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RESUMO

Infecc¢des por parasitos nematoides gastrintestinais — principalmente Haemonchus
contortus — constituem um dos principais problemas sanitéarios e econémicos na
indUstria da ovinocultura em todo o mundo. A utilizac&o intensiva de produtos anti-
helminticos para o controle dessas infec¢fes levou a selecdo de parasitos
resistentes as principais drogas atualmente disponiveis, inclusive a lactona
macrociclica ivermectina (IVM), comprometendo a sua utilizacdo. O desenvolvimento
e 0 uso de métodos seguros e eficientes para o diagndstico e o monitoramento da
resisténcia anti-helmintica no campo vém adquirindo importancia progressiva,
podendo auxiliar o planejamento de programas de controle parasitario, além de
retardar a selecao e propagacdo de parasitos resistentes. A presente tese esta
dividida em quatro capitulos. O capitulo inicial apresenta uma introducéo, abordando
a importancia do tema, os objetivos e as justificativas para a realizagdo da pesquisa.
O segundo capitulo trata de um artigo de revisdo publicado no periédico “Pesquisa
Veterinaria Brasileira”, em que se discutem os principais métodos atualmente
utilizados para o diagnostico da resisténcia anti-helmintica em nematoides
gastrintestinais de pequenos ruminantes. S&o apresentados 0s principais testes
diagnaosticos in vivo e in vitro, bem como suas limitagdes para uso pratico efetivo no
laboratorio e a campo. Além disso, destacam-se 0s avangos e o desafio no
desenvolvimento de testes moleculares, em especial para o grupo das lactonas
macrociclicas. No terceiro capitulo, relata-se um trabalho de pesquisa também
publicado no periédico “Pesquisa Veterinaria Brasileira”, em que foi avaliada a
resisténcia anti-helmintica em um isolado de H. contortus usando um teste in vitro de
migracéo de larvas em agar. Foi comparada a acédo de duas drogas (ivermectina —
IVM e moxidectina — MOX), identificando o isolado menos suscetivel a IVM do que a
MOX, e demonstrando o potencial uso desse método. O quarto capitulo descreve
um trabalho de pesquisa para deteccédo de marcadores moleculares associados a
resisténcia a IVM em H. contortus, usando técnicas de sequenciamento de nova
geracao, de mapeamento genético e de bioinformatica, a fim de fornecer novos
potenciais marcadores de resisténcia. Inicialmente, um banco de dados genémico foi
produzido a partir do sequenciamento completo do genoma de dois isolados de H.
contortus, resistente e suscetivel a IVM. Um conjunto final de polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs, do inglés single nucleotide polymorphisms) e
insercao/delecao (indels, do inglés small insertions and deletions) foi selecionado em
regides gendmicas onde se localizam genes que codificam para as superfamilias de
transportadores ABC (do inglés ATP binding cassete) e de receptores de canais
ibnicos abertos por ligante (LGICs, do inglés Ligand-Gated lon Channel), em que
estdo presentes genes previamente relacionados a resisténcia a IVM. Tais variantes
especificas podem ser usadas para avaliar e validar marcadores moleculares que
possibilitem o0 avanco de pesquisas para a obtencdo de um diagndéstico precoce da
resisténcia a IVM.

Palavras-chave: Haemonchus contortus. lvermectina. Resisténcia anti-helmintica.
Diagndstico. Marcadores moleculares. SNP. Indel.



ABSTRACT

Gastrointestinal nematode parasite infections — mainly Haemonchus contortus — are
one of the most health and economic problems in the sheep industry worldwide. The
intensive use of anthelmintic drugs for controlling these infections led to the selection
of resistant parasites to the major drugs currently available, including ivermectin
(IVM), compromising its use. The development and use of safe and efficient methods
for the diagnosis and monitoring of anthelmintic resistance in the field are acquiring
growing importance, and it may aid the planning of parasite control programs, in
addition to delaying the selection and spread of resistant parasites. This thesis is
divided into four chapters. The initial chapter presentes an introduction, focusing the
importance of the theme, objectives and justification for the research. The second
chapter is a review published in the journal “Pesquisa Veterinaria Brasileira”, in which
we discuss the main methods currently used for the diagnosis of anthelmintic
resistance in gastrointestinal nematodes of small ruminants. The main diagnostic
tests in vivo and in vitro as well as its limitations for effective practical use in the
laboratory and the field. Furthermore, we highlight the progress and challenges in the
development of molecular tests, especially for the macrocyclic lactones group. In the
third chapter, we report a research work also published in the journal “Pesquisa
Veterinaria Brasileira”, in which we evaluated the anthelmintic resistance in H.
contortus using an in vitro larval migration on agar test. The action of two macrocyclic
lactones (ivermectin, IVM and moxidectin, MOX) was compared, identifyind the H.
contortus isolate less susceptible to IVM than to MOX and demonstrating the
potential use of this method. The fourth section describes a research for detection of
molecular markers associated with IVM resistance in H. contortus, using techniques
of next-generation sequencing, genetic mapping and bioinformatics to provide new
potential markers of resistance.lInitially, a genomic database was producted from the
whole genome sequencing of two H. contortus isolates, susceptible and resistant to
IVM. A final set of single nucleotide polymorphisms (SNPs) and small insertions and
deletions (indels) was selected in genomic regions where genes encoding ATP
binding cassete (ABC) transporter and ligand-gated ion channels (LGICs)
superfamily, where genes were previously associated to IVM resistance. Such
specific variants can be used to evaluate and validate molecular markers that enable
the advancement of research to obtain an early diagnosis of resistance to IVM.

Key words: Haemonchus contortus. Ivermectin. Anthelmintic resistance. Diagnostic.
Molecular markers. SNP. Indel.
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1 INTRODUCAO

Uma das espécies de parasitos nematoides gastrintestinais mais prevalentes
no mundo e economicamente importantes em criacbes de pequenos ruminantes é o
Haemonchus contortus, pertencente a ordem Strongylida e superfamilia
Trichostrongyloidea. Esse parasito € o0 mais importante em ovinos, e sua
alimentacdo de sangue no abomaso pode levar a sinais de anemia, letargia, perda
de peso e até mesmo morte em casos de infec¢cdo aguda (haemonchose). O ciclo de
vida do H. contortus é direto. As fémeas séo oviparas proliferas. Os ovos eclodem
no ambiente e se desenvolvem até larvas de terceiro estagio (Ls) — que sdo as
formas infectantes — em menos de cinco dias, embora isso possa ser adiado por
semanas ou mesmo meses em condicdes de frio. As L3 sado ingeridas e
desembainhadas no abomaso, onde as larvas sofrem duas mudas até a fase adulta.
Um pouco antes da muda final do ciclo de vida, os parasitos desenvolvem a lanceta
perfurante, permitindo a obtencdo de sangue dos vasos da mucosa do abomaso,
local de fixacdo do parasito. Os adultos movem-se livremente na superficie da
mucosa, alimentando-se de sangue do hospedeiro. O periodo pré-patente da
infeccdo por H. contortus é de 2-3 semanas em ovinos (MOLENTO e FORTES,
2010).

Apesar do estudo e do desenvolvimento de opcdes alternativas praticas, o
tratamento e o controle de vermes parasitos (helmintos) em geral, e de H. contortus
em particular, ainda dependem fortemente do uso de medicamentos antiparasitarios
(anti-helminticos) (PRICHARD, 2001; WOLSTENHOLME et al., 2004), sendo
produtos veterinarios de grande valor, constituindo cerca de 40% de todas as
despesas destinadas a sanidade animal (YATES et al., 2003). Um dos trés grupos
classicos de anti-helminticos € o das lactonas macrociclicas (LMs), que compreende
as avermectinas (AVs), como a ivermectina (IVM), e as milbemicinas (MIs), como a
moxidectina (MOX). As AVs e Mis foram isoladas a partir do fungo Streptomyces
spp. na década de 1970 e a IVM foi introduzida no mercado no ano de 1981 (YATES
et al., 2003). Desde entdo, a comercializacdo da IVM cresceu de tal forma a tornar-
se a droga mais comumente utilizada na pecuéria (YATES et al., 2003; CAMPBELL,

1989), sendo usada tanto para o tratamento preventivo (profilaxia) quanto para o
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tratamento clinico de infestacdo por ectoparasitos e infec¢cdo por endoparasitos
(YATES et al., 2003). Em H. contortus, a IVM provoca inibicdo do bombeamento da
faringe, paralisia da parede do corpo e dos musculos do Utero, impossibilitando a
alimentacdo do verme. O exato mecanismo de a¢do da IVM ainda néo esti
esclarecido, devido a algumas caracteristicas da droga, como a presenca de varios
locais de acdo, varias espécies-alvo com sensibilidades diferentes e pouca
solubilidade em solugdes aquosas (TURNER e SCHAEFFER, 1989).

A resisténcia as drogas em helmintos de importancia veterinéria, incluindo o
H. contortus, € um problema sério e global, tendo em vista que o uso de anti-
helminticos é essencial para o rendimento da producdo e o bem-estar animal
(PRICHARD, 2001). Em particular, a resisténcia generalizada aos anti-helminticos
mais antigos, incluindo os de espectro estreito e todas as trés classes de amplo
espectro, é grave em parasitos de ovinos (van WYK e MALAN, 1988; SOCCOL et
al., 1996; BACON et al.,, 1998; JACKSON e COOP, 2000), e aumentou a
dependéncia a IVM. A emergéncia de resisténcia a IVM em H. contortus €, portanto,
uma séria ameaca para o controle do parasito (JACKSON e COOP, 2000; BESIER e
LOVE, 2003; WALLER, 1997), representado um risco para a ovinocultura em
diferentes regides do mundo (BESIER e LOVE, 2003; MOLENTO et al., 2011).

O teste in vivo constitui um tipo de definicdo fenotipica da resisténcia, de tal
modo que a diminuicdo do numero de ovos de nematoides contados nas fezes, apos
o tratamento anti-helmintico, é inferior a 95% em relacdo a contagem de pré-
tratamento (teste de reducédo na contagem de ovos nas fezes, TRCOF) (COLES et
al.,, 1992). No presente momento, a resisténcia também pode ser identificada e
medida com base em alteracbes no fenétipo, tais como diminui¢cdo da inibicdo da
eclosdo ou alimentacdo, ou aumento na sobrevida apds a exposicdo de H. contortus
a IVM in vitro, que pode ser avaliada em testes de migracdo larvar. Tais testes
fenotipicos ndo sdo sensiveis nem confiaveis o suficiente para detectar a selecao
precoce da resisténcia, sendo restritos a indicacdo de resisténcia clinica (CRAVEN
et al., 1999; HUMBERT et al., 2001; SILVESTRE e CABARET, 2002). Assim, testes
moleculares sdo necessarios, a fim de identificar com mais sensibilidade e
guantificar a resisténcia, buscando auxiliar na escolha de meios eficazes para a
prevencdo e o controle da resisténcia. Com a identificacdo de genes ou loci sob

selecdo e a detecgdo de marcadores genotipicos de resisténcia a IVM, seria possivel
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realizar o monitoramento de genétipos resistentes antes de ocorrerem alteracdes
fenotipicas, proporcionando um grande avanco as pesquisas cientificas sobre
desenvolvimento e controle da resisténcia.

Como a base genética da resisténcia a IVM ainda ndo esta estabelecida, e
na auséncia de ferramentas gendmicas disponiveis para H. contortus, a abordagem
predominante até o momento tem sido a andlise de genes individuais ou familias de
genes implicados na resisténcia a IVM, incluindo as glicoproteinas-P (P-gps, do
inglés P-glycoproteins) — membros da familia de transportadores do tipo ABC (do
inglés ATP binding cassete) — e os canais de cloro potencializados pelo glutamato
(GIuCl) — pertencentes ao grupo dos receptores de canais iGnicos abertos por ligante
(LGICs, do inglés Ligand-Gated lon Channel) (XU et al., 1998; WOLSTENHOLME e
ROGERS, 2005). Entretanto, com as recentes publicagbes do genoma de H.
contortus por dois grupos de pesquisa distintos (LAING et al., 2013; SCHWARZ et
al., 2013), abordagens genbmicas amplas podem ser utilizadas para determinar
genes ou loci sob selecédo da IVM, assim como marcadores moleculares associados
a resisténcia a IVM, podendo representar mudancas genotipicas que embasem o
desenvolvimento de testes moleculares diagnosticos.

Nesta tese, relata-se um trabalho de pesquisa para a deteccao de potenciais
marcadores moleculares associados a resisténcia a IVM em H. contortus, a partir da
avaliacdo de polimorfismos em regibes genémicas que incluem as familias de
transportadores do tipo ABC e dos receptores LGICs — alvos extremamente
importantes no estudo da resisténcia a IVM, usando técnicas genbmicas e de
bioinformatica. Parte deste trabalho foi realizada no Instituto de Parasitologia da
Universidade McGill, Canada (ANEXOS 2 e 3). Como embasamento teorico, foi
realizada uma revisdo bibliografica publicada no peridédico “Pesquisa Veterinaria
Brasileira” (ANEXO 12), abordando a situacdo atual dos principais métodos
utilizados para o diagnostico da resisténcia anti-helmintica em nematoides
gastrintestinais de pequenos ruminantes. Nesse trabalho, sdo apresentadas as
vantagens e desvantagens do uso de testes in vivo e in vitro, incluindo os testes
moleculares, bem como os avancos e as dificuldades para o seu desenvolvimento e,
em especial, para a deteccéo de resisténcia ao grupo das lactonas macrociclicas.

Relata-se, ainda, um trabalho de pesquisa — também publicado no periédico

“Pesquisa Veterinaria Brasileira” (ANEXO 13) — em que foi avaliada a resisténcia
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anti-helmintica em um isolado de H. contortus usando um teste in vitro de migracéo
de larvas em agar. Foi comparada a acdo de duas lactonas macrociclicas
(ivermectina — IVM e moxidectina — MOX), identificando o isolado menos suscetivel a
IVM do que a MOX. Dado o conhecido status de resisténcia do isolado a partir do
TRCOF, aliado ao crescente aumento da utilizacdo do referido teste in vitro em
laboratérios de pesquisa e a falta de padronizacdo, buscou-se avaliar o potencial
uso desse método, além de confirmar a suscetibilidade do isolado as drogas
testadas antes de procedermos aos estudos moleculares.
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1.1 OBJETIVO GERAL

bY Y

Identificar marcadores moleculares associados a resisténcia a IVM em
Haemonchus contortus, com potencial para posterior validacdo e desenvolvimento

de testes moleculares.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a etapa inicial de infec¢des experimentais de ovinos, a fim de obter
um isolado de H. contortus altamente resistente a IVM.

Avaliar o potencial uso do teste in vitro de migracédo de larvas em agar para
a deteccdao de resisténcia anti-helmintica, e confirmar a suscetibilidade do isolado de
H. contortus a IVM e a MOX, previamente a etapa de estudos moleculares.

Obter um banco de dados gendmicos, a partir do sequenciamento do
genoma de dois isolados de H. contortus resistente e suscetivel a IVM.

Identificar e analisar polimorfismos nas regides gendmicas dos
transportadores do tipo ABC e dos receptores de canais ibnicos abertos por ligante
(LGICs), comparando os isolados de H. contortus resistente e suscetivel a IVM.

Fornecer um conjunto especifico de polimorfismos ou variantes que possam

representar potenciais variacdes associadas a resisténcia a IVM.
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2 RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA EM NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE
PEQUENOS RUMINANTES: AVANCOS E LIMITACOES PARA SEU
DIAGNOSTICO

RESUMO

A selecéo e a crescente disseminacdo de nematoides resistentes aos anti-
helminticos mais comumente utilizados, benzimidazéis (BZs), imidazotiazdis e
lactonas macrociclicas (LMs), constituem um sério entrave na producdo de
pequenos ruminantes em todo o mundo. O uso de métodos eficientes e sensiveis
para a deteccdo e 0 monitoramento da resisténcia anti-helmintica no campo torna-se
urgente, especialmente para os grupos de BZs e LMs, devido aos constantes relatos
de resisténcia. A obtenc¢éo de um diagndstico preciso e precoce da resisténcia é
extremamente importante para auxiliar a tomada de decisdo em programas de
controle parasitario, com o objetivo de preservar a vida util dos produtos e limitar o
desenvolvimento da resisténcia nas populacdes de nematoides. Os testes in vivo e,
mais recentemente, os testes in vitro tém sido desenvolvidos para a deteccao de
nematoides resistentes aos principais grupos de anti-helminticos. No entanto, a
disponibilidade de testes in vitro validados e o0 seu uso pratico ainda sdo muito
limitados. Embora o teste de reduc&o na contagem de ovos nas fezes (TRCOF, in
vivo - indireto) seja o principal método de escolha para a detec¢éo de resisténcia a
campo, vem recebendo criticas quanto a validade dos resultados, e passa por
significativas modificacdes. Além disso, o desenvolvimento de técnicas moleculares
a partir de alteracdes gendmicas gerou avancos consideraveis nessa area de
investigacédo, com o uso de mutagdes nos cédons 167, 198 e 200 do gene da B-
tubulina como principais SNPs (polimorfismos de nucleotideo Unico; do inglés Single
Nucleotide Polymorphisms) associados a resisténcia aos BZs. A presente revisao
tem o objetivo de discutir os métodos de diagnostico disponiveis para a deteccéo de
resisténcia anti-helmintica em nematoides de pequenos ruminantes, destacando
progressos e obstaculos para seu uso na rotina laboratorial e no campo.

Palavras-chave:  Anti-helminticos, resisténcia  anti-helmintica, = nematoides
gastrintestinais, Haemonchus contortus, ovinos, testes in vivo, testes in Vvitro,
eficacia.
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ANTHELMINTIC RESISTANCE IN GASTROINTESTINAL NEMATODES OF
SMALL RUMINANTS: ADVANCES AND LIMITATIONS FOR DIAGNOSIS

ABSTRACT

The selection and growing spread of resistant nematodes to the most commonly
used anthelmintics, benzimidazoles (BZs), imidazoles and macrocyclic lactones
(MLs), constitutes a serious obstacle of small ruminants production worldwide. The
use of efficient and sensitive methods for detection and monitoring of anthelmintic
resistance in the field becomes urgent, especially for the BZs and MLs groups due to
its frequent resistant reports. Obtaining an early and accurate diagnosis of resistance
is extremely important to aid decision-making regarding parasite control programs,
with the objective to preserve the lifespan of existing products, and to limit the
development of resistance in nematode populations. The in vivo tests and the more
recent in vitro tests have been developed for the detection of nematode resistant to
the major anthelmintic groups. However, the availability of validated in vitro tests and
its practical use is still very limited. Although the faecal egg-count reduction test
(FECRT, in vivo - indirect) is the primary method of choice for the detection of
resistance in the field it has being criticized for its results and is receiving significant
modifications. Moreover, the development of molecular techniques from genomic
changes have generated considerable advances in this research area, with the use
of mutations at codons 167, 198 and 200 of B-tubulin gene as the main SNPs (single
nucleotide polymorphisms) associated with BZs resistance. This review aims to
discuss the available diagnostic methods for the detection of anthelmintic resistance
in nematodes of small ruminants, highlighting key developments and obstacles to its
use in the laboratory and in the field.

Key words: Anthelmintics, anthelmintic resistance, nematoides gastrintestinais,
Haemonchus contortus, sheep, in vivo tests, in vitro tests, efficacy.
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2.1 INTRODUCAO

A alta prevaléncia de infec¢Bes parasitérias e a dificuldade de realizar um
controle efetivo de nematoides gastrintestinais em criagcdes de pequenos ruminantes
tém grande importancia devido aos prejuizos causados ao desempenho zootécnico
e ao bem-estar animal. Nas ultimas décadas, 0 uso intensivo de anti-helminticos
pertencentes aos grupos dos benzimidazéis (BZs), dos imidazotiazéis (levamisole,
LEV) e das lactonas macrociclicas (avermectinas e milbemicinas, LMs) demonstrou
um impacto positivo inicial, mas atualmente constitui a forma mais desastrosa de
controle, resultando na selecdo e propagacdo de parasitos resistentes com alto
indice de homozigose (RR) e perda total da heterogenia para individuos suscetiveis
(SS). Esse é um tema de preocupacdo mundial crescente, e representa uma
ameaca ao controle parasitario de médio e longo prazo, tendo em vista a precaria
melhoria na condicdo dos animais, mesmo apoés o tratamento. O controle quimico
continua a ser preocupante, pois é praticado com medicamentos contendo alta
concentragdo ou mesmo com o uso da combinacdo de medicamentos, muitas vezes
sem critério de producédo e/ou indicacéo para sua ampla utilizacdo. Foram lancadas,
inicialmente no mercado da Nova Zelandia, duas novas classes de anti-helminticos —
monepantel (KAMINSKY et al., 2008) e derquantel, este em combinacdo com a
abamectina (LITTLE et al., 2010) —, com novos modos de acédo, buscando uma nova
alternativa para o futuro do controle de nematoides gastrintestinais. No entanto, ja
foram relatados casos de resisténcia também a essas novas drogas (SAGER et al.,
2012; SCOTT et al., 2013).

Embora seja crescente o desenvolvimento e a adoc¢do de programas
alternativos de controle parasitario (MOLENTO et al., 2011), visando a reducdo da
aplicacdo de compostos quimicos, as atuais medidas de controle ainda dependem
fortemente do uso de anti-helminticos. Sabe-se que o processo de selecdo de
parasitos resistentes apds sua exposicdo aos produtos quimicos € inevitavel e, além
disso, o desenvolvimento/comercializacdo de novas drogas €é lento e
excessivamente caro (GEARY, 2013). Assim, € de extrema importancia prolongar a
vida 0til dos produtos existentes — antigos e novos — por meio de sua utilizagdo

estratégica/seletiva, a fim de manter o adequado controle do parasitismo.
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Os relatos de resisténcia anti-helmintica em nematoides de pequenos
ruminantes para os trés grupos de drogas mais comumente utilizados, BZs, LEV e
LMs, tém crescido rapidamente em diferentes regi6es do mundo, incluindo América
do Sul (MOLENTO et al., 2011; TORRES-ACOSTA et al., 2012), Africa do Sul (VAN
WYK et al.,, 1999), Australia (LOVE e COLES, 2002), Nova Zelandia (McCKENNA,
2010) e Europa (PAPADOPOULOS et al., 2012), representando uma séria ameaca a
producdo animal. No Brasil, o0 aumento de relatos de resisténcia multipla a drogas
(RMD), em vérios locais, como as regides Sul (CEZAR et al., 2010), Sudeste
(VERISSIMO et al., 2012) e Centro-Oeste (SCZESNY-MORAES et al., 2010),
evidencia a gravidade do problema. Conforme verificado em testes de eficacia a
campo, 100% das propriedades ja apresentam RMD (VERISSIMO et al., 2012).

Buscando retardar o avango da resisténcia, o uso de testes sensiveis para
determinar o grau de eficacia de uma determinada droga, em uma populacéo
especifica de parasitos, pode auxiliar o planejamento de estratégias de controle
(TAYLOR et al., 2002), como a simples opcdo de uso de compostos que ainda
permanecam eficazes. Contudo, mesmo sendo de fundamental importancia, o
diagnostico da resisténcia anti-helmintica, ou da reducdo de eficacia aos anti-
helminticos, ainda ndo € uma realidade pratica no campo (TORRES-ACOSTA et al.,
2012). Muito embora a resisténcia possa ser avaliada por meio de testes in vivo e in
vitro, a disponibilidade de testes in vitro validados para o diagndstico da resisténcia
ainda é muito limitada, com poucos laboratorios que oferecem esse tipo de servico.
Tais testes apresentam limitacbes quanto a sua confeccdo e ao alto nivel de
treinamento técnico para a interpretacdo dos achados. Quanto ao teste in vivo
controlado, é inviavel para a condi¢cdo de avaliacdo a campo, devido a necessidade
de sacrificio dos animais e ao alto custo. Consequentemente, o teste fenotipico
indireto in vivo de reducédo na contagem de ovos nas fezes (TRCOF) continua sendo
o principal método de escolha para a deteccdo de resisténcia (KAPLAN e
VIDYASHANKAR, 2012), sendo amplamente aceito por agéncias reguladoras e pela
prépria industria farmacéutica, bem como para publicacbes cientificas. Varios
laboratorios estdo trabalhando arduamente para obter o diagnéstico molecular da
resisténcia (SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009b), mas o mecanismo

resultante dos rearranjos genéticos ainda € considerado um quebra-cabecas.
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A variagdo em protocolos experimentais para a execucdo dos testes de
diagndstico da resisténcia, os métodos de andlise e a interpretacdo dos dados
podem gerar resultados de qualidade muito variavel. Assim, o desenvolvimento de
novos métodos e a padronizacdo e validacdo dos ja existentes sdo essenciais para
permitir a comparacdo de dados obtidos em diferentes laboratoérios, além de sua
inclusdo na rotina laboratorial (CHAGAS et al., 2011; MOLENTO et al., 2012).

