EFICACIA ANTI-HELMINTICA E ANATOMOPATOLOGIA EM
PROVENTRICULO E VENTRICULO DE AVESTRUZES INFECTADOS
POR Libyostrongylus dentatus e L. douglassii
(NEMATODA TRICHOSTRONGYLIDAE)

LARA PEREIRA DE SOUZA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO- UENF

Campos dos Goytacazes-RJ
ABRIL-2013



EFICACIA ANTI-HELMINTICA E ANATOMOPATOLOGIA EM
PROVENTRICULO E VENTRICULO DE AVESTRUZES INFECTADOS
POR Libyostrongylus dentatus e L. douglassii
(NEMATODA TRICHOSTRONGYLIDAE)

LARA PEREIRA DE SOUZA

‘Dissertacdo apresentada ao Centro de
Biociéncias e Biotecnologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
como parte das exigéncias para a obtencao
do titulo de Mestre em Biociéncias e
Biotecnologia, area de concentracdo Biologia
Celular”.

Orientador: Prof. Clévis de Paula Santos

Coorientador: Prof. Renato Augusto DaMatta



EFICACIA ANTI-HELMINTICA E ANATOMOPATOLOGIA EM

PROVENTRICULO E VENTRICULO DE AVESTRUZES INFECTADOS POR

Libyostrongylus dentatus e L. douglassii
(NEMATODA TRICHOSTRONGYLIDAE)

LARA PEREIRA DE SOUZA

“Dissertacdo apresentada ao Centro de
Biociéncias e Biotecnologia da
Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, como parte
das exigéncias para a obtengdo do titulo
de Mestre em Biociéncias e Biotecnologia,
area de concentragdo Biologia Celular”.

APROVADA EM 03 DE ABRIL DE 2013.

COMISSAO EXAMINADORA:

-

.
e N 1.7

Carlos Wilson Gomes Lopes (Dr Patologia) - UFRRJ

cias e Biotecnologia) — UENF

Oxr\ QM\/

Clovis de Paula Santos (Dr. M etpia( Vet.) — UENF (orientador)
\AA D.(/L(,\,

,Re‘@ Augusto DaMatta (Dr. Cuéncuas) — UENF (Co-orientador)



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pela Biblioteca do Centro de Biociéncias e Biotecnologia
da Universidade Estadual do Norte Flumingnse Darcy Ribeiro
509/2013

Souza, Lara Pereira de
Eficacia anti-helmintica e anatomopatologia em proventriculo e ventriculo de
avestruzes infectados por Libyostrongylus dentatus e L. douglassii (Nematoda

Trichostrongylidae) / Lara Pereira de Souza. - Campos dos Goytacazes, 2013,
501, :1l.

Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia) - Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Centro de Biociéncias e
Biotecnologia. Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual

Area de concentragdo: Biologia celular

Orientador: Santos, Clovis de Paula

Bibliografia: . 42-47

1. Libyostrongylus dentatus 2. Libyostrongylus douglassii 3. Eficacia
anti-helmintica ~ 4. Anatomopatologia | Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro I1. Titulo

5716
S729




Dedico esta dissertagdo a minha querida e amada
avo Zizelda (in memorian) por ter lutado por minha vida e
me dedicado seu amor. Por ter me deixado a licdo de
garra, coragem e a sabedoria sobre importancia do

trabalho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais Josiete Miranda Pereira e Fernando Alves de Souza
por terem acreditado me incentivando continuar a caminhada e por entenderam
minha auséncia em reunides familiares.

Ao meu avd José por sempre ter sido um grande incentivador dos meus
estudos.

A Professora Dra. Nadir Sant’Ana do Centro de Biociéncias e Biotecnologia
no (LBCT), por ter me recebido inicialmente no LBCT e as oportunidades que me
ofereceu durante o tempo que trabalhei junto a sua equipe.

Ao Professor Dr. Cldvis de Paula Santos meu orientador, por ter me confiado
este projeto e por ter me ajudado nas saidas de campo, além dos ensinamentos na
bancada.

Ao Professor Dr. Renato Augusto DaMatta, pela coorientagdo, por tantos
ensinamentos e por ter acreditado em minha forga de vontade.

Ao Professor Dr. Euldgio Carlos Queiroz de Carvalho do Laboratério de
Morfologia e Patologia Animal no CCTA, pela agradavel colaboracdo e pelos
ensinamentos em patologia.

Ao médico veterindrio Raphael Mansur Medina mestrando do Laboratério de
Morfologia e Patologia Animal no CCTA, por me ajudar com as laminas e a
compreender os resultados de patologia.

Ao Douglas Escocard pela ajuda nos cortes histolégicos e pela amizade de
anos.

Aos técnicos do LBCT e LSA, por muito terem me ajudado nos experimentos.

Aos meus colegas de trabalho e amigos da equipe que fiz durante esta
caminhada, em especial a Pds-doutoranda Dra. Josiana Gomes de Andrade e a
Doutoranda Leticia Oliveira da Rocha, pelos ensinamentos e pela grande amizade
que nasceu neste periodo de trabalho intenso e que fez crescer ainda mais a
admiracao pela dedicacao de vocés pelo trabalho.

Ao meu amado Alex Martins dos Santos pelo companheirismo e por dividir

comigo grande parte deste processo, me encorajando e compreendendo.


http://lattes.cnpq.br/5680938499038691

I- Introducao

lI- Revis&o de literatura

2.1- Avestruzes

2.2- Estrutiocultura

2.3- Parasitos

2.4- Género Libyostrongylus
2.4.1- Distribuicdo Geografica
2.4.2- Patogenicidade

2.4.3- Tratamento anti-helmintico
[ll- Objetivos

IV- Material e métodos

4.1- Avestruzes

4.2-Teste anti-helmintico

4.3- Coproculturas

4.4- Histopatologia

4.5-Coleta e quantificagdo de nematoides adultos

V- Resultados

5.1- Eficacia anti-helmintica

5.2- Quantificacdo de nematdides no proventriculo e ventriculo de

avestruz.

5.3- Anatomopatologia de proventriculos e ventriculos infectados por
Libyostrongylus dentatus e L. douglassii.

VI- Discusséao
VII- Conclusdes
VIII- Referéncias bibliograficas

IX- Apéndice

SUMARIO

Pags.

12
13
13
15
16
17
21
22
22
24
25
25
25
26
26
28
28
29
29

31
38

41
42

48



INDICE DE FIGURAS

Figura 1- Esquema do proventriculo e ventriculo de avestruzes.
Proventriculo (Pr) e ventriculo (V) de avestruzes, regido da area glandular (A),
do duodeno (B) e esdfago (C). Fonte: Fowler, 1991.

Figura 2- Ciclo de vida do género Libyostrongylus ssp

Figura 3. Imagem de Libyostrongylus por microscopia de contraste de
interferéncia. (A-D) L. douglassii: (A) extremidade cefélica, auséncia de dente
esofagico; Barra: 50um; (B) ovijector curto mostrando a regido dos esfincteres
e vestibulo (entre setas) e a posicdo da vulva (ponta de seta) Barra: 260um;
(C) auséncia de inflacdo cuticular da fémea ao nivel do &nus e com a ponta da
cauda arredondada; Barra: 30um. (D) espiculos com extremidade final
pontiaguda; Barra: 40um. (E-H) L.dentatus. (E) Demonstra extremidade
cefélica e proeminente dente esofagico (seta); Barra: 30um. (F) ovijector longo
mostrando a regido dos esfincteres e vestibulo (entre setas) e a posi¢cdo da
vulva (ponta de seta); Barra: 260um. (G) Inflacdo cuticular na cauda da fémea
no nivel do anus (seta) e ponta da cauda digitada; Barra: 30um. (H) espiculos
com extremidade final arredondada. Fonte: Ederli et al., 20082

Figura 4. Microscopia eletronica de varredura de Libyostrongylus. (A e B)
L. dentatus. (A) Vista apical da extremidade cefalica da fémea exibindo papilas
exteriores (setas grandes), papilas interiores (setas), anfidios (ponta de seta)
dente esofagico (T). (B) Vista ventro-lateral da extremidade caudal de uma
fémea com inflagdo cuticular proeminente no nivel do anus (a) e ponta
digitada; Barra: 5 e 20 pum respectivamnete. (C e D) L. douglassii. (C) Vista
apical da extremidade cefélica de da fémea, exibindo papilas exteriores (seta
grande), papilas interiores (seta), anfidios (ponta de seta) e abertura oral (Ao)
centralmente localizada; (D) Cauda da fémea com ponta arredondada sem
inflacdo cuticular préximo ao anus (a). Barra: 5 e 20 um respectivamente.
Fonte: Ederli et al., 2008a.

Figura 5. Microscopia eletronica de contraste de fase, desenho
esquematico e microscopia eletrénica de varredura de larvas infectantes
de Libyostrongylus. (a e b) microscopia eletrénica de contraste de fase de
Libyostrongylus dentatus (a) e L. douglassii (b). desenho feito a méo
evidenciando ao final da cauda o botédo, o que identifica 0 género e a diferenca
entre o comprimento da bainha de L. dentatus (c) e L. douglassii (d)
demonstrando a diferenca entre larvas de L. dentatus e L. douglassii (e) L.
dentatus e (f) L. douglassii respectivamente em microscopia eletronica de
varredura. Barra: 30um. Fonte: Ederli et al., 2008b.

Figura 6- Estémago de avestruz com as areas analisadas demarcadas.

(A) Regido anterior do proventriculo, (B) regido glandular do proventriculo, (C)
regido distal do proventriculo, (D) regido anterior do ventriculo, (E) regido
meédia do ventriculo, (F) regido distal do ventriculo. Barra: 7 cm.

