabela de coloracdo da mucosa
ocular indicando-se o tratamento apenas dos animais acometidos com anemia. Esse método
funciona muito bem quando vinculado a outras formas de controle e manejo (Fig.11).

e Avaliacdo da condicdo corporal: animais com verminose perdem peso e condi¢do corporal;
sendo assim, a avaliacdo dos animais que destoam do restante do lote em escore de
condicdo corporal pode indicar que estejam acometidos. Como esse parametro € totalmente
dependente da nutricdo, apenas quando esta estiver adequada, a condi¢do corporal pode ser
utilizada como critério de tratamento (Fig. 12).

e Diarreia: como vimos na tabela 1, alguns vermes causam diarreia € a observacdo desse

pardmetro pode indicar verminose. Contudo, cuidado com essa avaliagdo, pois, outras

causas como nutricional e infecciosa (bactérias e virus) podem ocasionar diarreia.
: '

Figura 9. Coleta de fezes para realizacdo de exames.
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Figura 11. Tabela Famacha (Van Wyk et al., 1997) e exposi¢do da mucosa ocular para
avaliacdo do grau de anemia.

Figura 12. Avaliacdo do escore de condicao corporal.
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ENTAO, QUANDO VERMIFUGAR???

Como foi visto, ha varias ferramentas que podem auxiliar no tratamento anti-helmintico,

e quanto melhor o diagnéstico melhor sera o resultado:

Para tratar o rebanho € necessario saber qual o vermifugo que apresenta melhor eficicia
(proximo a 95%), por meio da realizacdo do teste de reducdo da contagem dos ovos nas
fezes mencionado no item 9 a.

Com vermifugo em maos, utilizam-se as ferramentas de diagnostico (OPG, coprocultura,
Famacha, avaliacdo do escore corporal e da diarreia), e aplica-se 0 medicamento apenas
nos animais que estdo acometidos, nunca em todos e somente quando necessario. A
vermifugacgdo de todo o rebanho de uma s6 vez aumenta o processo de resisténcia.

Mesmo ap0s ter comprovada a eficacia do vermifugo, é importante utilizar de boas préaticas
na aplicacdo para que ele funcione.

Lembre-se que o vermifugo é apenas uma das ferramentas utilizadas no controle da
verminose, ndo deve nunca ser a Unica; pois quanto mais se trata, mais rapido ocorre o

aparecimento de resisténcia.

QUAIS SAO AS BOAS PRATICAS NA ADMINISTRACAO DOS VERMIFUGOS?

Apbs saber qual o vermifugo que mais funciona no rebanho, agora € preciso zelar para

que ele seja administrado da melhor forma para que chegue ao alvo e cumpra o seu papel de

eliminar os parasitos. Para isso, é fundamental utilizar as boas préticas na administracéo:

Sempre se deve pesar (Fig. 13) o animal antes e calcular a dose exata para cada um (Fig.
14), a bula do medicamento indica a dose que deve ser utilizada por peso.

Observar se o0 vermifugo esta na validade e em boas condic6es de uso;

Agitar o frasco antes de usar;

Observar a via de aplicacdo: na bula do vermifugo ha a indicacdo da via que deve ser
aplicado: oral, intramuscular ou subcutanea, deve ser respeitada para que o medicamento
cumpra sua fungéo.

Vermifugos orais requerem jejum (12 horas), posicionamento correto da cabeca do animal
e verificacdo se ndo ha refluxo;

Vermifugos injetaveis (Fig. 15) requerem seringas e agulhas limpas, médos limpas e
administragdo correta para evitar refluxo. A pele do animal deve ser limpa com alcool 70%
e na aplicacdo subcutdnea o medicamento deve ser depositado em baixo da pele de cima

para baixo.
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Figura 14. Célculo e preparacdo da dose de vermifugo de acordo com o indicado pelo
fabricante.

Figura 15. Aplicacdo de vermifugo por via subcutanea.
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POR QUANTO TEMPO DEVE-SE UTILIZAR O MESMO VERMIFUGO?

Levando-se em conta o processo rapido de resisténcia anti-helmintica, indica-se utilizar
0 mesmo vermifugo até que ele pare de funcionar, isso leva em torno de um ano. Somente
apos esse periodo, indica-se um novo teste de eficacia e entdo a troca de principios. A rotagédo
répida dos principios ativos e sem critérios aumenta o processo de resisténcia e dificulta o

controle da verminose.

CONCLUINDO:

Verminose é um sério problema que acomete os ovinos em todo o pais, no estado do
Rio de Janeiro detectou-se em muitas propriedades grave situacdo de resisténcia anti-
helmintica. Com isso, é necessario lancar mao do uso de um programa integrado de controle
parasitario que englobe praticas de manejo, exames e boas praticas na aplicacdo dos anti-
helminticos, para que estes possam funcionar por mais tempo. Para a escolha do
medicamento, é necessario testar a sua eficacia por meio do teste de reducdo da contagem de

ovos nas fezes.
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6. 3) Cursos e Palestras:

No decorrer do projeto de tese, foram ministrados cursos, palestras e dias de
campo para estudantes e produtores rurais. Abordaram-se temas referentes ao controle
parasitario e higiene e profilaxia do rebanho ovino. Esses eventos foram de suma importancia
tanto para o repasse de informacg6es quanto para o0 recrutamento de interessados em participar

do projeto. Em algumas dessas ocasides, foram entregues as cartilhas informativas.
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A) Palestra:“Monitoramento e controle de nematoides gastrointestinais de ovinos
do estado do Rio de Janeiro”.

Local: Trés Rios-RJ
Data: 14 de agosto de 2011
Evento: Trés Rios Expo Fest: V Seminéario de Ovinocaprinocultura da Regido Centro

Sul Fluminense.

O seminario apresentou 0s cenarios, tendéncias e tecnologias para 0 agronegécio da
cadeia produtiva da Ovino/caprinocultura no Brasil. Com objetivo de fomentar a atividade
junto ao publico consumidor e atrair novos produtores. Além de buscar estimular a discussao
da cadeira produtiva, custos, processos e propor estratégias para o fomento da atividade no
Estado do Rio de Janeiro. Nesta ocasido, além da palestra ministrada sobre controle
parasitario, foram recrutados ovinocultores da regido interessados em participar do projeto de

tese.

N _\——_”’/
MONITORAMENTO E CONTROLE DE
NEMATOIDES GASTROINTESTINAIS

DE OVINOS NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

\v‘ e ‘.

Jordana Andrioli Salgado
Trés Rios —-R] - 13/08/2011

Figura 1. Slide inicial da palestra ministrada em Trés Rios.
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B) Dia de Campo: “Higiene e Profilaxia na Ovinocultura”.

Local: Areal-RJ;
Data: 05/11/2011.
Evento: Dia de Campo.

Esse evento foi feito com base na demanda e interesse demonstrados pelos
ovinocultores na palestra em Trés Rios. Com intuito de recrutar maior publico participante
para trabalho de tese e abordar um tema mais abrangente referente ao manejo béasico de
higiene e profilaxia, esse curso ocorreu na Fazenda Jaqueiras em Areal-RJ. Sendo assim, foi
realizado um dia de campo onde os ovinocultores puderam além de assistir a palestra,

participar do manejo dos animais e conhecer uma fazenda ovinocultora.

Curso:
- Higiene e profilaxia na
" ovinocultura

Conheca conceitos e manejos importantes relacionados a saude
animal. Este curso serd ministrado pela Vet Jordana Andrioli ¢
ocerrera em formato “dia de campo” contendo uma parte teodrica
e outra pratica.

Abaixo alguns temas que serdo abordados:

v Infeccao, inflamacao, infestagao, agente etiologico, hospedeiro,
sinalclinicoe sintoma;

¥ Principais tipos de medicamentos: vacinas, antibioticos,
antiinflamatorios e antiparasitarios;

v Limpeza, desinfeccdo e anti-sepsia.

Data: 05/11/2011

Horéario: 09:30h
Local: Fazenda Boa Vista (Areal

Figura 2. Folder de divulgacdo do dia de campo sobre Higiene e Profilaxia realizado em
Areal.
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C) Palestra em Encontro de Ovinocultores: “Parasitoses no Rebanho Ovino

Fluminense”.

Local: Paraiba-Sul-RJ;
Data: 30 de maio de 2014,
Evento: 1° Encontro de Ovinocultores da Regido Centro Sul Fluminense.

Esse encontro foi promovido pela prefeitura de Paraiba do Sul juntamente com a
EMATER, convidando varios palestrantes para discutirem a cadeia produtiva e 0 manejo de
ovinos. Nesta ocasido, boa parte da pesquisa de tese j& havia sido realizada no campo. Dessa
forma, a palestra buscou apresentar uma parte dos resultados e discutir a cartilha que foi
entregue aos produtores rurais. Apos a palestra, os participantes se reuniram na fazenda Bode
Bravo, onde se pode demonstrar a parte pratica da cartilha: avaliacdo sanitaria dos animais
(escore de condicdo corporal, grau de diarreia, método Famacha), teste de eficacia e boas

praticas na administracdo de anti-helminticos.