Esta revisdo tem o objetivo de discutir os principais testes atualmente
disponiveis — in vivo, in vitro e moleculares — para o diagndstico da resisténcia anti-
helmintica em nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes, 0s avancos
proporcionados por novas tecnologias e as limitagbes para 0 seu uso na rotina

laboratorial e no campo.

2.2 METODOS PARA DETECCAO DE RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA EM
NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE PEQUENOS RUMINANTES

Desde a recomendacdo de testes para deteccdo de resisténcia anti-
helmintica pela Associacdo Mundial para o Avanco da Parasitologia Veterinaria
(World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology - WAAVP)
(COLES et al.,, 1992) e sua revisao e inclusdo de métodos para discussdo e
avaliacdo (COLES et al., 2006), uma variedade de métodos in vivo e in vitro para o
diagnostico da resisténcia em muitas espécies de nematoides foi descrita, nas
ultimas décadas. Técnicas moleculares também tém sido desenvolvidas, porém
apenas para poucas espécies de parasitos. Assim, € indispensavel a identificacdo
correta das espécies de parasitos presentes no hospedeiro para a obtencdo de um
diagndstico apropriado, particularmente quando h4 comparacédo entre amostras pré
e pos-tratamento (DEMELER et al., 2012b). Descri¢cdes detalhadas e orientacdes
sobre 0 uso das principais técnicas disponiveis estdo presentes em trabalhos
anteriores (COLES et al., 1992; TAYLOR et al.,, 2002; COLES et al., 2006),
possibilitando a execucdo e a avaliacdo dos testes internacionalmente. Todos 0s
meétodos possuem, em algum grau, limitagbes em termos de confiabilidade,

reprodutibilidade, sensibilidade, aplicabilidade, interpretacdo ou custo (TAYLOR et
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al., 2002). Além disso, ndo abrangem de maneira satisfatéria todos os grupos de
anti-helminticos.

O TRCOF in vivo é o método mais amplamente utilizado para a deteccdo e o
monitoramento da resisténcia anti-helmintica. No entanto, é considerado o menos
sensivel e pouco confidvel para a deteccdo da resisténcia. Trata-se de um teste
simples, de execucdo relativamente facil e que pode ser usado com todos 0s grupos
de anti-helminticos, independentemente do seu mecanismo de acdo. A eficacia da
droga é estimada por meio da comparacdo das contagens de ovos de nematoides
nas fezes antes e depois do tratamento, sendo o tempo definido de acordo com o
grupo testado. A populacdo de parasitos € considerada resistente quando a reducéo
€ < 95%. Em comparacdo com o TRCOF, o teste controlado de eficacia, outro
método in vivo, avalia melhor a realidade da infeccéo e o efeito do composto. Nesse
teste, animais natural ou experimentalmente infectados sdo separados em grupos
(tratamento(s) e controle) e a dose do anti-helmintico utilizado devera ser a dose
terapéutica recomendada pelo fabricante, cuja eficacia esperada é = 99%. Apds a
necropsia dos animais, realiza-se a contagem dos parasitos presentes no
hospedeiro. Entédo, observa-se a reducéo ou a eliminacao dos parasitos, e estima-se
a eficacia do tratamento. Da mesma forma, se a eficacia for < 95%, confirma-se a
presenca de resisténcia anti-helmintica. Quando ha uma baixa prevaléncia de
nematoides resistentes, estes podem nado ser detectados, devido a pequenos
aumentos na dose, que podem causar a morte de 95% dos vermes. Assim, como a
dose registada é frequentemente maior do que a real dose efetiva necessaria para a
remocdo dos vermes, algum ajuste deve ser feito para a realizacdo do teste
controlado (COLES et al., 2006). Considerando-se o0 pouco uso desse teste, ndo
sera abordado em detalhes no presente artigo.

Como alternativa aos métodos in vivo, um crescente numero de testes in
vitro para a deteccdo de resisténcia anti-helmintica vem sendo desenvolvido e
adaptado para diferentes grupos de drogas. Eles sdo, na maioria das vezes, mais
rapidos, mais econémicos e menos trabalhosos do que os in vivo (DEMELER et al.,
2012a). Os métodos in vitro ainda anulam os efeitos causados pela interferéncia do
hospedeiro no estabelecimento da infeccdo parasitaria e pela variacdo nha
farmacodindmica das drogas no animal (CHAGAS et al.,, 2011). No entanto, h&a

poucos relatos de testes in vitro padronizados até o momento. Em geral, esses
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testes baseiam-se na incubacéo de estagios de vida livre do parasito em uma série
de concentracdes do anti-helmintico, seguida da avaliacdo de seus efeitos sobre os
nematoides. Sao geradas curvas de dose-resposta e valores de DLs, (dose do anti-
helmintico necesséria para matar 50% dos parasitos) ou DLgs (dose do anti-
helmintico necessaria para matar 95% dos parasitos). A FIGURA 1 exemplifica a
obtencdo de curvas de dose-resposta para um isolado de Haemonchus contortus
testado para duas drogas (ivermectina — IVM e moxidectina — MOX), mostrando um
valor de DLsp para MOX significativamente menor do que para IVM. Atualmente, os
principais testes disponiveis avaliam: a eclosdo (teste da eclodibilidade de ovos —
TEO); o desenvolvimento (teste de desenvolvimento larvar — TDL); a
motilidade/migracéo (teste de motilidade larvar e teste de inibicdo da migracao
larvar); e a alimentacéo (teste de inibicdo da alimentacéo larvar) (DEMELER et al.,
2012b). Desses, o TEO e o TDL s&o os mais comumente utilizados. Apenas o TDL
possui um teste comercial (DrenchRite1®), disponivel em alguns paises, e de custo
elevado. O uso dos outros testes in vitro tem sido limitado principalmente a area de
pesquisa cientifica, utilizando isolados de parasitos cujo estado de resisténcia ou
suscetibilidade foi previamente determinado. O TEO consiste na incubacao de ovos
nao desenvolvidos em concentragdes crescentes do anti-helmintico, e pode ser
usado com sucesso para a deteccdo de resisténcia aos BZs (SAMSON-
HIMMELSTJERNA et al., 2009a), cuja acdo impede o embrionamento e a ecloséo de
ovos de nematoides. Para outras drogas anti-helminticas sem nenhuma atividade
ovicida, como LMs ou LEV, ainda faltam testes in vitro altamente satisfatorios para a
deteccdo de resisténcia. Uma dose discriminante — dose que impede a eclosdo de
99% dos ovos suscetiveis — também pode ser usada, ao invéz de DLsy, sendo
estimada a porcentagem de ovos resistentes em amostras de fezes, aumentando a
sensibilidade do ensaio (COLES et al., 2006). JA o TDL baseia-se no
desenvolvimento de ovos de parasitos em larvas de terceiro estagio (L3). Uma série
de versbes do TDL ja foi desenvolvida para a deteccdo de resisténcia a todas as
classes de anti-helminticos, usando solu¢@es liquidas ou agar como base para o
teste. A dose discriminante também pode aumentar a sensibilidade e a simplicidade

do teste.
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FIGURA 1 — CURVAS DE DOSE-RESPOSTA OBTIDAS COM O TESTE DE MIGRACAO DE
LARVAS EM AGAR COM O ISOLADO SP15030vi2011 DE Haemonchus contortus
USANDO IVERMECTINA (IVM, LINHA SOLIDA) E MOXIDECTINA (MOX, LINHA
TRACEJADA).

FONTE: Fortes et al. (2013)

NOTA: As barras de erro indicam o erro padrdo, e ndo sdo vistas quando as diferencas entre os

valores observados para todas as concentragdes testadas sao iguais ou muito proximas de 0 (zero).

Nos ultimos anos, métodos de diagndstico molecular da resisténcia anti-
helmintica a partir de alteragcbes genbmicas tém sido desenvolvidos, trazendo
avancos consideraveis nessa area de investigacdo. Em geral, os testes moleculares
possuem maior sensibilidade e especificidade, e podem fornecer ferramentas
poderosas para superar muitas das desvantagens dos meétodos acima referidos, mas
requerem pesquisas adicionais para serem usados como uma ferramenta universal
pratica no campo. A sensibilidade (capacidade de detectar os individuos
verdadeiramente positivos, ou seja, diagnosticar corretamente os doentes) e a
especificidade (capacidade de detectar os individuos verdadeiramente negativos, ou
seja, diagnosticar corretamente os sadios) sdo importantes indicadores para a
avaliacdo de um teste diagnostico. Considera-se o melhor teste aquele que
apresenta alta sensibilidade e alta especificidade (fornecendo poucos resultados
falso-positivos e falso-negativos), caracteristicas que podem ser alcancadas com o
aprimoramento das técnicas moleculares e dos métodos de analise padrao.

Vérios estudos vém sendo feitos buscando a determinacdo de marcadores
genéticos para a resisténcia anti-helmintica, incluindo a identificacdo de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, do inglés Single Nucleotide
Polymorphisms) para avaliar frequéncias alélicas em populacdes (SAMSON-

HIMMELSTJERNA, 2006). Até o momento, testes moleculares estdo disponiveis
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apenas para o grupo dos BZs, em algumas espécies de nematoides de ovinos.
Metodologias utilizando a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) tém sido
estabelecidas para a avaliacdo da presenca, auséncia ou quantificacdo de SNPs
associados a resisténcia aos BZs no isotipo 1 do gene da B-tubulina, alvo dessas
drogas. A elucidagéo insuficiente sobre os mecanismos moleculares envolvidos na
resisténcia ao LEV e as LMs em nematoides, drogas de resisténcia poligénica, torna
mais complexo e desafiador o desenvolvimento de marcadores moleculares para o
diagnéstico da resisténcia a esses compostos. Estudos baseados em diagndéstico
imunoldgico utilizando ELISA para a detec¢cédo de antigeno em parasitos também ja
foram sugeridos. Recentemente, foram detectadas diferencas de expressdo de
proteina entre isolados de Haemonchus contortus resistente e suscetivel a IVM por
meio de analises de protedmica de fingerprinting (HART et al., 2012), sugerindo ser

uma possivel base para fenotipagem molecular ou marcadores de resisténcia.

2.2.1 Técnicas in vivo

2.2.1.1 Teste de Reducédo na Contagem de Ovos nas Fezes (TRCOF)

O TRCOF, segundo recomendactes da WAAVP (COLES et al., 1992), é
considerado o método de escolha para o monitoramento da eficacia anti-helmintica
devido a sua facil execucao e interpretacdo, sendo realizado com uma sequéncia de
exames de contagem de ovos por grama de fezes (OPG). Quanto ao célculo de
OPG, trata-se de um teste fenotipico cuja contagem depende diretamente do efeito
do hospedeiro, e é considerado indireto, pois reflete a postura de ovos das fémeas,
gue depende do efeito da resposta imune do hospedeiro. Entretanto, sua execucao
elou interpretacdo tem sido dificultada por um conjunto de fatores que seréo
detalhados a seguir. O TRCOF é considerado confiavel somente quando ha mais de
25% de vermes resistentes em uma populacdo (MARTIN et al.,, 1989), e dados
obtidos mais recentemente ndo mostraram uma alta reprodutibilidade do teste

(MILLER et al., 2006). Assim, o valor diagnéstico do teste para situacdes de
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emergéncia e baixa prevaléncia da resisténcia € limitado. Particularidades existentes
de acordo com cada espécie animal e parasitaria, a viabilidade do teste em
condicGes de campo e as indicagbes de concentracdo para a contagem de ovos Sao
outros fatores limitadores importantes (LEVECKE et al., 2012).

As recomendacdes referentes ao delineamento do estudo e a dimenséo da
amostra podem ser de dificil obtencdo no campo. Assim, buscando garantir
resultados favoraveis com o TRCOF, Levecke et al. (2012) desenvolveram um
método que permite aos pesquisadores adaptarem seu projeto de estudo conforme
uma ampla gama de condicbes de campo. A inclusdo de um grupo nao tratado
(controle) no teste, para observacéo de alteragfes naturais que possam ocorrer na
contagem de ovos durante o periodo, pode ndo ser pratica em muitas situagoes.
Além disso, 0 uso de médias aritméticas das contagens de ovos nas fezes dos
mesmos animais antes e apos a administracdo do anti-helmintico, ao invés de
aleatoriamente, pode proporcionar resultados mais confiaveis (DOBSON et al.,
2012).

A avaliacao do teste pode ser prejudicada devido as variacdes na correlacéo
entre a contagem de ovos nas fezes e a carga parasitaria adulta entre as diferentes
espécies de parasitos. Foi encontrada uma boa correlagdo para H. contortus
(ROBERTS e SWAN, 1981; CHAGAS et al., 2013), porém nao para T. colubriformis
(SANGSTER et al.,, 1979), Ostertagia circumcincta (MARTIN et al.,, 1985) e
Nematodirus spp. (MARTIN et al., 1985). Palcy et al. (2010) relataram uma baixa
sensibilidade do teste para a deteccdo de T. axei, cuja postura de ovos é muito
baixa. Assim, a ocorréncia de variacdo intra e interespécies na fecundidade e
agregacéao dos ovos nas fezes pode afetar a interpretacdo do TRCOF (LEVECKE et
al., 2012).

Algumas drogas podem causar uma supressao temporaria na postura de
ovos, levando a uma superestimativa da eficacia anti-helmintica se avaliada durante
esse periodo. Portanto, recomenda-se que amostras fecais sejam coletadas 3-7 dias
ap6s o uso de LEV, 8-10 dias para BZs e entre 14-17 dias para LMs. Somente
guando for utilizada moxidectina (MOX), uma LM, as fezes deverdo ser coletadas
apos 21 dias. Quando mais de um tipo de droga estiver sendo avaliado, o periodo de
14 dias devera ser empregado (COLES et al.,, 2006). Ap6s o tratamento anti-

helmintico, deve-se ter atengdo com os locais onde os animais serdo mantidos, se
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pasto/piquete, devido a possibilidade de rapida reinfec¢cdo. Uma reducao superior a
95% no TRCOF indica que o uso do anti-helmintico ainda deve ser benéfico em
programas de controle parasitdrio, mas uma pequena porcentagem de vermes
sobreviventes pode indicar um problema de resisténcia, que pode aumentar com
tratamentos subsequentes, e precisa ser monitorado.

A precisao do TRCOF depende da sensibilidade da técnica adotada para a
contagem de ovos de nematoides nas fezes, sendo que a maioria dos métodos
atualmente disponiveis ainda ndo € precisa (DEMELER et al., 2012b). O uso da
técnica descrita por Gordon & Whitlock modificada (cAmara McMaster com deteccao
de 50 OPG) pode nao detectar um baixo nimero de ovos, dificultando o diagnéstico
de resisténcia precoce e de pequenas alteracbes na eficacia de uma droga
(KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012). Assim, acredita-se que é necessaria a adogao
de um novo método para contagem, que ofereca maior sensibilidade e precisao
(DEMELER et al., 2012b). Diferentes redugbes percentuais na contagem de ovos
podem ser obtidas, dependendo do tipo de contagem, devendo-se adotar um padrao
dos métodos de calculo. Porém, como existem muitas variacdes na técnica de OPG,
sua padronizacéo é dificultada (COLES et al., 1992). Alguns laboratorios utilizam
pool de amostras de fezes e outros realizam contagens individuais para a obtencao
de um valor médio. Ambas as abordagens tém vantagens e desvantagens, e a
definicdo do melhor procedimento para a contagem de ovos nas fezes é importante.
Por exemplo, enquanto o teste de OPG — desenvolvido para contagem de ovos em
ovinos — pode ser a melhor opcdo para amostras individuais de ovinos, o teste
FECPAK® pode ser melhor para um pool de amostras (COLES et al., 2006). Ja a
lamina FLOTAC® é usada em uma técnica recentemente descrita que também
apresentou uma melhora significativa com relacdo a sensibilidade (RINALDI et al.,
2011, MOLENTO et al., 2012). Estudos recentes vém sendo feitos com um sistema
mini-FLOTAC, mostrando uma diminui¢éo significativa na média e no desvio padrao
de valores em comparacao com a técnica de Gordon & Whitlock (MOLENTO et al.,
2012). As diferencas na fecundidade entre as espécies de helmintos também
demandam diferentes métodos de contagem (LEVECKE et al., 2012). Outro aspecto
relevante € que, apesar de a OPG ser altamente variavel, ela geralmente é feita a
partir de uma Unica contagem por animal pré e pdés-tratamento, ao invés de
triplicatas para reduzir a variabilidade (KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012).
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Em geral, as populacbes de nematoides compreendem varias espécies,
sendo essencial identificar quais estdo envolvidas e, assim, avaliar o efeito de uma
droga em diferentes espécies nas populacdes. Como 0s ovos nas fezes ndo podem
ser diferenciados morfologicamente (exceto o Nematodirus), recomenda-se que
coproculturas de amostras pré e pos-tratamento sejam conduzidas separadamente
para o desenvolvimento dos ovos até Lz (ROBERTS e O’SULLIVAN, 1950). A
identificacdo das larvas geralmente é feita utilizando-se um guia simplificado para
consulta (UENO e GONCALVES, 1998), mas €& necessaria experiéncia técnica,
devido a dificuldade e pouca confiabilidade associada ao método. Além disso, as
necessidades para incubacdo e desenvolvimento das larvas diferem entre as
espécies de nematoides, e as condicbes das coproculturas podem favorecer o
desenvolvimento de uma espécie e prejudicar o de outra. Por isso, as condi¢des
devem ser as mesmas para coproculturas pré e pos-tratamento. Recomenda-se que
as amostras ndo sejam mantidas a 4°C por periodo acima de 24 horas, para que néo
haja interferéncia na incubacéo dos ovos de H. contortus e Cooperia sp. (MCKENNA,
1998). Recentemente, Roeber et al. (2012) sugeriram um ensaio de PCR
previamente avaliado (98% de sensibilidade e 100% de especificidade) para ser
usado como alternativa a técnica de coprocultura, sendo que o primeiro foi
considerado menos trabalhoso e mais rapido.

Na pratica, outros fatores ainda podem prejudicar a interpretacdo dos dados
obtidos com o TRCOF e reduzir a especificidade do teste, como diferencas
metodoldgicas entre os laboratérios, incorreta administracdo de medicamentos,
falhas de equipamentos, erro nas doses de drogas e produtos de ma qualidade.
Para aperfeicoar o TRCOF, estudos vém sendo feitos com base em comparacdes de
métodos de contagem de ovos nas fezes (RINALDI et al.,, 2011), programas
estatisticos (DOBSON et al., 2012), além de outras questbes como o periodo para a
realizacdo de amostragens e a manipulacdo e conservacdo das amostras. Ha ainda
guestionamentos sobre o grau de sensibilidade do TRCOF, e sobre como os
resultados podem ser relacionados com os dados obtidos a partir de testes in vitro

(COLES et al., 2006), a fim de aprimorar 0 seu uso.
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2.2.2 Técnicas in vitro

2.2.2.1 Teste de eclodibilidade de ovos (TEO)

O método foi descrito, inicialmente, por Le Jambre (1979), e um protocolo
padronizado foi adotado pela WAAVP (COLES et al., 1992). O TEO tem sido
utilizado com vérias modificacdes por uma série de pesquisadores, para a deteccao
de resisténcia a BZs e LEV. Um protocolo-padréo para a deteccéo de resisténcia aos
BZs esta disponivel (SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009a), e laboratorios de
toda a Europa utilizam a mesma metodologia. A maioria dos estudos que avaliaram
0 uso do TEO para a deteccédo de nematoides resistentes aos BZs mostrou uma boa
concordancia com os resultados obtidos com o0 TRCOF em ovinos (VARADY et al.,
2006, DIEZ-BANOS et al., 2008) e bovinos (DEMELER et al., 2012a). Isso indica que
o teste representa uma alternativa confiavel e precisa para o TRCOF, além de ser
mais pratico e economicamente viavel.

O tiabendazol (TBZ) é a droga de escolha para a realizacdo do teste por
possuir uma solubilidade relativamente elevada em agua. Sua estabilidade a longo
prazo em solucdes de DMSO néo é conhecida, mas quando as diluicbes séo feitas
em agua pode haver uma reducdo das concentracdes esperadas. Como a
sensibilidade ao TBZ diminui na medida em que os ovos se desenvolvem, as fezes
destinadas ao exame devem ser manipuladas até trés horas apdés a coleta ou
armazenadas anaerobicamente (COLES et al., 2006). Isso, muitas vezes, representa
uma grande limitacdo ao uso do TEO no diagnéstico de rotina.

Porcentagens de ovos eclodidos para cada concentracdo do farmaco, curvas
de dose-resposta e valores de DLsy podem ser determinadas com essa técnica.
Utilizando-se uma dose discriminante, pode-se obter a porcentagem de ovos
eclodidos (resistentes aos BZs) na amostra. Dados obtidos com isolados suscetiveis
de H. contortus, T. circumcincta e Trichostrongylus colubriformis mostraram uma
dose discriminante de 0,1 pg/mL de TBZ. Testes de campo também ja
demonstraram que ovos de outras espécies sensiveis (Cooperia e

Oesophagostomum) nédo eclodem com essa concentragdo. Usando esse critério,
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acredita-se que possam ser detectados apenas 2 a 3% de ovos resistentes (COLES
et al., 2006). Na Espanha, a dose discriminante Unica foi utilizada para avaliar o
estado de resisténcia aos BZs no nordeste do pais, aumentando a sensibilidade do
TEO (CALVETE et al., 2011).

Alguns fatores em investigagdo, e que podem influenciar os resultados
obtidos com o TEO, incluem: diferentes fontes de &gua utilizada (destilada,
desionizada ou agua de torneira); grau de limpeza dos ovos (presenca de detritos); e
o método de dissolucdo da amostra (p.ex. DMSO e agua) (COLES et al., 2006).
Como os ovos sdo muito frageis e sensiveis a variacdo de temperatura, a deteccdo
de tais fatores € essencial para que diferentes laboratérios possam obter resultados

igualmente eficazes.

2.2.2.2 Teste de desenvolvimento larvar (TDL)

O TDL foi relatado primeiramente por Coles et al. (1988) para a deteccao de
resisténcia a BZs e LEV. Muitas variacdes do teste foram publicadas descrevendo
seu uso para a deteccdo de resisténcia de varias drogas anti-helminticas em
nematoides de ovinos (HUBERT e KERBOEUF, 1992; GILL et al., 1995). Um teste
comercial (DrenchRite1®) foi desenvolvido na Austrdlia para determinar a resisténcia
contra BZs, LEV e LMs em nematoides de ovinos e caprinos, porém € pouco
utilizado e expressivamente caro para 0 uso em rotina. O TDL em microagar (do
inglés MALDT, micro-agar larval development test) foi descrito em detalhes (COLES
et al.,, 2006) e, assim como o TEO, foram encontrados resultados em boa
concordancia com dados obtidos apés a realizacdo do TRCOF (LEATHWICK et al.,
2006, VARADY et al., 2006). O teste tem demonstrado ser confiavel para BZs e LEV
(TAYLOR et al., 2002; COLES et al., 2006) e, recentemente, foram relatados
resultados comparaveis e confiaveis para detectar a resisténcia a IVM em H.
contortus (DOLINSKA et al., 2012).

Utilizando o MALDT descrito por Coles et al. (2006), Dolinska et al. (2012)
distinguiram facilmente isolados de H. contortus suscetiveis e resistentes a IVM,

obtendo uma probabilidade aproximada de 87% para o diagnéstico positivo em uma
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populacdo com apenas 2-4% de vermes resistentes. Nesse estudo, dois fatores
foram indicados por contribuir para a falta de sensibilidade do teste: a forma de
apresentacao da IVM e seus analogos, pois esses podem ter diferentes poténcias
contra diferentes espécies de nematoides gastrintestinais; e a correlacdo entre
dados obtidos em testes in vitro MALDT e in vivo TRCOF, sabendo que o dltimo
pode apresentar resultado questionavel.

A dose letal de 50% (DLso) determinada para nematoides suscetiveis de
ovinos foi de 0,02ug/mL para TBZ e 0,5ug/mL para LEV, mas pesquisas adicionais
sdo necessarias para confirmar esses valores no TDL (COLES et al., 2006). Essa
prova € considerada relativamente fragil, pois requer fezes frescas (enviadas ao
laboratdrio em sistema anaerobio), sendo as condi¢cbes de armazenamento as que
mais afetam o desenvolvimento dos ovos e o bom desempenho do teste (DEMELER
et al., 2010). Ao contrario do TEO, para o TDL a idade dos ovos utilizados néo
importa, e as larvas sao obtidas para a diferenciacdo de espécies. A principal
vantagem do TDL é a sua capacidade de avaliagdo simultdnea de resisténcia a
varias drogas (BZs, LEV e LMs), em uma mesma placa.