Pags.
15

18

19

20

21

27



Figura 7. Proventriculos de animais sob alta e baixa infeccao de
Libyostrongylus dentatus e L. douglassii. (A) Proventriculo de um animal
sob baixa infeccdo, sem lesdo aparente entre papilas. (B) Proventriculo de
animal sob alta infeccdo, demonstrando areas vermelhas e aparentes lesdes
entre papilas (setas). (C) Proventriculo de animal sob alta infeccéo
demonstrando lesdo entre papilas (seta). (D) Aumento da imagem “C”
demonstrando lesé@o provocada por nematoides (seta). Barra:7 cm.

Figura 8. Cortes histolégicos do proventriculo de animais sob baixa e
alta infeccdo de Libyostrongylus dentatus e L. douglassii. (A) Imagem
demonstra hiperemia moderada (setas). (B) Imagem demonstra lesdes
erosivas/ulcerativas (setas). Coloragao em H&E. Barras: 100um.

Figura 9. Adenémeros na regido glandular do proventriculo e suas
células epiteliais.(A) Imagem de adendmero normal (setas grossas) e
adenbmeros parasitados (setas finas) com arquitetura danificada e aumento
de secrecao (asterisco). Barra = 600um. (B) Adenémero nao parasitado com
ducto secretor normal. Barra = 500um. (C) Epitélio ndo danificado com clara
preservacao do glicocalix (setas). Barra = 10um. (D) Epitélio danificado (seta)
préximo ao nematdide (seta longa). (E) Epitélio danificado com glicocalix
destruido (setas). Coloracdo H&E. Barra: = 10um.

Figura 10: Marcacdo de peroxidase em esfregaco sanguineo e
proventriculo de avestruzes infectadas com Libyostrongylus douglassii e
L. dentatus. (A) Esfregaco sanguineo corados com H&E demonstrando a
presenca de granulécitos (setas). Barra: 10um. (B) Marcagao por peroxidase
demonstrando eosindfilo peroxidase positivo (seta fina) e heterofilo peroxidase
negativo (seta). Barra: 10 um. (C) Regiao anterior do proventriculo corado com
H&E demonstrando granuldcitos (setas)no interior da glandula (circulo). Barra:
10um. (D) Marcagao para peroxidase em corte subsequente da imagem “A”
confirmando a presenca de heterdfilos (granulos peroxidase negativos -
setas). Barra: 10um.

Figura 11- Andlises anatomopatoldgicas de proventriculo e ventriculo de
avestruz. (A) Regido glandular do proventriculo, nematoide inserido na luz da
glandula (seta simples), glandulas do proventriculo (seta dupla), debris
celulares (asterisco). Barra: 50 um. (B) Regido posterior do ventriculo, ovos de
nematoide inseridos na camada queratindide (seta grossa), nematoéides
inseridos na camada queratindide (setas finas). Barra: 50um. (C) Regido
mediana do ventriculo; glandulas do ventriculo (seta dupla), camada
gueratindide (asterisco), ovos inseridos na membrana queratindide (seta
simples). Coloracdo em H&E. Barra: 20um.

32

33

34

35

37



INDICE DE TABELAS

Pags.

Tabela 1- Eficacia anti-helmintica de albendazol, ivermectina e 29
moxidectina contra Libyostrongylus douglassii e L. dentatus em
avestruzes no estado de Minas Gerais, Brasil.

Tabela 2 - Tabela 2 - Recuperacdo de adultos de Libyostrongylus 30
encontrados em fragmentos de tecido por regido do proventriculo e

ventriculo de avestruzes sob baixa infeccéo.

Tabela 3 - Tabela 3-Recuperacdo de adultos de Libyostrongylus 31
encontrados em fragmentos de tecidos por regido do proventriculo e

ventriculo de avestruzes sob alta infeccao.



RESUMO

O género Libyostrongylus € composto por trés espécies de nematdides que
parasitam proventriculo e ventriculo de avestruzes. Libyostrongylus dentatus e L.
douglassii ocorrem no territério brasileiro e ndao existem estudos relacionados a
eficAcia de anti-helminticos contra o primeiro e pouco em relacdo ao segundo.
Ademais, pouco se sabe sobre a distribuicdo dessas espécies e possiveis alteracdes
anatomopatologicas em regides do proventriculo e ventriculo. O presente trabalho
avaliou a eficidcia anti-helmintica contra esses nematoides, e a distribuicdo e
alteracdes anatomopatologicas dessas espécies nas regibes do proventriculo e
ventriculo de avestruzes com alta e baixa infeccdo. Avestruzes foram tratados com
albendazol, ivermectina ou moxidectina e as fezes coletadas no dia do tratamento e
13 dias ap6s para a contagem do numero de ovos por grama de fezes e
coproculturas. A porcentagem de larvas sobreviventes ao tratamento e a atividade
anti-helmintica dos farmacos foram calculados. Avestruzes foram necropsiados e
amostras teciduais das regides anterior, média e posterior de proventriculo e
ventriculo foram coletadas e processadas para contagem de parasitos e andlise
anatomopatoldgica. Eficacia de 60% foi encontrada para ivermectina enquanto para
albendazole e moxidectina foi de 100%. Ambas as espécies de Libyostrongylus
apresentaram resisténcia a ivermectina. O proventriculo foi o érgdo mais parasitado
sem aparente preferéncia pelas regides analisadas. Infiltrados heterofilicos foram
observados em animais infectados e quando sob alta infec¢cdo estdo concentrado
préximo aos nematoides. Os ovos de nematdides foram observados somente na
camada queratindide do ventriculo médio e posterior dos animais. Na regido
glandular do proventriculo, nematdides localizam-se no ducto secretor dos
adendmeros e provocam lesbes graves com erosfes e ulceracdes, danificando o
epitélio glandular. Esses dados contribuem para o controle do Libyostrongylus, bem

como o conhecimento da biologia destes parasitos no sitio tecidual infectado.



ABSTRACT

Libyostrongylus genus include three species of nematodes that parasitize
proventriculus and ventriculus of ostriches. Libyostrongylus dentatus and L.
douglassii occur in Brazil and there are no studies related to the efficacy of
anthelmintics efficacy to against the L. dentatus and just a little is known about L.
ouglassii one. The same is observed in the distribution of these species and the
possible anatomopathological changes in different regions of the proventriculus and
ventriculus. This study evaluated the efficacy anthelmintic against Libyostrongylus
dentatus and L. douglassii and distribution of these species and pathological
changes in the regions of the ventriculus and proventriculus of ostriches with high
and low infection. Ostriches were treated with albendazole, ivermectin or moxidectin
and feces were collected at the same day of treatment and after 13 days to count the
number of eggs per gram of feces and fecal cultures. The surviving larvae to
treatment and anthelmintic activity of the drugs were calculated. Proventriculus and
ventriculus were necropsied and tissue samples from the anterior, middle and
posterior region were collected and processed for counting of parasites and
pathological analysis. Efficacy of 60% was found for ivermectin, but albendazole and
moxidectin was 100%. Both species of Libyostrongylus showed resistance to
ivermectin. The proventriculus was the organ most parasitized, but the parasites did
not show any tropism . Heterophilic infiltrate was found in infected animals and in
high infections is more clustered near the nematodes. The nematodes eggs were
observed only in that seems like keratin layer, from middle and posterior ventriculus
in animals with low infection. The glandular region of the proventriculus, nematodes
are localized in the adenomers secretory duct and cause serious injury with erosions
and ulcerations, causing damages on glandular epithelium. These datas are usefull
to control Libyostrongylus, as well as knowledge of the biology of these parasites in

the infected tissue site.
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I- Introducéo

As doencas parasitarias podem interferir na produtividade da criacdo de
avestruzes. Entre algumas das espécies de helmintos que parasitam estas aves
tem-se: Houttuynia struthionis, cestdide; Philophtalmus gralli, inico trematdide e os
seguintes nematoides: Ascaridia struthionis, Dicheilonema spicularum, Codiostomum
struthionis e o0s g@géneros Paralibyostrongylus, contendo oito espécies e
Libyostrongylus, contendo trés espécies (Ponce Gordo et al., 2002). Destes, o Ultimo
género € o de maior importdncia por conter os helmintos considerados mais
patogénicos (Craig e Diamond, 1996).

O género Libyostrongylus é composto pelas espécies L. douglassii (Cobbold,
1882) Lane, 1923 L. dentatus Hoberg Lloyd and Omar, 1995 e L. magnus ( Gilbert.,
1937). Somente os dois primeiros tém sido descritos fora da Africa (Hoberg et al.,
1995; Ederli et al. 2008a; Ederli et al., 2008b; Santos et al., 2010; Andrade et al.,
2011a; 2011b). O género foi encontrado na Austrdlia (Barton e Seward, 1993),
Ameérica do Norte (Hoberg et al., 1995), Europa (Ponce Gordo et al., 2002) e no
Brasil (Andrade et al., 2011b; Bonadiman et al., 2006). Sendo que L. dentatus tem
sido documentado apenas nos EUA (Hoberg et al., 1995) e Brasil (Ederli et al.
2008a; Ederli et al., 2008b; Andrade et al., 2011a; 2011b). Estes vermes alimentam-
se de sangue e vivem na mucosa e camada que reveste o proventriculo e ventriculo
(Ederli et al., 2008b; Ederli e Oliveira, 2009). Essas duas regides formam o que se
denomina como “estdbmago” do avestruz. A infeccdo pelo L. douglassii causa
proventriculite difteritica que leva a morte (Reinecke, 1983; Craig e Diamond, 1996;;
Jansson e Christensson, 2000). Os sinais clinicos da infeccdo incluem anorexia,
perda de peso e anemia (Reinecke, 1983) e a infec¢do de L. douglassii induz altos
indices de mortalidade (50%) entre aves jovens e ocasionalmente adultas (Nel,1980;
Reinecke, 1983; Jansson e Christensson, 2000; Sotiraki et al., 2001).