1° Encontro de Ovinocultores
da Regiao Centro - Sul Fluminense

lra'unn\ al

Programacao
8n30 - Chegada dos Participantes.
9h - Credenciamento.
9h30 - Aberturo Oficial

10h - Pang mr\daolunuluamh 0 Pro: ;rxm[\ adua
%JL-’“{LS Médco Vitorina Jose Henngue M

lmh v-rf-grr u.v().uu JRura rna ﬂrqsn Lentro - Su!
Flumirense - ficarc 10 SOCIaChO o

uitores d minense - NI
llh Perfil dos Criadhores de Ovinos no (.- ntro-Sad Fluminense
) 1 0 Filho - Médico Veterindrio UFB
s CRI ) o
120 - Intervwio Para o Almogo
13h M.ur) ) om Ovinos ce Leite - Luls Fran

vf-lm h Dv;'\ ’m e -
N P

Hlﬂ‘n P.r.n HA—
ana An UFPR - My

FoR W )

logia - UENF

Nh V/.mcy Sanitirio 1r Ovinos

n
11h33 Oulour ina Dax(o aOpul.nua_eﬂ C
3 da CNA; Dirtor Scnco logso
Sergipe Cootdenador do Program,
, da® ta Inds (USP - MAPA
lahls Ilc a2 -&\‘b»da 4\.30 :1: A.c-\.m pan kmr—ulav B
Ovinocut l‘., s do R

lbh)J J(MJ"‘CI’I[OCI‘KHCO(" para o DIADECAMPO.

Dia 31 de Maio de 2014 - Sabado

Das 100 as 13h - DIA DE CAMPO NO SITIO BODE BRAVO
do Ovinocukor Ricardo Lomardo em Parniba do Sul (Reprodugho e Manep)

o= § 2 & I3 W=

Vi

Figura 3. Folder de divulgacdo do encontro de ovinocultores realizado em Paraiba do Sul.



140

Figura 5. Publico participante da palestra em Paraiba do Sul.
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Figura 7. Entrega das cartilhas em Paraiba do Sul.



142

!
PRI O de 2 VR

Figura 8. Produtores rurais reunidos em Dia de Campo na Fazenda Bode Bravo.

Figura 9. Apresentacdo do método Famacha na Fazenda Bode Bravo.
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)

Figura 11. Demonstracdo da avaliacdo de Escore de Condi¢do Corporal na Fazenda Bode

AN

Bravo.
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Figura 13. Boas praticas na administracdo de anti-helminticos na Fazenda Bode Bravo.
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D) Palestra na UNIFESO: Parasitoses Gastrointestinais em Pequenos Ruminantes.

Local: Teresopolis
Data:08/06/2014
Evento: 11 Jornada cientifica da UNIFESO

Essa palestra foi dada na semana académica de medicina Veterinaria da UNIFESO
(Centro Universitario Serra dos Orgéos). Com publico voltado para estudantes, buscou-se

focar no diagndstico e controle das parasitoses gastrointestinais. Ainda, foi entregue a cartilha

e discutidas atualidades relacionadas a parasitologia em pequenos ruminantes.

Figura 14. Estudantes participantes da palestra na UNIFESO.
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Figura 16. Palestra sendo ministrada na UNIFESO.
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Figura 17. Palestra sendo ministrada na UNIFESO.

E) Curso na Semana do produtor Rural da UENF: “Controle Parasitario do

Rebanho Ovino”.

Local: Campos dos Goytacazes-RJ
Data: 31/08/2014
Evento: 11* Semana do Produtor Rural da UENF

Esse evento é dirigido ao produtor rural e a comunidade em geral, visando a melhoria da
produtividade, da producédo e ao bem-estar social. Promovido pela Coordenacao de Extenséo
do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da UENF, a 11 Semana do
produtor constou de 47 minicursos, abordando diversos temas. Juntamente com prof. Clovis,
abordou-se o tema focado em Controle Parasitario do rebanho Ovino. O Curso foi dividido
em duas partes, a parte tedrica no periodo da manha e a parte pratica no periodo da tarde. Na
pratica, foram vistos 0 manejo dos animais, coleta de fezes e boas praticas na aplicacdo de
aniti-helminticos. Além disso, com suporte dos laboratérios da UENF, exames
coproparasitologicos foram feitos para a observacdo de ovos e larvas de parasitos. As cartilhas

foram entregues aos produtores rurais e estudantes que participaram do curso.
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Cl Semana do
Prﬁ“&uto:-
Ryl

47 cursos de
aperfelgoamento atualizacio
e treinamento profissional
para produtores rurais

W s e TR A g

Urmenakencds Taneanl de Merx Fardweany
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Jordana Andrioli Salgado

Mestre am Géncias Velenndnas-UFPR.

Doforands e=m Biocéncias = Bict=cnologis -UENF

Figura 19. Slide da palestra tedrica na Semana do Produtor Rural.
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Figura 20. Parte pratica de realizacdo de exames coproparasitologicos na Semana do Produtor
Rural.

6.4) Textos Informativos:

Foram escritos quatro textos informativos voltados para produtores rurais com temas
relacionados ao manejo, diagnostico e controle de parasitoses em pequenos ruminantes. Os
textos foram escrito em parceria com especialistas da area e foram publicado na revista
Online Farmpoint (ponto de encontro da cadeia produtiva de Ovinos e Caprinos) atualmente

vinculada ao MilkPoint:

A) Sistemas de producéo e verminose - Parte | de Il

Disponivel em: http://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/ovinos-e-caprinos/sistemas-
de-producao-e-verminose-parte-i-de-ii-77369n.aspx

Postado em 12/01/2012

Autoria: Jordana Andrioli Salgado, Edson Evaristo de Paula (zootecnista) e Dra. Alda

Ldcia Gomes Monteiro (Professora UFPR).


http://www.milkpoint.com.br/mypoint/117237/
http://www.milkpoint.com.br/mypoint/158684/
http://www.milkpoint.com.br/mypoint/75227/
http://www.milkpoint.com.br/mypoint/75227/
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B) Sistemas de producéo e verminose Parte 11 de I1:

Disponivel em: http://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/ovinos-e-caprinos/sistemas-
de-producao-e-verminose-parte-ii-de-ii-77790n.aspx

Postado em: 06/02/2012;

Autoria: Jordana Andrioli Salgado, Edson Evaristo de Paula (zootecnista) e Dra. Alda

Lacia Gomes Monteiro (Professora UFPR).
C) Coprocultura: um exame importante no controle de verminose:
Disponivel em: http://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/ovinos-e-caprinos/vale-a-
pena-ler-de-novo-coprocultura-um-exame-importante-no-controle-de-verminose-78933n.aspx
Postado em: 25/09/2014.

Autoria:Jordana Andrioli Salgado e Fernanda Rosalinski Moraes (Professora UFU).

D) Como escolher o vermifugo para o seu rebanho?

Disponivel em: http://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/ovinos-e-caprinos/como-
escolher-o-vermifugo-para-0-seu-rebanho-95383n.aspx

Postado em: 16/06/2015.

Autoria: Jordana Andrioli Salgado.



http://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/ovinos-e-caprinos/sistemas-de-producao-e-verminose-parte-ii-de-ii-77790n.aspx
http://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/ovinos-e-caprinos/sistemas-de-producao-e-verminose-parte-ii-de-ii-77790n.aspx
http://www.milkpoint.com.br/mypoint/117237/
http://www.milkpoint.com.br/mypoint/158684/
http://www.milkpoint.com.br/mypoint/75227/
http://www.milkpoint.com.br/mypoint/75227/
http://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/ovinos-e-caprinos/vale-a-pena-ler-de-novo-coprocultura-um-exame-importante-no-controle-de-verminose-78933n.aspx
http://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/ovinos-e-caprinos/vale-a-pena-ler-de-novo-coprocultura-um-exame-importante-no-controle-de-verminose-78933n.aspx
http://www.milkpoint.com.br/mypoint/117237/
http://www.milkpoint.com.br/mypoint/185081/
http://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/ovinos-e-caprinos/como-escolher-o-vermifugo-para-o-seu-rebanho-95383n.aspx
http://www.milkpoint.com.br/radar-tecnico/ovinos-e-caprinos/como-escolher-o-vermifugo-para-o-seu-rebanho-95383n.aspx
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7) CONSIDERACOES FINAIS:

O rebanho ovino do Rio de Janeiro é pequeno e carece de organizacdo em varios elos da
cadeia produtiva, assim como ocorre em muitas regides do Brasil. No estado, a atividade nédo
é principal na maioria das fazendas sendo caracterizada por hobby ou producdo secundéria a
outra atividade pecudria ou agricola. Os sistemas de produgdo mais utilizados sdo o0s semi-
intesivos com uso predominte de pastagem. Pastagens nativas e braquiarias predominam na
producdo, havendo dificuldade do cultivo de pastos de melhor valor nutricional devido a
escassez de chuvas principalmente nos meses de inverno. A raga mais criada é a nativa Santa
Inés, a qual se adaptou melhor ao clima quente e as doencas tropicais. Apesar disso, 0S
animais sdo muito acometidos por infec¢bes endoparasitarias, havendo prejuizo produtivo
com essas enfermidades.