Para os testes in vitro, grandes quantidades de dados precisam ser
coletadas para definir um Procedimento Operacional Padrdao (POP) com as
possiveis interpretacdes. E preciso ainda determinar a relacéo entre esses testes
padronizados e o TRCOF. Embora o TDL funcione para o diagnéstico de resisténcia

aos BZs, parece nao ser tao satisfatorio quanto o TEO (COLES et al., 2006).

2.2.2.3 Testes de motilidade e migracao larvar

Os testes de motilidade e migracédo larvar podem ser usados para avaliar o
efeito dos anti-helminticos que causam paralisia na musculatura soméatica dos
parasitos. A motilidade de larvas pode ser determinada por meio de observacéo,
detectores eletrbnicos (instrumentos que medem o grau de refracdo da luz e
fornecem um indice de motilidade) ou migracdo através de peneiras. A grande

necessidade de se obter um diagnéstico confiavel para a resisténcia as LMs tem
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estimulado o desenvolvimento de testes que avaliam a motilidade dos parasitos
utilizando essas técnicas.

Testes mensurando a paralisia larval foram desenvolvidos para a deteccao
de resisténcia ao LEV e ao morantel (MARTIN e LEJAMBRE, 1979). Sutherland e
Lee (1990) descreveram uma modificacdo desse teste para a deteccdo de
resisténcia ao TBZ. Gill et al. (1991) relataram um teste de migracao para a deteccao
de resisténcia a IVM em H. contortus e, mais tarde, em Trichostrongylus
colubriformis e T. circumcincta (GILL e LACEY, 1998), mas a avaliagdo da motilidade
das larvas foi muito subjetiva. Assim, foi feita a avaliacdo e validacdo do uso de agar
e de peneiras para a separacdo de L3 migrantes (sobreviventes) e ndo migrantes
(mortas) para uma quantificagdo confiavel (D’ASSONVILLE et al., 1996; KOTZE et
al., 2006). Aléem desses, uma grande variedade de testes semelhantes de migracao
de larvas foi publicada, adaptada para o uso de diferentes drogas e espécies de
nematoides de ovinos (WAGLAND et al, 1992; DOUCH e MORUM, 1994;
MOLENTO e PRICHARD, 2001). No entanto, em nenhum desses trabalhos houve a
publicacdo de dados referentes a repetibilidade de resultados obtidos dentro de um
mesmo laboratorio e/ou a reprodutibilidade de resultados entre laboratorios distintos.
Tais medidas s@o necessarias, pois podem proporcionar um melhor monitoramento
da eficacia das LMs, entre outras drogas, em menor tempo e sem 0 uso de animais
experimentais como, por exemplo, no teste controlado.

Um teste de inibicAo da migracdo larvar (TIML) para a deteccdo de
resisténcia a IVM em nematoides de ruminantes foi padronizado na Europa
(DEMELER et al., 2010), permitindo a separacdo das larvas méveis das imoveis por
meio da migracdo através de peneiras. O mesmo protocolo foi realizado em seis
laboratorios de cinco paises, mostrando resultados altamente reprodutiveis, e
fornecendo uma ferramenta util para o monitoramento da resisténcia a IVM em
nematoides de ruminantes.

A aplicabilidade do teste no campo, onde infec¢cbes mistas de parasitos
ocorrem comumente, ainda precisa ser mais bem estudada, sendo necessarios
estudos que possibilitem a diferenciacdo das espécies (KOTZE et al., 2006). Uma
pesquisa mostrou uma boa concordancia dos resultados obtidos a partir do TIML
com o0 TRCOF em bovinos (DEMELER et al., 2012a), demonstrando o potencial uso

do TIML. O método também foi utilizado para avaliar a eficacia in vitro de IVM e
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MOX em isolado de Cooperia sp. (ALMEIDA et al.,, 2013) e de H. contortus
(FORTES et al., 2013), mostrando ser um teste possivelmente til para a avaliagéo
de eficacia da IVM. Em comparacdo ao TDL, o TIML € um exame facil e simples,
possivel de ser realizado na maioria dos laboratorios. Além disso, o TIML requer
larvas de terceiro estagio, que podem ser facilmente obtidas a partir de
coproculturas, e mantidas em geladeira até o seu uso (DEMELER et al., 2010).

A motilidade de larvas e adultos de nematoides, apds incubacdo com anti-
helminticos, também pode ser estimada por meio de um instrumento que mede o
grau de refracdo da luz e fornece um indice de motilidade. O movimento dos
parasitos causa uma variagdo dos sinais luminosos refletidos e recebidos pelo
fotodetector. Os efeitos anti-helminticos in vitro sobre H. contortus resistentes aos
BZs foram detectados utilizando esse medidor de micromotilidade (FOLZ et al.,
1987). Recentemente, um medidor de micromotilidade também foi utilizado com
eficiéncia para avaliar a acdo de IVM sobre parasitos adultos de C. oncophora
(DEMELER et al., 2010).

2.2.2.4 Testes de alimentacao

Estudos tém sido realizados para determinar o efeito sobre a alimentacédo do
parasito apés tratamento anti-helmintico em larvas e adultos. O teste de inibicdo da
alimentacéo larvar (TIAL) foi usado para diferenciar isolados monoespecificos de
nematoides resistentes e suscetiveis a IVM (ALVAREZ-SANCHES et al., 2005) e
isolados de campo resistentes e suscetiveis, compostos principalmente por
Teladorsagia circumcincta (MARTINEZ-VALLADARES et al., 2012). Em um estudo
realizado no noroeste da Espanha, os valores de resisténcia ao LEV e as LMs
encontrados com o TIAL foram semelhantes aos obtidos pelo TRCOF, porém foram
feitos em diferentes rebanhos (MARTINEZ-VALLADARES et al., 2013). Diez-Bafios
et al. (2008) avaliaram a eficacia anti-helmintica no campo e encontraram um valor
mais elevado de resisténcia as LMs utilizando o TIAL (10%), comparado ao TRCOF
(3%). Isso indica que o teste in vitro tem o potencial de detectar a resisténcia a

classe de drogas mais comumente utilizada.
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2.3 TECNICAS MOLECULARES PARA O DIAGNOSTICO DA RESISTENCIA

Muito se tem investido para o desenvolvimento de um método diagndstico de
parasitos resistentes utilizando técnicas moleculares. Entretanto, devido ao caracter
extremamente poligénico das populagdes, pesquisadores continuam sendo
desafiados a descobrir o mecanismo de resisténcia das drogas e divulgar um ou
mais candidatos a marcador especifico. O principal mecanismo molecular associado
a resisténcia aos BZs em nematoides tricostrongilideos de pequenos ruminantes
envolve uma mutacdo — transversdo T>A, modificando o c6don TTC para TAC — que
leva a substituicAo do aminoacido fenilalanina por tirosina na posigcdao 200
(polimorfismo Phe200Tyr) no isotipo 1 do gene da B-tubulina, em isolados
resistentes de H. contortus, T. colubriformis e O. circumcincta (KWA et al., 1994;
1995; ELARD et al., 1996; 1999; SILVESTRE e HUMBERT, 2000). Tal polimorfismo
também tem sido associado a resisténcia as LMs (MOTTIER e PRICHARD, 2008).
Ja foram descritas outras mutacdes, menos frequentes: no cédon 167 (Phel67Tyr)
em H. contortus e T. circumcincta (SILVESTRE e CABARET, 2002), modificando
também o codon TTC para TAC; e no cédon 198 (Glu200Ala), que codifica alanina
em vez de glutamato em isolados resistentes, em H. contortus resistente a BZs
(GHISI et al., 2007; RUFENER et al., 2009a), alterando o codon GAA para GCA.
Essas mutacfes nos codons 167, 198 e 200 podem, entdo, ser utilizadas como
marcadores para a deteccdo de resisténcia aos BZs nesses parasitos, sendo
importante conhecer os efeitos da associacdo entre os SNPs e o nivel de
homozigoze/heterozigose presente (SILVESTRE e CABARET, 2002; BARRERE et
al., 2012). Barrére et al. (2012) indicam que os testes de resisténcia para BZs no
campo deveriam avaliar a heterozigose dos SNPs 167 e 200 para obter melhores
resultados. Protocolos de PCR convencional e em tempo real (g-PCR) foram
analisados para a deteccdo de SNPs nos codons 167 e 200 na B-tubulina
(SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2006). Para a determinac¢éo da resisténcia associada
ao codon TAC na posicao 200, técnicas de PCR-RFLP (restriction fragment length
polymorphism ou polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo) foram
desenvolvidas para H. contortus (TIWARI et al., 2006) e T. circumcincta (SHAYAN et

al., 2007). A técnica de pirossequenciamento também se mostrou rapida e adequada
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para a deteccdo multipla de SNPs (SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2007). A
guantificacdo dos alelos de resisténcia/suscetibilidade no DNA extraido de pool de
larvas de nematoides pode ser feita usando as técnicas de PCR em tempo real e
pirossequenciamento, permitindo uma avaliacdo sensivel, confiavel e
economicamente acessivel do nivel de resisténcia em populacdes de H. contortus no
campo (HOGLUND et al., 2009; SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009b).

Muito embora ndo se tenham testes moleculares disponiveis para LMs, LEV
ou tetra-hidropirimidinas em quaisquer espécies de parasitos, a base molecular da
resisténcia para tais drogas recebe muita atencao e estudos. Foi relatado que quatro
conjuntos de proteinas contribuem para a resisténcia ao LEV em Caenorhabditis
elegans, sendo que o principal foco dos estudos para a expressédo ou deteccdo de
polimorfismos associados a resisténcia ao LEV em nematoides s&o 0s receptores de
acetilcolina nicotinicos (nAChR) (MARTIN et al., 2012). Propriedades de ligacédo ao
receptor de LEV em H. contortus ndo sofreram variacdo significativa com a
resisténcia a droga e, a partir de analises de sequéncia e de RFLP em um gene
NAChR (hcal) em vérias populacdes de H. contortus resistentes ao LEV, foi
observado polimorfismo, mas sem associacdo com a resisténcia (HOEKSTRA et al.,
1997). Com relacdo as LMs, o mecanismo de resisténcia parece ser complexo,
associado a muitas mutacdes em diferentes loci. Estudos sugerem que a resisténcia
a IVM pode envolver alteracbes em transportadores de drogas, como a
glicoproteina-P (P-gp, do inglés P-glycoprotein) e canais de cloro controlados pelo
glutamato (XU et al., 1998; WOLSTENHOLME e ROGERS, 2005). A resisténcia a
IVM também tem sido associada a alteragbes alélicas no isotipo 1 do gene da [3-
tubulina, o locus chave envolvido na resisténcia aos BZs, e a proteinas associadas a
resisténcia a multiplas drogas (MDR, do inglés multi-drug resistance), juntamente
com membros da familia de transportadores do tipo ABC (do inglés ATP binding
cassete) (XU et al., 1998; BOURGUINAT et al., 2007; PRICHARD, 2007).

Recentemente, o monepantel foi introduzido no mercado da Nova Zelandia
como o primeiro membro da nova classe de drogas sintéticas nematocidas chamada
Derivados de Amino Acetonitrila (AADs, do inglés Amino-Acetonitrile Derivatives). O
alvo do monepantel (um nAChR especifico de nematoide da subfamilia DEG-3) e um
conjunto de mutacdes associadas a sensibilidade reduzida a AADs em H. contortus
também foram descritos (KAMINSKY et al., 2008; RUFENER et al., 2009b). Tais
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conhecimentos poderdo ser Uteis para o diagnéstico molecular da resisténcia. A
identificacdo de mutagdes — induzidas, nesse caso, por selecdo experimental — e
relatos de isolados de campo resistentes ao monepantel (SCOTT et al., 2013)

poderdo auxiliar o estudo da importancia préatica dessas alteracbes genéticas.

2.3.1 Diagnostico de resisténcia aos BZs em tricostrongilideos

Como o teste de genotipagem de uma Unica larva ou verme adulto € muito
trabalhoso e relativamente caro, os testes moleculares devem ser desenvolvidos
para PCR em tempo real ou pirossequenciamento, a fim de torna-los adequados e
viaveis ao uso na rotina laboratorial com amostras de campo. Somente com um
diagnostico baseado no uso de pool de amostras de DNA de larvas, sera possivel
disponibilizar os testes de resisténcia molecular para uso rotineiro. A pesquisa para o
desenvolvimento de testes moleculares pode ser justificavel principalmente para
espécies em que o problema da resisténcia é amplamente distribuido, além de
auxiliar a busca por estratégias de manejo que possam retardar o desenvolvimento
de resisténcia.

Para se iniciar o diagndstico de resisténcia com amostras de campo, € feita
a amplificacdo no isotipo 1 do gene da B-tubulina para obter uma quantidade
suficiente de DNA, por meio de duas PCRs consecutivas (nested-PCR). Segue-se,
entdo, com a identificacdo das espécies T. circumcincta, H. contortus e T.
colubriformis, a partir da andlise de polimorfismo nos locais de restricido da enzima
Rsal no segmento amplificado desse gene, usando a técnica de RFLP. Esse método
apresentou a vantagem de superar as limitacdes de identificacdo morfolégica dos
estagios larvais de espécies de nematoides (COLES et al., 2006). Larvas de T.
colubriformis armazenadas por um més a 4°C foram corretamente genotipadas,
enquanto larvas de T. circumcincta mantidas em nitrogénio liquido foram menos
eficientemente amplificadas. Assim, é recomendado o uso de larvas “frescas” para a
obtencao de resultados confiaveis.

O principio do diagndstico de resisténcia aos BZs depende de um sistema

de amplificacdo por mutagdo refrataria (ARMS, do inglés Amplification Refractory
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Mutation System). Essa técnica permite a genotipagem de SNPs, usando um
conjunto de quatro iniciadores (dois iniciadores ndo especificos — primers controle; e
dois especificos de alelo — primers internos), consistindo em uma reacao de PCR
alelo-especifica (FIGURA 2). Como mostra a referida figura, foram utilizados dois
primers controles (forward e reverse) e dois primers internos especificos (um
forward, que se liga a um alelo, e um reverse, que se liga a outro alelo), resultando
em trés diferentes padrées de bandas (um controle e dois especificos). A
concentracdo de iniciadores pode alterar a especificidade da PCR, e deve ser
verificada com grande preciséo, a fim de garantir uma eficiente competi¢cdo entre os
iniciadores. Isolados de parasitos reconhecidamente suscetiveis e resistentes devem
ser utilizados como padrao e testados para validar a genotipagem de populactes
desconhecidas (COLES et al., 2006).

Primer controle Primer internoﬂA
DNA molde 5! --------- . 3'
(AleloG) 3 - o
Crrnnnnn ) Grrnnnns
Primer controle Primer interno " Primer interno  Primer controle
........) '
DNA molde 5’ . 5
(AleloA) 3 T o

cl"Primer interno  Primer controle
PCR 1

Produto - PCR

(Alelo inespecifico)

Produto - PCR l

(Alelo G) c
Produto - PCR A
(Alelo A) T

1 Eletroforese em gel

Homozigoto G/G Homozigoto A/A Heterozigoto G/A

FIGURA 2 — GENOTIPAGEM DE SNPs PELA TECNICA~ DE PCR ALELO:ESPECIFICA OU PCR
BASEADA NO SISTEMA DE AMPLIFICACAO POR MUTACAO REFRATARIA (ARMS)
FONTE: Fortes (2011)

Foi determinado que o limite de deteccdo da resisténcia aos BZs, por meio

de diagndstico molecular, seja com um numero de 100, 50, 35 e 20 parasitos para,
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respectivamente, 4, 8, 10 e 12% de vermes resistentes na populagédo, a fim de
encontrar pelo menos um individuo resistente (p=0,002) (ELARD et al., 1999). Em
uma populacdo mista de nematoides, a frequéncia de alelos dependerd da
proporcdo de espécies na populacdo, e a identificacdo de gendtipos resistentes
homozig6ticos em quaisquer espécies poderia sugerir a presenca de resisténcia
(COLES et al., 2006).

Ainda sao poucas as informacbes de correlacdo entre a presenca de
mutacOes associadas a resisténcia e a eficacia de droga esperada, dificultando a
interpretacdo clinica dos dados moleculares. Recentemente, HOGLUND et al.,
(2009) encontraram altas frequéncias alélicas associadas a resisténcia (codon 200
no isotipo 1 do gene da B-tubulina em H. contortus) em 19 rebanhos de ovinos dos
45 testados, enquanto o TRCOF detectou resisténcia ao albendazol em apenas dois
rebanhos. Em trés rebanhos cuja eficacia da droga pelo TRCOF foi de 100, 99 e
97%, foram encontradas frequéncias muito altas de alelos resistentes de 95, 97 e
100%. A disparidade nos resultados sugere ser muito dificil definir recomendacdes
ideais para medidas de controle parasitario com base exclusivamente em dados
moleculares (KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012).

Como mostrado, os testes moleculares parecem ser mais sensiveis que o
TRCOF na deteccdo da presenca de resisténcia anti-helmintica em um rebanho.
Mas o significado pratico da resisténcia genotipica relacionada a eficacia esperada
da droga, principalmente para produtos de um mesmo grupo, ainda n&o esta claro. E
comum a técnica de TRCOF detectar resisténcia a um anti-helmintico e, ao mesmo
tempo, alta eficacia a outro do mesmo grupo. Uma vez que marcadores moleculares
de resisténcia aos BZs ndo sdo especificos de uma s6 droga, o uso de dados
moleculares para a escolha de drogas a serem utilizadas no campo ainda exige uma
maior compreensdo (KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012). Os autores discutiram
ainda outros pontos criticos: quando a resisténcia a um grupo de drogas € multi-
alélica, torna-se necessario conhecer a contribuicdo relativa de cada alelo para a
manifestacdo do fendtipo; a resisténcia a qualquer droga € espécie-especifica, mas
as infeccbes mistas nos animais sdo muito comuns, sendo necessario 0
desenvolvimento de testes moleculares capazes de detectar resisténcia em mdaltiplas

espécies, ou testes separados para as espécies importantes.
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A grande dificuldade para o diagnostico com base molecular é ter a certeza
de que a mutacdo associada a resisténcia a determinada droga seja a Unica
mutacdo responsadvel em uma espécie particular. Esse desafio pode ser
exemplificado pela existéncia de mais de um ponto de mutagdo de resisténcia aos
BZs em certos nematoides de ovinos. No caso das LMs, se as diferentes espécies
de nematoides tém diferentes mecanismos para impedir a acdo das drogas, a
dificuldade para o desenvolvimento e a utilizagéo de testes torna-se ainda maior. No
entanto, como ndo h& nenhum teste in vitro de confiabilidade reconhecida para a
resisténcia as LMs, a necessidade de testes moleculares € muito grande (COLES et
al., 2006).

2.4 CONSIDERACOES FINAIS

A maioria das estratégias de controle de nematoides gastrintestinais
empregadas em criacdes intensivas de ovinos e caprinos ainda depende do
frequente uso de anti-helminticos. No entanto, o grande numero de relatos de
parasitos resistentes a um ou mais anti-helminticos utilizados vem inviabilizando os
programas de controle sanitario. E evidente a necessidade de adoc&o de estratégias
sustentaveis, incluindo o controle quimico, ambiental e imunologico, visando
substituir os esquemas baseados no uso exclusivo de anti-helminticos, para diminuir
a pressdo de selecdo na populacdo de parasitos. Novos conceitos, como a
manutencdo da populacdo de parasitos em refugia, ndo expostos a anti-helminticos,
obtida principalmente com o uso de tratamento seletivo dos animais, precisam ser
amplamente difundidos entre produtores e profissinais da area.

Como visto, a rapidez com que ocorre a propagacdo da resisténcia anti-
helmintica, com o comércio de animais, € preocupante, e reforca a necessidade
urgente de testes diagndsticos sensiveis e economicamente acessiveis para a
deteccdo e o monitoramento da resisténcia. Devido ao grande impacto que a
resisténcia possui em relacdo a producdo e ao bem-estar de pequenos ruminantes,
torna-se cada vez mais importante o seu diagnostico preciso e precoce. Faz-se

necessario aprimorar os métodos conhecidos as condicfes dos produtores, com a
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inclusdo de testes, como o TRCOF, para detectar a resisténcia na rotina de
programas sanitarios. Para isso, uma série de testes in vitro ainda precisa ser
padronizada, a fim de permitir sua correta execucdo e interpretacdo em diferentes
laboratérios. Infelizmente, os esfor¢cos para a obtencdo do diagnéstico da resisténcia
anti-helmintica e a conscientizacao de profissionais da area acerca desse problema
ainda sao insuficientes.

Espera-se que o uso crescente de modernas técnicas de sequenciamento
gendmico propicie avangos na compreensdo do mecanismo molecular (ou
mecanismos moleculares) da resisténcia anti-helmintica, permitindo o
aprimoramento de técnicas de monitoramento rapido. As recentes publicacdes do
genoma de H. contortus (LAING et al., 2013; SCHWARZ et al., 2013) podem auxiliar
e acelerar os avanc¢os do conhecimento nessa area. A obtencdo de um diagnostico
da resisténcia mais precoce e acessivel no campo pode auxiliar a tomada de
decisdo quanto a escolha do tipo de estratégia de controle parasitario a ser utilizado.
Para isso, € extremamente importante haver orientacdo profissional adequada aos
produtores sobre o uso racional de anti-helminticos, buscando manter a eficacia das
drogas e retardar o fendmeno da resisténcia. Recomenda-se que, tanto o
pesquisador como o profissional ligado a area de sanidade, tenham interesse na
leitura das recomendacdes técnicas. Deve-se utilizar o TRCOF uma vez ao ano, com
0 objetivo de monitorar a eficacia, e substituir produtos que apresentem valores
abaixo de 80%. Espera-se que, com isso, possa-se contribuir para a sustentabilidade
da pecuaria nacional, visando obter melhores condi¢cdes de saude, tanto para os

animais como para a comunidade.
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3 AVALIAC;AO DA RESISTENCIA EM UM ISOLADO DE CAMPO SELECIONADO
DE Haemonchus contortus A IVERMECTINA E MOXIDECTINA USANDO O
TESTE DE MIGRA(;AO DE LARVAS EM AGAR

RESUMO

Haemonchus contortus € uma das causas mais comuns e economicamente
significativas de doenca em producdes de pequenos ruminantes em todo o mundo, e
os programas de controle de parasitos nematoides — incluindo H. contortus —
baseiam-se principalmente no uso de drogas anti-helminticas. A consequéncia da
utilizacdo desses compostos, como sendo a Unica estratégia sanitaria para evitar
infeccBes por parasitos, tem sido a reducao da eficacia de todos os produtos
guimioterapicos, selecionando fortemente para resisténcia. O desenvolvimento gene-
ralizado da resisténcia anti-helmintica e a dificuldade de seu diagnostico precoce
tém sido uma grande preocupacao para o manejo sustentavel de parasitos no
campo. O objetivo desta pesquisa foi determinar e comparar o efeito da ivermectina
(IVM) e da moxidectina (MOX) em um isolado de campo selecionado de H. contortus
com um estado de resisténcia conhecido, utilizando o teste in vitro de migracao de
larvas em agar (TMLA). Larvas de terceiro estagio de um isolado de H. contortus
selecionado foram obtidas a partir de culturas de fezes de ovinos infectados
experimentalmente e incubadas em onze concentracdes diluidas crescentes de IVM
e MOX (6, 12, 24, 48, 96, 192, 384, 768, 1536, 3072 e 6144 ug/mL). As curvas
sigmoides de dose-resposta foram obtidas utilizando o valor de R* > 0,90 e a dose
de concentracéao letal (DLsp) para as drogas anti-helminticas testadas, utilizando um
modelo logistico de quatro parametros. O valor de DLs para MOX foi
significativamente menor do que para IVM (1,253 pg/mL e 91,06 ug/mL), iden-
tificando o isolado de H. contortus como consideravelmente menos suscetivel a IVM
em comparacdo a MOX. Além disso, o TMLA mostrou uma alta consisténcia (p <
0,0001) e pode ser uma ferramenta util de diagndstico para monitorar o status de
resisténcia de IVM e MOX em isolado de campo de H. contortus, assim como ser
utilizado de forma oficial e em rotina para programas de monitoramento das drogas
sob a demanda do Ministério da Agricultura (MAPA).