Assunto que merece atencdo € a eficacia dos anti-helminticos utilizados no
controle da libyostrongylose. Em um levantamento da ocorréncia das espécies de
Libyostrongylus no Brasil foi detectado que a maioria das propriedades tem histérico
de uso prolongado de ivermectina (Andrade et al., 2011b) algo que pode levar ao
estabelecimento de parasitos resistentes ao produto quimico empregado

(Wolstenholme, et al. 2004). A resisténcia anti-helmintica foi primeiramente
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documentada por Malan et al., (1988) na Africa do Sul em avestruzes tratados com
levamisol e desde entdo nao tem sido registrada.

Embora o proventriculo e ventriculo sejam o habitat do Libyostrongylus, estes
orgaos tém regibes morfologicamente diferentes e poucos estudos tem sido feito em
relacdo a distribuicdo das espécies L. douglassii e L. dentatus ao longo destes
orgaos. Libyostrongylus douglassii foi descrito por Cobbold (1882) apenas habitando
o proventriculo enquanto L. dentatus foi descrito por Hoberg et al. (1995) habitando
a regiao posterior do proventriculo e sob a camada queratinéide( também conhecida
como camada coilinea) do ventriculo, estendendo-se ao quarto distal desse 6rgéo.
Mais recentemente, Ederli e Oliveira (2009) e Ederli et al. (2008b) analisando o
proventriculo de avestruzes relataram distribuicdo heterogénea desses parasitos
estando L. dentatus inserido na camada queratindide enquanto L. douglassii se
localiza sob essa camada. Assim, é importante para o entendimento da biologia do
Libyostrongylus determinar precisamente a distribuicdo destas espécies ao longo
destes 6rgados em avestruzes com baixa e alta infeccéo.

Outro aspecto deste estudo € a andlise histopatolégica da infeccdo mista por
L. dentatus e L. douglassii nas diferentes regides do proventriculo e ventriculo de
avestruzes com diferentes niveis de infeccdo. Sabe-se que necrose grave subaguda
e ulcera gastrica no proventriculo associadas a infiltrado de células inflamatérias
podem ocorrer nas infec¢cdes por L. douglassii (Bastianello et al., 2005). Este
infiltrado em infeccdes mistas no proventriculo de aves sem sinais clinicos de
doenca foi caracterizado como sendo do tipo granuldcito heterofilico e nenhum sinal
macroscopico de necrose foi detectado (Andrade et al.,, 2011a). Provavelmente
lesbes macroscopicas estejam relacionadas a aves com taxas mais altas de
infeccdo. Logo, torna-se relevante correlacionar o nivel de infec¢do (alto ou baixo)
das avestruzes com a presenca de lesdes microscopicas e a caracterizacdo do tipo
de leucdcito presente nos possiveis infiltrados inflamatérios das diferentes regides

dos proventriculos e ventriculos.

II- Revisédo Bibliografica
2.1- Avestruzes

O avestruz (Struthio camelus) pertence ao grupo das ratitas, aves incapazes
de voar, ndo possuem quilha sobre o esterno e consequentemente nao possuem

musculatura do peito desenvolvidas para voo. Atualmente sua distribuicdo natural
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estende-se ao Leste e Sul da Africa. E a Unica ratita cuja distribuicdo estende-se ao
Norte do equador (Huchzermeyer, 2005).

O avestruz é a maior espécie de ave viva do planeta atingindo altura maxima
de 2 metros e 70 centimetros e peso corporal proximo a 150 kg. Os machos adultos
apresentam coloracdo preta no corpo e branca na cauda e ponta das asas,
enquanto que as fémeas sdo castanhas pardas. Cada fémea coloca em média 60
ovos por ano, produzindo até 20 filhotes por ano. A vida produtiva de uma fémea é
de 30 a 35 anos e o inicio da postura acontece por volta dos dois anos de idade. Ja
0 macho inicia sua vida reprodutiva um pouco mais tarde, aos dois anos e meio de
idade. Esses animais apresentam uma expectativa de vida alta, em torno de 65-70
anos. O abate pode ser feito aos 15 meses de vida (100 kg de peso bruto), gerando,
30 kg de carne limpa, 1,4 m? de couro, além das plumas (Clube do avestruz, 2011).

Como todas as aves, o esbfago do avestruz esta situado no lado direito do
pescoco. Essa ave ndo tem o 6rgdo papo, no entanto, possuem um proventriculo
grande e distensivel, que exerce a funcdo do papo, onde agua e alimento volumoso
sdo estocados e misturados com excrecbes das glandulas proventriculares
profundas (Bezuidenhout e Van Aswegen, 1990 apud Huchzermeyer, 2005) (Fig. 1).
Estas glandulas estédo situadas numa porcéo alongada glandular na parte dorsal do
proventriculo (Fig. 1), que é a area mais proxima a coluna vertebral (Bezuidenhout e
Van Aswegen, 1990 apud Huchzermeyer, 2005; Fowler, 1991). A parte posterior do
proventriculo inclina-se ventral e cranialmente e, consequentemente, o ventriculo
(moela) localiza-se ventralmente ao proventriculo (Fig. 1).

A mucosa do proventriculo apresenta numerosas pregas, € revestidas por
epitélio simples e cilindrico com citoplasma claro e nucleo na porcdo basal, contém
glandulas tubulares ramificadas que secretam muco, a lamina propria espessa, 0
tecido conjuntivo frouxo, e muscular da mucosa tipica formada por fibras
musculares lisas (Monteiro et al., 2009). Na submucosa existe a presenca de
numerosas glandulas tubuloalveolares em arranjos lobulares, compostas e
ramificadas, com células parietais, que desembocam em criptas onde liberam a
secrecao em ductos excretores de epitélio cilindrico simples (lllanes et al., 2006). A
tunica muscular se apresenta com duas subcamadas, a circular interna, espessa, e
a longitudinal externa, mais delgada que é separada por vasos sanguineos e o plexo
mioentérico, serosa formada por tecido conjuntivo frouxo e mesotélio (Monteiro et
al., 2009).
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O revestimento do ventriculo, chamado de camada queratindide espessa, €
formado por proteinas secretadas por glandulas tubulares localizadas na mucosa e
por células de descamacdo e fragmentos celulares (Huchzermeyer, 2005). O
ventriculo gastrico exibe mucosa recoberta por uma camada espessa de substancia
résea homogénea e abaixo um epitélio simples cilindrico e lamina prépria de tecido
conjuntivo frouxo, com glandulas tubulares simples (Monteiro et al., 2009). A camada
muscular é espessa, tendo trés camadas de musculatura lisa que correspondem a
uma plexiforme interna e entre a musculatura se observam numerosos plexos

mientéricos (lllanes et al., 2006).

Figura 1- Esquema do proventriculo e ventriculo de avestruzes. Proventriculo
(Pr) e ventriculo (V) de avestruzes, regido da area glandular (A), do duodeno (B) e
esbfago (C). Fonte: Fowler, 1991.

2.2- Estrutiocultura

A estrutiocultura, criacdo de avestruzes, foi iniciada na Africa do Sul, no fim do
século XIX para suprir a demanda por plumas. Apos a 1° e 2° Guerras Mundiais,
houve um colapso do mercado de plumas. Por esta razdo, os fazendeiros sul
africanos comecaram a explorar outros produtos como a carne e 0 couro ( Smit,

1963; Drenowatz et al., 1995). O interesse pelo couro e carne cresceu
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posteriormente fazendo com que a estrutiocultura se expandisse com a exportagao
para os EUA, paises da Europa, Africa do Norte, América do Sul e Australia
(Bertram, 1992; Jensen et al., 1992).

No Brasil, a exploracédo do avestruz teve seu inicio em 1995 (Souza, 2004) e
logo se tornou um mercado promissor, sobretudo, devido a boa adaptagéo, alta
reprodutividade animal, versatilidade de produtos e extensao de terra para criagao
(Clube do avestruz, 2011). No entanto, a cadeia produtiva da estrutiocultura passa
por um periodo de ajuste entre a oferta e procura de seus produtos. O mercado
consumidor ndo acompanhou o aumento da producdo havendo maior oferta em
relacdo a procura da carne (Silva, 2008). Entretanto hoje o Brasil € o maior produtor
mundial fora do continente africano (Agroin, 2012).

A estrutiocultura apresenta varias vantagens, o couro possui boa durabilidade,
resisténcia, maciez e aspecto Unico com pequenos pontos formado pela insercédo
das plumas e carne com baixos indices de gordura e calorias e alto teor protéico
(Palerani et al.,1998). Outros subprodutos como as cascas dos ovos podem ser
usadas como fonte de célcio e pecas de artesanato, a clara e a gema na industria de
alimentos. O bico e as unhas para confeccdo de joias, os cilios na fabricacdo de
cilios posticos e pincéis de alta definicdo a carcaca na composicdo de racdes e 0s

tendBes utilizados nas cirurgias e/ou enxerto em humanos (Souza, 2004).

2.3- Parasitos

Avestruzes podem ser acometidos por uma ampla gama de parasitos, como
0s protozoarios Toxoplasma gondii e Balantidium struthionis (Sotiraki et al., 2000;
Foreyt, 2005; Hove e Mukaratirwa, 2005;), nematéides como Ascaridia struthionis,
Dicheilonema  spicularum,  Codiostomum  struthionis e 0s  géneros
Paralibyostrongylus, contendo oito espécies e Libyostrongylus, contendo trés
espécies, o cestéide Houttuynia struthionis ( Ponce et al.,, 2000) Além destes
endoparasitos sdo encontrados ectoparasitas como piolhos do género
Struthiolipeurus (Jansson e Christensson, 2000), carrapatos ixodideos (Mertins e
Schlater,1991) e dipteros do género Culicoides sp. (Mushi et al., 1999 apud Batista
et al., 2008)

A maior parte dos parasitos de avestruz encontra-se nas penas e no trato

gastrintestinal (Ponce Gordo et al., 2002; Foreyt, 2005). Dentre todos, destacam-se
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os helmintos do género Libyostrongylus por conter os vermes mais patogénicos
(Craig e Diamond, 1996).