Alta morbidade e mortalidade dos animais foram vistas em muitas fazendas percorridas
no decorrer deste projeto. Caréncia de assisténcia técnica qualificada e falta na periodicidade
desta ocasionaram falhas de manejo referentes a sanidade e nuticdo dos animais. Desta forma,
em todas as fazendas havia o uso de anti-helminticos ndo eficazes de forma incorreta no
rebanho, ndo solucionando o problema e ocasionando excesso de residuos no meio ambiente e
nos produtos de origem animal, principalmente na carne que é o produto mais explorado no
estado. Sendo assim, nos quatro anos de projeto e vivenciando a problematica, buscou-se um
diagnéstico profundo com a finalidade de tornar a pesquisa aplicada e auxiliar o ovinocultor
no controle das parasitoses do seu rebanho. Com a parte de extenséo do projeto, melhorias
foram notéveis por meio dos relatos dos criadores o que tornou gratificante este projeto,
apesar de extremamente trabalhoso. Apos a defesa da tese e encerramento do projeto, €
necessario que a educagdo e auxilio ao produtor rural sejam permanentes. Ressalta-se a

importancia da aplicabilidade da pesquisa e retorno do conhecimento & comunidade.
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Abstract

Frequent and inappropriace use of all classes of antipamsitic drugs in small ruminants has led o failures in their
effectiveness, culminating in a global problem of anthelmintic resistance. Brazil stands our as one of the world’s leaders in
publicarions abour anthelminric resistance, and for having the most numerous reports of this resistance in small ruminants
in the Americas. These studies have involved mainly the fecal egg count reduction test (FECRT) and its correlation with
field management pracrices. fi vive effectiveness testing is conducred in areas where livestock is of greater economic
significance, e.g., in the South (sheep) and Northease {goarts), or is importane for rescarch and cconomic centers, such
as the Southeast (sheep). The most widely studied species is sheep, for which the widest range of drugs is also evaluared.
Despite significant advances achieved in molecular research, laboratory analyses should incude knowledge about the
reality in the field so that they can become feasible for the producer. Moreover, molecular studies can be underpinned
by the analysis of field studies, such as the maintenance of antiparasitic effectiveness over time and the mechanisms
involved in this process.

[(qrwnlds: Small ruminantis, anchelmintic resistance, sheep, goar, gastminu:-stina] nematodes.

Resumo

Ouso qu_u.cnlcc inapropriado de todas as classsdeantipanslm’limm pequenos ruminantes levou a falhas de eficicia,
culminando na problemirica global de resisténcia anti-helminrica. O Brasil destaca-se como sendo um dos pioneiras nas
publicagies com resisténcia anti-helmintica no mundo e por ter o maior nimero de relatos em pequenos ruminantes
na América. Essas pesquisas envolvern principalmente o teste da reducio da contagem de ovos nas fezes (TRCOF) e sua
correlacio com as priticas de manejo urilizadas no campo. Os estudos de restes de eficicia in vive localizam-se em dreas
onde hd maior importincia dos rebanhos como nas Regioes Sul (ovinos) ¢ Nordeste (caprinos), ou com imporrincia
em polos de pesquisa e econémicos, como a regiio Sudeste (ovinos). Ovina € a espécie mais estudada e com maior gama
de drogas avaliadas. Mesmo com grande avanco em pesquisas moleculares, as anilises laboratoriais devem envalver o
conhecimento da realidade do campo para que possam se tornar vidveis ao produror. Além disso, a andlise dos estudos
de campo pode nortear estudos moleculares como, por cxemplo, a manutengio da cficicia das drogas ao longo dos anos
¢ 05 mecanismos envolvidos em tal processo.

Palavras-chave: Pequencs ruminantes, resisténcia anti-helmintica, ovelha, cabra, nemaroides gastrointestinais.

Introduction

The worldwide production of small ruminants is serongly
impacred by gastrointestinal parasites that cause high mortalicy
rates (HOSTE & TORRES-ACOSTA, 2011; STEAR eral , 2011;
KNOX eral., 2012; FALZON eral., 2014), as well as losses resulting
from subclinical infecrions that are reflecred in low productivicy
(CHARLIER eral., 2014). In mropical countries, Aaemonchus contortus

" ding authar: Clévis de Pauks Sanws. Labosarério de Biologia Celulas
e Tecidwal, Centra de Biociéncs « Biotecnalogia = CBE, Universidade Essadual
do Narte Fluminense = UENE Av. Alberto Lamegn, 2000, CEF 2801 3-602,
Campas dos Goyracazes, B], Brasil. esmail: cps@uenfbe

is the most ]}rtv:]:m nemarode in herds, causing severe losses due
to the high pathogenic pressure it exerts through hemarophagy
(KASSAL 1999). Ocher parasites also contribure to losses through
dian"ll:-a. ;pulhliun of intestinal mucomam:la.n:mia. mainly because
of mixed infecrions, which cause a variety of clinical signs and low
productivity (MOLENTO eral., 2009). In Brazil, the productive
porential for ruminants thar are suitable for animal husbandry is
hﬂmpertd b]' cndopamsi[i.c infections. In the cartle secor, where
the country is a world leader in commercial herds, annual losses
caused by gasrroinrestinal parasites are estimared to reach up o

www.chpv.org. br/thpe
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% 7.11 billion (GRISI et al., 2014). Sheep and goats, for which
there is a developing producrion chain in the country, are even
more susceptible, and their high morrality rare is a significant
deterrent to agribusiness.

Owver the years, parasitic diseases in livestock have been
controlled based on the use of broad-spectrum and widely accessible
antiparasitics. The main classes of anthelmintics available in recent
years are: benzimidazoles, imidazothiazoles, macrocydic lacrones,
salicylanilides and nitrophenols (COLES et al., 2006). According ro
Molento (2009), the use of antiparasitic drugs in farm animals over
the years offers benefirs; however, the conrinuous and inappropriate
use of these drugs has resulted in the loss of effectiveness of many
active ingredients. Macrocyclic lactones were launched on the
market in the 1980s (CHABALA et al,, 1980), but just a few
years larer, there were reports of the loss their efficiency in Brazil
(ECHEVARRIA & TRINDADE, 1989). Recently, rwo new classes
of anthel mintics were ]aunchcd. an amino-acetonicrile ¢:|.c1'1"vmi1n:P
monepantel (KAMINSKY cral., 2008), and derquantel, which was
marketed in association with abamectin (LITTLE et al., 2010).
However, there have been reporns of resistance to monepantel
(SCOTT er al., 2013; MEDEROS er al., 2014a; VAN DEN
BROM etal., 2015) and to derquantel (KAMINSKY eral , 2011),
indicaring the high vulnerability of these drugs. Addirional to the
loss of effectiveness there are the effects of toxic residues on non-
target organisms in the environmene (LUMARET et al., 2012)
and of residues in mear (COOPER et al., 2011), milk and other
animal products associated to anthelminrics (IMPERIALE etal.,
2004; ANASTASIO er al,, 2005; WHELAN eral., 2010).

According to the guidelines of the World Association for
the Advancement of Veterinary Parasitology— WAAVE, occurs
anthelmintic resistance (AHR) when the effectiveness of a drug
against the target parasite load is lower than 95% (COLES eral.,
1992, 2006). AHR occurs when there is high incidence of
individuals in a parasite population that are able o tolerate

doses of a presumably lethal compound, and this charactenistic is
hereditary (PRICHARD ctal., 1980). This decrease in susceptibility
is caused I:w an increase in the genetic selection quu:nqr. which
results from repeated use of an anthelmindic (FLEMING et al.,
2006). The greater the sclective pressure of the drug, the greater
the process of selection b}r IESISEANE Organisms. According o
Blouin eral. (1995), gastrointestinal nematodes of small ruminants
have genetic trairs thar promote the rapid development of AHR,
such as rapid rates of sclection and of gene flow and a high level
of genetic diversity. As a result, these parasites have the genetic
potential to quickly respond to the effect of anthelmintics and
the means to ensure the disseminarion of their resistant genes
(FLEMING et al.. 2006).

Increased AHR in herds has led to the need to idenrify
management practices that can reduce the impact of the problem
(FALZON er al., 2014), which requires a prior diagnosis of the
situation. AHR in small ruminants has been reported in various
regions of world: Argentina (EDDI et al., 1996); Uruguai
(NARI ct al., 1996; BONINO & MEDEROS, 2003), Paraguai
{MACIEL et al., 1996); South Africa (VAN WYK et al., 1997);
Mesico [TORRES-ACOSTA et al., 2003); Australia (SUTER ez al.,
2004; PLAYFORD eral., 2014); New Zealand (WAGHORN eral.,
2006); Canada (FALZON et al, 2013); Denmark (PENA-
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ESPINOZA eral., 2014); Uganda (NABUKENYA et al., 2014);
Iraly (ZANZANI et al., 2014); Ireland (KEANE et al., 2014);
France, Greeceand Iraly (GEURDEN et al., 2014). The countries
with the largest number of cross-secrional studies over rime are New
Zealand, che Unied Kingdom and Brazil (FALZON et :IL.}‘_GH)_
Torres-Acosta eral. (2012) also highlight Brazil as the counery with
the largest number of publications in the area that offer up-to-dare
reports about the siuation of AHR in the Americas. Thus, the
purpase of this review is to provide an overview of the reports
of AHR in small ruminants in Brazil, discussing the history and
forms of diagnosis employed; and to analyze the distriburion of
surveys |:w region, as well as the evolution of the use, effectiveness

and maintenance of these drugs over the years.