Palavras-chave: Haemonchus contortus. Anti-helminticos. Ivermectina. Moxidectina.
Ovinos. Lactonas macrociclicas. In vitro. Nematoides. Eficacia.
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EVALUATION OF RESISTANCE IN A SELECTED FIELD STRAIN OF
Haemonchus contortus TO IVERMECTIN AND MOXIDECTIN USING THE
LARVAL MIGRATION ON AGAR TEST

ABSTRACT

Haemonchus contortus is one of the most common and economically significant
causes of disease in small ruminants worldwide, and the control programs of
parasitic nematodes - including H. contortus - rely mostly on the use of anthelmintic
drugs. The consequence of the use of this, as the sole sanitary strategy to avoid
parasite infections, was the reduction of the efficacy of all chemotherapeutic products
with a heavy selection for resistance. The widespread of anthelmintic resistance and
the difficulty of its early diagnosis has been a major concern for the sustainable
parasite management on farms. The objective of this research was to determine and
compare the ivermectin (IVM) and moxidectin (MOX) effect in a selected field strain
of H. contortus with a known resistance status, using the in vitro larval migration on
agar test (LMAT). Third stage larvae of the selected isolate were obtained from faecal
cultures of experimentally infected sheep and incubated in eleven increasing diluted
concentrations of IVM and MOX (6, 12, 24, 48, 96, 192, 384, 768, 1536, 3072 and
6144ug/mL). The dose-response sigmoidal curves were obtained using the R2 value
of >0.90 and the lethal concentration (LC50) dose for the tested anthelmintic drugs
using a four-parameter logistic model. The LC50 value for MOX was significantly
lower than IVM (1.253pg/mL and 91.06ug/mL), identifying the H. contortus isolate as
considerably less susceptible to IVM compared to MOX. Furthermore, the LMAT
showed a high consistency (p<0.0001) and provided to be a useful diagnostic tool for
monitoring the resistance status of IVM and MOX in H. contortus field isolate, as well
as it may be used for official routine drug monitoring programs under the Ministry of
Agriculture (MAPA) guidance.

Key words: Haemonchus contortus. Anthelmintics. lvermectin. Moxidectin. Sheep.
Macrocyclic lactones. In vitro. Nematodes. Efficacy.
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3.1 INTRODUCAO

Haemonchus contortus € um dos mais importantes nematoides
gastrintestinais na producdo de pequenos ruminantes no mundo, devido a sua alta
prevaléncia e patogenicidade, causando sérios prejuizos econémicos (KAPLAN,
2004). Drogas anti-helminticas sdo comumente utilizadas como o Unico método de
controle desse parasito. No entanto, o uso intensivo de todos 0S compostos
disponiveis no mercado tem levado ao desenvolvimento generalizado da resisténcia
anti-helmintica nos principais paises produtores de ovinos (VAN WYK et al., 1999;
PAPADOPOQULOQOS, 2008; MOLENTO et al.,, 2011; KAPLAN e VIDYASHANKAR,
2012; VERISSIMO et al., 2012).

Entre as drogas mais utilizadas, as lactonas macrociclicas (LMs), como a
ivermectina (IVM), um composto da classe das avermectinas, e a moxidectina
(MOX), uma milbemicina, tém um amplo espectro de atividade contra nematoides
parasitos em animais e seres humanos. A resisténcia a estas drogas tem sido
detectada em diferentes nematoides no Brasil, incluindo H. contortus (ECHEVARRIA
et al., 1996; THOMAZ-SOCCOL et al., 2004; ROSALINSKI-MORAES et al., 2007;
ALMEIDA et al.,, 2010; CRUZ et al., 2010; SCZESNY-MORAES et al.,, 2010;
VERISSIMO et al., 2012).

Ha uma necessidade urgente de determinar-se o estado de eficacia das
drogas para apoiar o planejamento e o uso sustentavel dos anti-helminticos que
ainda permanecem eficazes, reduzindo a propagacdo de parasitos resistentes
(COLES et al., 2006; DEMELER et al.,, 2010). O método padrdo ouro para a
deteccédo da resisténcia anti-helmintica € o teste controlado de eficacia, com base na
reducdo da contagem de vermes adultos apos o sacrificio dos animais. Embora seja
o teste mais confiavel disponivel até o momento para detectar resisténcia as drogas,
0 mesmo € extremamente caro, trabalhoso e demorado. O Teste de Reducdo na
Contagem de Ovos nas Fezes (TRCOF), que compara as contagens de ovos
realizadas pré e pos-tratamento, pode definir a porcentagem de eficacia por meio da
reducdo no numero de ovos. Apesar de ser utilizado para todas as classes de anti-

helminticos, sendo comumente usado para monitorar a resisténcia em nematoides, o
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TRCOF néo avalia a reducdo no numero de parasitos adultos (COLES et al., 2006;
DE GRAEF et al., 2012; KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012).

Portanto, é necesséario um método diagndstico eficaz para a resisténcia anti-
helmintica, rapido, mais econdmico e que ndo envolva o sacrificio de animais. Varios
métodos in vitro tém sido desenvolvidos nos ultimos 30 anos (GILL et al., 1995;
D’ASSONVILLE et al., 1996; MOLENTO e PRICHARD, 2001; TAYLOR et al., 2002;
COLES et al., 2006; DEMELER et al., 2010), tendo como principal caracteristica
evitar o efeito “in vivo — animal” (isto €, raca, idade, gordura/escore corporal), que
pode alterar significativamente a farmacocinética das drogas, em consequéncia de
diferentes taxas de absorcao, metabolismo e tempo para atingir os tecidos-alvo.

Entre os métodos in vitro, os testes de migracdo consistem em uma
alternativa simples, rapida e de baixo custo para a analise dos efeitos de algumas
classes de anti-helminticos. O principal mecanismo a ser avaliado € a paralisia
muscular causada aos nematoides, que pode ser visualizada como uma reducdo da
migracdo quando sao comparados grupos controle e tratados. O Teste de Migracao
de Larvas em Agar (TMLA) esta sendo usado como uma ferramenta diagndstica
para detectar e monitorar a resisténcia as LMs em laboratério (D’ASSONVILLE et al.,
1996; MOLENTO e PRICHARD, 2001; DEMELER et al., 2010). Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar e comparar o efeito da IVM e da MOX em H. contortus
isolado de uma fazenda de ovinos com historico de resisténcia a IVM e
suscetibilidade & MOX (VERISSIMO et al., 2012), utilizando um teste de migracéo
modificado (MOLENTO e PRICHARD, 2001).

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Isolado de campo de parasito e producdo de coprocultura a partir do isolado

O isolado de campo de parasito utilizado neste estudo foi obtido a partir de
uma fazenda de ovinos localizada no Estado de S&o Paulo, Brasil, com relatos de
resisténcia a IVM (16%) e suscetibilidade a MOX (99%) pelo TRCOF realizado
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anteriormente (VERISSIMO et al., 2012) (ANEXO 4). A populacéo de parasitos inicial
foi composta por Haemonchus sp. (59%), Cooperia sp. (22%), Trichostrongylus sp.
(11%) e Teladorsagia sp. (8%). Amostras de fezes contendo ovos de nematoides
foram coletadas de ovinos para a realizacao de coproculturas por 7 dias e obtencao
de larvas de terceiro estagio (L3). As Lz infectantes resultantes foram armazenadas
em agua destilada, sob refrigeracéo, até serem utilizadas para infectar artificialmente
novos ovinos livres de parasitos, a fim de produzir coproculturas puras de H.

contortus.

3.2.2 Infeccbes experimentais e producdo de coproculturas 1 e 2 (isolado
SP15030vi2011)

Quatro ovinos foram selecionados e tratados por via oral com oxfendazole
2,5 mg/kg de peso vivo (PV) (Oxfaden®, Biovet) e levamisole 5,0 mg/kg/PV (Riper-
col® L, Fort Dodge), por trés dias consecutivos, para remover todas as infeccdes
parasitarias naturais. Amostras de fezes foram coletadas dos animais por quatro
semanas para confirmar seu estado livre de parasitos. Os animais foram mantidos
em baias livres de vermes até as infec¢cfes experimentais.

Dois ovinos (Grupo 1) foram infectados artificialmente com 8.000 L3 de
nematoides gastrintestinais por via oral. Apés o estabelecimento da infeccdo em,
pelo menos, 28 dias, amostras de fezes foram obtidas do dia 28 ao dia 34 para
realizacdo de OPG e coprocultura (ANEXOS 6 e 7). Os animais foram eutanasiados
no dia 34 poés-infeccdo e os vermes adultos de H. contortus foram coletados
diretamente do abomaso. Os vermes adultos foram imediatamente colocados em
placas de Petri contendo solucdo salina a 36°C e mantidos em uma estufa por um
periodo de 2-12 horas para a realizacdo da oviposi¢cdo das fémeas. Os ovos foram
transferidos para um calice de sedimentacdo e, em seguida, foram misturados com
fezes de cavalo autoclavadas para se obter uma coprocultura monoespecifica
(Coprocultura 1) (ANEXO 8).

Dois ovinos (Grupo 2) foram infectados artificialmente por via oral com 8.000

L; de H. contortus obtidos a partir da Coprocultura 1. Apés a confirmagdo do
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estabelecimento da infecgdo, novas coproculturas foram preparadas a fim de
produzir uma coprocultura pura de H. contortus (Coprocultura 2). As larvas
infectantes da Coprocultura 2 foram identificadas e armazenadas em agua destilada
até 30 dias, para serem utilizadas nos testes in vitro. Apesar de néo estar incluido no
Banco de Dados de Isolado de Parasito, o codigo de nomenclatura dado para o
presente isolado (SP15030vi2011) foi baseado no CARS (Consortium for
Anthelmintic Resistance and Susceptibility), usando o seguinte codigo: Estado de
origem / numero do cédigo da fazenda amostrada / animais hospedeiro / ano do

isolamento.

3.2.3 Teste in vitro de Migracdo de Larvas em Agar (TMLA)

O TMLA foi realizado segundo a técnica modificada por Molento e Prichard
(2001) (ANEXO 9). As L3 coletadas a partir da Coprocultura 2 foram
desembainhadas usando hipoclorito de sédio a 0,3%. ApdOs 0 desembainhamento de
mais de 90% das larvas moveis, foi feita a lavagem destas em agua destilada por
trés vezes e a subdivisdo em grupos de 400 L3 por poco, em triplicatas. Em cada
grupo de larvas foi adicionada agua destilada até atingir o volume total de 0,5 mL,
enquanto as diluicbes das drogas eram preparadas em tubos separados (volume
total de 0,5 mL). Onze concentracbes foram testadas (6, 12, 24, 48, 96, 192, 384,
768, 1536, 3072 e 6144 ug/mL) para ivermectina a 1% (lvomec®, Merial Saude
Animal) e moxidectina a 1% (Cydectin®, Fort Dodge). As Lz, juntamente com as
diluicbes das drogas, foram colocadas a 27°C por 6h (primeira incubacdo). Na
sequéncia, agar a 1,4% foi adicionado as larvas tratadas, sendo a mistura
imediatamente transferida a aparatos previamente preparados, feitos utilizando-se
uma placa de Petri contendo no centro da base duas malhas (plastica e de metal) e
um cilindro plastico na parte superior. O aparato foi anteriormente preenchido com
22 mL de &gua destilada e armazenado a -20°C, congelando a 4gua sobre a malha.
Apbs a adicao de todo o conteudo, o aparato foi colocado em uma estufa por 18h, a
27°C, sob uma luz de lampada de 150 MHz, para estimular a migracéo larval para

fora da porcdo de agar. Apés a segunda migracdo, a porcdo liquida contendo as
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larvas migrantes foi transferida para um tubo de 50 mL e centrifugada a 3.000 rpm
por 5 min, com a remo¢ao do sobrenadante. Os tubos foram, entéo, agitados, sendo
retiradas amostras de 1 mL em triplicatas. As contagens finais foram feitas pela
média das aliquotas, multiplicada por 10.

Todos os procedimentos experimentais descritos neste artigo foram
avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana, Brasil (Protocolo 021/2010)
(ANEXO 1).

3.2.4 Andlise estatistica

A dose letal (DLsy) € 0 erro padrdao foram medidos por um modelo de
regressdo nao linear, o que resultou em uma curva de resposta de concentracéo
sigmoidal (equacao logistica de quatro parametros com uma inclinacdo variavel),
usando o programa GraphPad Prism® 5.01. Todas as analises foram realizadas
apos a transformacao dos dados em seus logaritmos (log X = X), antes de calcular
os valores de log DLs (valores de DLsp), intervalos de confianca de 95% e R2. Além
disso, os valores de p para os de DLsy das respostas de IVM e MOX foram

calculados utilizando-se o0 mesmo programa.

3.3 RESULTADOS

Os géneros de nematoides recuperados a partir da Coprocultura 2
mostraram > 96% de H. contortus seguido por < 3% de Cooperia sp. e
Trichostrongylus sp. Todos os testes in vitro foram executados com L3 de H.
contortus da Coprocultura 2. Para a inclusdo dos dados experimentais, foi
necessario observar dois critérios: uma taxa de migracdo de pelo menos 80% no
controle negativo e valores de R? > 0,90. As curvas de dose-resposta para as drogas
IVM e MOX utilizando o TMLA estao apresentadas na FIGURA 3.
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A analise estatistica das curvas foi feita utilizando-se os valores de DLsy. Os
resultados identificaram corretamente o isolado de H. contortus resistente a IVM e
suscetivel & MOX, mostrando o valor da DLse-IVM de 91,06 pg/mL e da DLsp-MOX
de 1,253 yg/mL (TABELA 1). Os resultados foram estatisticamente significativos (p <

0,0001) comparando ambas as drogas.
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FIGURA 3 — CURVAS DOSE-RESPOSTA OBTIDAS COM O TESTE DE MIGRACAO DE LARVAS
EM AGAR COM O ISOLADO DE Haemonchus contortus SP15030vi2011, UTILIZANDO
IVERMECTINA (IVM) E MOXIDECTINA (MOX).

FONTE: O autor (2013)

NOTA: Barras de erro indicam o erro padréo, e ndo sao vistas quando as diferencas entre os valores

observados para todas as concentracfes testadas é 0 (zero) ou muito préximo de 0.

TABELA 1 — VALORES DE DLgs;, COM O INTERVALO DE CONFIANCA DE 95% (95% IC),
VALORES DE Log DLsy, R? E VALORES DE p, UTILIZANDO IVERMECTINA (IVM) E MOXIDECTINA
(MOX) NO TESTE DE MIGRACAO DE LARVAS EM AGAR, COM O ISOLADO DE Haemonchus
contortus SP15030vi2011

MOX IVM
DLso 1,253 pg/mL 91,06 pg/mL
95% IC 0,704-2,229 pg/mL 75,53-109,8 pg/mL
Log DLso 0,099 1,959
R2 0,97 0,96

p <0,0001
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3.4 DISCUSSAO

E muito importante monitorar a eficacia anti-helmintica, em intervalos
regulares, para detectar mudancas sutis, tdo cedo quanto possivel, a fim de evitar o
estabelecimento de resisténcia anti-helmintica. Isso pode ser realizado por meio de
testes de diagnostico in vitro acessiveis e sensiveis, determinando quais drogas
ainda permanecem eficazes contra uma populacdo de parasitos em particular,
permitindo a escolha de um anti-helmintico para utilizagdo terapéutica no campo
(KAPLAN, 2004; DEMELER et al.,, 2010; MOLENTO et al.,, 2011). Os testes de
desenvolvimento larval (TDL) s&o os mais comumente empregados e foram capazes
de distinguir facilmente isolados de parasitos suscetiveis e resistentes. O TDL
mostrou ser capaz de identificar baixos niveis de vermes resistentes em uma
populacdo, mas a execucdo desses exames apresentam algumas dificuldades
(DOLINSKA et al., 2012). Uma alternativa potencial que ainda esta sendo estudada
para a deteccéo de parasitos resistentes séo os testes de migracdo de larvas (TML).
O TML vem sendo utilizado para a deteccédo de resisténcia a IVM, a MOX e aos
benzimidazdéis em nematoides de ovinos, caprinos e bovinos (WAGLAND et al.,
1992; RABEL et al., 1994; MOLENTO e PRICHARD, 2001; GATONGI et al., 2003;
KAPLAN et al., 2007; DEMELER et al., 2010; BORGES et al., 2011; ALMEIDA et al.,
2012).

O desenvolvimento de resisténcia a IVM e também a concomitante perda de
sensibilidade a MOX é um debate permanente (CONDER et al., 1993; SHOOP et al.,
1993; MOLENTO et al., 1999; RANJAN et al., 2002; DE GRAEF et al., 2012). El-
Abdellati et al. (2010) sugerem que, quando € detectada resisténcia a IVM, a
utilizacdo de qualquer tipo de LM é inadequada. No entanto, a taxa de resisténcia
difere entre os compostos, e ocorre mais lentamente para MOX do que para IVM
(RANJAN et al., 2002; LE JAMBRE et al., 2005). Mesmo que a resisténcia a um anti-
helmintico possa ser detectada, outra droga da mesma classe ainda pode
permanecer altamente eficaz (KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012). Embora surjam
cada vez mais relatos de resisténcia a MOX em nematoides em todo o mundo,
muitos casos de multirresisténcia grave foram detectados, com MOX permanecendo
como a droga com melhor efeito (MORTENSEN et al., 2003; KAPLAN et al., 2007).
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Assim, nossos resultados indicam que a MOX poderia ter algum potencial de
aplicagdo no controle de H. contortus em ovinos na fazenda selecionada, e isso
pode ser verdade para outros nematoides gastrintestinais.

O preocupante estado de resisténcia anti-helmintica previamente detectado
por meio do TRCOF foi confirmado pelo teste in vitro, no presente estudo, como
mostrado pelos diferentes valores de DLs,. Tais dados estdo de acordo com outros
relatos, em que as popula¢gdes de nematoides de ovinos mostraram alta resisténcia
contra LMs in vivo e também foram menos suscetiveis in vitro, usando testes de
desenvolvimento larvar (HUBERT e KERBOEUF, 1992; TAYLOR et al., 2002). O
problema da resisténcia anti-helmintica, identificada em ambos os testes, €,
possivelmente, a situacdo que predomina na maioria das criagcbes de ovinos no
Brasil. Portanto, sugerimos que o Ministério da Agricultura, MAPA poderia adotar
oficialmente testes in vitro para serem usados por programas de monitoramento de
drogas. Antes disso, é essencial melhorar e adaptar protocolos operacionais padréo
para a execucao e interpretacdo do TMLA, a fim de tornar o teste aplicavel para a
pratica de rotina. E necessario testar diferentes isolados com diferentes graus de
resisténcia a drogas em laboratorios diferentes, utilizando-se um protocolo idéntico,
para confirmar a reprodutibilidade e repetibilidade dos dados do TMLA.

Em conclusdo, o TMLA in vitro descrito aqui foi usado com sucesso para
gerar curvas de dose-resposta confiaveis (p < 0,0001) para as drogas testadas. O
valor de DLsp obtido para MOX foi 72,67 vezes menor do que para IVM, identificando
esse isolado de H. contortus altamente resistente a IVM. Os presentes dados
também mostram a possibilidade de utilizar o TMLA para a analise de resisténcia as
LMs e podem proporcionar uma ferramenta de diagndstico Gtil para 0 monitoramento

da resisténcia anti-helmintica.



69

REFERENCIAS

ALMEIDA, G. D.; FELIZ, D. C.; HECKLER, R. P.; BORGES, D. G.; ONIZUKA, M. K;
TAVARES, L. E.; PAIVA, F.; BORGES, F. A. Ivermectin and moxidectin resistance
characterization by larval migration inhibition test in field isolates of Cooperia spp. in
beef cattle, Mato Grosso do Sul, Brazil. Veterinary Parasitology (Epub ahead of
print), 2012.

ALMEIDA, F. A.; GARCIA, K. C. O. D.; TORGERSON, P. R.; AMARANTE, A. F. T.
Multiple resistance to anthelmintics by Haemonchus contortus and Trichostrongylus
colubriformis in sheep in Brazil. Parasitology International, v. 59, p. 622-625, 2010.

BORGES, F. A.; ROSSINI, J. B.; VELLUDO, P. P.; BUZZULINI, C.; COSTA, G. H.;
MOLENTO, M. B.; COSTA, A. J. Weak phenotypic reversion of ivermectin resistance
in a field resistant isolate of Haemonchus contortus by verapamil. Pesquisa
Veterinaria Brasileira, v. 31, p. 731-736, 2011.

COLES, G. C.; JACKSON, F.; POMROY, W. E.; PRICHARD, R. K.; VON SAMSON-
HIMMELSTJERNA, G.; SILVESTRE, A.; TAYLOR, M. A.; VERCRUYSSE, J. The
detection of anthelmintic resistance in nematodes of veterinary importance.
Veterinary Parasitology, v. 136, p. 167-85, 2006.

CONDER, G. A.; THOMPSON, D. P.; JOHNSON, S. S. Demonstration of co-
resistance of Haemonchus contortus to ivermectin and moxidectin. Veterinary
Record, v. 132, p. 651-652, 1993.

CRUZ, D. G.; ROCHA, L. O.; ARRUDA, S. S.; PALIERAQUI, J. G. B.; CORDEIRO,
R. C.; SANTOS JUNIOR, E.; MOLENTO, M. B.; SANTOS, C. P. Anthelmintic efficacy
and management practices in sheep farms from the state of Rio de Janeiro, Brazil.
Veterinary Parasitology, v. 170, p. 340-343, 2010.

D’ASSONVILLE, J. A.; JANOVSKY, E.; VERSTER, A. In vitro screening of Ha-
emonchus contortus third stage larvae for ivermectin resistance. Veterinary
Parasitology, v. 61, p. 73-80, 1996.

DE GRAEF, J.; SARRE, C.; MILLS, B. J.; MAHABIR, S.; CASAERT, S.; DE WILDE,
N.; VAN WEYENBERG, M.; GELDHOF, P.; MARCHIONDO, A.; VERCRUYSSE, J.;
MEEUS, P.; CLAEREBOUT, E. Assessing resistance against macrocyclic lactones in
gastro-intestinal nematodes in cattle using the faecal egg count reduction test and



70

the controlled efficacy test. Veterinary Parasitology, 2012
<http://dx.doi.org/10.1016/.vetpar.2012.04.040>

DEMELER, J.; KUTTLER, U.; EL-ABDELLATI, A.; STAFFORD, K.; RYDZIK, A.;
VARADY, M.; KENYON, F.; COLES, G.; HOGLUND, J.; JACKSON, F.;
VERCRUYSSE, J.; VON SAMSON-HIMMELSTJERNA, G. Standardization of the
larval migration inhibition test for the detection of resistance to ivermectin in gastro
intestinal nematodes of ruminants. Veterinary Parasitology, v. 174, p. 58-64, 2010.

DOLINSKA, M.; KONIGOVA, A.; VARADY, M. Is the micro-agar larval development
test reliable enough to detect ivermectin resistance? Parasitology Research, v. 111,
p. 2201-2204, 2012.

ECHEVARRIA, F.; BORBA, M. F. S.; PINHEIRO, A. C.; WALLER, P. J.; HANSEN, J.
W. The prevalence of anthelmintic resistance in nematode parasites of sheep in
Southern Latin America. Brazil. Veterinary Parasitology, v. 62, p. 199-206, 1996.

EL-ABDELLATI, A.; GELDHOF, P.; CLAEREBOUT, E.; VERCRUYSSE, J.;
CHARLIER, J. Monitoring macrocyclic lactone resistance in Cooperia oncophora on a
Belgian cattle farm during four consecutive years. Veterinary Parasitology, v. 171,
p. 167-171, 2010.

GATONGI, P. M.; NJOROGE, J. M.; SCOTT, M. E.; RANJAN, S.; GATHUMA, J. M;
MUNYUA, W. K.; CHERUIYOT, H.; PRICHARD, R. Susceptibility to IVM in a field
strain of Haemonchus contortus subjected to four treatments in a closed sheep-goat
flock in Kenya. Veterinary Parasitology, v. 110, p. 235-240, 2003.

GILL, J. H.; REDWIN, J. M.; VAN WYK, J. A.; LACEY, E. Avermectin inhibition of
larval development in Haemonchus contortus: Effects of ivermectin resistance.
International Journal for Parasitology, v. 25, p. 463-470, 1995.

HUBERT, J.; KERBOEUF, D. A microlarval development assay for the detection of
anthelmintic resistance in sheep nematodes. Veterinary Record, v. 130, p. 442-446,
1992.

KAPLAN, R. M. Drug resistance in nematodes of veterinary importance: A status
report. Trends in Parasitology, v. 20, p. 477-481, 2004.

KAPLAN, R. M.; VIDYASHANKAR, A. N. An inconvenient truth: Global worming and
anthelmintic resistance. Veterinary Parasitology, v. 186, p. 70-78, 2012.



71

KAPLAN, R. M.; VIDYASHANKAR, A. N.; HOWELL, S. B.; NEISS, J. M;
WILLIAMSON, L. H.; TERRILL, T. H. A novel approach for combining the use of in
vitro and in vivo data to measure and detect emerging moxidectin resistance in
gastrointestinal nematodes of goats. International Journal for Parasitology, v. 37,
p. 795-804, 2007.

LE JAMBRE, L. F.; GEOGHEGAN, J.; LYNDAL-MURPHY, M. Characterization of
moxidectin resistant Trichostrongylus colubriformis and Haemonchus contortus.
Veterinary Parasitology, v. 128, p. 83-90, 2005.