2.4- Género Libyostrongylus

Libyostrongylus spp. € um nematdide hematofago pertencente a familia
Trichostrongylidae e constituido pelas espécies: L. douglassii (Cobbold, 1882) Lane,
L. dentatus (Hoberg, Lloyd e Omar, 1995) e L. magnus (Gilbert, 1937). Estes
nematodides sdo avermelhados na forma adulta e encontrados no proventriculo e
ventriculo de avestruzes (Hoberg et al., 1995; Ederli et al., 2008a; Ederli e Oliveira,
2009). Libyostrongylus spp. sdo hematéfagos e produzem uma doenca conhecida
como ‘"estdbmago podre" que causa alta mortalidade entre os avestruzes jovens
(Nel, 1980; Reinecke, 1983) e ocasionalmente adultos (Jansson e Christensson,
2000).

As espécies de Libyostrongylus podem ser diferenciadas com base na
morfologia dos vermes adultos (Hoberg et al., 1995; Ederli et al., 2008a;) e das
larvas infectantes (Ederli et al., 2008b). O diagndstico baseado nas formas imaturas
diferencia L. dentatus e L. douglassii, ndo se sabe se pode diferenciar L. magnus.
Recentemente demonstrou-se por analise molecular que as espécies L. dentatus e
L. douglassii sédo de fato distintas (Andrade et al., 2013). Esse conhecimento
permitiu o desenvolvimento de diagnostico molecular baseado em DNA de
individuos adultos de L. dentatus e L. douglassii (DaMatta et al., 2012; Andrade et
al., 2013).

O ciclo de vida do género Libyostrongylus é direto, rapido e se divide em
duas partes: uma fase de vida livre que ocorre na pastagem onde 0s 0ovos se
desenvolvem em larva infectante (L3) e uma fase de vida parasitaria que ocorre com
a ingestado da L3 que se desenvolve dentro do hospedeiro até atingir a fase adulta,
copular e ovipositar (Fig. 2) (Santos et al., 2010).

Libyostrongylus dentatus possui dente esofagiano, o comprimento total dos
machos e fémeas € maior que L. douglassii, 0 posicionamento da vulva é sublateral,
fémeas possuem um ovijetor longo e cauda com inflagédo cuticular ventral ao nivel do
anus e a ponta da cauda digitada; os machos possuem espiculos que apresentam
as extremidades da ramificacéo principal arredondadas, apresentando bainha hialina
(Fig. 3) (Hoberg et al., 1995; Ederli et al., 2008a). Em vista apical, L. dentatus tem

um orificio bucal em formato oval, labios espessos, seis papilas labiais arredondadas
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e com um par proximo aos anfidios laterais e quatro papilas cefalicas (Fig. 4) (Ederli

et al., 2008a).
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Figura 2. Ciclo de vida de Libyostrongylus spp.
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Libyostrongylus douglassii  ndo possuem dentes esofagianos, o
posicionamento da vulva é ventral, as fémeas apresentam um ovijetor curto, cauda
com ponta arredondada e auséncia de inflacdo cuticular ao nivel do anus; os
machos possuem extremidades dos espiculos pontiagudas e sem a presenca da
bainha hialina (Fig. 3) (Hoberg et al., 1995; Ederli et al., 2008a). Em vista apical, L.
douglassii possui um orificio bucal em formato oval, auséncia de dente, labios finos,
seis papilas labiais prolongadas, com um par proximos aos anfidios e quatro papilas
cefalicas (Fig. 4) (Ederli et al., 2008a).

Figura 3. Imagem de Libyostrongylus por microscopia de contraste de
interferéncia. (A-D) L. douglassii: (A) extremidade cefélica, auséncia de dente
esofagico; Barra: 50um; (B) ovijector curto mostrando a regido dos esfincteres e
vestibulo (entre setas) e a posicdo da vulva (ponta de seta) Barra: 260um; (C)
auséncia de inflacdo cuticular da fémea ao nivel do anus e com a ponta da cauda
arredondada; Barra: 30um. (D) espiculos com extremidade final pontiaguda; Barra:
40um. (E-H) L.dentatus. (E) Demonstra extremidade cefélica e proeminente dente
esofagico (seta); Barra: 30um. (F) ovijector longo mostrando a regido dos esfincteres
e vestibulo (entre setas) e a posicdo da vulva (ponta de seta); Barra: 260um. (G)
Inflacdo cuticular na cauda da fémea no nivel do anus (seta) e ponta da cauda
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digitada; Barra: 30um. (H) espiculos com extremidade final arredondada. Fonte:
Ederli et al., 2008a.

Figura 4. Microscopia eletrénica de varredura de Libyostrongylus. (A e B) L.
dentatus. (A) Vista apical da extremidade cefalica da fémea exibindo papilas
exteriores (setas grandes), papilas interiores (setas), anfidios (ponta de seta) dente
esofagico (T). (B) Vista ventro-lateral da extremidade caudal de uma fémea com
inflacdo cuticular proeminente no nivel do anus (a) e ponta digitada; Barra: 5 e 20
pum respectivamnete. (C e D) L. douglassii. (C) Vista apical da extremidade cefalica
de da fémea, exibindo papilas exteriores (seta grande), papilas interiores (seta),
anfidios (ponta de seta) e abertura oral (Ao) centralmente localizada; (D) Cauda da
fémea com ponta arredondada sem inflagcéo cuticular proximo ao anus (a). Barra: 5 e
20 um respectivamente. Fonte: Ederli et al., 2008a.

Diferencas morfolégicas na cauda entre os estadios de larva infectante
permitem diferenciar os géneros Codiostomum e Libyostrongylus (Hoberg et al.,
1995; Ederli et al., 2008a; Ederli et al.,2008b; Ederli e Oliveira, 2009) e as espécies
L. douglassii de L. dentatus (Ederli et al.,, 2008b; Andrade et al.,, 2011b).
Codiostomum possui a ponta da cauda da larva afilada enquanto em Libyostrongylus
a ponta da cauda tem forma de gota. Libyostrongylus dentatus tem uma cauda da
bainha longa com terminacao filamentosa enquanto a larva de L. douglassii possui
cauda da bainha curta com terminacdo aguda (Fig. 5) (Ederli et al., 2008b; Andrade
et al., 2011b).
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Figura 5. Microscopia eletrénica de contraste de fase, desenho esquemaético e
microscopia eletronica de varredura de larvas infectantes de Libyostrongylus.
(a e b) microscopia eletrénica de contraste de fase de Libyostrongylus dentatus (a) e
L. douglassii (b). desenho feito a méo evidenciando ao final da cauda o botéo, o que
identifica o género e a diferenca entre 0 comprimento da bainha de L. dentatus (c) e
L. douglassii (d) demonstrando a diferenca entre larvas de L. dentatus e L. douglassii
(e) L. dentatus e (f) L. douglassii respectivamente em microscopia eletronica de
varredura. Barra: 30um. Fonte: Ederli et al., 2008b.

2.4.1- Distribuicdo geografica

O género Libyostrongylus tem sido registrado infectando avestruzes na Africa
do Sul, Australia (Barton e Seward, 1993), América do Norte (Hoberg et al. 1995),
Escécia (Pennycott e Petterson, 2001), Espanha, Bélgica, Portugal e Holanda
(Ponce Gordo et al., 2002), Suécia (Jansson, et al., 2002), Zimbabue (Mukaratirwa et
al., 2004) e Brasil (Bonadiman et al., 2006; Andrade et al.,2011b).

Somente L. douglassii e L. dentatus tém sido descritos fora da Africa.
Libyostrongylus douglassii foi observado na Australia (Barton e Seward, 1993),
Europa (Ponce Gordo et al., 2002), América do Norte (Hoberg et al., 1995) e do Sul
(Bonadiman et al., 2006, Ederli et al., 2008a; Ederli et al., 2008b; Ederli e Oliveira,
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2009; Andrade et al., 2011b). Segundo Hoberg et al. (1995), a translocacao de aves
infectadas do continente africano para os paises importadores tenha sido a causa da
introduc&o do parasito nos demais continentes. Libyostrongylus dentatus foi descrito
apenas nas Américas (Hoberg et al.,, 1995; Bonadiman et al., 2006; Ederli et al.,
2008a; Ederli et al., 2008b; Ederli e Oliveria, 2009; Andrade et al., 2011a).

Infeccbes mistas entre L. douglassii e L. dentatus parecem ser comuns,
contudo, tem sido possivelmente negligenciada (Hoberg et al., 1995; Ederli et al.,
2008a; Ederli et al., 2008b). Esta possibilidade foi fortemente reforcada num
levantamento feito no Brasil no qual foi possivel determinar que em algumas
propriedades as aves com infec¢éo mista foram procedentes do Canada, Australia e
Espanha (Andrade et al.,, 2011a). Entretanto, publicac6es oriundas de tais paises
(Barton e Seward, 1993; Ponce Gordo et al., 2002) somente notificam a ocorréncia

de L. douglassii (Andrade et al., 2011a) indicando diagnostico precario.

2.4.2- Patogenicidade

Libyostrongylus douglassii tem sido considerado a espécie mais patogénica
dentre as espécies de nematdéides que parasitam os avestruzes (Reinecke, 1983).

Libyostrongylus douglassii € o nematdide de avestruz mais descrito na
literatura por Mckenna (2005). Altos indices de mortalidade (50%) entre aves jovens
e ocasionalmente em adultos tém sido atribuidos a esta espécie (Reinecke, 1983).
Necrose severa subaguda e Ulceras gastricas com infiltrado de células inflamatérias
como heterdfilos/linfocitos abaixo da lamina propria, camada queratinéide ou abaixo
das glandulas da submucosa foram associados ao L. douglassii no proventriculo de
avestruzes juvenis por Bastianello et al. (2005). Na Croacia, infeccdes com morte de
avestruzes e infiltrado de células mononucleares nas proximidades dos nematdides
foram relacionadas ao parasito (TiSljar et al., 2007). Mais recentemente em infeccéo
mista com L. dentatus e L. douglassii foi observado que o infiltrado inflamatério
celular no proventriculo, previamente atribuido a L. douglassii, & do tipo heterofilico
(Andrade et al., 2011a). Heterofilos de avestruz sdo peroxidase negativos
(Bonadiman et al., 2009), essa caracteristica citoquimica permite a diferenciacao de
heterdfilos de eosindfilos em infiltrados teciduais (Andrade et al., 2011a).