History of AHR in Small Ruminants in
Brazil and Around the World

The world's firse repore of AHR involved the drug phenothiazine
insheep in the ULS. (LELAND etal., 1957). Among the classes of
anthelmintics currently in use, benzimidazoles were the first drugs
to lose their effectiveness in nemarodes of small ruminants, and
AHR in sheep to thisbendazole was first reported by Dirudge cral.
{1964). Soon thereafter, in Brazil, Santos & Gongalves (1967)
reported the first case of anthelmintic resistance in sheep to
thizhendazole in the state of Rio Grande do Sul. In goats, first
reported resistance to benzimidazole in the world occurred in the
1980s (LUTU, 1984; KETTLE etal., 1983 McKENNA, 1984).
In Brazil, based on the necropsy of goars treated with albendazole,
parbendazole and levamisole, Charles et al. (1989) reported
resistance to all these active ingredients, and questioned whether
the dasage was correct for the species. In the same year, Vieira eral.
{1989) derecred resistance ro several classes of benzimidazole in

goars in the state of Ceard.

lhe nemarode serains resistant to benzimidazole were highly
susceptible to imidazothiazoles, bur in Australia, Le Jambre et al.
{1976) reparted the potential resistance of nematode strains sclected
i pitro to these drugs. and their [EpOTT Was 5000 followed I:w
other reports abour resistance around the world, including field
strains (KELLY & HALL, 1979). In Brazil, a previous report
by Santiago et al. (1977) identified a strain of Trichasrongylus
colubriformis resistant to levamisole. Later, Green er al. (1981)
published the first report of mulriple resistance, including ro
benzimidazoles and imidazothiazoles, caused by the high sclection
pressure resulting from froquent trearments of sheep Hocks in
Qu::ns]am:l. Australia. In Brazil, amicles about goars in the
state of Pernambuco (CHARLES er al., 1989) and abour sheep
in the state of Sio Paulo (AMARANTE et al,, 1992) reported
resistance o levamisole as muliple with the other formulations
of benzimidazoles.

With the advent of AHR 1o the rwo main dasses of anthelminrics
in the animal marker, the emergence of a new dlass offered new
prospects for Brazilian livestock. In the 1980s, mm:mcyu:liclacmn:;
with endectocide acrivity were launched on the French marker
(CHABALA eral., 1980), and were snon thereafter launched in
Brazil in various formulations and concentrations. The first report
of loss of ivermectin effectiveness in sheep was published in South
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Africa (CARMICHAEL etal., 1987), and was soon followed by
repors in Brazil (ECHEVARRIA & TRINDADE, 1989). In Brazil,
the first report of ivermectin resistance in goarts dates from the
19905 in the stare of Rio Grande do Sul (MATTOS ecal., 1997
cited by MATTOS eral.. 2004). Melo et al. (2003) also reported
resisance o ivermectin in ;h::p and goats in the state of Ceard,
and this report was followed by others throughout the country.
Ower time and with the use of new drugs, there have been
NUMETOUs [Eports of mu]tiplc resistance worldwide, apcciaﬂ)' in
countries with a lml:lili.unefbmrdin.gsma]] ruminants. In Brazil, in
addition to the aforementioned classes of drugs, Thomaz-Soccol eral.
(1996} reported multiple resistances in sheep in the state of Parand
to the dru.g; closantel and disnph:nnl. which are srill considered
specific and effecrive in the rreatment of H. comrermus. Also in the
state of Parand, Cunha eral. (1998) found resistance to moxidectin,
a milbemectin of the class of macrocyclic lactones, which was
effective against ivermectin resistant strains (CRAIG eral., 1992).
Subsequent repores of multiple resistance to the macrocyelic
lactones ivermectin and moxidectin (CONDER et al., 1993;
SHOOP er al., 1993) raised the possibiliy of cross-resistance
berween them (MOLENTO et al., 1999). In addition ro other
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drugs, Cezar et al. 2010 and Cruz et al. 2010 reported resistance
o ni[m)q.rnll. 4 narrow specirum anthelmintic thar had until then
been effective against Haesmanchus spp.

In the absence of the release of new drugs, and given the
increasing stamus of AHR in small ruminants, combinarions of drugs
with different mechanisms of action began o be used in an effort
to delay the development of resistance (SMITH, 1990; COLES &
ROUSH, 1992). However, it was found that these combinations
could fail, particularly when there was already resistance to one
or more drugs, although the use of combinarions was found o
be valid when inserted in integrated programs of drug resistance
management and underpinned by parasitological examinations
(LEATHWICK & BESIER, 2014). In Brazil, resistance to
various combinarions of anriparasitics were reported in sheep in
the state of Parand by Thomaz-Soccol er al. (1996) and Thomaz-
Soccol et al. (2004), in Rio Grande do Sul by Echevarria et al.
(1996) and Cezar er al. (2010), and in Maro Grasso do Sul by
Sczesny-Moraes et al. (2010) (see Table 1).

Recently, owo new classes of anthelmintics were launched,
a derivarive of aminoacetonitrile with broad-spectrum acriviry,
monepantel, Zolvic® (KAMINSKY et al., 2008) and derquantel
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Table 1. Mapers published regarding Anrhelminric Resistance, evaluared by the Fecal Egg Counr Reduction Test (FECRT), in small ruminants

in Brazil.
State Anthelmintics evaluated Drrugs with AHR Animal Mo. of farms/ Source
species jmmal
RS Th, i, P Th Sheep 2/308 Santos & Gongalves (1967)
RS 1 1 Sheep 1/89 Echevareia & Trindade (1989)
CE O, E A, Th. O.EATh Goars 1125 Vieiea ex al. {1989)
sp O L L o1 L Sheep /540 Amarznte et al. (1992)
CE Te N1 Ne, 1 Sheep 1/20 Vieira et al. (1992)
PR ACLELTe Di+Te ACLELTeD+Te Sheep /480 Thomaz-Soccol et al. (1996)
RS ALLCA+L ALLCA+L Sheep 182/M1 Echevarria et al. {1996}
RS L L AE O, Me LA E O, Me Sheep 29870 Farias ez al. (1997)
'R LAM LAM Sheep 104850 Cunha et al. (1998)
CE C0 C0 Sheep 1/38 Mela er al. {1998)
CE I I Croats 1/29 Melo e al. (1998)
CE O, L O, L Goats 341020 Vieira & Cavalcante {1999)
RS C, L(8and 11mgfkg) C, L8 and 1 Tmgfkg) Goas 1/40 Marros et al. (2000)
S LLCA LLCA Sheep 6517329 Ramos, ex al. (2002)
CE 0O L1 0. L1 Sheep 16f 768 Melo e al_ (2003)
CE Q. L1 Q. L1 Croats 71336 Melo e al. (2003)
CE o O Sheep 6144 Melo et al. (2004)
RS 1 1 Goars 212 Marvos et al. (2004)
R O LCC+O LM OLCC+O LM Sheep 42N Thomaz-Soccol et al. (2004)
AL LA M LA Croars 140 Ahid et al. (2007)
sp A+rL+ LM M Sheep 124 Buzzulini et al. (2007)
T LAMCL LAMCL Sheep a9/450 Rosalinski-Moraes et al. (2007)
re ALLM AL Croats 120 Rndrighti et al. (2007)
R o+ A, T35%) s AT (3.5%) Shm-p 41120 Cunha et al, (2008)
RM Al AL Sheep 1754 Pereira et al. (2008)
RM Al AL Croats 1754 Pereira et al. (2008)

A: albendazole; O: oxfendazcle; F: febendazole; P- pyrantel tarsmaze; Th: thisbenduzole; Te: terramisale; L: bevamisoles [: dosamecting & ivermecting M: moxidecting
C: closansel: Tr: wichloform; N: nitraxynil; Di: disophenal; Ne: netobimin (pre-benzimidazole); Me: mebendazole; Mo: monepanitel; (+):associations of drugs. (N1):
not informed. (<) no doug presenced AHR. Remark: Goats require diffe
considering the sams of susceptibility or resistance.

doses af anthel

intics 1o sheep and in general this is net @ken inte account when
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Table 1. Continued...
Setate  Anthelmintics evaluated Drugs with AHR Animal No. of farms/ Source
species animals
MG A+ [+C, A+ 1+C +L+ Sele- - Goarts 1127 Silva et al. (2008)
nium

RS Mo, I 1 Sheep 1/30 Bustamante et al. (2009)
PR T, C C Sheep 1127 Falbo et al. (2009)

CE (8] o Sheep 18/432 Melo et al. (2009)

CE (8} (8] Goats 7/168 Melo et al. (2009)
RS ALNDLT.C I+ L+ A ALNDLT,C I+ L+ A Sheep 1/5000 Cezar et al (2010)
RJ N.D,.LLACMF N.D.LLACMEF Sheep 10/800 Cruz etal. (2010)
PB LLA LLA Goats 8/264 Lima et al. (2010a)
PE M LA A Sheep 3/NI Lima et al. (2010b)
PE M. LA M.LA Goarts GINI Lima et al. (2010b)