MOLENTO, M. B.; FORTES, F. S.; PONDELEK, D. A. S.; BORGES, F. A.; CHAGAS,
A. C. S.; TORRES-ACOSTA, J. F. J.; GELDHOF, P. Challenges of nematode control
in ruminants: Focus on Latin America. Veterinary Parasitology, v. 180, p. 126-132,

2011.

MOLENTO, M. B.; PRICHARD, R. K. Effect of multidrug resistance modulators on
the activity of ivermectin and moxidectin against selected strains of Haemonchus
contortus infective larvae. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 21, p. 117-121, 2001.

MOLENTO, M. B.; WANG, G. T.; PRICHARD, R. K. Decreased ivermectin and
moxidectin sensitivity in Haemonchus contortus selected with moxidectin over 14
generations. Veterinary Parasitology, v. 86, p. 77-81, 1999.

MORTENSEN, L. L.; WILLIAMSON, L. H.; TERRILL, T. H.; KIRCHER, R.; LARSEN,
M.; KAPLAN, R. M. Evaluation of prevalence and clinical implications of anthelmintic
resistance in gastrointestinal nematodes of goats. Journal of the American
Veterinary Medical Association, v. 23, p. 495-500, 2003.

PAPADOPOQULOS, E. Anthelmintic resistance in sheep nematodes. Small Ruminant
Research, v. 76, p. 99-103, 2008.

RABEL, B.; McGREGOR, R.; DOUCH, P. G. Improved bioassay for estimation of
inhibitory effects of ovine gastrointestinal mucus and anthelmintics on nematode
larval migration. International Journal for Parasitology, v. 24, p. 671-676, 1994.

RANJAN, S.; WANG, G. T.; HIRSCHLEIN, C.; SIMKINS, K. L. Selection for re-
sistance to macrocyclic lactones by Haemonchus contortus in sheep. Veterinary
Parasitology, v. 103, p. 109-117, 2002.



72

ROSALINSKI-MORAES, F.; MORETTO, L. H.; BRESOLIN, W. S.; GABRIELLI, I.;
KAFER, L.; ZANCHET, I. K.; SONAGLIO, F.; THOMAZ-SOCCOL, V. Resistencia
anti-helmintica em rebanhos ovinos da regiao da associacao dos municipios do alto
Irani (AMAI), oeste de Santa Catarina. Ciéncia Animal Brasileira, v. 8, p. 559-565,
2007.

SCZESNY-MORAES, E. A.; BIANCHIN, I.; DA SILVA, K. F.; CATTO, J. B.; HONER,
M. R.; PAIVA, F. Anthelmintic resistance of gastrointestinal nematodes in sheep,
Mato Grosso do Sul, Brazil. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 30, p. 229-236,
2010.

SHOOP, W. L.; HAINES, H. W.; MICHAEL, B. F.; EARY, C. H. Mutual resistance to
avermectins and milbemycins: oral activity of ivermectin and moxidectin against
ivermectin-resistant and susceptible nematodes. Veterinary Record, v. 133, p. 445-
447, 1993.

TAYLOR, M. A.; HUNT, K. R.; GOODYEAR, K. L. Anthelmintic resistance detection
methods. Veterinary Parasitology, v. 103, p. 183-194, 2002.

THOMAZ-SOCCOL, V.; SOUZA, F. P.; SOTOMAIOR, C.; CASTRO, E. A;;
MILCZEWSKI, V.; MOCELIN, G.; PESSOA E SILVA, M. C. Resistance of
gastrointestinal nematodes to anthelmintics in sheep (Ovis aries). Brazilian
Archives of Biology and Technology, v. 47, p. 41-47, 2004.

VAN WYK, J. A.; STENSON, M. O.; VANDER MERWE, J. S.; VORSTER, R. J.;
VILJOEN, P. G. Anthelmintic resistance in South Africa: surveys indicate an ex-
tremely serious situation in sheep and goat farming. Onderstepoort Journal of
Veterinary Research, v. 66, p. 273-284, 1999.

VERISSIMO, C. J.; NICIURA, S. C. M.; ALBERTI, A. L. L.; RODRIGUES, C.F. C;
BARBOSA, C. M. P.; CHIEBAO, D. P.; CARDOSO, D.; DA SILVA, G. S.; PEREIRA,
J. R.; MARGATHO, L. F. F.; DA COSTA, R. L. D.; NARDON, R. F.; UENO, T. E. H,;
CURCI, V. C. L. M.; MOLENTO, M. B. Multidrug and multispecies resistance in
sheep flocks from Séo Paulo state, Brazil. Veterinary Parasitology, v. 187, p. 209-
216, 2012.

WAGLAND, B. M.; JONES, W. O.; HRIBAR, L.; BENDIXSEN, T.; EMERY, D. L. A
new simplified assay for larval migration inhibition. International Journal for
Parasitology, v. 22, p. 1183-1185, 1992.



73

4 IDENTIFICACAO DE SNPs/INDELS EM REGIOES GENOMICAS DE
RECEPTORES LGIC E TRANSPORTADORES ABC EM ISOLADOS SUSCETIVEL
E RESISTENTE A IVERMECTINA DE Haemonchus contortus A PARTIR DE
DADOS DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

RESUMO

Haemonchus contortus € um parasito de pequenos ruminantes, economicamente
importante em todo o mundo, sendo o seu controle um problema generalizado,
devido a resisténcia contra a maioria das drogas anti-helminticas. Nesse aspecto,
guestdes criticas permanecem sem solucao. A ivermectina (IVM) — uma lactona
macrociclica (LM) de amplo espectro — € comumente usada em animais de
producdo, cuja resisténcia a droga tem-se mostrado um grande desafio. Devido a
complexa associacdo entre alteracdes genéticas e resisténcia as LMs, torna-se dificil
identificar marcadores moleculares para resisténcia a drogas desse grupo. Um
isolado de campo de H. contortus, IVR1503, altamente resistente a IVM, foi obtido a
partir de ovinos, e submetido a passagens em ovinos experimentalmente infectados.
Foi pesquisada a presenca de polimorfismos em regides gendémicas de IVR1503,
onde estao localizados genes que codificam para a familia de transportadores ABC
(do inglés ATP binding cassete) e para a superfamilia de receptores de canais
ibnicos abertos por ligante (LGICs, do inglés Ligand-Gated lon Channel). Tais genes
foram previamente associados a resisténcia a IVM, incluindo as glicoproteinas-P (P-
gps, do inglés P-glycoproteins) e os canais de cloro potencializados pelo glutamato
(GIuCl, do inglés glutamate-gated CI™ channels). Os resultados foram comparados a
um isolado de laboratério de H. contortus suscetivel a todas as drogas, chamado
PF23, usando como referéncia para mapeamento o genoma do isolado também
suscetivel MHco3(ISE).N1. Este estudo relata um conjunto final selecionado de
variantes, incluindo polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, do inglés single
nucleotide polymorphisms) e insercao/delecao (indels, do inglés small insertions and
deletions), obtidos a partir de dados gerados apos 0 sequenciamento de nova
geracao lllumina de DNA genémico de ambos os isolados. Um conjunto total de 179
variantes (132 SNPs, 47 indels) para IVR1503 e de 60 (34 SNPs, 26 indels) para
PF23 foram selecionados na regidao ABC. Adicionalmente, foram identificadas 367
variantes (291 SNPs, 76 indels) e 155 (106 SNPs, 49 indels) na regido LGIC de
IVR1503 e PF23, respectivamente. Os niveis de variacdo genética foram
marcadamente maiores em IVR1503, e as caracteristicas e o padréo de todos esses
sitios polimérficos foram analisados e comparados em IVR1503 e PF23,
encontrando-se algumas regiées com um padréao de polimorfismos
diferente/incomum no isolado resistente. Este estudo fornece uma importante fonte
de dados de SNPs/indels de regides especificas que podem ser usados para avaliar
e validar marcadores moleculares para estudos de associacdo e mapeamento
genético. A validacao e o teste dessas variantes serdo importantes para direcionar
trabalhos futuros sobre o diagndstico precoce da resisténcia a IVM. Além disso,
esses resultados devem contribuir para o avanc¢o de estudos genéticos e pesquisas
sobre a resisténcia anti-helmintica no parasito H. contortus.

Palavras-chave: Nematoide. Resisténcia anti-helmintica. Lactona macrociclica.
Canais ibnicos abertos por ligante. Transportadores ABC. Polimorfismos. SNP. Indel.
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SNPs/INDELS IDENTIFICATION IN GENOMIC REGIONS OF LGIC RECEPTORS
AND ABC TRANSPORTERS IN A SUSCEPTIBLE AND IVERMECTIN-RESISTANT
ISOLATES OF Haemonchus contortus FROM NEXT-GENERATION
SEQUENCING DATA

ABSTRACT

Haemonchus contortus is an economically important parasite of small ruminants
worldwide, but its control has been a widespread problem due to resistance against
most anthelmintic drugs and critical issues remain unresolved. The ivermectin (IVM)
— a broad-spectrum anthelmintic macrocyclic lactone (ML) — is commonly used in
livestock where the resistance to this drug is a great challenge to our understanding.
Due to the complex association between genetic changes and ML resistance, it is
difficult to identify molecular marker for resistance to drugs of this group. A field
isolate of H. contortus, IVR1503, highly resistant to IVM was obtained from sheep
and passaged through experimentally infected sheep. We searched for the presence
of polymorphisms in IVR1503 at genomic regions where genes encoding ATP
binding cassete (ABC) transporter family and ligand-gated ion channels (LGICs)
superfamily are located. Such genes were previously associated with IVM resistance
(P-glycoproteins and glutamate-gated CI™ channels). The results were compared to a
fully drug-susceptible laboratory isolate of H. contortus named PF23 using as the
mapping reference a susceptible genome strain MHco3(ISE).N1. This study reports a
selected final set of high-quality variants for single nucleotide polymorphisms (SNPSs)
and small insertions and deletions (indels) obtained from data generated after
[llumina next-generation sequencing of genomic DNA of both isolates. A total set of
179 variants (132 SNPs, 47 indels) to IVR1503 and 60 (34 SNPs, 26 indels) to PF23
were selected in the ABC region. In addition, we found 367 variants (291 SNPs, 76
indels) and 155 (106 SNPs, 49 indels) in the LGIC region of IVR1503 and PF23,
respectively. The genetic variation levels were markedly higher in IVR1503, and the
features and pattern of all these polymorphic sites were analyzed and compared
within and between IVR1503 and PF23, which we found some regions showing a
different/unusual pattern of polymorphisms in the resistant isolate. This study
provides a rich data source of putative SNPs/indels of specific regions that could be
used to evaluate and validate molecular markers for studies of genetic and
association mapping. Validation and testing of these variants will be important to
direct future work on the early diagnosis of IVM resistance. Furthermore, these
results shall contribute to the advancement of genetic studies and anthelmintic
resistance research in H. contortus parasite.

Key words: Nematode. Anthelmintic resistance. Macrocyclic lactone. Ligand-gated
ion channels. ATP-Binding Cassette transporters. Polymorphisms. SNP. Indel.
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4.1 INTRODUCAO

O nematoide estrongilideo Haemonchus contortus €é um parasito
gastrointestinal hemat6fago de pequenos ruminantes, altamente patogénico para a
saude animal e economicamente significativo para a producdo animal em todo o
mundo (PETER e CHANDRAWATHANI, 2005). Entre as drogas anti-helminticas
mais comumente utilizadas para o controle de infeccdes por nematoides estdo as
lactonas macrociclicas (LMs) de amplo espectro, tais como a potente ivermectina
(IVM), amplamente disponivel e rotineiramente usada em animais de produgao.
Membros da superfamilia de receptores de canais idnicos abertos por ligante
(LGICs, do inglés Ligand-Gated lon Channel) — incluindo varios diferentes canais de
cloro potencializados pelo glutamato (GluCl, do inglés glutamate-gated CI" channels)
e pelo acido gama-aminobutirico (GABA, do inglés gamma-aminobutyric acid gated
channels) — tém sido identificados como alvos para o0 mecanismo de acao da IVM
em alguns nematoides, como o H. contortus (BLACKHALL et al., 2003). As LMs
afetam os parasitos por inibicdo e paralisia do bombeamento da faringe, afetando a
alimentacéo, a mobilidade e a fecundidade, devido ao constante fluxo de ions cloreto
através desses canais (ARDELLI et al., 2009; TOMPKINS et al., 2011). No entanto,
como também ocorre com outros grupos de drogas, o0 uso intensivo da IVM acelerou
0 surgimento generalizado de estrongilideos resistentes, incluindo o H. contortus,
gue tem alta capacidade de desenvolver resisténcia a todos os anti-helminticos,
ameacando a eficacia da terapia medicamentosa (WOLSTENHOLME et al., 2004).
Portanto, ha uma necessidade urgente de melhorar o entendimento dos
mecanismos genéticos que causam a resisténcia anti-helmintica e desenvolver
testes diagndsticos mais sensiveis para detectar a resisténcia as LMs e outros
compostos, juntamente com o desenvolvimento de novos métodos de controle e de
sitios-alvo de vacinas. No entanto, em relacdo ao desenvolvimento e uso de um
diagndstico precoce de resisténcia as LMs, as principais dificuldades sdo a auséncia
de marcadores especificos e a falta de uma completa compreensdo do mecanismo
molecular da resisténcia.

Varios grupos de pesquisa estdo investigando ativamente a base molecular

da resisténcia as diferentes classes de anti-helminticos (LMs; benzimidazdis: BZs;
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levamisole: LEV; e pirantel: PIR), que permanecem ndo muito bem compreendidas.
Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, do inglés single nucleotide
polymorphisms) que causam mudangas nas posi¢des nucleotidicas 167, 198 e 200
no isotipo 1 do gene da B-tubulina tém sido encontrados em populagdes de parasitos
resistentes aos BZs (GHISI et al., 2007; KWA et al., 1994; SILVESTRE e CABARET,
2002). Alteracbes nos niveis de expressdo de subunidades do receptor de LEV
foram observadas em conjunto com a resisténcia ao PIR em ancilostomineos e,
recentemente, transcritos de subunidades de receptores de acetilcolina nicotinicos
(nAChR, do inglés nicotinic acetylcholine receptor) tém sido associados a resisténcia
ao LEV em parasitos tricostrongilideos (KOOP et al., 2009; NEVEU et al., 2010). No
caso das LMs, a identificagdo de mecanismos de resisténcia € mais complexa, e
mudancas no sitio-alvo associadas a resisténcia ainda permanecem incertas.

Varios diferentes GIuCl podem estar envolvidos na acao e resisténcia as LMs,
incluindo os genes de H. contortus (Hco-) avr-14, avr-15, glc-2, glc-3, glc-4, glc-5 e
glc-6 (BLACKHALL et al., 1998b; DENT et al., 2000; McCAVERA et al., 2007; RAO
et al., 2009; LAING et al., 2013). A resisténcia também pode envolver outros loci,
como o gene do receptor de GABA Igc-37 (BLACKHALL et al., 2003) e subunidades
de canais de anion ativados por ligantes, como o gene do canal de cloro associado a
dopamina ggr-3 (RAO et al., 2009). Alteracdes em outros genes que nao sao alvos
imediatos de drogas (como genes envolvidos no transporte e no metabolismo de
drogas) também podem estar envolvidas com o processo de resisténcia.
Glicoproteinas-P (P-gps, do inglés P-glycoproteins) — membros da familia de
transportadores ABC (do inglés ATP binding cassete) — séo transportadores que
podem expulsar varios compostos através da membrana celular, incluindo a IVM
(HIGGINS, 1992). P-gps e outros transportadores ABC parecem desempenhar um
papel no processo de resisténcia, tendo sido associados a resisténcia a IVM em H.
contortus e a outras drogas, devido a modificacdes decorrentes de polimorfismos
genéticos e niveis de expressdo génica (KERBOEUF et al., 2003; ARDELLI et al.,
2006; BLACKHALL et al., 2008; DICKER et al., 2011; GLENDINNING et al., 2011;
ARDELLI e PRICHARD, 2013). Em C. elegans, pgp-1 e pgp-2 tém sido associados a
resisténcia a IVM (JAMES e DAVEY, 2009). Alteracdes na sequéncia ou expressao
de pgp-1, pgp-2 (XU et al.,, 1998) e pgp-9 foram relatadas em isolados de H.

contortus resistente e suscetivel a IVM, e pgp-9 em Telodorsagia circumcincta
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resistente (BLACKHALL et al., 1998b; WILLIAMSON et al., 2011; DICKER et al.,
2011). Apesar das pesquisas atuais, € dificil identificar um Gnico marcador molecular
para a resisténcia a drogas do grupo das LMs, devido a complexa associacao entre
alteracOes genéticas e resisténcia.

Uma abordagem adotada em varios estudos mencionados acima relaciona-se
a analise da variabilidade de um gene especifico em individuos sensiveis e
resistentes a determinada droga, a fim de confirmar o envolvimento de tal gene no
processo de resisténcia (BEECH et al., 1994; BLACKHALL et al., 1998b;
BLACKHALL et al., 2003). Contudo, o polimorfismo genético associado a resisténcia
pode ocorrer devido a fendmenos nao relacionados ao mecanismo de resisténcia.
Efeitos da carona genética (hitch hiking) ou de interagcbes epistaticas podem ser
responsaveis por alteracdes nas frequéncias alélicas de genes que ndo estéao
diretamente envolvidos na resisténcia (BLACKHALL et al., 1998b). Assim, muitos
estudos tém buscado identificar diferencas genéticas especificas indicadas como a
causa da resisténcia, ou intimamente associadas, que podem ser usadas como
marcadores moleculares (McCAVERA et al, 2007; VON SAMSON-
HIMMELSTJERNA et al., 2007; BEECH e SILVESTRE, 2010).

Tecnologias recentes de sequenciamento de nova geracdo (SNG) tém
reduzido drasticamente o0 custo e o tempo para 0 sequenciamento genémico, e
podem gerar uma grande quantidade de dados para a deteccdo de variacao
genética, com destaque para as pesquisas de associacdo aplicadas ao mapeamento
genético. A identificacdo bem sucedida de variantes associadas a doencas por
tecnologias SNG revolucionou estudos biomédicos e biolégicos, principalmente na
pesquisa de doencas humanas (NG et al., 2009), sendo uma ferramenta util para o
rapido avanco da pesquisa também em nematoides. Entre as mutacfes que podem
ser encontradas nesses estudos, SNPs e pequenas insercdes e delecdes (indels, do
inglés small insertions and deletions) sdo os mais abundantes, e os SNPs tornaram-
se 0 marcador de escolha para estudos de associacdo genémica ampla.

No presente estudo, foram avaliadas regiées gendmicas de LGICs e
transportadores ABC. Pools de DNA genémico de um isolado de laboratoério
suscetivel a IVM (PF23) e de um isolado de campo resistente a IVM (IVR1503) de H.
contortus foram sequenciados com a tecnologia SNG lllumina e mapeados em

regides genbmicas de interesse, a partir do isolado suscetivel de referéncia
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MHco3(ISE).N1, de um projeto de genoma de H. contortus publicado recentemente
(LAING et al., 2013). Portanto, o objetivo foi investigar polimorfismos nas regides
gendmicas de LGICs e transportadores ABC. Foi observado o padrao de distribuicéo
de SNPs e indels, a fim de identificar se alguma regido do genoma apresentaria um
padrdo incomum ou uma assinatura gendmica no isolado IVR1503 resistente a IVM,
fornecendo um conjunto especifico de variantes que podem ser potenciais

alteracOes associadas a resisténcia a IVM.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Isolados de parasito

O isolado de laboratério suscetivel a drogas de H. contortus (PF23) foi
gentilmente fornecido por RK Prichard e RN Beech (Institute of Parasitology, McGill
University, Canada), e foi obtido a partir do campo, sem nunca ter sido exposto a
gualquer agente anti-helmintico de largo espectro. Parasitos foram selecionados por
meio de pelo menos 23 geracdes de passagem em ovinos experimentalmente
infectados sem contato com drogas (BEECH et al., 2010).

O isolado de campo resistente a IVM de H. contortus (IVR1503) foi derivado
de um rebanho de ovinos localizado no sudeste do Brasil com histério de falha no
tratamento com IVM (16% de eficécia), cujo status de resisténcia foi confirmado pelo
teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes (TRCOF) (VERISSIMO et al.,
2012) (ANEXO 4) e pelo teste in vitro de migracédo de larvas em agar (FORTES et
al., 2013). As fezes foram coletadas de animais e larvas de terceiro estagio (Ls),
obtidas a partir de coproculturas, usadas para iniciar o periodo de infeccéo
experimental na Universidade Federal do Parand (ANEXO 5). Todos os
procedimentos experimentais foram examinados e aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Parana (Protocolo 021/2010) (ANEXO 1). O total de 8.000 L3 foi usado para infectar,

por via oral, dois ovinos livres de infeccdo, e o estabelecimento da infeccéo foi
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confirmado apds, pelo menos, 28 dias. Do dia 28 ao dia 34, amostras de fezes foram
coletadas para a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e coproculturas
(ANEXOS 6 e 7). No dia 34 pos-infecgdo, adultos de H. contortus foram coletados do
abomaso apés necropsia. Os vermes adultos foram imediatamente colocados em
placas de Petri contendo solugdo salina a 36°C e mantidos em estufa por um
periodo de até 12 horas para estimular a oviposi¢cdo das fémeas. Os ovos foram
recolhidos e colocados em um calice de sedimentacdo e, apds, misturados com
fezes autoclavadas de cavalo a fim de se obter uma coprocultura monoespecifica
(ANEXO 8). As larvas foram utilizadas para infectar dois ovinos livres de infeccao,
por administracdo oral de 8.000 L; de H. contortus. Ap6s a confirmacdo do
estabelecimento da infeccdo, os animais foram tratados com IVM (lvomec®) a
0.4mg/kg/pv (duas vezes a dose terapéutica) por via subcutanea, selecionando
vermes altamente resistentes a IVM. ApoOs a confeccdo de novas coproculturas, o
total de 8.000 L; de H. contortus resistentes a IVM (sobreviventes) foi usado para
infectar um terceiro grupo de dois ovinos livres de infec¢cdo. Apos o estabelecimento
da infeccdo, ovinos de ambos os grupos (2 e 3) foram eutanasiados e parasitos
adultos coletados, de forma manual, diretamente do abomaso e identificados.
Machos e fémeas de H. contortus foram imediatamente transferidos para placas de
petri contendo meio de cultura de tecidos RPMI 1640 pré-aquecido, mantendo a
temperatura de 37°C em estufa por 24h, sendo, em seguida, armazenados em alcool

80° até seu uso.

4.2.2 Isolamento de DNA e sequenciamento do genoma

O DNA genbémico de fémeas adultas de H. contortus foi isolado seguindo o
método adaptado de Beech et al. (1994) (ANEXO 10). O total de 150 fémeas adultas
do isolado IVR1503 foi dividido em oito grupos de 16 a 20 vermes/grupo. Os
parasitos foram, entéo, incubados a 37°C em 400 pL de tampédo de extracdo (376 uL
de STE, 16 yL de mercaptoetanol, 4 uL de proteinase K, 4 uL de RNAse), por pelo
menos 1h até a completa dissolucdo dos vermes. Foi adicionado 400 pL de

fenol:cloroférmio:élcool isoamilico (25:24:1) a cada tubo. Apés a homogeneizacgéo e
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centrifugacédo a 3.000 rpm por 2 min, o liquido claro presente no topo dos tubos foi
cuidadosamente transferido para novos tubos limpos. Adicionou-se, entdo, 80 pL de
solucdo de acetato de ambnia 7,5 M, mais 1000 pL de etanol 100% para obter a
precipitacdo do DNA. Os tubos foram agitados para a homogeneizacdo e
centrifugados a 3.000 rpm, por 20 min, descartando-se o sobrenadante. Um volume
de 200 pL de etanol 70% foi adicionado a cada tubo, deixando-se em repouso por 10
min sobre a bancada, descartando-se o sobrenadante novamente. O sedimento de
DNA foi novamente resuspendido em 50 pL de agua pura para DNA. As solucdes de
DNA foram transferidas para um Unico tubo, armazenando-o a -20°C até ser
utilizado. Os mesmos procedimentos foram adotados para a preparacdo do DNA de
150 fémeas adultas do isolado PF23. Ambas as amostras foram utilizadas
separadamente, a fim de evitar qualquer contaminacdo durante o procedimento. A
gualidade e a quantidade de DNA dos dois isolados foram verificadas (razéo
A260/A280) com espectrofotometro (NanoDrop ND1000, Thermo Fisher Scientific,
USA) e a sua integridade foi visualizada por eletroforese em gel de agarose (ANEXO
11). As misturas de DNA das 150 fémeas adultas de IVR1503 e das 150 fémeas
adultas de PF23 foram, entdo, usadas separadamente para o sequenciamento.