2.4.3 - Tratamento anti-helmintico
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Uns dos principais componentes do controle das verminoses sdo os anti-
helminticos. Entre os produtos avaliados contra Libyostrongylus, temos o
fenbendazole, levamisole, ivermectina (Craig e Diamond, 1996; Shane, 1998) e
moxidectina (Bastianello et al., 2005).

Fenbendazole administrado na dose oral de 15 mg/kg teve eficicia superior a
99% contra vermes adultos e 82,5% para larvas do quarto estadio (Fockema et al.,
1985). Quando combinado com resorantel (130 mg/Kg) ou sozinho apresentou
eficacia de 98,6% em populacbes de Libyostrongylus na Africa do Sul (Malan et al.,
1988).

Ivermectina também foi eficaz contra Libyostrongylus em avestruzes na
Escdcia (Pennycot e Patterson, 2001). Este medicamento pode ser administrado por
via oral de 0,2 mg/kg ou como uma injecdo subcutanea de 0,3 mg/kg (Stewart,
1989). Da mesma, forma moxidectina na dose de 0,2mg/kg demonstrou-se eficaz
quando administrado em avestruzes na Nova Zelandia (Bastianello et al., 2005).

Levamisole teve baixa eficacia quando administrado a avestruzes na Africa do
Sul (Malan et al., 1988). Sendo esse o primeiro relato de resisténcia anti-helmintica
registrado contra Libyostrongylus. A eficacia do levamisol na dose de 30 mg/Kg foi
de 28% e em combinagcdo com o resorantel na dose de 130 mg/Kg teve eficacia de
67% (Malan et al., 1988).

No Brasil, ndo existem estudos relativos a eficAcia dos produtos anti-
helminticos contra Libyostrongylus. Entretanto, fenbendazole, albendazole e
principalmente ivermectina tem sido utilizada para o controle deste parasito de
maneira indiscriminada podendo levar com isto ao surgimento da resisténcia
(Andrade et al., 2011b). Assim, a investigacdo da eficacia destas drogas no intuito
de retardar a resisténcia anti-helmintica & relevante e um dos temas desta

dissertacéo.
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[l - Objetivos

3.1- Objetivo Geral:

- Avaliar a eficacia de alguns anti-helminticos usados no controle da Libyostrongilose
e caracterizar a anatomopatologia de L. dentatus e L. douglassii nas regibes do

proventriculo e ventriculo em avestruzes com alta e baixa infeccao.

3.2- Objetivos Especificos:

3.2.1- Determinar a eficacia anti-helmintica de albendazole, invermectina e
moxidectina em relacdo a L. dentatus e L. douglassii.

3.2.2- Verificar a distribuicdo e localizacdo de Libyostrongylus nas regifes anterior,
média e distal do proventriculo e ventriculo de avestruzes.

3.2.3- Descrever as caracteristicas patoldgicas nas diferentes regides do
proventriculo e ventriculo de avestruz com baixa e alta infecgéo.

3.2.4- Caracterizar as alteragbes de infiltrados inflamatérios diferenciando os
heterdfilos de neutréfilos e eosinodfilos nos tecidos de avestruz com baixa e alta

infeccéo.
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IV- Material e métodos

O trabalho foi realizado na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, localizada na cidade de Campos dos Goytacazes no estado do Rio de
Janeiro — Brasil. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia
Celular e Tecidual no Centro de Biociéncias e Biotecnologia e no Laboratério de
Morfologia e Patologia Animal no Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias.
4.1- Avestruzes

Os experimentos foram realizados em duas fazendas, uma em Guarani-MG e
outra em Manguinhos, Sao Francisco de Itabapoana-RJ. As fazendas possuem
piquetes de recria de avestruz onde estavam alocados os animais utilizados nos
experimentos.

Quarenta e oito avestruzes foram utilizadas para o teste anti-helmintico e seis
aves foram abatidas dentro das normas e padrbes de abate humanitario para
obtencdo do ventriculo e proventriculo e, por conseguinte, foram feitas analises da
distribuicdo e alteracdes patoldgicas de L. dentatus e L. douglassii nestes érgaos.

As aves avaliadas no teste anti-helmintico pertenciam a propriedade
localizada em Guarani-MG cuja atividade criatoria do avestruz teve inicio em 2004 e
desde entdo somente ivermectina havia sido empregado no controle e tratamento

das parasitoses com aplicacdo de duas vezes ao ano.

4.2- Teste anti-helmintico

Animais foram pesados, divididos em trés grupos de 16 animais e tratados
com albendazole (6mg/kg), ivermectina (0.2 mg/kg) ou moxidectina (0.2mg/kg). As
dosagens para ivermectina e moxidectina foram baseadas na literatura que relata o
uso destes compostos para avestruzes (Pennycott e Paterson, 2001; Bastianello et
al., 2005). Estas doses sdo as mesmas recomendada pelo fabricante para outros
animais domésticos. Embora albendazole ndo tenha sido utilizado em avestruzes, foi
administrada dose recomendada pelo fabricante para os mesmos tipos de animais.
Os nomes comerciais destas drogas e os fabricantes foram o0s seguintes:
albendazole, “Ricobendazole oral” fabricado pela Ouro Fino; ivermectina, lvomec
injetavel 50 MI — Ivermectina Merial 1%, fabricado pela Merial Brasil; moxidectina,
Cydectin NF 500 MI — Fort Dodge — Moxidectina 1% , fabricado pela Fort Dodge.
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As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de cada animal pré e
pés-tratamento para avaliar a redugcdo no numero de ovos por grama de fezes
(OPG), segundo a técnica modificada de Gordon e Whitlock (1939). Um intervalo de
13 dias foi dado entre as coletas. A eficacia dos produtos testados foi calculada pela
formula % de eficacia = (OPG médio pré-tratamento - OPG médio pds-tratamento/
OPG médio pré-tratamento) X 100, indices inferiores a 95% foram considerados
indicativos de ineficacia (Coles et al., 1992). Além disso, foram feitas coproculturas

para identificacdo das larvas infectantes (L3) sobreviventes ao tratamento.

4.3- Coproculturas

Das amostras fecais, dois gramas por coprocultura foram colocadas em copos
plasticos com capacidade para 60 ml previamente identificados. Os copos plasticos
foram incubados durante sete dias a temperatura ambiente (23 - 27°C) em
vasilhames de plastico contendo 100 ml de &gua destilada e cobertas com filme
plastico para prevenir a perda de umidade. Apds a incubacéo, cada copo plastico foi
preenchido com agua destilada em seguida colocado na borda do copo uma placa
de Petri e logo apés feita a inversdo do copo. Na placa de Petri foi adicionado 10 mi
de agua destilada. Apos 4 h foi feita a recuperacdo das L3 de Libyostrongylus que
foram acondicionadas em garrafas de culturas e mantidas sob refrigeracdo até
serem quantificadas e identificadas de acordo com os critérios estabelecidos por
Ederli et al. (2009b).

4.4- Histopatologia

A partir da necropsia, foi feita analise macroscopica das regides do
proventriculo, ventriculo e camada queratindide. Amostras com aproximadamente 1
cm? dos tecidos das regides anterior (A), glandular (B) e posterior (C) do
proventriculo e regides anterior (D), média (E) e posterior (F) do ventriculo (Fig. 6),
foram coletadas e fixadas em formol tamponado neutro a 10%. De um total de dez
amostras de cada regido, cinco foram utilizadas para a coleta dos parasitos que
foram retirados um a um com auxilio de instrumentos adaptados feitos com palitos
de churrasco com pontas de agulhas para injecdo e lupas. Cinco destas dez
amostras de tecidos foram preparadas para o processamento histolégico de rotina.
Apds processamento, as laminas foram analisadas em microscépio de luz Axioplan

e imagens foram capturadas com uma camera MRc5 AxioCam digital e processadas
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com um programa Axiovision (RFA), a fim de identificar infiltrados inflamatorios e
localizacdo dos nematodides nos tecidos sob baixa e b infeccéo.

Para confirmacéo do tipo de granuldcito do infiltrado inflamatorio tecidual foi
feita a marcacdo com peroxidase (Andrade et al., 2011a), onde o0s cortes foram
tratadas com diaminobenzamidina e perdxido de hidrogénio para localizar a enzima
peroxidase (Andrade et al., 2011a). Os cortes foram incubados em pH 7.0, tampéao
fosfato salino (PBS) contendo 1mg/ml de diaminobenzamidina e 0,3% de peréxido
de hidrogénio e apos dez minutos foram lavados com tampao PBS e contrastados

com hematoxilina (Andrade et al., 2011a).

N?

Figura 6- Estdmago de avestruz com as areas analisadas demarcadas.
(A) Regiao anterior do proventriculo, (B) regido glandular do proventriculo, (C) regido

distal do proventriculo, (D) regido anterior do ventriculo, (E) regido média do
ventriculo, (F) regido distal do ventriculo. Barra: 7 cm.
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4.5- Coleta e quantificacdo de nematoides adultos

As cinco amostras dos tecidos com aproximadamente 1 cm? das
regides anterior, média e posterior dos proventriculos e ventriculos foram separadas
no momento da necropsia e fixadas em formaldeido 10% tamponado.
Posteriormente, as amostras de tecido foram transferidas para tubos Falcon
contendo solucéo salina tampéo fosfato e analisados com auxilio do microscopio
estereoscopio. Os nematoéides foram coletados e transferidos para placas de Petri.
Posteriormente, os especimes foram separados, e quantificados por regido de cada

orgao.