MS ALLTEMCA+IL ALLTEMCA«LIL Sheep 16/120 Sczesny-Moraes et al. (2010)
RN LA LA Goats 30/1350 Coelho et al. (2010)
sp LAMCLT LAMCLT Sheep 1/42 Almeida et al. (2010)
sp LAMCL LAMCL Sheep 30 Verissimo et al. (2012)
sp T LAM,CL LAMCL Sheep 1/42 Chagas et al. (2013)
PR L (9 mgkg 6.75 mg/kg and L (4.5 mg/kg) Sheep 1/28 Sprenger et al. (2013)

4.5 mglkg)
PR L(9mpke 6.75 mp/kgand L (9 mglkg, 6.75 myg/kg and Goats 1/28 Sprenger et al. (2013)
4.5 mglkg) 4.5 mg/kg)
SC C T ADLLMLI+C CTALMLI-C Sheep 1/82 Oliveira et al. (2014)
PR N, 1 N, 1 Sheep 1129 Vila Nova et al. (2014)
PR Mo Mo Sheep 130 Cintra et al. (20]6)
A: albendzzole; O oxfendazol; F: febendazole: P p carcrae; Th: thisbendazole: Te isole: - levamisole: D: d P— 3
C: ol I; Tr: mrichlof N: ni il: Di: d oh I; Nex bi (presb idazole); Me: mebendazole; Mo: Iz (o): ofdm@s.(Nl)

not informed. (=): nodm.gpluﬂned:\HR.R:mzrchmBreqmmdlﬂaml&wsufmanunmmsh«plndmgnﬂdthlunmukznmmmmtwim

considering the status of susceptibility or resistance.

(Startect*), a medium-spectrum semisynthetic spiroindolone, which
was marketed in association with abamectin (LITTLE et al., 2010,
2011). Sager ct al. (2012) found 100% and 95% effectiveness,
respectively, for these two products against Haemonchus contortus
strains resistant to other drugs. Bustamante et al. (2009) found
that monepantel was 100% cffective in sheep in Brazil, Argentina
and Uruguay. However, resistance to monepantel (SCOTT etal.,
2013; MEDEROS ctal., 2014a; VAN DEN BROM et al., 2015)
and to derquantel (KAMINSKY et al., 2011) has been reported
around the world, demonstrating the high vulnerability of these
drugs. It is likely that reports of resistance to these anthelminrics
will soon be published in Brazil. Therefore, the consensus of the
scientific community is that, in view of the high vulnerability of
the effectiveness of anthelmintics, allopathic treatment should
not be the only form of antiparasitic treatment, and thar the

focus should be on correlating animal handling, nurtrition and

alternative forms of parasite control.

Diagnostic Methods Employed in Brazil to
Detect AHR in Small Ruminants

The growing concern about AHR has led to the need for

adequate and standardized methods for its detection (COLES etal.,
1992) Itis important to obtain an accurate and carly diagnosis of
c to assist in parasite control, so as to preserve the uscful life

of anthelmintics and limit the development of parasitic resistance
(TAYLOR et al., 2002; DEMELER et al., 2010). According to
Coles et al. (2006), if there is a consensus about delaying the onset
of AHR, rests are needed that are able to detect the status of the
problem on farms, so that anthelmintic actions can
be planned. Over the years, the WAAVP has ‘discussed methods
for the evaluation of AHR in ruminants and other animals,
which often involve in vivo, in vitro, and more recently, molecular
methodologics (POWERS ¢r al,, 1982; COLES et al., 1992;
WOOD et al., 1995; COLES et al., 2006).

In Brazil, a concern about standardizing tests has been
demonstrated through the promotion of courses and technical

Is for the diagnosis of AHR in ruminants. The Brazilian

Agricultural Research Corporation — EMBRAPA-Sudeste has
offered courses on “In vitro methodologics for the evaluation of
substances with antiparasitic potential on gastrointestinal nematodes
of ruminants” given by professionals from d the country.
EMBRAPA published a document entided “Determination
of Anthelmintic Effectivencss in Sheep Flocks: Methodology
for Specimen Collection and Information on Animal Health
Management” (NICIURA et al., 2009). In addition, it also
launched the “Practical Manual: Diagnostic mcrhodologws of
resistance and detection of active substances in r
(CHAGAS etal., 2011). The document covers in vive tcsung and
ficld sampling of ial, including questionnaires for producers,
while the manual emphasizes in vitro and molecular laboratory
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tests. Forres & Molenro (2013) wrote a review of the advances
and limirations in the diagnosis of AHR in small ruminants, and
pointed out the need for accurate diagnostics for the performance
of antiparasitic management.

The new molecular biology tools, which are highly accurate,
can be used for the diagnosis of suscepiible and resistant parasites
(CHAGAS eral., 2011). Molecular tests based on the analysis of
polymorphisms in the targer gene associared with resistance, using
PCR, are highly sensitive (SILVESTRE & HUMBERT, 2000),
do not require fecal cultures, and can supplement traditional
diagnostic methods (WUNES cr al,, 2013). However, duc o
the extremely polygenic narure of popularions, rescarchers have
yet to discover the mechanism of drug resistance and pinpoint
one or more candidares for specific markers (FORTES &
MOLENTO, 2013). Knowledge abour the molecular mechanisms
of AHR is still limited mainly to benzimidazoles (COLES eral.,
2006; TAYLOR cr al.. 2002), involving a mutation of tyrosine
to phenylalanine in the bera-ubulin gene (SILVESTRE &
HUMBERT, 2000). This polymorphism has also more recently
been associated with resistance to avermecrins (MOTTIER &
PRICHARD, 2008). In Brazil, Nunes et al. (2013%) evaluared
goat, sheep and buffalo herds with respect to the presence of
polymorphism which confers resistance to benzimidazole, and stared
that molecular diagnosis is the guide of choice for anthelmintic
drugs before they are used on the herd. Srudies of malecular tests
on AHR in Brazil have also been evaluated, involving testing
of bera-tubulin mutations (NICIURA ex al., 2012) or genertic
evaluations of nemarodes, corroborating researches into AHR
(SILVA etal., 2015; SANTOS eral., 2014; AMARANTE etal.,
2014; BRASIL eral., 2012).

In vitre tests, also called phenotypic tests, were developed o
determine the efficacy of substances on parasites, according to the
mode of action of the drug or substance, and also to identify new
active ingredients (CHAGAS er al,, 2011). The methodologies
involve the assessment of the inhibition of hatchability, morilicy,
development and larval feeding for nematodes of carle, sheep,
goats and horses (TAYLOR et al., 2002; COLES et al., 2006;
AIVAREZ -SANCHEZ etal., 200 5). I witre evaluations are also
used o confirm or collaborate with feld rests (VADARY er al.,
2007). In Bragil, in vitre assays focus primarily on the evaluarion
CIF Plﬂ.n'[ﬁ '“nll'h mfhdmindc pn[:nli:ll_ -rh.f Emfdi FDI n:l[LI.r‘:Il
substances with antiparasitic effects is justified by the widespread
ineffectiveness of anthelmintic drugs in small ruminants in recent
years, and numerous plants and their extracs have been tested in
the country. In a review of the subject in Brazil, Nery o al. (2009)
compiled in vitro dara of studies on 64 plant species, 27 of which
showed higher than 90% cfficacy, and 15 showed more than
95% efficacy in inhibiring the development of trichostrongylids,
indicaring the potential for research in this arca, given the counery's
Vast ﬂnﬂ}' Drﬂﬂr‘a.

I pive trials assess the reducrion of the parasire load in the
host, by means of necropsy or by anthelmintic post-rrearment
parasitological examinations. The controlled reduced parasitic
load test, which is pcrfm'mcd after the autopsy of the animal,
evaluates the real siruation of parasite elimination in the host
(WOOD eral., 1995). However, it requires killing the animals and
its cost is high, so it is nor widely used (FORTES & MOLENTO,
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2013). The standard method is the fecal egg coune reducrion test
(FECRT) and is the method most widely employed to evaluace
the effectivencss ufd.m.g; in animals in the field (COLES et al.,
2006; TAYLOR et al., 2002). This method enables several drugs to
be evaluated simultaneously and consists in examining groups of
animals treated with anthelmintics to determine eggs per gram of
feces (EPG) before and after trearment: a drug thar reduces 95%
of the parasive load is considered effecrive (COLES et al., 2006).
The FECRT can be performed by means of an overall count of
strongyle eggs (Strongylida) or individual counts of parasitic genera
through fecal culture (MCKENNA, 1997). Albeit very common,
there are several limitations inherent to the interactions berween
host, parasite and the environment (LEVECKE et al., 2012), and
there are variarions in the calcularion formula (MILLER et al,
2006), in the need for control groups (MCKENNA, 2013,
2014), and in use of arithmetic (COLES et al., 1992, 2006) or
geometric means (SMOTHERS er al,, 1999; DOBSON et al.,
2009) in the caleulation. According ro Falzon er al. (2014), the
various methods to calculate FECKT are influenced by the level
of AHR and if a bias correction is used in the formula, so it is
important to analyze cach case. In Brazil, the FECRT is the test
most widely used for the assesment of AHR in small ruminants,
and is discussed in numerous publicarions in various regions of

the country (Table 1).