O sequenciamento completo do genoma (WGS, do inglés whole genome
sequencing) foi gerado com a tecnologia SNG Illumina HiSeq 2000 no Génome
Québec Innovation Centre (Montreal, Canada). Bibliotecas de DNA do tipo paired-
end com leituras (reads) de 100 pares de bases (pb) e distancia de 200 pb foram
construidos para cada pool de amostras dos isolados resistente IVR1503 e
suscetivel PF23, com a identificacdo de bases e valores de qualidade para todas as
leituras, de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para todo o
sequenciamento, os reads foram exportados para o formato FASTQ (COCK et al.,
2010). A qualidade dos dados brutos foi avaliada com FASTQC verséo 0.10.1, e as
leituras com indice de qualidade phred < 20 foram excluidas, a fim de eliminar
leituras de baixa qualidade, usando PRINSEQ LITE versédo 0.17.4. Essa etapa de
filtragem tem como objetivo manter somente bases de alta confianca, e o indice de
gualidade phred igual ou maior que 20 (Q20) foi indicado como o ponto de corte
mais utilizado (NIELSEN et al., 2011).
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4.2.3 Mapeamento e detecgéo de SNPs e indels

Ap6s o controle de qualidade, para cada isolado resistente a IVM IVR1503 e
suscetivel a IVM PF23 de H. contortus, leituras de sequenciamento foram usadas
para o alinhamento (ou mapeamento de reads) em uma referéncia disponivel do
genoma de H. contortus MHco3(ISE).N1 (LAING et al., 2013), usando o0 programa
Bowtie 2, versdo 2.1.0 (LANGMEAD et al., 2009; LANGMEAD e SALZBERG, 2012).
Inicialmente, duas abordagens para comparacédo (alinhamento local e end-to-end)
foram empregadas, gerando um conjunto de resultados de mapeamento no formato
BAM/SAM. O isolado MHco3(ISE).N1 foi obtido a partir de um Unico cruzamento,
usando-se um macho adulto e uma fémea adulta da linhagem de H. contortus
MHco3(ISE), que tem um longo histérico de endogamia e manutencdo em
laboratorio, e € suscetivel a todas as principais classes de anti-helminticos. O
MHco3(ISE).N1 foi usado como genoma padrao para o projeto de sequenciamento
do H. contortus, realizado no Wellcome Trust Sanger Institute
(http://lwww.sanger.ac.uk/Projects/H_contortus/), recentemente publicado (LAING et
al.,, 2013) e disponivel on line ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Haemonchus/
contortus. Como genoma de referéncia, foram utilizadas as regides que contém os
principais genes relacionados a resisténcia a IVM, incluindo os genes conhecidos de
LGIC e transportadores ABC, além de outros ainda ndo nomeados. Especificamente
para 0 mapeamento e a comparacao foram usados os scaffolds de ABC e LGIC do
genoma de H. contortus MHco3(ISE).N1 (LAING et al., 2013), com um tamanho total
de 6.697.811 bp/6,7 Mb e 16.621.277 bp/16,6 Mb em formato FASTA,
respectivamente. As regides ABC e LGIC contém um total de 81 e 145 scaffolds,
bem como contém 48 e 85 proteinas anotadas, respectivamente, em adicdo a mais
de 380 e 830 genes desconhecidos preditos por AUGUSTUS (STANKE et al., 2006),
respectivamente.

Apés os alinhamentos, foram utilizadas as funcbes SAMtools m-pileup e
bcftools (versdo 0.1.13, disponivel em http://samtools.sourceforge.net/) para a
chamada de variantes, gerando arquivos em formato VCF (do inglés Variant Call
Format). A fim de identificar um conjunto de variantes de alta qualidade, suficiente

para proceder a validagcdo ou a analises adicionais, foram usados parametros de
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escore de variante em escala phred (QUAL, do inglés variant quality) e cobertura
para todas as amostras (DP, do inglés coverage/read depht), sendo adotados os
valores de corte de QUAL = 28 e DP = 5 para SNPs e QUAL = 17 e DP = 3,
apropriados para filtrar supostos SNPs/indels, conforme sugerido por Jia et al.
(2012). Um simples e conciso pipeline para detectar SNPs e indels foi construido,
incluindo: extracado de DNA; sequenciamento completo do genoma e processamento
dos dados; mapeamento das leituras de SNG em um genoma de referéncia; e

chamada de SNPs/indels e filtragem (Figura 4).

Extracao Sequenciamento do Dados brutos de : Dados filtrados de
de DNA genoma (lllumina) sequenciamento sequenciamento
¢ Controle de ¢ Identificagdo de bases e Controle de qualidade (FAST QC)

qualidade ¢ Valores de qualidade o Filtragem (PRINSEQ lite)

Supostos Chamadade Resultados dos Mapeamento das leituras no
SNPs/indels variantes alinhamentos genoma de referéncia (Bowtie 2)
e Filtragem de * SAMtools:m-pileup ¢ Resultados no e Scaffolds ABC e LGIC de H. contortus

SNPs/indels e Bcftools formato BAM/SAM MHco3(ISE).N1 como referéncia

FIGURA 4. PASSOS PARA A CONVERSAO DE DADOS BRUTOS DE SEQUENCIAMENTO
ILLUMINA EM UM CONJUNTO FINAL DE VARIANTES IDENTIFICADAS.

FONTE: O autor (2014)

NOTA: Apés o processo de extragdo de DNA (em azul) de ambos os isolados de H. contortus
resistente (IVR1503) e suscetivel (PF23), as amostras de DNA gendmico foram sequenciadas pela
tecnologia SNG lllumina (vermelho), e as etapas de processamento produziram um conjunto final de
dados de sequenciamento. Apés o controle de qualidade, o procedimento de mapeamento (amarelo)
nos scaffolds ABC e LGIC do genoma de referéncia de H. contortus MHco3(ISE).N1 gerou um
conjunto de leituras alinhadas, contendo uma medida de confianga, ou indice de qualidade, associada
as bases de cada leitura. Finalmente, um método de chamada de variantes (verde) foi aplicado para
identificar variantes, e os supostos SNPs/indels gerados foram filtrados de acordo com os indices de
qualidade e cobertura associados, a fim de obter um conjunto final de SNPs/indels confiaveis.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Sequenciamento e mapeamento

O DNA gendmico dos isolados de H. contortus IVR1503 e PF23 foram

sequenciados em uma plataforma Illumina HiSeq 2000, produzindo arquivos FASTQ.
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Duas bibliotecas paired-end lllumina foram construidas (IVR1503 e PF23) com
leituras de 100 pb e distancia de 200 pb (fragmento total de 400 pb), com um total de
duas lanes (canais ou canaletas) de sequéncia geradas (sem contar uma lane
descartada devido a baixa qualidade). Isso gerou cerca de 46 Gb de sequéncias
brutas para IVR1503 (cerca de 124X de cobertura), e 26 Gb de sequéncias brutas
para PF23 (70X de cobertura) — cobertura com base em um tamanho de genoma de
370 Mb (LAING et al., 2013). Um total de 193.070.115 pares de leituras foi obtido
para IVR1503, e 109.542.363 pares de leituras para PF23. Apés filtrar as leituras de
baixa qualidade, esses numeros foram reduzidos a 190.030.963 e 183.868.464
leituras para IVR1503-R1 (sense/forward) e IVR1503-R2 (anti-sense/reverse),
respectivamente; 104.719.325 e 81.365.195 leituras para PF23-R1 (sense/forward) e
PF23-R2 (anti-sense/reverse), respectivamente. O conjunto final de dados gerou
182.125.770 leituras com os pares corretos para IVR1503 e 80.186.762 leituras com
0s pares corretos para PF23. A porcentagem de leituras mapeadas por Bowtie2 nos
scaffolds ABC e LGIC, e também a cobertura de mapeamento, estdo apresentados

na Tabela 2.

TABELA 2 — TAXAS GERAIS DE ALINHAMENTO E COBERTURA DE MAPEAMENTO POR
BOWTIE 2 PARA ISOLADOS DE Haemonchus contortus SUSCETIVEL (PF23) E RESISTENTE
(IVR1503) A IVERMECTINA, UTILIZANDO COMO GENOMA DE REFERENCIA SCAFFOLDS DE
TRANSPORTADORES ABC E CANAIS IONICOS ABERTOS POR LIGANTE (LGICS) DO GENOMA
DE H. contortus MHco3(ISE).

Alinhamento Cobertura Alinhamento estcir?qugu(craid—
local (%) estimada (local) End-to-end (%) to-end)
Scaffold ABC
PF23 12,93 155 7,32 88
IVR1503 14,22 387 7,31 199
Scaffold LGIC
PF23 17,25 83 10,45 50
IVR1503 18,40 202 10,36 113

FONTE: O autor (2014)
NOTA: C=LN/G, em que C é a cobertura estimada, L € o comprimento da leitura, N € o nimero de
leituras e G é o tamanho do genoma.
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4.3.2 Detecgéo de SNPs/indels

Para o isolado IVR1503, foi obtido um conjunto inicial de 1.177 e 1.313
mutacgdes nas regides gendmicas de ABC e LGIC, respectivamente, incluindo ambos
SNPs e indels. No entanto, para o isolado PF23, foi encontrado um conjunto inicial
de 458 e 504 mutacdes nas regides gendmicas de ABC e LGIC, respectivamente,
incluindo também todas as variantes. A fim de selecionar SNPs de alta qualidade,
consideramos os parametros QUAL = 28 e DP = 5, obtendo um total de 132 SNPs
para IVR1503 e 34 SNPs para PF23, na regidao de ABC. Da mesma forma, foi
selecionado um total de 291 SNPs para IVR1503 e 106 SNPs para PF23 na regido
de LGIC. Com base nos parametros QUAL = 17 e DP = 3 para selecionar indels de
alta qualidade, foi identificado um total de 47 indels para IVR1503 e 26 indels para
PF23 na regido de ABC, e um total de 76 indels para IVR1503 e 49 indels para PF23
na regido de LGIC (Tabela 3). A maioria dos SNPs/indels selecionados foi localizada
em DNA gendmico nao codificante (introns e regides intergénicas) de ambas as
regides de ABC e LGIC. Apenas um grupo de SNPs foi localizado em exons, mas
todos pertencentes a genes ainda ndo nomeados, e a maioria desses SNPs sao
nao-sindbnimos, implicando mudanca de aminoacido (Tabela 3). Com respeito aos
SNPs/indels encontrados em introns, a distribuicdo das variantes esta resumida na
Tabela 4. A maioria delas ocorreu em genes ainda ndo nomeados, enquanto alguns
SNPs/indels foram localizados em introns de genes conhecidos, 0s quais possuem
similaridade com genes/proteinas relatados em bases de dados publicos.
Polimorfismos foram encontrados em trés classes de genes da regido de ABC: abt
(ABC Transporter family, Hco-abt-9, Hco-abt-10, Hco-abt-11); haf (HAIF transporter —
PGP related, Hco-haf-2, Hco-haf-4); e wht (WHiTe related ABC transporter, Hco-wht-
1, Hco-wht-5). Na regido de LGIC, polimorfismos foram identificados em quatro
classes de genes: acr (AcetylCholine Receptor, Hco-acr-9, Hco-acr-11, Hco-acr-12,
Hco-acr-15, Hco-acr-24); des (Degeneration Suppressor, Hco-des-2); ggr
(GABA/Glycine Receptor family, Hco-ggr-1); e Igc (Ligand-Gated ion Channel, Hco-
lgc-5, Hco-lge-38, Heco-lge-10).



85

TABELA 3 — COMPARACAO DA DETECCAO DE SNPS/INDELS EM REGIOES GENOMICAS DE
TRANSPORTADORES ABC E CANAIS IONICOS ABERTOS POR LIGANTE (LGICS) USANDO
ISOLADOS DE Haemonchus contortus SUSCETIVEL (PF23) E RESISTENTE (IVR1503) A
IVERMECTINA, E O ISOLADO DE H. contortus MHco3(ISE) (SCAFFOLDS ABC E LGICS) COMO

REFERENCIA PARA MAPEAMENTO.

Dados Parametros IVR1503 PF23
Regido ABC
Chamada inicial 1113 SNPs 64 indels 434 SNPs 24 indels
QUAL=28, DP=5 132 SNPs 34 SNPs
QUAL=217, DP=3 47 indels 26 indels

Regido intergénica

68 SNPs/34 indels 26 SNPs/19 indels

Intron 55 SNPs/13 indels 6 SNPs/7 indels
Exon 9 SNPs 2 SNPs
SNP nao-sinbnimo 8 SNPs -
SNP sinbnimo 1 SNP 2 SNPs
Regido LGIC
Chamada inicial 1209 SNPs 104 indels 448 SNPs 56 indels
QUAL=>28, DP=5 291 SNPs 106 SNPs
QUAL=17, DP=3 76 indels 49 indels
Regido intergénica 195 SNPs/48 indels 74 SNPs/33 indels
Intron 63 SNPs/28 indels 17 SNPs/16 indels
Exon 33 SNPs 15 SNPs
SNP nao-sinbnimo 26 SNPs 13 SNPs
SNP sinbnimo 7 SNPs 2 SNPs

FONTE: O autor (2014)

NOTA: QUAL: indice de qualidade de SNPs e indels. DP: grau de cobertura. SNP: polimorfismo de

nucleotideo Unico. Indel: insercdo/delecao.
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TABELA 4 — DISTRIBUICAO DE SNPS/INDELS DETECTADOS EM INTRONS DE REGIOES
GENOMICAS DE TRANSPORTADORES ABC E CANAIS IONICOS ABERTOS POR LIGANTE
(LGICS) USANDO ISOLADOS DE Haemonchus contortus SUSCETIVEL (PF23) E RESISTENTE
(IVR1503) A IVERMECTINA, E O ISOLADO DE H. contortus MHco3(ISE) (SCAFFOLDS ABC E
LGICS) COMO REFERENCIA PARA MAPEAMENTO.

SNPs/indels detectados em introns na regido de ABC

IVR1503 PF23 Gene/scaffold
33 SNPs/10 indels 3 SNPs/6 indels genes desconhecidos
6 SNPs - Hco-wht-1_scaffold2425.1_size41882CDS

4 SNPs/1 indel

- Hco-abt-10_g8495.t1 g8496.t1 g8497.t1 scaffold684.1 sizel2 5693
CDS

7 SNPs 2 SNPs Hco-abt-11 g19745.t1 g19744.t1 g19746.t1 scaffold4153.1_si
zel8291 CDS
3 SNPs/1 indels - Hco-wht-5.2_g11338.t1_g11339.t1_g11340.t1_ scaffold1129.1 s
ize86954 CDS

1 SNPs/1 indel - Hco-abt-9 g15690.t1 g15691.t1 scaffold2203.1_size47789 CDS

1 SNP 1 SNP Hco-haf-4_g7302.t1_ scaffold539.1_size142255 CDS
- 1 indel Hco-haf-2_g7265.t1_ scaffold536.1 size142651 CDS
SNPs/indels detectados em introns na regido de LGIC
IVR1503 PF23 Gene/scaffold
39 SNPs/24 indels 10 SNPs/16 indels genes desconhecidos
1 SNP/1 indel - Hco-lgc-5_scaffold3792.1_size21957 CDS

1 SNP - Hco-des-2_g18356.t1_scaffold3297.1_size27722 CDS
2 SNPs 2 SNPs Hco-ggr-1_g11805.t1 scaffold1215.1 size82487 CDS
3 SNPs 1 SNP Hco-acr-12_g9168.t1_scaffold776.1_size114329 CDS
2 SNPs - Hco-acr-11 g10089.t1 scaffold916.1_size100505 CDS

9 SNPs/1 indel 3 SNPs Hco-lgc-38_scaffold1630.1 size65151 CDS
4 SNPs 1 SNP Hco-acr-9_g10026.t1_scaffold907.1_size100980 CDS
2 SNPs - Hco-acr-15_g7850.t1 g7848.t1 scaffold603.1 size133714 CDS
1 indel - Hco-acr-24 _g18447.t1 scaffold3341.1_size27209 CDS
1 indel - Hco-lgc-10 g6822.t1 scaffold487.1 sizel52046 CDS

FONTE: O autor (2014)
NOTA: SNP: polimorfismo de nucleotideo Unico. Indel: inser¢éo/delecéo.

Entre todas as variantes detectadas na regido de ABC, 113 SNPs e 42

indels estavam presentes exclusivamente em IVR1503, 15 SNPs e 21 indels

presentes exclusivamente em PF23, enquanto 19 SNPs e cinco indels foram comuns

aos dois isolados. Das variantes identificadas presentes na regido de LGIC, 241
SNPs/60 indels e 56 SNPs/33 indels ocorreram unicamente em IVR1503 e PF23,

respectivamente; ao passo que 50 SNPs/16 indels coincidiram em ambos o0s

isolados, como mostrado na hipotética Figura 5.
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A) Regido ABC

. SNPs exclusivamente em IVR1503 . Indels exclusivamente em IVR1503
. SNPs exclusivamente em PF23 D Indels exclusivamente em PF23

|| SNPs comuns em IVR1503 e PF23 Indels comuns em IVR1503 e PF23

B) Regido LGIC

[l sNPs exclusivamente em IVR1503

[ indels exclusivamente em IVR1503

. SNPs exclusivamente em PF23 E] Indels exclusivamente em PF23
. SNPs comuns em IVR1503 e PF23 E Indels comuns em IVR1503 e PF23

FIGURA 5. DIAGRAMAS DE VENN MOSTRANDO A DISTRIBUICAO DE SNPS/INDELS EM
REGIOES GENOMICAS DE TRANSPORTADORES ABC E CANAIS IONICOS ABERTOS POR
LIGANTE (LGICS) EM ISOLADOS DE Haemonchus contortus SUSCETIVEL (PF23) E RESISTENTE
(IVR1503) A IVERMECTINA. A) REGIAO ABC. B) REGIAO LGIC.

FONTE: O autor (2014)

NOTA: SNP: polimorfismo de nucleotideo Unico. Indel: insercao/delecéo.
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A maioria dos SNPs candidatos filtrados detectados neste estudo foram
transicbes (Ts) (A/G ou C/T), com um total variando entre 58-68%. Em contraste,
transversdes (Tv) (A/C, A/T, C/G ou G/T) foram presentes em 31-41% dos SNPs
(Fig. 6). Especificamente na regido de ABC, foram encontrados 68,18% e 31,82% de
Ts e Tv em IVR1503, respectivamente; e 58,82% e 41,18% de Ts e Tv em PF23,
respectivamente. Na regido de LGIC, foram detectados 61,17% e 38,83% de Tse Tv
em IVR1503, respectivamente; e 67,92% e 32,08% de Ts e Tv em PF23,

respectivamente.

A) Regido ABC B) Regido LGIC
50 - 100
45 - 90 -
40 i
8 m IVR1503 8 & ® IVR1503
9 35 1 L 70 -
© (4]
g 30 PF23 g 60 - PF23
x& 25 '§. 50 -
z 07 3 40
:,3 15 4 ‘B 30 -
o 10 - o 20
3 Les = L
O 7'7 T T T T \" 0 7/ \7 — 17 \7 77 \7,
A/G C/T A/C A/T C/G G/T A/G C/T A/C A/T C/G G/T
Transi¢oes Transversoes Transi¢oes Transversoes

FIGURA 6. DISTRIBUICAO DE SNPS DE ALTA QUALIDADE EM REGIOES GENOMICAS DE
TRANSPORTADORES ABC E CANAIS IONICOS ABERTOS POR LIGANTE (LGICS) USANDO
ISOLADOS DE Haemonchus contortus SUSCETIVEL (PF23) E RESISTENTE (IVR1503) A
IVERMECTINA, MAPEADOS NO ISOLADO DE REFERENCIA DE H. contortus MHco3(ISE)

(SCAFFOLDS ABC E LGICS). A) REGIAO ABC. B) REGIAO LGIC.
FONTE: O autor (2014)
NOTA: A/G: adenina/guanina. C/T: citosina/timina.

Todos os scaffolds foram observados separadamente, e 14 scaffolds ABC e
28 scaffolds LGIC, ou partes destes, mostraram um padrdo diferente de
polimorfismos no isolado de H. contortus resistente a ivermectina IVR1503, quando

comparados a outros scaffolds em IVR-1503 e PF23 (Tabelas 5 e 6).
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TABELA 5 - LOCALIZACAO DE POLIMORFISMOS EM REGIOES GENOMICAS DE
TRANSPORTADORES ABC (SCAFFOLDS ABC) EM UM ISOLADO DE Haemonchus contortus
RESISTENTE A IVERMECTINA (IVR1503) QUE MOSTRARAM UM PADRAO DE DISTRIBUICAO
DIFERENTE, QUANDO COMPARADO A OUTROS SCAFFOLDS DE IVR1503 E PF23 (ISOLADO
DE H. contortus SUSCETIVEL A IVERMECTINA).

Identificag&o de scaffolds ABC SNPs/indels Posicbes de variantes

Icl|scaffold2454.1_size41882 16/0 3772, 3788, 3795, 3823, 3848, 3873, 22487,
22562, 22859, 22870, 22905, 39635, 39679,
39913, 39961, 40092

Icl|scaffold1370.1_size75319 11/1 4325, 4370, 5869, 6244, 6255, 6259, 50182,
50299, 50418, 50487, 50490, 50574
Icl|scaffold684.1_size125693 7/1 5849, 5914, 35122, 35418, 35429, 105933,
106225, 106234
Icl|scaffold4153.1_size18291 7/0 6150, 6311, 6356, 6404, 6413, 6429, 6605
Icl|scaffold330.1_size184503 6/2 6476, 93775, 93813, 94133, 94378, 94476,
94496, 94554
Icl|scaffold33.1_size426451.1.1_397310 5/1 11451, 11681, 264173, 307575, 353553,
353599
Icl|scaffold1129.1_size86954 7/2 20993, 21180, 21244, 21529, 25169, 25480,
25485, 47372, 47462
Icl|scaffold1356.1_size75841 5/1 32202, 32355, 32477, 32523, 74642, 74651
Icl|scaffold470.1_size155887 3/2 27194, 49049, 49062, 49074, 49124
Icl|scaffold539.1_size142255 24/2 62094, 62139, 62410, 62416, 72595, 72631,

72639, 72642, 72917, 81325, 103480,
103571, 103683, 103715, 103788, 103820,
103853, 103862, 103899, 115083, 115159,

115235, 115327, 115498, 130398

Icl|scaffold316.1_size188078 214 69802, 81665, 82007, 82008, 117410
Icl|scaffold186.1_size240422 5/4 71293, 71297, 114268, 114557, 114562,
123752, 123813, 138580, 138597
Icl|scaffold122.1_size285303 11/0 135339, 135421, 223960, 224052, 224102,
224110, 224202, 224280, 224288, 224314,
224370
Icl|scaffold23.1_size474064 8/5 194812, 194886, 195279, 198920, 199249,

213051, 213318, 355053, 359390, 359423,
359472, 359553, 359567

FONTE: O autor (2014)
NOTA: SNP: polimorfismo de nucleotideo Unico. Indel: inser¢éo/delecéo.

TABELA 6 — LOCALIZACAO DE POLIMORFISMOS EM REGIOES GENOMICAS DE CANAIS
IONICOS ABERTOS POR LIGANTE (LGICS) (SCAFFOLDS LGIC) EM UM ISOLADO DE
Haemonchus contortus RESISTENTE A IVERMECTINA (IVR1503) QUE MOSTRARAM UM PADRAO
DE DISTRIBUICAO DIFERENTE, QUANDO COMPARADO A OUTROS SCAFFOLDS DE IVR1503 E
PF23 (ISOLADO DE H. contortus SUSCETIVEL A IVERMECTINA).