V- Resultados
5.1- Eficacia anti-helmintica.

A eficacia variou entre os anti-helminticos . lvermectina teve uma eficacia de
60% enquanto albendazole e moxidectina de 100% (Tabela 1). As larvas infectantes
de L. dentatus (56,7%) e L. douglassii (43,3%) foram recuperadas nas coproculturas

de avestruzes tratadas com ivermectina.



Tabela.l. Eficacia anti-helmintica contra Libyostrongylus douglassii e
dentatus em avestruzes no estado de Minas Gerais, Brasil.

OPG
Anti-helmintico Pré-tratamento Pés-tratamento % Eficécia

Albendazol® 1631 0 100
(200- 4000) (0-0)

lvermectina® 1113° 450 60¢
(200-3300) (0 - 4400) ©

Moxidectina” 2000 0 100
(200-14900) (0-0)

#Dose oral de 6mg/kg

® Dose injetavel 0.2mg/kg

¢ Média de valores de 16 animais por grupo.

94 indices menores que 95% s&o indicativos de resisténcia (Coles et al., 1992).

® Variacado na contagem de ovos por grama e fazes (OPG).

5.2-Quantificacdo de nematoides no proventriculo e ventriculo de avestruzes.

29
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O numero total de nematoides adultos de Libyostrongylus no proventriculo e

ventriculo de animais que apresentaram baixa infeccdo (OPG entre 300 a 1500) foi

de 80 e 52, respectivamente (Tabela 2). Nematbides ndo foram observados na

regido anterior do proventriculo. O nimero médio de nematoides da regiao glandular

e posterior do proventriculo foi de 5,3 e 0,1, respectivamente (Tabela 2). No

ventriculo ndo foram encontrados nematodides na regido média e o numero médio de

adultos das regides anterior e posterior foi de 0,6 e 2,9, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Recuperacdo de adultos de Libyostrongylus encontrados em
fragmentos de tecido por regido do proventriculo e ventriculo de avestruzes

sob baixa infeccéo.

Proventriculo Ventriculo
Animal  Amostra Anterior  Glandular  Posterior  Total Anterior  Médio  Posterior Total
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 3 1 4 4 0 0 4
1 3 0 0 0 0 4 0 0 4
4 0 1 0 1 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 4 1 5 8 0 0 8
Media + DP 0 0,8+0,9 0,2+0,2 1+1,7 1,6%1,3 0 0 2,6%5,6
1T T T T T o T T o T T T T T o T T 0T T T o T T T o T
2 0 1 0 1 0 0 0 0
2 3 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 1 0 1 0 0 0 0
Média + DP 0 0,2+0,4 0 0,2+0,4 0 0 0 0
J N R T R T O T
2 0 16 0 16 0 0 0 0
3 3 0 0 0 0 1 1
4 0 0 1 0 36 37
5 0 28 0 28 0 0 5 5
Total 0 74 0 74 1 0 43 44
Média + DP 0 14,8+8,5 0 14,8 +8,5 0,2+0,4 0 8,6+x154 8,8+17,6

Animais sob alta infeccdo (OPG entre 10.000 a 17.200) tiveram nematoides
de ambas as espécies em todas as regides do proventriculo e ventriculo, com
excecdo do animal 2 que ndo apresentou nematdides no ventriculo (Tabela 3). O
namero total de nemtéides adultos de Libysotrongylus no proventriculo foi de 6.755
enquanto que o numero total no ventriculo foi de 247 (Tabela 3). Nas regides
anterior, glandular e posterior do proventriculo foi encontrado um namero médio de
155, 161,3 e 133,7, respectivamente de nematdides adultos e no ventriculo na
regido anterior, média e posterior o numero médio foi: 0,7; 5,7 e 10,3

respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3-Recuperacdo de adultos de Libyostrongylus encontrados em
fragmentos de tecidos por regido do proventriculo e ventriculo de avestruzes

sob alta infeccao.

Proventriculo Ventriculo

Animal Amostra Anterior Glandular  Posterior  Total Anterior Médio Posterior Total
1 186 53 151 390 0 38 2 40

2 280 65 157 502 1 36 2 39

1 3 287 73 251 611 0 0 0 0
4 326 26 154 506 0 1 14 15

5 423 118 181 722 0 3 27 30

Total 1502 335 894 2731 1 78 45 124

_MediaxDP _ 300186 _ 67634 _ 17942 _546£126 _ 02:04 _16+19 _ _ 9#11 _ 413:395 _

1 12 127 252 391 0 0 0 0

2 1 178 111 290 0 0 0 0

2 3 10 126 107 243 0 0 0 0
4 69 356 89 514 0 0 0 0

5 58 295 132 485 0 0 0 0

Total 150 1082 691 1923 0 0 0 0

_Média+DP _ 30431 _216£104 _ 13865 3854119 _ _0 _ _ O_ _ _ O_ _ _ _ 0 _ _

1 1 94 199 294 0 1 23 24

2 6 145 83 234 2 2 39 43

3 3 4 106 30 140 0 2 37 39
4 396 439 74 909 1 0 39 10

5 269 221 34 524 6 1 0 7

Total 676 1005 420 2101 9 6 138 123
Média + DP  135+186 201+142 84168 4204308 1,8+2,5 1,2+0,8 27,6+£43,3 25+16

5.3- Anatomopatologia de proventriculos e ventriculos infectados por

Libyostrongylus dentatus e L. douglassii.

Animais sob baixa infeccdo ndo apresentaram lesfes macroscopicas nos
proventriculos (Fig. 7 A) e ventriculos. Porém a analise microscopica revelou
algumas poucas lesGes superficiais em ambas as regides (ndo mostrado). No
entanto, animais sob alta infeccdo apresentaram lesfes macroscopicas em
proventriculos (Fig. 7 B) contendo areas com hiperemia moderada (Fig. 7 B) e
lesBes erosivas/ulcerativas (Fig. 7 C, D) causadas pela presenca de formas adultas
de Libyostrongylus. Essas altera¢des foram confirmadas em analises microscopicas
(Fig. 8 e 9). Hiperemia moderada foi observada no proventriculo (Fig. 8 A) assim

como lesdes erosivas/ulcerativas (Fig. 8 B).
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Figura 7. Proventriculos de animais sob alta e baixa infeccdo de
Libyostrongylus dentatus e L. douglassii. (A) Proventriculo de um animal sob
baixa infeccdo, sem lesdo aparente entre papilas. (B) Proventriculo de animal sob
alta infeccdo, demonstrando areas vermelhas e aparentes lesbes entre papilas
(setas). (C) Proventriculo de animal sob alta infeccdo demonstrando lesao entre
papilas (seta). (D) Aumento da imagem “C” demonstrando lesdo provocada por
nematoéides (seta). Barra:7 cm.
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Figura 8. Cortes histolégicos do proventriculo de animais sob baixa e alta
infeccdo de Libyostrongylus dentatus e L. douglassii. (A) Imagem demonstra
hiperemia moderada (setas). (B) Imagem demonstra lesdes erosivas/ulcerativas
(setas). Coloracdo em H&E. Barras: 100um.

Além destas lesdes, a analise microscopica do proventriculo mostrou
alteracdo na arquitetura dos adendmeros da regido glandular parasitada assim como
aumento de secrecdo com contetdo celular (Fig. 9 A). Os tipos de lesdes
diretamente ligadas ao parasitismo de Libyostrongylus spp. podem ser observadas
na figura 9 A, na qual alguns adendmeros estdo danificados. Os ductos de
adenbmeros adjacentes se unem em um Unico ducto que apresenta aumento de
secrecdo evidenciado pelo total preenchimento do espaco dos ductos unidos, com
clara perda do arranjo normal desta estrutura glandular (Fig. 9 A). O arranjo de um
ducto central de aspecto normal n&o parasitado pode ser observado na figura 9 B. O
epitélio apresenta aspecto normal quando o adenédmero néao esta parasitado (Fig. 9
C). Ja& o ducto central parasitado (Fig. 9 D) apresenta danos em seu epitélio (Fig. 9
E).
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Figura 9. Adendmeros na regido glandular do proventriculo e suas células
epiteliais. (A) Imagem de adendémero normal (setas grossas) e adendmeros
parasitados (setas finas) com arquitetura danificada e aumento de secrecdo
(asterisco). Barra = 600um. (B) Adenbmero ndo parasitado com ducto secretor
normal. Barra = 500um. (C) Epitélio ndo danificado com clara preservagdo do
glicocalix (setas). Barra = 10um. (D) Epitélio danificado (seta) proximo ao nematoide
(seta longa). (E) Epitélio danificado com glicocélix destruido (setas). Coloragdo H&E.
Barra: = 10um.
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Os esfregacos sanguineos corados em H&E demonstraram a presenca de
granulécitos (Fig. 10 A) e confirmacdo da reacdo negativa para peroxidase em
heterofilos e positiva para eusindfilos (Fig. 10 B). Infiltrados inflamatérios
granulociticos agrupados no interior das glandulas do proventriculo foram
observados proximos aos nematéides que estavam imersos no tecido (Fig. 10 C e
D). Tais infiltrados inflamatoérios continham células negativas para peroxidase (Fig.
10 D). Estes heterdfilos estavam associados a infiltrados inflamatérios

mononucleares (ndo mostrado).

Figura 10: Marcacao de peroxidase em esfregaco sanguineo e proventriculo de
avestruzes infectadas com Libyostrongylus douglassii e L. dentatus. (A)
Esfregaco sanguineo corados com H&E demonstrando a presenca de granul6citos
(setas). Barra: 10um. (B) Marcagcdo por peroxidase demonstrando eosinofilo
peroxidase positivo (seta fina) e heterdfilo peroxidase negativo (seta). Barra: 10 ym.
(C) Regido anterior do proventriculo corado com H&E demonstrando granuldcitos
(setas) no interior da glandula (circulo). Barra: 10um. (D) Marcacao para peroxidase
em corte subsequente da imagem “A” confirmando a presenca de heterofilos
(granulos peroxidase negativos - setas). Barra: 10um.
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Nematdides imersos na camada queratindide (Fig. 11) foram observados
tanto em animais de baixa quanto de alta infeccdo na regido do ventriculo, sendo
que os infiltrados inflamatorios dos que apresentaram baixa infeccdo ndo estavam
ao redor de nematoides e sim, dispersos no tecido (dado ndo mostrado).