Distribution of AHR Surveys in Brazil

Surveys on anthelminic resistance in small ruminants around
the world are distribured in couneries where the species are of the

greatest economic importance, such as Australia, New Zealand,
South Africa, Uruguay and Brazil. Even with the producrion chain
of small ruminants under development, Brazil stands out for the
number of SUMVEYS On the subjcct (TORRES-ACOSTA et al.,
2012), and it is 2 major producer of mulridisciplinary scientific
material on sheep and goars (RESENDE er al., 2010). In Brazil,
surveys on anthelmintic resistance in small ruminanes, evaluared
by FECRT, are distributed in the regions that have the largest
;h:tp and goar flocks, i.c., the Souch and Northeast, or where
there are large economic centers of acriviry, as in the case of the
Southeast region (Figure 1). The next sections describe the surveys
that have been conducted in these areas, and the papers published
in the COUNErY, which are listed in Table 1.

Northeast region

The producrion systems in the Northeast are characrerized by
family subsistence farming, and indlude the production of mear and
milk, mostly for national school lunch programs and to combar
child malnutrition among the poor (CARDOSO cr al., 2010).
Despire the semi-arid climare of the region, the brief rainy season
is characrerized by parasitic infecrions due to extensive systems
and precarious sanitary management (PINHEIRO et al., 2000).
In this region, due to the size of the herds, there are imporgant
rescarch centers in small ruminanes that significantly coneribure
to the national survey. Therefore, there are numerous publicarions
about AHR in small muminants, especially in goats, and the
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Heads of small ruminant:
B 25 to 5.2 millions

B 535 to 942 thousand
£ 228 to 486 thousand
23 94 to 193 thousand
7 5 to 78 thousand

,B

f Sheep
‘ Goats

Braz_ ]. Ver. Parasitol.

Northeast:
Goats: 91%

Southeast:

Goats: 2%

‘ Sheep and Goats

Figure 1. Distribution of surveys on anthelmintic resistance and correlation with the herd of small ruminants in Brazil. (A) The arrows

indicate surveys on anthelmintic resistance determined by the fecal egg count reduction test in small ruminants in Brazil, and percent of
goat and sheep herds* by region. (B) Small ruminant herds in Brazil, by state, in 2013. Source: Prepared by Center for Advanced Studies on
Applied Economics — CEPEA (2014) based on data published by IBGE (2013). * Total Brazilian goat: (8,779,213 heads) and sheep herds:

(17,290,519 heads), IBGE (2013).

percentage of the Hock follows the same percentage as thar found
in publications in Brazil for the species (about 90%).

The state of Ceard (CE) stands out for the number of
publications on AHR, a fact favored by the presence of researchers
in this field and the EMBRAPA Goats and Sheep division in
this state, Vieira et al. (1989) evaluared the effectiveness of four
benzimidazoles in goats afrer collecting fecal samples ar different
times, and noted resistance mainly in H. contortus. In another
experiment, Vieira et al. (1992) demonstrated the loss of effectiveness
of ivermectin and of a pre-benzimidazole (netobimin) in sheep
brought from the south, raising the question of exchanges of
parasitic populations among regions. In the late 90s, Vieira &
Cavaleante (1999) corroborated the findings published in 1989,
including results of resistance to levamisole and exfendazole in
34 goat herds in CE. Melo et al. (1998) detected resistance to
ivermectin and closantel in goats and ro oxfendazole and closantel
in sheep. Resistance to oxfendazole (MELO et al., 2003, 2004),
ivermectin and levamisole (MELO et al., 2004) was found in the
region of Jaguaribe in sheep and goars. Completing this survey,
resistance to oxfendazole was found in a survey of 25 herds in the
state (MELO e al., 2009).

The state of Rio Grande do Norte (RN) stands our for its
production of goat's milk, and was a pioneer in the introduction
of government production incentive programs. Effectiveness trials
in the stare were performed primarily by Pereira eval. (2008), who
tested the effectiveness of ivermectin and albendazole in sheep and

goats 7, 14 and 21 days post-trearment, and found resistance ro
two antiparasitics in both species in all the evaluations. In that
study, the prevalence of resistant nemarodes involved Haemonchus
in sheep and goats, followed by Strongyloides, Trichostrongylus and
Oesaphagostomum. These two drugs were also tested by Coelho eral.
(2010) on thirty goat farms in the municipality of Mossord, state
of Rio Grande do Norte (RN). These authors detected resistance
to albendazole in H. contortus in goats on 90% of the farms and 1o
ivermectin on 36.6% of the farms, and resistance to albendazole
in Trichastromgylus at 42.8% of the farms, and o ivermectin on
33.3% of the farms.

In the Northeast, moxidectin was tested primarily in goars
in the states of Alagoas (AL) (AHID et al., 2007) and Paraiba
(PB) (RODRIGUES er al., 2007), and later in sheep and goars
in Pernambuco (PE) (LIMA et al., 2010k). This antiparasitic
presented the highest effectiveness among all the drugs cited
so far in the region, although resistance was detected on some
farms. Levamisole also presented effectiveness on goat farms
in the Sertio region of PB (RODRIGUES et al., 2007) and in
Cariri (LIMA et al., 2010a). After many years of ineffectiveness,
Lima er al. (2010b) reported the effectiveness of ivermectin in
sheep in PE, in the municipality of Vitéria de Santo Antio, but
this is the only report of effectiveness of this anthelmintic in sheep
in Brazil in the last decade. Despite the large herds in the states
of Bahia and Piaui, there are no articles about AHR.
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Southern region

‘The southern region has the second largest herd of small
ruminants in the country, ocrrﬁpcnding o 30% cfsheep and 4%
of goats (IBGE, 2013). There is a strong presence of wool sheep
breeds that are berter adapted o the low temperarures prevailing
in the region, where the activity focuses on wool and mear
production. In subtropical climates, pasture production systems
can be used all year round, with tropical and temperare forage
species (OLIVEIRA et al., 2005); however, from the standpoint
of parasites, this increases the risk of infection due to the ].cmger
grazing time of the animals. The wool sheep breeds originating
from other countries are also more susceptible to endoparasites
than the nartive breed Santa Inés, which predominates in the
Mortheast. Thus, numerous researches into anthelmintic resistance
have been conducted in the region, involving large numbers of
drugs and animals, with emphasis on sheep.

Rio Grande do Sul (RS) is the state with the largest sheep
herdin the country, with about 4,250,932 heads, i.e., nearly
doublethar of Bahia, which ranks second (IBGE, 2013). The state
was the first in Brazil to report AHR in small ruminants, invelving
albendazole (SANTOS & GONGALVES, 1967) and ivermectin
(ECHEVARRIA & TRINDADE, 1989), both in sheep. The later
drug also showed effectiveness on sheep farms in the 90s,
a.ccording to Echevarria er al. (1996) and Farias er al. (1997).

Ewen in combination, AHR in sheep occurred for albendazole
and levamisole (ECHEVARRIA et al., 1996) and for ivermectin,
levamisole, and albendazole (CEZAR et al., 2010). In the larter
study, H. contortus was found to be resistant to nitroxynil,
disophenol and closantel, which are drugs whose spectrum is
specific for this nematode (COLES er al,, 2006). The state also
pioneeted monepantel testing in a research conducted in South
American countries by Bustamante er al. (2009), cnnﬁrmin.g the
effectiveness of this new drug in sheep. Mattos et al. (2000) tested
the effectiveness of two doses of levamisole and closantel in goars,
and found resistance particularly ro the latrer drug. Subsequently,
Mattos et al. (2004) tested ivermectin in this species and reported
only 42% of effectiveness.

In the state of Parand (PR), which has the seventh largest sheep
herd in Brazil (IBGE, 2013), the production sector is organized in
the form of cooperatives, which emphasize the mutton agribusiness
in the state (SCHWAB, 2010). Geographically close to the
Central “West and Sourtheast, PR has a varied climare, with well
distributed rainfall throughout the year and hot summers, which
favors gastrointestinal nematodiasis. The problem of resistance is so
severe in this state that Thomaz-Soccol et al. (1996) rested several
dmgs (albendazole, closantel, levamisole, febendazole, ivermectin,
tetramisole, and disophenol plus tetramisole) in six municipalities,
and found thar sheep were resistant to all these drugs, although
levamisole showed better performance, since it was ineffective only
in the municipaliy of Campo Largo. The aforementioned work
represented a pioneeting study in Brazil, from the standpoint of
anthelmintic combinations and in closantel testing, The latter drug
also showed ineffectiveness even when combined ro oxfendazole
(THOMAZ-SOCCOL et al., 2004), and in this work the highest
effectiveness was obtained for moxidectin, a result similar vo that
found in Londrina by Cunha et al. (1998). Recently, the resistance

to Monepantel has been reported in sheep in the municipality of
Fazenda Rio Grande (CINTRA er al., 2016).