Identificagdo de scaffolds LGIC SNPs/indels Posicoes de variantes

Icl|scaffold21.1_size487937.4.393693_ 487937 9/0 330, 378, 402, 410, 653, 713, 1009, 1040

Icl|scaffold3535.1 size24826 13/0 363, 383, 399, 439, 449, 7085, 7104, 7112,

7341, 7362, 7365, 7407, 7411

Icl|scaffold41.1_size403548.2.329901_ 403548 6/0 373, 490, 520, 689, 706, 720

Icl|scaffold1434.1 size72666 9/1 943, 1008, 1108, 1259, 26280, 26386,

41372,41384, 41621

Icl|scaffold1215.1 size82487 6/0 5877, 6145, 18584, 18830, 73326

Icl|scaffold45.1_size385644.5.70900_ 385644 11/0 9456, 9531, 9703, 284096, 299809, 299854,

299884, 299893, 300110
Icl|scaffold27.1_size442791 9/1 3891, 10852, 10939, 10956, 10990, 11019,
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11043, 132260, 132284, 176167
lcl | scaffold573.1_size138451 19/0 11448, 11487, 11705, 14035, 14036, 14063,
69380, 69423, 69570, 69768, 90708, 90757,
90761, 90797, 90969, 91021, 91061, 91090
Icl | scaffold776.1_size114329 15/4 20000, 20306, 28519, 112786, 112791,
112845, 112847, 113225, 113292, 113442,
113451, 113455, 113545, 113595, 113597,
113609, 113766, 114014, 114019

Icl|scaffold1833.1_size58677 13/0 22677, 22719, 22960, 23341, 23353, 23648,
23680, 23717, 23901, 23970
Icl| scaffold90.1_size309204 6/0 25452, 25784, 25793, 25805, 121539,
121585
Icl|scaffold1630.1_size65151 12/5 376, 377,696, 1103, 25727, 44297, 44339,

44345, 44361, 44651, 44663, 44674, 44685,
44728, 44819, 50890, 50912

Icl|scaffold2322.1_size44881 8/0 32846, 32853, 32899, 32916, 32961, 33007,
33024, 33059
Icl|scaffold505.1_size148541 15/1 34334, 34624, 68642, 68675, 68957,

125335, 125353, 125374, 142098, 142300,
142353, 142361, 142399, 142461, 142557,

142572
Icl| scaffold907.1_size100980 7/0 40074, 40088, 51500, 51549, 51732, 79984
Icl|scaffold1092.1_size89268 5 43134, 43503, 43508, 43552, 52727
Icl| scaffold96.1_size307271 5/1 49974, 50288, 50300, 50308, 50333, 209305
Icl|scaffold28.1_size436153 9/0 57753, 57860, 58025, 58131, 58142,
183695, 324695, 324951, 324952
Icl|scaffold175.1_size246567 7/6 84557, 84707, 84720, 84828, 84885, 84886,

236329, 236350, 236374, 236435, 236524,
236629, 236743

Icl|scaffold5.1_size735775 5/3 6864, 6897, 99714, 402694, 672660,
672671, 673192, 673283
Icl| scaffold487.1_size152046 1/6 46623, 84765, 84943, 85081, 85084,
102076, 102677
Icl|scaffold635.1_size130355 5/0 120628, 120636, 120867, 120885, 120921
Icl|scaffold127.1_size283107 7/6 114970, 134447, 134784, 184969, 185269,
185277, 208235, 254230, 254319, 254320,
254389
Icl|scaffold493.1_size151450 2/4 137381, 137385, 138384, 138691, 138698
Icl| scaffold547.1_size141490 3/5 560, 615, 627, 628, 635, 139449, 139465,
139726
Icl|scaffold438.1_size160931 10/3 152322, 152329, 152591, 152823, 152834,

152839, 159964, 160051, 160069, 160177,
160238, 160408
Icl|scaffold23.1_size474064 7/5 194812, 194886, 195279, 198920, 199249,
213051, 213318, 359390, 359423, 359472,
359553, 359567
Icl|scaffold34.1_size425167 6/1 310005, 396281, 413548, 413570, 413600,
413664, 413679

FONTE: O autor (2014)
NOTA: SNP: polimorfismo de nucleotideo Unico. Indel: inser¢éo/delecéo.
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4.4 DISCUSSAO

Tecnologias de sequenciamento de nova geracao (SNG), como lllumina,
permitem a identificacdo de SNPs/indels em menor tempo, com alta eficacia, sendo
uma alternativa promissora para ser aplicada em varias areas de pesquisa, incluindo
estudos genéticos em larga escala e de comparacdo de genomas. Nota-se que a
variacdo alélica € uma caracteristica importante usada para identificar genes
associados a resisténcia a varios anti-helminticos (GILLEARD e BEECH, 2007). O
uso de alguns parametros, tais como a filtragem de variantes de alta qualidade,
como feito no presente estudo, aumenta a eficiéncia da analise gendémica. Esses
meétodos estdo sendo rapidamente atualizados, com o desenvolvimento de novos
programas estatisticos e de recomendacbes para a analise de dados SNG
(NIELSEN et al., 2011). Neste estudo, varios SNPs/indels foram identificados a partir
de alinhamentos de mudltiplas leituras Illumina em referéncias de scaffolds
disponiveis (LAING et al.,, 2013). O uso de leituras paired-end pode melhorar a
gualidade do mapeamento e a profundidade de cobertura das sequéncias. Até o
momento, esta é a primeira abordagem de SNG para identificar SNPs e indels nas
grandes regifes gendmicas de transportadores ABC e receptores LGIC, usando
isolados de H. contortus suscetivel (PF23) e resistente a IVM (IVR1503). A simples
abordagem de chamada de variantes utilizada tem potencial de aplicagdo em muitos
laboratorios para pesquisas similares. Além disso, a recente disponibilidade de dois
genomas do H. contortus fornece uma base de dados sdlida para estudos do
genoma completo, particularmente para a associacdo de loci genéticos com a
resisténcia anti-helmintica. Contudo, cabe destacar a dificuldade na montagem dos
genomas, bem como em analises posteriores, devido a diferencas encontradas entre
os dois, incluindo, por exemplo, o tamanho de 320 Mb (SCHWARZ et al., 2013) e
370 Mb (LAING et al., 2013).

Uma caracteristica comum a maioria dos estudos genéticos de resisténcia €
0 uso de parasitos isolados por meio de passagens em ovinos por muitas geracoes,
em laboratorio, com ou sem tratamento anti-helmintico, mantendo uma presséo de
selecdo, e obtendo isolados de parasitos selecionados ou nao para determinada

droga. Embora essa metodologia permita a associacdo de um fendtipo com
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mudancas alélicas que podem ser devidas a selecdo ocorrida durante a exposicao
ao anti-helmintico, algumas alteragdes podem ocorrer possivelmente devido a outras
causas, como o processo de endogamia ou o efeito de gargalo populacional
(BLACKHALL et al. 2003). Além disso, com tal metodologia, pode-se obter uma
situacao diferente da encontrada a campo. Buscando evitar esse problema, usou-se,
no presente trabalho, uma abordagem alternativa, comparando-se um isolado de
laboratério de H. contortus suscetivel a IVM (PF23) e um isolado de campo de H.
contortus resistente a IVM (IVR1503), cuja resisténcia ndo foi induzida em
laboratério, sendo submetido a uma Unica pressao de selecdo, com tratamento
utilizando uma dose dobrada de IVM para a eliminacdo de parasitos suscetiveis.
Além disso, enquanto muitos estudos tém examinado genes especificos associados
a resisténcia as LMs, separadamente, neste estudo foram analisadas as grandes
regides gendmicas disponibilizadas recentemente por Laing et al. (2013), contendo
todos os genes conhecidos de transportadores ABC e receptors LGIC de H.
contortus, inclusive os genes candidatos relacionados com a resisténcia a IVM a
partir de estudos anteriores, aléem de um grande numero de genes ainda nao
identificados.

Nesta pesquisa, foram apresentadas as diferencas de polimorfismos entre
um isolado resistente e suscetivel a IVM e, em geral, um menor namero de
SNPs/indels foi encontrado nas regides de ABC e LGIC do segundo. Sabe-se que a
manutencdo de um isolado em laboratério leva a reducao na variabilidade genética,
devido ao processo de endogamia, 0 que poderia explicar essa diferenca. As
distribuicbes da frequéncia de alelos dos SNPs, mostradas na Figura 3, estdo de
acordo com relatos anteriores de analises de mineracdo de SNPs em espécies nao
modelo (VALENZUELA-MUNOZ et al.,, 2013). A maior parte das variantes
selecionadas foi localizada em regifes nao codificantes. Uma grande quantidade de
variacdo em sequéncia em determinadas regides do genoma nao tem uma razao
clara para tal, e acredita-se que a elevada taxa de mutacdo em parasitos que
ocorrem em regides nao codificantes pode ajudar a explicar a capacidade do H.
contortus tornar-se rapidamente resistente a uma grande variedade de anti-
helminticos (SCHWARZ et al.,, 2013). Estudos demonstraram que regifes nao
codificantes do genoma também podem regular a expressdo poés-transcricional de
uma variedade de genes (NOZAKI e CROSS, 1995; JOAQUIM e EL-HANI, 2010),
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por exemplo, influenciando a quantidade, a localizacdo e a estabilidade de
moléculas de RNA mensageiro. Assim, sugere-se que pesquisas adicionais sejam
realizadas, a fim de identificar, no processo de expressdo génica, a influéncia dos
polimorfismos detectados em sequéncias ndo codificantes.

Em principio, as varia¢cdes na forma de SNPs/indels sdo encontradas em
posicdes aleatdrias em todo 0 genoma, incluindo as grandes regifes de ABC e de
LGIC, sendo quase impossivel encontrar uma ou duas variagdes que realmente
causem a resisténcia. Portanto, usou-se, aqui, uma abordagem diferenciada, que
nao se limitou simplesmente a procurar variacbes presentes somente em IVR1503
ou em PF23. Buscou-se, por outro lado, obter uma visdo geral dos padrbes de
distribuicdo de SNPs/indels nas regides gendmicas de ABC e LGIC. Entre todos os
scaffolds usados para mapeamento, alguns provavelmente devem conter variantes
acidentais decorrentes simplesmente de diferencas na origem genética das
populacbdes de parasitos. Contudo, outros apresentaram um padrdo diferente de
polimorfismos no isolado resistente (com relacdo a quantidade e a distribuicdo de
variantes), ap6s a comparacdo da incidéncia de polimorfismos entre todos os
scaffolds de IVR1503 e de PF23. Em algumas dessas regides, pode haver mutacbes
gue causam resisténcia nas proximidades. Assim, variantes especificas podem
representar potenciais mudancas associadas a resisténcia a IVM, e seréo estudadas
em uma etapa seguinte.

A base de muitas pesquisas tem sido a comparacdo detalhada de genes
candidatos particulares entre isolados de parasitos resistente e suscetivel a
determinada droga, a fim de encontrar mutacdes associadas com o fendtipo de
resisténcia ou suscetibilidade. No entanto, 0s mecanismos complexos da resisténcia
anti-helmintica devem ser multigénicos em H. contortus (SCHWARZ et al., 2013) e
tem sido dificil progredir no entendimento da base molecular da resisténcia, bem
como determinar marcadores moleculares para uso em provas diagnosticas. O
conhecimento € mais avancado para o grupo dos benzimidazdis, com a identificacédo
de polimorfismos no gene da B-tubulina associados com a resisténcia (VON
SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009), mas para o levamisole e as LMs nenhum
marcador molecular ligado a resisténcia esta disponivel (WILLIAMSON et al., 2011).
Parasitos nematoides possuem uma grande familia de LGIC, e varios estudos tém

associado polimorfismos de alguns genes ao processo de resisténcia as LMs. Uma
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Unica substituicdo de aminoacido L256F no gene avr-14 alterou a resposta a IVM em
Cooperia oncophora (NJUE e PRICHARD, 2004) e H. contortus (McCAVERA et al.,
2009). A substituicdo K169R na subunidade do gene Igc-37 associado a GABA levou
a diminuicdo de sensibilidade a moxidectina (FENG et al., 2002). Em H. contortus,
uma substituicdo de A169V na subunidade do gene glc-5 potencializado pelo
glutamato e o seu efeito para as LMs também tem sido estudados (BEECH et al.,
2011). A importancia desses genes para o desenvolvimento de resisténcia as LMs,
bem como a confirmacédo por meio de testes de comparacdo entre isolados de
laboratério e de campo ainda precisam ser determinadas. Embora os canais de cloro
potencializados por glutamato e GABA sejam o0s principais mediadores das LMs,
essas drogas sdo moduladoras alostéricas de varios canais de cation e anion
(KRAUSE et al., 1998). Um unico SNP no gene ggr-3 de H. contortus associado a
dopamina apresentou uma reducdo significativa de expressdo em isolados
resistentes as LMs. Contudo, faz-se necessario estudar os efeitos na expresséo de
proteinas e a funcédo do gene na resisténcia as LMs (MOLENTO et al., 1999; RAO et
al., 2009).

Além disso, alguns genes de transportadores ABC também tém sido
associados a resisténcia as LMs em nematoides, como pgp-1 e pgp-2. Um aumento
na expressao de P-gp causa também um aumento no transporte de drogas e sua
remocao a partir do sitio de acdo (XU et al., 1998; BEECH et al., 2011). Uma Unica
substituicdo de aminoacido S581Y encontrada em uma variante bovina do semi-
transportador (half-transporter), ABCG2 (MERINO et al., 2009), e a expressdo de
genes mrp (ARDELLI et al., 2009) podem estar ligadas a resisténcia as LMs. Em
ambos os isolados IVR1503 e PF23, nenhuma variante selecionada foi encontrada
em regibes codificantes de proteinas conhecidas e previamente associadas a
resisténcia a IVM, tendo sido identificado apenas um pequeno grupo de SNPs
presentes em éxons de genes desconhecidos. A maioria desses SNPs foram
identificados como nédo sinbnimos. Propbe-se, assim, a andlise desses novos SNPs
em estudos epidemiolégicos, a fim de determinar sua funcéo/relacdo com a
resisténcia a IVM, utilizando-se ferramentas de genémica funcional, como técnicas
de RNA de interferéncia.

H& um consenso cientifico de que mais pesquisas sd0 necessarias para

compreender a base molecular da resisténcia anti-helmintica e desenvolver métodos
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confidveis de diagndstico e monitoramento para melhorar a utilizagdo de drogas no
controle parasitario em animais de producdo. Neste estudo, identificou-se um banco
de dados abrangente para sitios polimoérficos candidatos confiaveis, contendo um
conjunto selecionado de variantes para H. contortus que podem estar associadas a
resisténcia a IVM e ainda ser um recurso util para futuros estudos que visam ao
aprimoramento das ferramentas de diagnéstico. Nesse aspecto, cabe frisar que os
resultados obtidos neste trabalho devem ser interpretados com cautela, na medida
em que pesquisas adicionais sao necessarias para avaliar o comportamento desses
alelos em isolados de parasitos de campo resistentes e suscetiveis a droga e sua
real aplicacado em situagdes no campo.

Na presente pesquisa, buscou-se relatar um extenso conjunto de dados
contendo a identificacdo e a comparacao de polimorfismos nas regides gendmicas
de ABC e LGIC descrito em H. contortus. Com isso, foi obtido um importante ponto
de partida, contendo uma fonte de SNPs/indels selecionados, passiveis de serem
utilizados para avaliacdo e validacdo de marcadores para a resisténcia a IVM em
uma préxima etapa de estudo, o que pode beneficiar o avanco do conhecimento
para o diagnéstico molecular da resisténcia anti-helmintica. Foram analisadas
regides contendo 0s principais genes associados a resisténcia a IVM em H.
contortus, e também regibes proximas, utilizando-se dados SNG, proporcionando,
como mencionado anteriormente, um potencial conjunto de SNPs/indels para
analises experimentais futuras. Esta investigacdo possibilita, assim, novas
perspectivas quanto ao conhecimento molecular de regifes selecionadas
associadas a IVM para um dos parasitos de pequenos ruminantes mais importantes
em todo o mundo. Por fim, o grande conjunto de dados de sequenciamento obtidos
neste estudo podera também ser utilizado para avaliar outras regiées genémicas

relevantes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Devido ao grande impacto que a resisténcia anti-helmintica possui em
relagdo a producdo e ao bem-estar de pequenos ruminantes, torna-se evidente a
necessidade urgente de testes diagndésticos sensiveis e economicamente viaveis
para a deteccdo e o monitoramento da resisténcia. Diversos estudos com testes in
vivo e in vitro (incluindo testes moleculares) — para avaliar varios fatores tais como
confiabilidade, significado pratico e repetibilidade/reprodutibilidade — ainda buscam
respostas que possam embasar a escolha de uma melhor alternativa de diagnéstico
e controle parasitario no campo. Particularmente, para algumas drogas, como as
lactonas macrociclicas, os mecanismos moleculares e o desenvolvimento de testes
para a resisténcia parecem ser complexos. O capitulo referente a revisao
bibliografica buscou, além de reforcar a importdncia e as consequéncias da
resisténcia anti-helmintica em parasitos nematoides (como o Haemonchus
contortus), descrever a situacdo atual dos principais testes disponiveis para a
deteccéo da resisténcia as drogas comumente utilizadas em producdes animais, a
partir de dados disponiveis na literatura.

O uso do teste in vitro de migracédo de larvas em agar para a deteccao de
resisténcia anti-helmintica, comumente aplicado em varios laboratérios,
demonstrado no terceiro capitulo desta tese, evidencia o potencial desse método
com a geracdo de dados significativos estatisticamente. Entretanto, a adaptacéo, a
padronizacdo e a execucdo de estudos epidemiologicos futuros sdo consideradas
etapas decisivas para tornar o teste aplicavel na pratica de rotina de laboratorios.

Identificou-se também, no presente trabalho, um banco de dados abrangente
para sitios polimorficos candidatos confiaveis, contendo um conjunto selecionado de
variantes para H. contortus que podem estar associadas a resisténcia a IVM e ainda
ser um recurso Util para futuros estudos que visem ao aprimoramento das
ferramentas de diagnostico. Nesse aspecto, cabe frisar que os resultados obtidos
aqui devem ser interpretados com cautela, na medida em que pesquisas adicionais
sd0 necessarias para avaliar o comportamento desses alelos em isolados de
parasitos de campo resistentes e suscetiveis a droga e sua real aplicacdo em

situagdes no campo.
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No presente estudo, um conjunto de variantes selecionadas (SNPs/indels)
encontrado em regides gendmicas de ABC e LGIC no parasito H. contortus foi
considerado um importante ponto de partida para o estudo da associacdo de
polimorfismos a resisténcia a IVM, com dados obtidos a partir de uma abordagem
gendmica diferente da maioria das pesquisas atuais. Tais dados foram apresentados
em detalhes no quarto capitulo, com a descricdo de um pipeline eficaz para detectar
SNPs e indels, utilizando sequenciamento NGS. A avaliacdo/validacdo dessas
variantes podem identificar quais marcadores moleculares sdo importantes para a
resisténcia a IVM em H. contortus no campo, contribuindo para o aumento do
conhecimento molecular de regi6es do genoma associadas a resisténcia a droga. Ao
mesmo tempo, o armazenamento dos dados de sequenciamento gendmico obtidos
neste trabalho permite o seu uso em avaliacbes de outras regides de interesse,
possibilitando também a pesquisa de polimorfismos associados a resisténcia a

outras drogas, como, por exemplo, os benzimidazois.
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ANEXO 1 — APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Universidade Federal do Parana
Setor de Ciéncias Agrarias
Comissiio de Etica no Uso de Animais — CEUA SCA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo no. 021/2010, referente ao projeto “Marcadores moleculares para
resisténcia a ivermectina em Haemonchus contortus”, sob a responsabilidade de Fernanda Silva
Fortes, na forma que foi apresentado, foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Setor de Ciéncias Agrarias, em reunido realizada dia 09 de Dezembro de 2010. Este certificado
expira em 09 de dezembro de 2011.

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 021/2010, regarding the project “ Molecular markers for
resistance to ivermectin in Haemonchus contortus ”, in charge of Fernanda Silva Fortes, in the
terms it was presented, was approved by the Animal Use Ethics Committee of the Agricultural
Sciences Campus of the Universidade Federal do Parana (Federal University of the State of Parana,
Southern Brazil) during session on December 2010. This certificate expires on December, 2011.

Curitiba, 09 de dezembro de 2010.

ekl Diiohitaeton Patrick Schmidt

Presidente Vice-Presidente

Comissio de Etica no Uso de Animais
Setor de Ciéncias Agrarias
Universidade Federal do Parana.




106

ANEXO 2 — CERTIFICADO DE ESTAGIO REALIZADO NO EXTERIOR

Certificate of Participats »

Presented by the Canadian Office of the
% Inter-American Institute for Cooperation on Agriculture to %

Ms. Fernanda Silva Fortes

In recognition for her successful participation in

IICA Canada's 2011 Research and Internship Program

A Loret, Yl Hfe.

Dr. Audia Barnett S BraHy éodghler Holmes
1ICA Representative in Canada Technical Cooperation Specialist, IICA Canada

1S
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ANEXO 3 — CARTA SUPERVISIONADA DE ESTAGIO REALIZADO NO EXTERIOR

McGill

Institute of Parasitology Institut de parasitologie

McGill University Université McGill Tel.: (514) 398-7722
Macdonald Campus Campus Macdonald Fax: (514) 398-7857
21111 Lakeshore Road 21111, chemin Lakeshore

Ste. Anne de Bellevue Ste-Anne-de-Bellevue

Quebec, Canada H9X 3V9 Québec, Canada H9X 3V9

Thursday, 22 December, 2011

Ms Fernanda Fortes arrived in my lab on 26th September 2011 and worked continuously for the
following 3 months and will be flying back to Brazil tomorrow, December 23rd. She worked very
diligently while she was here and made substantial progress. She focused on two different projects
during her time in Canada. First, a project to investigate whether genome wide sequencing can be used
to determine levels of polymorphism at random locations around the genome for association with
resistance to IVM. Second, a related project to determine the pattern of genetic linkage within a long
continuous stretch of the X-chromosome and thereby estimate the power of recombination to disrupt

association between anthelmintic resistance and linked genetic markers.

During this work, Fernanda gained experience is modern molecular biology techniques including
genomic DNA purification from parasite material, PCR amplification of specific sequences, agarose-

gel electrophoresis, restriction digestion of PCR products and Sanger DNA sequencing

Yours sincerely

D obaet

Robin N. Beech PhD
Associate Professor
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ANEXO 4 — INFORMACOES/HISTORICO RELACIONADO A PROPRIEDADE 1503

Propriedade: Fazenda Pinhalzinho

Cédigo da propriedade: 1503

Municipio: Engenheiro Coelho - SP

Altitude: 655

Latitude: 22°29'18” Longitude: 47°12'54”

Data da coleta de amostras/informacdes: 29/04/2009

Area total: 2000 ha

Area de pastagem: 15 ha

Raca: Santa Inés (956 fémeas, 22 machos, 250 cordeiros)

Atividade: carne e reprodutor

Teste de eficacia - % (TRCOF): Ivermectina (16), albendazol (0), levamisol (94),
moxidectina (99), closantel (78)

Identificagdo/coprocultura (controle): T (11), H (59), C (22), S (-), O (8)
Identificagdo/coprocultura (ivermectina): T (4), H (89), C (5), S (-), O (2)
Identificacdo/coprocultura (albendazol): T (1), H (68), C (8), S (-), O (23)
Identificacdo/coprocultura (levamisol): T (-), H (100), C (-), S (-), O (-)
Identificagdo/coprocultura (moxidectina): T (1), H (87), C (5), S (-), O (7)
Identificagdo/coprocultura (closantel): T (22), H (11), C (28), S (-), O (39)
Gendtipo: RR (41,2), RS (47,1), SS (11,8), alelo f(A) (0,65), alelo f(T) (0,35)
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ANEXO 5 — CRONOGRAMA DO PERIODO EXPERIMENTAL RELACIONADO AS
INFECCOES DE OVINOS

Tratamento anti-helmintico Tratamento anti-helmintico Tratamento anti-helmintico
de ovinos de ovinos de ovinos
{Grupo 1 R-IVM) (3 semanas) (Grupo 2 R-WTIJ} (3 semanas) (Grupo 3 R.I\nld] {3 semanas)
! Passagem 1
: Infecgdo experimental : (8.000 Ls da coprocultura 2 -
1 (8.000 L, da coprocultura 1) | pos-tratamento VM)
. ey L e, "

ST Grupo Grupo Grupo 2 R-IVM
Infecgdo experimental 1 R-IWVM 2 R-IVM Grupo 3 R-IVM

(8.000 L, — isolado de . " i I i
parasitas de campo) (Recuperaho de, COPrOCUIUIA2 o i p 1

I
| ovosde U de | i ity 1o I 1
| M. comorbas —» | Testes in Vilro | pés-tratamento ICODFOGJ|TUF33 "

de migracdo de
| I ¥ 1 VI 1 1
Coproculiura 1 larvas
Semanas 0 2 4 6 8 12 16 18 20 22 24
171032011 16/04/2011 130572011 110772011 05/08/2011 1310972011
Infecgédo oral com 8.000 larvas de Tratamento com Eutanasia de ovinos e coleta
terceiro estagio (La) IVM (sobredose) de parasitas adultos

* Cada grupo com dois ovinos.
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ANEXO 6 — PROTOCOLO DA TECNICA DE COPROCULTURA E COLETA DE
LARVAS INFECTANTES DE TRICOSTRONGILIDEOS

Roberts & O’Sullivan (1950)

Amostras: 20g de fezes para bovinos e equinos ou 6-10 sibalas para ovinos e
caprinos.

Material: Frasco de vidro e plastico, carvao vegetal ou vermiculite, espatula, tubo de
ensaio, placa de Petri, pipeta Pasteur, estufa (28° C e 70% umidade), Lugol, copo

conico.

METODO

1. Misturar as fezes colhidas da ampola retal com espatula e um pouco de
vermiculite (2:1) dentro de um frasco de vidro (3% do volume do frasco) e
umedecer levemente, formando uma fina camada de agua no fundo do frasco. O
material ndo deve apresentar aparéncia aquosa.

2. Limpar os bordos do frasco e tampa-lo com a placa de Petri. Permitir a aeracéo
da cultura colocando um corddo de algodéo entre o frasco e a placa.