Nas andlises histologicas das regides do proventriculo foram observados
presenca de nematoides e auséncia de ovos. Na regido glandular do proventriculo
0os nematodides foram encontrados na luz das glandulas (Fig. 11 A) que liberam
enzimas digestivas, foi nessa regido do tecido que se observou a maior quantidade
de nematodides . Em contrapartida ovos de nematoides foram observados na camada
queratinéide dos ventriculos e ainda nematodides foram encontrados imersos nesta
camada bem proximos da mucosa (Fig. 11 B). Glandulas do ventriculo excretam
conteudo celular e residuos da secrecao com restos celulares compondo a camada

queratinodide que apresenta ovos (Fig. 11 C).
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Figura 11- Andlises anatomopatoldégicas de proventriculo e ventriculo de
avestruz. (A) Regido glandular do proventriculo, nematoide inserido na luz da
glandula (seta simples), glandulas do proventriculo (seta dupla), debris celulares
(asterisco). Barra: 50 um. (B) Regido posterior do ventriculo, ovos de nematodide
inseridos na camada queratindide (seta grossa), nematoides inseridos na camada
gueratindide (setas finas). Barra: 50um. (C) Regido mediana do ventriculo; glandulas
do ventriculo (seta dupla), camada queratinéide (asterisco), ovos inseridos na
membrana queratindide (seta simples). Coloracdo em H&E. Barra: 20um.
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VI- Discusséao

Nesse trabalho foi estudada a eficacia anti-helmintica contra Libyostrongylus
spp. em avestruzes de uma fazenda brasileira e foram feitos estudos
anatomopatolégico em proventriculo e ventriculo de avestruzes com baixa e alta
infeccdo desse nematdide. Foi determinada a resisténcia de Libyostrongylus. contra
ivermectina. Constatou-se que altas infeccbes do Libyostrongylus induzem lesbes
macroscopicas nos proventriculos ja as lesGes macroscopicas no ventriculos sédo
quase imperceptiveis.

O estudo sobre a eficacia dos anti-helminticos demonstrou que 0 uso
continuo de um produto leva ao estabelecimento da resisténcia anti-helmintica
(Malan et al., 1988; Souza et al., 2012). Ivermectina foi utilizada na fazenda de
estudo como pratica de manejo e controle contra a libyostrongylose durante sete
anos seguidos com duas aplicacbes anuais. Esta droga é uma das mais utilizadas
na producao de avestruzes no Brasil (Andrade et al., 2011b). Provavelmente devido
ao baixo custo e a falta de orientacdo no manejo correto de anti-helminticos.

Embora a ivermectina e moxidectina pertenca a mesma classe e
compartilhem o mesmo modo de acédo, os perfis farmacocinéticos destas drogas sao
significativamente  distintos levando a implicacbes importantes para o0
desenvolvimento da resisténcia (Sangster, 1999). Isto provavelmente explica as
diferencas na eficacia observadas neste estudo.

O achado de larvas infectantes de L. dentatus e L. douglassii nas coproculturas
de aves tratadas com ivermectina indica que ambas as espécies adquiriram
resisténcia a esse composto demonstrando que o uso prolongado de uma mesma
droga tem selecionado individuos resistentes. Isto também sugere que ambas as
espécies se comportam de forma muito semelhante. Apesar dos resultados
encontrados, a ivermectina foi eficaz contra L. douglassii em avestruzes na Escocia
(Pennycott e Petterson, 2001). Além disso, o uso fenbendazole sozinho ou
combinado com resorantel (Fockema et al., 1985; Malan et al., 1988) e a
moxidectina também foi eficaz contra Libyostrongylus (Bastinello et al., 2005). A
eficacia destas drogas indica que elas sédo adequadas para controlar a
libyostrongylose. No entanto, é preciso compreender melhor a eficacia dos farmacos
disponiveis contra nematoéides de avestruz. Além disso, ndo ha dados de entidades
oficiais, tais como a FDA (EUA) ou MAPA (Brasil), que aprova o uso de qualquer

composto anti-helmintico para avestruzes (Bren, 2002).



39

Uma vez que a producdo de avestruz aumentou em VAarios paises a
necessidade do o uso de anti-helmintico para o controle de nematéides tornou-se
um fato. No entanto, € necessario compreender melhor o metabolismo e
farmacocinética de anti-helminticos em avestruzes. Novos estudos precisam ser
realizados para melhor compreender a sensibilidade de Libyostrongylus a anti-
helminticos. Além disto, € necessario que o0s criadores estejam cientes da
administracdo correta e das consequéncias de nao segui-lo.

A distribuicdo e localizacdo tecidual dos parasitos revelaram que houve
grande diferenca no quantitativo de nematdides entre as diferentes regifes do
proventriculo e do ventriculo em animais sob alta infeccdo. Ademais, o proventriculo
foi o 6rgdo com mais nematdides em animais com carga parasitaria elevada. Essa
diferenca nado foi aparente em animais sob baixa infeccdo. Contudo, quando se
analisa por regides de cada 6rgdo € possivel notar uma alta variabilidade muito alta
sendo necessario, portanto, analisar um nimero maior de animais de baixa infec¢éo
para validar estatisticamente a possibilidade de existir uma regido mais infectada. A
literatura descreve L. dentatus (Hoberg et al., 1995) habitando proventriculo e
ventriculo e L. douglassii (Cobbold, 1882) apenas proventriculo. Entretanto,
concluimos que ambas as espécies habitam proventriculo e ventriculo e que existe
preferéncia pelo proventriculo em animais mais infectados. Podemos dizer que esta
escolha pela regido proventricular possa ser relacionada com a morfologia ja que
existem inimeras reentrancias e evaginacfes que podem facilitar a permanéncia do
parasito no local. Além disto, a camada coilinea desta regido é mais delgada e macia
do que no ventriculo (Huchzermeyer, 2005) algo que pode facilitar o parasitismo.

Com relacdo a patogenicidade ocasionada por Libyostrongylus spp. podemos
dizer gue quando o parasitismo é nos adenémeros ocorre fusdo de algumas dessas
estruturas que ficaram bastante destruidas. Além disso, detectamos aumento de
secre¢do com contetido celular no limem desses adendmeros. E possivel que a
acdo mecanica do nematoide induza esse tipo de alteracdo morfolégica dessas
estruturas. O tipo de lesdo provocada pela libyostrongylose é de grande importancia
patolégica podendo ser porta de entrada para infec¢cdes secundarias e/ou obstrucéao
dos ductos secretores de enzimas digestivas levando a necrose tecidual e
consequente morte de avestruzes.

Os infiltrados inflamatorios do tipo heterdfilico estdo associados a infec¢do por

Libyostrongylus spp. (Andrade et al., 2011a). Neste estudo foram encontrados
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infiltrados inflamatérios tanto em animais de alta quando de baixa infeccdo. Esses
infiltratos heterofilicos estdo associados também a infiltrados mononucleares.
Heterdfilos estdo agrupados em maior nimero proximos aos nematoides em animais
de alta infeccdo e dispersos em animais de baixa infeccdo. Essa distribuicdo
diferenciada do infiltrado inflamatorio dependente da carga parasitaria pode indicar
que em altas infec¢cbes exista uma atracdo maior dessas células de forma
especifica. A presenca desses infiltrados nos tecidos de animais muito e pouco
infectados demonstram  que heterofilos e outros infiltrados mononucleares
participam ativamente da resposta imunoldgica desta ave contra infec¢bes por
nematoides.

As amostras teciduais analisadas aqui eram de animais com infeccdo mista.
Portanto, ndo foi possivel afirmar o tipo de patologia relacionada a espécie, mas
observamos lesdes erosivas/ulcerativas provocada por agressdes mecanica por
influéncia do parasitismo de Libyostrongylus spp. confirmando dados publicados
(Bastinello et al., 2005). Animais sob alta infeccdo apresentaram lesdes
macroscopicas como hiperemia moderada confirmada por microscopia e ainda,
les&o erosiva/ulcerativa e presenca de infiltrados inflamatérios do tipo heterofilo tanto
em animais de alta quanto de baixa infeccdo. Uma resposta mais definitiva sé sera
obtida em experimentos com infeccdes monoespecificas comparado as infeccoes
mistas naturais.

Ovos de nematoides foram encontrados somente na camada queratindide do
ventriculo, embora o parasitismo seja maior na regido do proventriculo. Podemos
sugerir que ovos ovipositados no proventriculo seguem o fluxo da digestdo migrando
para o ventriculo onde foram mais encontrados. Ou que as fémeas migram para o
ventriculo e ovipositam nesse 6rgao.

Informacdes relacionadas a libyostrongylose sdo escassas, e como a
estrutiocultura tem grande potencial econémico, estudos relacionados a infecgbes
parasitarias tém grande importancia neste contexto. Para avaliar todos os impactos
provocados em avestruzes pela infec¢do das diferentes espécies de Libyostrongylus
spp. torna-se necessario estabelecer uma infeccdo experimental monoespecifica.
Esta, permitird investigar em detalhe aspectos do ciclo bioldgico destes parasitos e
ainda estabelecer relagbes a manifestacbes clinicas, histopatologicas,

hematoldgicas e imunolégicas.
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VII- Conclusbes

A avaliacdo sobre resisténcia aos anti-helminticos demonstrou que a eficacia
dos compostos analisados variou. lvermectina teve uma eficacia de 60% enquanto
albendazol e moxidectina de 100%. A fazenda estudada utilizou ivermectina durante
sete anos com duas administragdes por ano sem fazer rotagéo da droga, claramente
indicando que este periodo foi suficiente para selecionar individuos resistentes na
populacdo helmintica de Libyostrongylus spp.