The state of Santa Catarina (SC), which has the country’s
11%* largest sheep flock, is characterized by sheep and goat family
farms, allhough they are otganjaaed and invest in rechnn[ng}r
and genetics, causing the state to stand out in the production
of animal derivatives (DIARIO CATARINENSE, 2012). AHR
problems were reported in a broad study by Ramos et al. (2002),
who evaluated the activity of ivermectin (0.2 mg/kg), levamisole,
closantel and albendazole in 65 sheep flocks inan area of extensive
sheep production in the state (Planalto Sul, Planalte Norte, Meio
Oeste and Alto Vale do Ttajai). Their study involved the largest
number of herds and animals, assessing 7529 sheep, 77% of which
were resistant to ivermectin, 65% to albendazole, 13% to closantel
and 15% to levamisole. The genus Haemeonchus sp. was resistant
o the first three drugs, and Tﬁdm::mrrgy&u P. 1o levamisole.
Rosalinski-Moraes et al. (2007) evaluated the situation of AHR
on nine sheep farms in the western region of Santa Cararina (SC),
and repcrbed resistance to ivermectin, levamisole, moxidectin and
albendazole at doses of 5 and 10 mglkg. Oliveira et al. (2014)
tested several drugs in sheep in the municipality of Concordia,
and reported thar only disophenol was effective.

Southeastern region

The Southeastern region, which has 4% of the country’s sheep
flock and 2% of its goat herd (IBGE, 2013), is an important
center of meat and milk production redﬂ.nolo-g}', and stands our
for its consumption and sale of these products (SEBRAE, 2005).
The sheep Hocks are directed ar produces with high added value,
and currently stand out in the production of special lamb cuts.
Although the region’s goat herd is small (207,049 heads), itis a
national leader in the industrial production of goat’s milk, which
is sold mostly in the states of Sao Paulo, Minas Gerais and Rio
de Janeiro. The Southeast has a highly diverse climare, with rainy
summers, which favors the development of the gastrointestinal
nematode life cycle. Despite its large goar milk production, all
the surveys of AHR in the region have involved sheep, which
is explained by the fact that goats are raised mostly in confined
production systems, thus limiting parasitic infections.

Sao Paulo (SP) is the state with the largest sheep Hock in the
region: 415,327 heads (IBGE, 2013), with a well crganimd and
advanced sheep industry, particularly owing ro the complexiry of
its development, and its importane industrial park. This state also
has the largest number of publications about AHR in sheep in the
region. In the 90s, Amarante et al. (1992) evaluated the performance
of oxfendazole, levamisole and ivermectin at nine sheep farms in
the municipality of Sao Manuel and found resistance to these drugs
at all of them. Buzzulini et al. (2007) raised the possibility of using
associations of anthelmintics, upon ascertaining the effectiveness
of the combination of levamisole, ivermectin and albendazole in
sheep in the municipality of Jaboticabal. Almeida er al. (2010),
who experimentally infected sheep with 4000 larvae of H. contortus
and T m.{uénfmmit, found mull:iple resistance, and Published the
first report of resistance of Trichostrongylus to macrocyclic lactones
after experimental infection in Brazil. Verissimo er al. (2012)
evaluated 30 sheep farms in the state with respect to five drugs,
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based on a questionnaire for producers, which revealed multiple
resistance resulting from failures in antiparasitic management.
Chagas ex al. (2013) infected sheep experimentally with a strain
of H. contortus from EMBRAPA-Southeast and found multiple
resistance, except to trichloform; in their study, the authors
raised the question of the cost of mainwining the production of
nematode strains in sheep.

Rio de Janeiro (R]) and Minas Gerais (MG) together have the
largest dairy goat industry, and R] is the country’s largest producer
of this product in industrialized form, as well as an important
pole of lamb and mutton consumption. In MG, Silva et al.
(2008) evaluated in dairy goats in the municipality of Vigosa
with respect to the effectiveness of the combination of closantel,
albendazole and ivermectin, and this combination associated with
levamisole, vitamin B1, selenium, and cobalr, and found these
combinations highly effective, particularly in the second one. In
R], two publications about AHR in sheep complement each other.
Cruz et al. (2010) found multiple AHR in 10 herds in the North
and Northwest regions of RJ, with cases of resistance to the eight
tested d.ru.gs (Nitroxynil, Doramectin, Levamisole, Ivermectin,
Albendazole, Closantel, Moxidectin and Fenbendazole) and
failures in antiparasitic management ascertained by questionnaire. .

Central-Western and Northern regions

These two regions encompass the largest agricultural area in
the country, containing more than half of the national herd of
209.5 million heads of cartle, according to the Brazilian Institute of
Gmgraphyand Sratistics = IBGE (2013). Amcng small ruminants,
the herds are very small when compared to the vast productive
potential, with sheep corresponding to 5% and goats to 1% of
the overall national production in the Central-west and o 4%
and 2% in the North. Even so, they each exceed the Southeast
in herd size, albeit with few studies on AHR in small ruminants.
The state of Maro Grosso do Sul (MS) has one article published
in the area, and shows a grear potential for growth in the sheep
industry, especially as it is located close to the large consumer
market in the state of Sio Faulo. In this state, Sczesny-Moraes eral.
(2010) evaluared the effectiveness of albendazole, ivermectin,
levamisole, trichloform, moxidectin, closantel, and a combination
of the first three drugs. On 16 sheep farms. The authors concluded
that multiple resistance to anthelmintics is already established
in most sheep herds in MS, and that the species Heaemonchus
contortus and Trichostrongylus colubriformis are the most prevalent
and resistant to antiparasitics.

Developments in Research and the
Effectiveness of Anthelmintics in Small
Ruminants in Brazil

Table 1 compiles the data on AHR, assessed by FECRT, in
sheep and goats in Brazil. AHR has been evaluated in Brazil for
almost 50 years, and the most widely used methodology has been

FECRT. However, in recent years, attention has focused on other
forms nfdizgn.csls, particularly molecular biolcgy_ Sheep is the
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more commonly studied species because the country’s sheep herd
is almost twice as large as its goat herd (IBGE, 2013). The drugs
most commonly evaluated in sheep and goats consist of various
formulations of benzimidazoles (the first anthelmintics to be studied),
levamisole, ivermectin, moxidectin, closantel, and associations of
these drugs. A broader range of drugs have been studied for sheep,
indudin.g. besides the aforementioned ones, disophenol. nitroxynil,
trichloform, doramectin and monepantel. These anthelminics
have been used more recemtly (monepantel and doramectin) or
have a low safery margin (disophenol, nitroxynil and rrichloform),
which limits their study, and they have actually been tested only
for cases in which tests with conventional antiparasitics have
proved ineffective.

Table 2 presents a compilation of surveys on AHR in small
ruminants in Brazil over time (1967-2016), listing the drugs thar
have shown a higher effectiveness ratio than the other srudied
drugs. Note thar, starting in 2007, the number of surveys on AHR
in small ruminants increased in Brazil, and the largest number
of reports, invelving mainly sheep, were published in 2010.
In those days, Brazil stood out on the subject in review articles
on AHR in America (TORRES-ACOSTA et al., 2012) and in
Latin America (MOLENTO et al., 2011). The largest number
of reports abour effectiveness tests of anthelmintic associations
in small ruminanes in Brazil were published between 2007 and
2014 (Table 2). Ar the time, given the severe problem of AHR

around the world, there was a strong discussion about alternarive
control measures other than the sole use of allopathy (HOSTE &
TORRES-ACOSTA, 2011) or selective forms of treatment (VAN
WYK et al., 2006; MOLENTO et al., 2009; KENYON et al.,
2009; MEDEROS et al., 2014b; LEATHWICK & BESIER, 2014).
Dhuring the same period, two new formulations were released on
the market: monepantel (Zolvix™) and derquantel (Startect”), in
response to the global concern abour AHR in small ruminants.

The anthelmintics ivermectin, moxidectin, albendazole,
levamisole and closantel presented effectiveness in at least one survey
involving sheep and goats. Trichloform, nitroxynil, disophenol and
monepantel were only effective in sheep, although they have only
been studied for this species. The organophosphate trichloform
has shown high effectiveness in studies on AHR in Brazil, where
it is marketed (Table 2), probably because it is rarely used due ro
its high roxicity (ALMEIDA er al., 2010), and it has not been
approved for use in ruminants in many countries (COLES et al,,
2006). Nitroxynil and disophenol, as well as closantel, are drugs
with a speciﬁc spectrum for H. contortus (COLES e al., 20006),
and are potentially effective only on farms where there is a high
prevalence of this parasite. OF these three drugs, closantel has
been used for the longest time and there are more repores abour
AHR, including H. contortus (CEZAR ex al., 2010). Monepantel,
which was released recently, has been its effectiveness reported
primarily by Bustamante et al. (2009), in their studies of sheep
in Latin American countries. In brazil, althougt was lauched in
2012, the first case of resistance to Monepantel has been reported
against T7 colubriformis and Oesophagostornum colombianum
(CINTRA et al., 2016).

Benzimidazoles (particularly albendazole) are the oldest class
of drugs and have been the most widely studied anthelminrics
from the 60s (SANTOS & GONCALVES, 1967) until now
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Table 2. Anthelmintics that presented the highest rates of effectiveness, by the Fecal Egg Count Reduction Test, in studies conducted in Brazil

over the y:m{lgﬁ? o 2016).
. L. Year
Sprcive  Antheluiaric 67 89 92 9 97 98 99 00 02 03 04 07 0% 09 10 12 13 14 16
I * X X X X
M X X OO
A X
D - -
Sheep L X X X X X X X
C X X
Te X X X X
Di X X
N X
Mo X -
Assoc. X X XX
I X - X
M XX X
Goats A X X
(8] X X *
L X X *
C X
Assoc. X

A albendarole; O oxfendazole; L: levamisole; I: ivermecting M: moxidecting C: closanel; Tr: trichloform; N: nitroxynil; Di: disophenol; Mo: monepantel;
Assoe. = associations of drugs. For this analysis, the anthelmintics thar showed higher effectivenes ares than the other drugs under study were considered, albeit
not necessarily effective (95%). (Effectiveness Rate): the drug that presented the bese percentage of anthelmintic effectiveness, not necessarily reaching 95% of
effectiveness. Some studies reported more than one anthelmintic with the best effectiveness rate. X = most effective anthelmintic. * = Surveys conducted with a single
anthelmintic, precluding a comparison of effectiveness, Remark: Goats requise different doses of anthelmintics 1w sheep and in general this is not taken into account

when considering the st of suscepribility or resistance.

(OLIVEIRA et al., 2014). Albendazole presented higher
effectiveness in goars (VIEIRA ex al., 1989) only when compared
to the other benzimidazoles or when compared to ivermectin,
in a test carried out on sheep and goars by Pereira er al. (2008);
even so, its effectiveness rate in this review did not exceed 70%.
Oxfendazole likewise showed effectiveness only in goats when
compared to the other benzimidazoles (VIEIRA et al., 1989),
or was found to be more effective than levamisole on one farm,
in a study by Vieira & Cavalcante (1999). In sheep, oxfendazole
was studied separately by Melo et al. (2004, 2009), showing low
effectiveness rates over the years in CE. Generally speaking, the
effectiveness of benzimidazoles in small ruminants has gradually
declined in Brazil in recent years, which can be explained by the
fact that they have been in use for many years and are widely used
because of their broad spectrum and low cost. Findings about the
low effectiveness of benzimidazoles have been routinely reported
in Brazil and around the world since the 60s, when the first report
was published.

Among the macrocyclic lactones, the most widely studied
is ivermectin, the antiparasitic with endectocide activity most
commonly used in Brazil, which is present in more than 635 types
of formulations, showing great variability in quality and price and
litle restricrion in sales (MOLENTO, 2004). As a result of its
overuse, its effectiveness has declined over time, especially in sheep,
for which reports of its effectiveness date back to the 90s, and
the most recent reports of its effectiveness pertained only to the
Mortheast. Melo er al. (2003) found thar ivermecrin was effective

at seven out of 17 sheep farms in Ceard. In their study, levamisole
showed superior performance, and was found to be effective on
10 farms. Nevertheless, theirs is the most comprehensive report
about the effectiveness of ivermectin in sheep in the country
after the 1990s. After this period, Lima er al. (2010b) reported
the effectiveness of ivermectin on only one sheep farm located in
Vitdria do Sanro Antio in the state of PE. The highest effectiveness
rates of ivermectin in goars in recent years were also found in the
Northeast, in the states of CE and RN, respectively, by Melo ex al.
(2003) and Coelho et al. (2010). Brazil's southern region, which
pioneered reports on AHR rto ivermectin (ECHEVARRIA &
TRINDADE, 1989), showed the highest effectiveness rate
of the drug until the late 1990s (AMARANTE et al., 1992;
ECHEVARRIA er al., 1996; FARIAS et al., 1997). Since that
period, the low effectiveness of ivermectin in small ruminanes has
been reported frequently (RAMOS et al., 2002; MATTOS eral.,
2004; THOMAZ-SOCCOL et al., 2004; CEZAR et al., 2010,
CUNHA et al., 2008; VILA NOVA et al., 2014), and the same
applies to the southeast region (CRUZ eral., 2010; ALMEIDA eral.,
2010; VERISSIMO et al., 2012; CHAGAS eral., 2013).

The macrocyclic lactone that has presented the best effectiveness
rates in small ruminants in Brazil is moxidectin. As can be seen
in Table 2, this anthelmintic showed the highest effectiveness
rate (stand-alone) in five studies involving sheep (CUNHA eral.,
1998; THOMAZ-SOCCOL er al., 2004; CEZAR et al., 2010;
LIMA et al., 2000b; SCZESNY-MORAES et al., 2010) and in three
studies invnlving goats (AHID et al., 2007; RODRIGUES et al.,
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2007; LIMA et al., 2010b). Although its mechanism of action is
similar to that of ivermectin, several authors around the world
have observed the greater effectiveness of moxidectin in strains
resistant to ivermectin (BARNES et al., 2001; VICKERS et al.,
2001; LLOBERAS et al., 2013). Prichard et al. {2012) ascribed
the difference in the effectiveness of these two antiparasitics to
different interactions in gluramare-gated ion channels where
they act, and to different levels ofexptession of ABC proteins.
However, these proteins can cause cross-resistance between the
two anthelmintics, owing to an overexpression of P-glycoprotein
in response to the ordinary use of ivermectin, which may
interfere in the effecriveness of moxidectin (LLOBERAS er al.,
2013). This may explain the low effectiveness of moxidectin
found in recent studies in Brazil (BUZZULINI er al., 2007;
ROSALINSKI-MORAES er al., 2007; VERISSIMO et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2014), where ivermectin is widely used.
In Table 2, note that the effectiveness rate of moxidectin has
declined over the last five years, suggesting it was overused in the
preceding period, which has resulted in its current ineffectiveness
at many small ruminane farms.

Levamisole, albeit a long-standing drug with reports of
resistance around the world and in Brazil dating back to the 70s
(LEJAMBRE etal., 1976; SANTIAGO et al., 1977), is reponed.l}r
the anthelmintic that has shown the highest effectiveness over
the years in Brazil, including in recent surveys. In Bragil, its
reported effectiveness rate was higher than that of other drugs
tested in eight studies involving sheep (AMARANTE er al.,
1992; THOMAZ-SOCCOL et al., 1996; MELO et al., 2003;
ROSALINSKI-MORAES et al., 2007; CRUZ er al., 2010;

VERISSIMO eral., 2012; SPRENGER et al., 2013) and in three
studies involving goats (MATTOS et al., 2000; RODRIGUES et al.,
2007; LIMA et al., 20104). Levamisole has also been reported
to be more effective than other antiparasitics in Canada
[FALZON et al., 2013), Denmatk (PENA-ESPINOZA et al.,
2014) and Australia (IYNDAL-MURPHY et al., 2014). It is
worth noting that levamisole showed a higher effectiveness
rate than other anthelmintics, bur that it has not been entirely
effective (95%) in most studies, and that resistance to this drug
has been reported. Nevertheless, its effectiveness has persisted
for longer than that of other antiparasitics in Brazil. Levamisole
targets cholinergic receprors, acting as an agonist and inducing
spastic paralysis of the nematode (LANUSSE, 1996). Studies
involving molecular tests of AHR to levamisole are still quite
recent. Martin et al. (2012) discussed the receprors involved in
levamisole targets in different nemarodes, arguing thar cholinergic
recepror subtypes vary widely in their range and plasticity. They
also stated thar resistance associated with the loss of expression
or conductance of these receptors in the nematode membranes
varies considerably from one parasite species to another and
between antiparasitic drugs with similar mechanisms of action.
Given such complexity, studies of the mechanisms of resistance
o levamisole associated with its history of use are importane
tools in understanding the maintenance and loss of effectiveness
of this anthelmintic.

2 Salgado, |LA.: Sansos, C.R
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Conclusions

The large number of studies on AHR in Brazil reflects the
concern of the country, which has production potential and
seeks to organize the sheep and goar production chain. The vast
worldwide literature on AHR in small ruminants contributes to
guidelines for controlling the situation. However, this requires
an analysis of these studies with facrors speciﬁc to each case, in
order to establish a correlation between the diagnosis and the size
of herds, management practices, animal species, parasite species,
drugs that are used, and climate. The frequency of use and the
maintenance of the effectiveness of anthelmintics over the years
are important factors in understanding resistance mechanisms,
but are only scantily reported in current studies. I is essential to
calenlate effectiveness by genus or species of nematode for studies
involving combinations of drugs or new antiparasitics. Despire
its many limitations, the FECRT is still the most widely used
and most feasible test in the country, but should be standardized
considering the differences berween farms. Considering the high
vulnerability of anthelmintics and the scanty prospects for the
release of new ones, management practices should not only be
evaluated in the diagnosis of AHR but should also be pare of
parasite control systems. fi vitro and molecular effectiveness tests
are very promising for the rapid and accurate diagnosis of AHR,
but they should be performed with knowledge abour the reality
in the field to render them feasible for the producer. Molecular
studies could be underpinned by analyses of dara from field studies,
for example, about the maintenance over time of the effectiveness
of some antiparasitics such as levamisole in in vive tests, which

suggests that specific studies may contribute to prolong the
effectiveness of anthelmintics.
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