Na quantificacdo de namatoides por regido de proventriculos e ventriculos de
animais sob alta infeccdo observou-se que o0 06Orgdo mais parasitado foi o
proventriculo. A anadlise histolégica dos tecidos desses 6rgdos observou-se
nematoides presentes no ducto secretor dos adenémeros da regido glandular do
proventriculo, lesBes com erosdes e ulceracgdes, danificando o epitélio glandular.
Heterdfilos foram observados nos infiltrados inflamatérios tanto em animais de baixa
guanto de alta infeccdo. Em animais de alta infec¢cdo estes granuldcitos estavam
agrupados proximos aos nematodides. Os ovos de nematoides foram observados

somente na camada queratindide do ventriculo médio e posterior.
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Anthelmintic resistance has emerged globally as a problem amongst nematoede of livestock
and has been particularly well documented in eguine and small ruminants. There are no
studies regarding the efficacy of anthelmintics against the hematophagous nematodes in
ostriches, Libyostrongylus dentatus; and just a few on L douglassii. Here the efficacy of alben-
dazole, ivermectin and moxidectin were evaluated against these two species in an ostrich

fl]:ljyas;::l:g}'hﬁ do - farm in Minas Gerais state, Brazil. The feces were collected on the day of treatment and
Libyostrongylus dentatus after 13 days of an oral dose of albendazole (& mgfkg), or an injected dose (0.2 mgfkg) of

Anthelmintic resistance ivermectin or moxidectin. The fecal egg count reduction test and coprocultures were per-
Ostrich formed to determine possible resistance against the drugs used. An efficacy of 60% was

Albendazole found for ivermectin, while albendazole and moxidectin were 100% effective. Both worm
Maoxidectin species appeared to have reduced sensitivity to ivermectin.
Ivermectin

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction et al.,, 2010). Anthelmintics have been widely used in live-
stock for the control of parasites. Because of heavy reliance
on these drugs and their widespread use anthelmintic
resistant parasites emerged as a major problem (Coles,

2005). This phenomenon was first reported by Malan

Libyostrongylus  dougassii  and L. dentatus are
haematophagous parasites located in the proventricu-
lus and wventriculus of ostriches (Ederli et al., 2008a,

2008b). These helminths are widely distributed in Brazil
(Andrade et al., 2011a). Parasitism by L douglassii may
cause anemia, weight loss, anorexia, proventriculitis,
killing young ostriches (Reinecke, 1983) and occasionally
adults (Reinecke, 1983; Bastianello et al., 2005; Santos
et al.. 2010). Heterophilic inflammatory infiltration near
nematodes has also been associated with mixed infections
of L douglassii and L. dentatus (Andrade et al., 2011b).
Libyostrongylus control is curative or preventive similar
to that of other nematodes of production animals (Santos

* Corresponding author, Tel.: #5522 2730 7180; fax: +5522 27397178,
E-mail address: cps@uenf.br (Cd. P, Santos).

030440175 — see front matter © 2012 Elsevier BV, All rights reserved.
hitp://dx.doi.org! 1001016/ j.vetpar 2012.04.030

et al. (1988) in South African ostriches that received lev-
amisole at 30mg kg to control Libyosirongylus infection;
since then, no other report was published on this subject.
However, anthelmintic resistance may be common among
Libyostrongylus but has not been well documented.
Management practices in Brazil, from 17 farms located
in 9 states, revealed that the majority of anthelmintic
management schemes are based on the annual treatment
with ivermectin (Andrade et al., 2011a). Fenbendazole and
albendazole use was also reported but anthelmintics were
not rotated on any of the examined farms (Andrade et al.,
2011a). The objective of the present study was to evalu-
ate the efficacy of ivermectin, albendazole and moxidectin
against Libyostrongylus in ostriches raised on a farm in the

Please cite this article in press as: de Souza, LP., et al, Efficacy of albendazole and meoxidectin and resistance
to ivermectin against Libyostrongylus douglassii and Libyostrongylus dentatus in ostriches. Vet. Parasitol. {2012),
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GModel
VETPAR-G361; No.of Pages3

2 LP. de Soiza et al / Veterinary Parasttology oo (200 2) o000
state of Minas Gerais, Brazil with a history of ivermectin —
use, o
-
= =
2. Materials and methods = =Tz
% -

The study was performed in an ostrich farm located = 2z 8
im the municipal district of Guarani in the state of Minas
Gerais. The production of ostriches on the farm began in E e
2004 and since then, ivermectin has been used twice a 25
year for the control of parasites. The anthelmintic test used 1 -E
16 adult ostriches for each drug evaluated. The birds were - ==s
treated with an oral dose of albendazole (6 mg/kg) and an £
imjectable dose (0.2 mg/kg) of ivermectin or moxidectin. g P
The dosages for ivermectin and moxidectin were based on ® | E
the literature that reports the use of these compounds to - é
ostriches (Pennycott and Patterson, 2001; Bastianelloet al,, 8 -§ £
2005). These doses were the same as recommended by the = B oo
manufacturer to other livestock animals. Although alben- : ? = T
dazole has not been used in ostriches, the rationale of the =
authors of the articles cited above was followed, and the £ § =
recommended manufacturer dosage for the same types E B E §
of animals was adopted. The brand names of these drugs a EZ 313
and the company that manufactures them were as follow: =
albendazole, “Ricobendazole oral”, manufactured by *Ouro £ - e
Fino™; ivermectin, "lvomec injetavel 50 ML - Ivermecting = = E I
Merial 15", manufactured by “Merial Brasil”; moxidectin, E: 2 .3; &

“Cydectin NF 500 ML - Fort Dodge — Moxidecting 157, manu- E - -
factured by “Fort Dodge”. All birds used were infected with = . opo
both Libyostrongylus species. 5 2 |2 e

The feces were collected from each ostrich, on the day = E E %
of treatment and after 13 days, with the aid of a dispos- = g
able plastic bag immediately after defecation, avoiding the :'g' = E cgo
part that contacted the soil or the vegetation (Andrade = £ |= +
et al., 2011a). Two grams of feces were used for quanti- E c
fying the number of eggs per gram (EPG), according to the ] =
modified technique of Gordon and Whitlock [1239). This = . El=z E E
technique uses the Mac Master chamber that detects above '; c E|N-F
50 EPG. The efficacy of the drugs was calculated asE=100 3 E ==
[1 —(Xt/Xc)]; ¥t and Xc are the arithmetic mean of EPG % 2Z|E
before () and after (t) 13 days of anthelmintic treatment :.? EE|S|EE™
for each group (Coles et al., 1992). The anthelmintic resis- =
tance was confirmed if the ¥ ofthe fecal egg count reduction z - - =B
was<05% [ Coles et al, 1992, Fecal cultures were performed - 5E e
in samples positive for eggs after treatment, the infective T < E 22g
larvae were identified as before (Ederli et al., 2008b) and a 3 5= RZR
mean of all the animals calculated. E —

z :  |RER
3. Results and discussion 5 = g
i = - -

The efficacy of the anthelmintics varied. [vermectin had z ?
an efficacy of 60%, while albendazole and moxidectin of i ES &
100% (Table 1) The farm studied here used ivermectin g z EE nenl @ -4
twice a year for 7 years without rotation of the drug, clearly = e Beg i
indicating that this period was sufficient to select resistant 2 z | -
individuals in the helminth population. Ivermectin is one = A F2B|ase
of the most widely drugs used in ostrich breeding in Brazil Z == ToRlEES
(Andrade et al., 2011a). This is probably due to the low cost % u T oa E =1
and lack of guidance in anthelmintic management. = FEEIEEE

Although, ivermectin and moxidectin belong to the ,_.E T E E % r gﬁ
same class and share the same mode of action, the phar- i:: :=: = g 2 = = f
macokinetic profiles of these drugs are significantly distinct ==
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and these differences may have important implications for
the development of resistance (Sangster, 1999). This prob-
ably explains the differences in efficacy observed here.

Infective larvae of L dentatus (56.7%) and L. douglassii
(43.3%) were recovered on the coprocultures from ostriches
treated with ivermectin. This result indicates that both
Libyostrongylus species have acquired resistance to iver-
mectin showing that the prolonged use of the same drug
has selected resistant individuals. This also suggests that
both species behave very similarly.

Despite the results found here, ivermectin was effec-
tive against L. douglassii in ostriches in Scotland (Pennycott
and Patterson, 2001). Moreover. fenbendazole alone or
combined with resorantel (Fockema et al, 1985; Malan
et al., 1988} and moxidectin has also been effective against
Libyostrongylus [Bastianello et al, 2005). The efficacy of
these drugs indicates that they are adequate to control
Libyostrongylus. However, further work needs to be done
to better understand the efficacy of the available drugs
against nematodes of ostriches. Furthermore, there are no
data from official bodies such as the FDA (USA) or ANVISA
(Brazil) approving the use of any anthelmintic compound
forostriches although the subject has been discussed in the
USA (Bren, 2002].

The fecal egg count reduction test is one of the
most important methods to detect anthelmintic resistance
because it can be used for all drug groups and is inexpensive
as compared to other in vive test such as the "controlled
test”. Although we have performed this classic test for
detection of anthelmintic resistance and it clear indicates
resistance in the case of ivermectin, care must be taken in
the interpretation of data generated by this test because it
has not been completely validated for ostriches.

Since the production of ostrich has spread in sev-
eral countries the use of anthelmintic for control of
nematode parasites is a fact. However, it is necessary to
better understand the metabolism and pharmacokinet-
ics of anthelmintics in ostriches. Further studies in other
properties should be performed to better understand the
sensitivity of Libyostrongylus to anthelmintics. Moreover,
producers need to be aware of the correct anthelmintic
management and the consequences of not following it
properly.
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