3. Colocar o frasco e a mistura em estufa controlada entre 25 a 27°C com umidade
entre 70% por sete dias (Nematodirus: 15 dias) tomando o cuidado de manter a
umidade no frasco durante este periodo. Pode-se deixar o contetudo por 10 dias
fora da estufa. E importante verificar o cultivo/umidade a cada dois dias para
verificar se existe crescimento de fungo.

4. Para recuperar as larvas de terceiro estadio infectantes deve-se colocar agua
morna (35-40°C) até o bordo do frasco, tampando-o e invertendo-o
bruscamente, sem derramar.

5. Deve-se colocar 10 mL de agua na placa de Petri para permitir a saida das
larvas. Pode-se usar o aparato de Baermann para recuperacdo das larvas em
grande quantidade.

6. Pipetar as larvas ap0s 2h, pois ira ocorrer a migracdo das larvas para a por¢ao
liguida com auxilio de pipeta, colocando em copo cbnico (célice de

sedimentacao) ou tubo de ensaio.
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7. Permitir a decantagdo por 2h e retirar o sobrenadante e colher amostra para
identificacéo.

8. Fazer linhas longitudinais com as larvas em laminas de vidro ou colocar uma
gota de solugdo com as larvas e colocar laminula para observacdo em
microscopio (10x e 40x).

9. Adicionar uma gota de Lugol para melhor visualizagdo das estruturas das larvas.
Deve-se utilizar manual técnico para identificacdo, observando detalhes da
cabeca e cauda/bainha.

Obs.: Pode-se guardar o tubo de ensaio contendo as larvas em geladeira

(sem Lugol) onde estas permanecerdo vivas por até 90 dias. Deve-se tomar o

cuidado de nao utilizar serragem de madeiras muito verdes e que contém resinas.

E importante fazer a correlacdo dos dados da OPG com a proporg&o

de larvas (género ou espécie) encontradas na coprocultura.

Solucédo de Lugol: lodo cristalizado................... 1 parte
lodeto de potassio............... 5 partes
Agua destilada................ 100 partes

Dissolve-se o iodeto de potassio em agua e apos adicionar o iodo cristalizado

para ser dissolvido.
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ANEXO 7 — PROTOCOLO DA TECNICA DE IDENTIFICACAO E CONTAGEM DE
OVOS DE HELMINTOS POR GRAMA DE FEZES (OPG)

Gordon & Whitlock — modificado (Ueno e Gongalvez, 1998)

Principio: Método de flutuacdo associado a contagem de ovos, usando a camara
McMaster. Exame microscopico quantitativo e qualitativo.

Amostras: 4g de fezes (bovinos, eqlinos e suinos) e 2g de fezes (ovinos e caprinos).
Material: Solucdo hipersaturada de cloreto de sddio; camara McMaster; bastao de
vidro; copo graduado; copo plastico; pipeta Pasteur e peneira.

METODO

1. Inicialmente, realiza-se a colheita de fezes (6 a 8 cibalas) diretamente da ampola
retal do animal com o auxilio de um saco plastico fino. Apos a colheita, as
amostras devem ser acondicionadas em isopor com gelo e encaminhadas ao
laboratorio.

2. O exame de contagem de OPG deve ser feito em, no maximo, 4 dias apos a
colheita das fezes. Até 0 momento da realizacdo do exame, as amostras devem
ser refrigeradas (jamais congeladas) em geladeira (a 4 °C) em sacos plasticos
bem lacrados.

3. Para a contagem de OPG (Figura 1), no minimo um dia antes dos exames, a
solucdo saturada de sal é preparada por meio da adicdo de sal a um litro de
agua até que o sal comece a precipitar.

4. Acrescentar em um copo: 28 mL de solucao saturada (quando usar 2g de fezes)
ou 56 mL de solucédo saturada (quando usar 4g de fezes). Triturar as fezes com
0 bastado de vidro e homogeneizar.

5. Passar a mistura para outro copo através da peneira.

Homogeneizar o liquido e, com a pipeta Pasteur, retirar uma amostra para
preencher as duas cavidades da camara de McMaster.

7. Esperar 3 min para os ovos flutuarem e observar ao microscépio (objetiva 10x),

iniciando a contagem.
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8. Nas duas células da camara McMaster devem ser contados os ovos da familia
Trichostrongylidae, de Strongyloides spp (ovos larvados), de Moniezia spp e 0s
oocistos de Eimeria spp (Figura 2). Vale ressaltar que os ovos degenerados nao
devem ser considerados. Contar também os ovos existentes nas linhas. Cuidado
com a existéncia de bolhas de ar e ndo confundi-las com ovos.

9. O numero de ovos obtido nas duas células da camara McMaster &€ multiplicado
por 50 para a obtencdo da contagem de OPG. O resultado da contagem de ovos
da a quantidade de ovos por grama de fezes (OPG).

e Observacéao: Registrar o procedimento e resultados em Planilha de OPG.

e E importante fazer a correlacdo dos dados da OPG com a propor¢édo de
larvas (género ou espécie) encontradas na coprocultura.

e A presenca de oocistos de protozoarios e de ovos de cestdodeos sera
observada, mas nao contados.

e Significado da contagem de ovos por grama de fezes (OPG): O significado da
contagem de ovos (OPG) nado é indicativo real do grau de infeccdo do
hospedeiro, devendo-se sempre levar em consideracdo a manifestacdo de

sinais clinicos nos animais e variacao entre as amostras.

Solucéo hipersaturada de cloreto de sédio:

N = T 350¢g
AQUAL.....cv i 1.000mL
28 mL
Preencher 2 células
Camara McMaster
-

\

1L Sol. Saturada

(375g sal) 2g fezes Homogeneizar Coar Ntimero de ovos x 50 = OPG

Figura 1. Esquema do método de contagem de ovos por grama de fezes (OPG).

Fonte: Laboratério de Sanidade Animal da Embrapa Pecuéria Sudeste.
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Figura 2. Imagens microscépicas de ovos e oocistos de parasitos gastrintestinais de
ovinos. a) Ovos da familia Trichostrongylidae; b) ovos de Strongyloides spp; ¢) ovos
de Moniezia spp; d) oocistos de Eimeria spp. Fonte: Laboratério de Sanidade Animal
da Embrapa Pecuéria Sudeste.
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ANEXO 8 — PROTOCOLO DA TECNICA DE NECROPSIA PARASITOLOGICA
PARA ISOLAMENTO E MANUTENCAO DE Haemonchus contortus

Objetivo: Obtencédo de coproculturas puras de H. contortus.

Material: barbante; bandejas; tesouras; estufa a 36°C; estufa para coproculturas;
luvas; estiletes (agulha encurvada, fixada em uma haste); placa de Petri;
microscoépio estereoscopio (lupa); solucéo fisioldgica (deve ser mantida o tempo todo
a 36°C. Se néo fizer isso, as fémeas morrerdo ou ndo realizardo postura); fezes
autoclavadas (fezes de equinos autoclavadas = fezes colocadas em pote de vidro
envolvido em papel craft e fechado com fita crepe, a 120°C por 30 min); calice de
sedimentacao; pipeta Pasteur.

METODO

1. Separar o sistema digestorio (omaso e abomaso) por meio de ligaduras duplas.

2. Abrir os dois segmentos do sistema digestério dentro de recipientes (bandejas),
para ndo haver perda de conteudo.

3. O processo de lavagem e raspagem pode danificar as fémeas. Por isso, 0
abomaso deve ser aberto sobre a bandeja (*sempre manter tmido com solucéo
fisiolégica a 36°C) e, imediatamente, transferir o contetido a outra bandeja com
solucéo fisiologica a 36°C.

4. Coletar os adultos (fémeas) de Haemonchus manualmente (cuidado para néo
pegar Trichostrongylus) diretamente da mucosa e do conteudo com auxilio de
estilete, e coloca-los em placas de Petri com solucdo fisioldgica a 36°C.

5. Incubar as placas de Petri em estufa a 36°C por um periodo de 2 a 12 horas
para realizacéo de ovipostura.

e Incubar as placas de Petri em estufa a 36°C por 4 horas.

e ApoOs esse periodo, transferir os adultos para outra placa de Petri com solugéo
fisiol6égica a 36°C (deixar por 4 horas na estufa), e colocar a solucdo com o0s
ovos em um célice de sedimentacéo por 3 horas.

e Retirar o sobrenadante do calice de sedimentacdo (deixando apenas a
solucéo contendo os ovos).

*Esse procedimento pode ser repetido por 3 ou 4 vezes.

6. Pipetar a solucdo contendo os ovos em fezes autoclavadas e manter a 27°C por

10 dias para obtencéo de larvas de terceiro estadio (coproculturas).
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ANEXO 9 — PROTOCOLO DO TESTE DE MIGRACAO DE LARVAS EM GEL DE

AGAR (MODIFICADO)

METODO

1. Colher larvas de terceiro estadio frescas apds coprocultura.

2. Adicionar 0,3% de hipoclorito de sodio para desembainhar as larvas (aprox. 1h).
Verificar se existem 90% das larvas sem bainha e com 90% de motilidade.

3. Lavar as larvas 3 vezes em agua destilada centrifugando em 3000 rpm/2min.
Colocar 400 larvas para cada grupo de tratamento, por dose e em triplicata.
Colocar as larvas em 0,5mL de agua destilada e adicionar mais 0,5mL com a
diluicdo do produto, preparado previamente em frasco diferente (total 1 mL).

6. Colocar a solugédo aguatlarva+produto em placa de 24 pocos em incubadora a
27°C/6h.

7. Colocar, apos isto, 1 mL de solucdo de Agar a 1,4% a 45°C em cada poco (total
2 mL) e transferir imediatamente a solugdo Agar + solugcdo com as larvas para
um aparato* previamente preparado utilizando pipeta de 5 mL.

8. Colocar o aparato em incubadora a 27°C por 18 h sob lampada de 150 MHz. O
objetivo da luz é estimular a mobilidade das larvas para fora do gel.

9. Apés a segunda incubacdo, retirar a por¢ao liquida da solu¢cdo em tubo Falcon
de 50 mL com tampa. Centrifugar a 3000 rpm por 5 min. O volume final deve ser
de 10 mL.

10. Agitar o tubo (vortex) por 3 segundos e retirar 3 aliquotas de 1 mL para analise,
colocando 10 pL de solucédo de iodo a 2% em cada amostra.

11. Colocar as amostras de 1ml em Eppendorf, centrifugar por 3 min/3000rpm.

12. Contar as larvas (100uL x 3) em microscoépio.

13. Multiplicar a média obtida das aliquotas por 10.
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*Preparo do aparato: placa de Petri, contendo uma malha plastica na base e uma

malha de abertura menor sobre esta e ainda um cilindro plastico com 2 cm de altura
acima deles. Deve-se colocar 22 mL de &gua destilada e colocar o aparato no
freezer para que a agua feche as malhas no congelamento. Deve-se permitir que
exista espaco no cilindro para colocar a solucéo final de 2 mL.
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ANEXO 10 - PROTOCOLO DA TECNICA DE EXTRACAO DE DNA -

PREPARACAO DE DNA DE UM UNICO ADULTO DE Haemonchus

contortus

Buffer de Extracdo para 1 parasito: 190 pL STE; 8 pL Mercaptoetanol; 2 pL

Proteinase K

Siga os passos para purificar o DNA de um adulto individual de H. contortus:

1.

Prepare uma quantidade de Buffer de Extracdo suficiente para o numero de
parasitos que vocé deseja processar. Se vocé tem 10 parasitos, faca Buffer

suficiente para 12.

. Identifique tubos eppendorf suficientes para a quantidade de parasitos que vocé

guer extrair.

. Coloque 200 pL de Buffer de Extracdo em cada tubo.

4. Adicione um parasito em cada tubo e feche a tampa.

5. Incube o tubo a 37°C por pelo menos 1 hora. Cheque para ter certeza que 0s

parasitos estdo completamente dissolvidos.

. No fluxo, adicione 200 pL de Fenol Cloroférmio.
. Agite o tubo para misturar os conteudos completamente.
. Centrifugue por 2 min e identifique novos tubos, um para cada parasito.

. Transfira o liquido limpo pela superficie do liquido para novos tubos limpos.

. Adicione 40 pL de Solucéo de Acetato de Amodnia 7,5 M.

. Adicione 500 pL de Etanol 100%.

. Agite o tubo para misturar os contetdos completamente.

. Centrifugue por 20 min.

. Remova o liquido de cada tubo e centrifugue novamente por 5 segundos.

. Use a ponteira amarela para remover o resto de liquido.

. Adicione 100 pL de Etanol 70% e deixe na bancada por 10 min.

. Remova o liquido com uma ponteira amarela.

. Centrifugue por 5 segundos e remova o resto de liquido com a ponteira amarela.

. Adicione 50 pL de agua pura para DNA.

. Deixe na bancada por 10 min para o DNA dissolver e, entdo, armazene a menos
20°C.


http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
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ANEXO 11 — VERIFICACAO DA QUALIDADE E QUANTIDADE DE DNA DOS
DOIS ISOLADOS COM ESPECTROFOTOMETRO (a) E DA SUA
INTEGRIDADE COM ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE (b)

a)
p= [Re-blank]Print Screen | Recording Make new BLANK 11/10/2011 3:25 PM 7
Measure|  Blank | Print Report | Show Report Measurament User |Default
Overlay control | Clear graph each Sample ] s?'“"h DNAS0 <
2.99 o=
2o ——
260 /N ‘
240~ / ,,\ - Sample I
2,20 / \ e J
2,00

E 1.80 ),/ \\

1.60 Sample # | 1

& 1.40-N\ / \ =Ly e,

g 1.20-77“‘/ \\ A 230 | Abs | 1242

£ 1m0 -

2 om0 \ A-260 10 mm path | 2.648
0,605 \\ A-280 10 mm path | 1.443
0,40
020~ U \\ 2607280 | 1.84

.
) 260/230] 2.13
-0.30~ 1 1 It 1 I 1 1 1 1 1 1 '
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Wavelength nm
ngfuL I
3.3 BA554 -0.33/128/24 g | 13 2' 4




120

ANEXO 12 — ARTIGO PUBLICADO (CAPITULO 1)
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Artizo de Revisio

Resisténcia anti-helmintica em nematoides gastrintestinais de
pequenos ruminantes: avancos e limitacoes para seu diagnostico’

Fernanda S. Fortes’ e Marcelo B, Molento?

ABSTRACT.- Fortes ES. & Molento M8, 2013, [Anthelmintic resistance In gastrointes-
tinal nematodes of small ruminants: advances and Umitations for dlagnosis.) Resis-
téncia anti-helmintica em nematoides gastrintestinais de pequenas ruminantes: avangos e
lim#tagfies para seu diagndstion. Pesquisa Veterindnig Srasleira 33(12):1391-1402. Labora-
tério de Doengas Parasitirias, Universidade Federal do Parand, Rua dos Funclondrios 1540,
Curitiba, PR 80035-050, Brazil. E-mail

The selection and growing spread of resistant nematodes to the most commonly used
anthelmintics, benzimidazoles (8Zs), imidazoles and macrocyclic lactones (MLs), constitu-
tes 3 serjous obstacle of small ruminants production worldwide. The use of efficient and
sensitive methods for detection and monitoring of anthelmintic resistance in the field beco-
mes urgent, especially for the BZs and MLs groups due to its frequent resistant reports. Ob-
taining an early and accurate dlagnasts of resistance is extremely important to aid decision-
-making regarding parasite control programs, with the objective to preserve the Hfespan of
existing products, and to limit the development of resistance tn nematode populations. The
n wivo tests and the more recent (m vitro tests have been developed for the detection of ne-
matode resistant to the major antheimintic groups. However, the availability of validated in
vitro tests and its practical use is still very limited. Although the faecal egg-count reduction
test (FECRT, ie vivo - indirect) ts the primary method of choice for the detection of resistan-
ce in the field it has being criticized for its results and is recetving Significant modifications.
Mareover, the development of molecular techniques from genomic changes have generated
considerable advances in this research area, with the use of mutations at codons 167, 158
and 200 of §-tubelin gene a5 the main SNPs (single nucleotide polymorphisms) associated
with ¥Zs resistance. This review aims to discuss the available diagnostic methods for the
detection of anthelmintic resistance In nematodes of small ruménants, highlighting key de-
velopments and obstacles to its use in the laboratory and in the field.

INDEX TERMS: Anthelmintics, antheiminte resistance, nematoddes gastintestinals, Hoemonchus
contoras, sheep, i wvo tests, i wWero tests, efficacy

RESUMO.- A selegldo e 2 crescente disseminagdo de nema-
toides resistentes aos anti-belminticos mais comumente
utilizados, benzimidazéis (BZs), imidazotiazéés ¢ actonas
macrociclicas (LMs), constitzem um sério entrave na pro-
duglo de pequenos ruminantes em todo o mundo. O uso de
métndos eficentes ¢ sensfvels para a detecgdo e o moni-
toramento da resistincila anti-belmintica no campo torna-
-se urgente, especialmente para os grupos de BZs ¢ LMs,
devido aos constantes relatos de resisténcia. A obtengio

' Recebido em 26 de |uhode 2013,
Acei pars poblicaco em 28 de outubrs de 2013,
* LaborstSeio de Doenga Penoitirte, Urhversidade Fedens| &0 Parand
(UPPR), Rus dox Pusclomdirios 1340, Caritha, PR 80035050, Brasl. B-
“mualt molento@uipebe *Autor pars correapondénete Srand @yrallom

de um diagndstico preciso e precoce da resisténcia € extre-
mamente importante para auxiliar a tomada de dedisio em
programas de controle parasitirio, com o objetivo de pre-
servar a vida Gl dos produtos e limitar o desenvolvimento
da resistincia nas populaghes de nematoides. Os testes in
vivo ¢, mais recentemente, 05 testes in vitro tém sido de-
senvolvidos para a detecgio de nematoddes resistentes aos
principais grupos de anti-helminticos. No entanto, a dispo-
nibilidade de testes in vitro validados e o seu wso pritico
ainda sio muito mitados. Embora o teste de redugio na

de ovas nas fezes (TRCOF, fr vivo - indiretn) seja
o principal método de escolha para a detecgo de resistén-
cia no campa, vem recebendo criticas quanto A validade dos
resultados, e passa por significativas modificagtes. Além
dizso, o desenvolvimento de ténicas moleculares a partir

N
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de alterapdes gendmics gerow avangs considerivels nes-
52 drea de investigaciao, com o uso de muapies nos cddons

167, 198 £ 200 do gene da f-tubulina como prindpals SNPs
[polimarfismos de nucleotiden dmico; do inglés Single Mu-
cleotide Polymorphisms] assodados 3 resisténcia ans BEs
A presente revisdo tem o ohjetvo de disoetir os métodos
de diagniistion disponfveis para a deteopdo de resisténcia
anti-helmintica em nematnddes de peguencs ruminantes,
destacando progressos e obstioulns para s2u uso na robina
laboratorial & no campao.

TERMDS OE IHI:IEH.ll.I:.i.D: g he blwdboes, resistfmncda and- hil-
miintica, nemamides geerintestinals, RMesmonoiLs contorms, ovi-
W, ML i BTG, CESes n wiorn, effcdcia

INTRODUCAD

A alta prevalénda de infiecpes parasitirias e a dificuldade
de realizar um controle efetivo de nematoides gastrinbesti-
nais em criagies de pequenas muminantes tém grande im-
portinda devido aos prejuizos causados ao desempenhao
zoabécmico e ao bem-estar animal. Mas Gltimas décadas, o
usa intenstvo de anb-helminboos pertencentes aos grupos
dos benzimidazdis (Efs), dos imidazotiazdis [levamisale,
LEV) e das lactonas macrociclicas (avermectinas e mil-
bemicinas, LMs) demonstron um impacto posithvo inkcial
durante uma década, mas atualmente constitul 2 forma
mais desastrosa de controle, resultando na s=leqio & pro-
Pagario de pamasitos resistentes com altn indice de bomo-
zigose [RR] £ perda total da heterogenia para individuos
suscetiveds (55). Exse & um tema de preocupagdo mundial
crescente, & TEpresenta UMma ameaga ao controke parasit-
ric de médio & longo prazo, tendo em visa a preciria me-
lhoria na condigdo dos animais, mesmo apds o tratamento.
) comtrole guimnion continua a ser preccupante, pois & pra-
ticado com medicamentos contendo alta concentragdo ow
mesma com o 5o da combinacio de medicamentns, mui-
tas vezes sem critério de produgdo efon indicagio para
sim ampla whlizagdo. Recentemente, duas novas classes de
ant-helminticos - monepantel [(Kaminsky et al. 2008) e
derguante], este em combinacdo com a abamectina (Little
et al. 2014] =, com noves modos de agdao, foram angados
no mercado na Mova Zelindia, sendo uma alternativa pro-
miszora para o fisbure do contrale de nematnides gastrin-
testinats.

Embora seja crescente o desemenbvimento & a adogdo
de programas alternativos de controle parasitirio (Molen-
to ek al. 200 1), visando 3 redugio da aplicagio de compos-
o quimicos, as atuais medidas de controle ainda depen-
dem fortemente do usn de anti-helmintoos. Sabe-se que o
processo de selecio de parasitns resistentes apis sua ex-
posicio ans produtns quindoes € inevitivel e, além disso, o
desemenbrimento fcomercializagio de novas drogas € lento
e excessivamente caro ((eary 2013). Assim, & de extrema
importinda prolomgar a vida dtl dos produtns exisentes
- antgns & novos = por melo de sua whlizagdo estratégica/
seletiva, a fim de manter o adeguado controle do parasi-
sma.

Os relatos de reststéncia ant-helmintbc em nematoi-
des de paquenos ruminantes para os trés grupos de drogas

Pesig. Wl Birace (0215900 - 3400, dezernbro 2013

mais comumente vilizades, BEfs, LEV & LM, tBm oescido
rapidaments em diferentes do mundn, imchindo
América do Sul [Molento et al. 2011, Torres-Acosta et al.
2012), Africa do Sul [Van Wyk et al. 1995), Austrilia (Love
& Coles 2002), Nova Zelindia (McKenna 2010) e Europa
(Papadopoulos et all 2012, representando uma séria ame-
aca i produgda animal Mo Brasil, o aumento de relatos de
resisténda mistipla a drogas [RMD) em virios locads, como
as regites Sul (Cezar et al. 2010], Sudeste [Verissimo et al.
2010] e Centro-Oeste [Scesny-Moraesetal 2010), eviden-
cam a gravidade desse problema. Conforme verificado em
testes de eficida a campo, 100% das propriedades j§ apre-
sentam RMD (Verizsimo et all 2010).

Buscando retardar o avango da resisténcia, o uso de
testes sensiveis para determinar o grau de eficica de uma
determinada droga, em uma populagdo especifica de pa-
rasitns, pode auxiliar o plansfamento de estratégias de
controle [Taylor et al. 2002), como a smples opcio de uso
de compostos gue ainda permaneqam eficazes. Contoda,
mesmao sendo de fundamental importincia, o diagndston
da resisténcia anti-helmintica, ou da reducio de eficica
ans anb-helminticos, ainda ndo € uma realidade pritica
no campo [ Torres-Acosta et al 3012). Muito embora a re-
sisténcia possa ser avaliada por meio de testes in vivo &
in vitro, a dispondbilidade de testes (e witro validados para
o diagnistioo da resisténcia ainda & muito limitada, com
poucos laboratdrios que oferecem esse tipo de servipo.
Tais testes ainda apresentam limitaghes quanto & 513 con-
fecpdo e ao alto nivel de treinamento téonion para a imber-
pretagdo dos achados. (uankn ao teste #w whvo controlada,
& imvidvel para a condigio de avaliagdo a ampo, devido
i necessidade de sacrificio dos animais e ao alto custo.
Conssquentements, o teste fenotipico indireto fo wwe de
reducio na contagem de ovos nas fezes [TRECOF) comb-
nua sendo o prindpal método de escolba para a detec-
o de resisténcia (Haplan & Vidyashankar 2012), sendo
amplamente aceito por agéncias reguladoras e pela pra-
pria indiistria Grmacéutca, bem como para publicagbes
dentifims. Viros laboratdrios estio trmbathando ardua-
mente para abter o diagndstico molecular da resisténcia
[Samson-Himmelstjerna et al. 2009b), mas 0 mecanismo
resultante dos rearranjos genéticos ainda € considerado
um quehra-cabegas.

Avariagio em protocalos experimentais para a exeos-
o dos testes de diagndstico da resisténca, s métndos de
amilise e a interpretagio dos dados, podem gerar resulta-
dos de gualidade muitn varidvel. Assim, o desemenbrimen-
to de nowvas métodos & a padrondzacio e validacio dos j@
existentes sio essenciais para permitir 3 comparagio de
dadas ohtdas em diferentes laboratdnas, além de sua in-
clzsio na motina laboratorial [Chagas et al 2011, Maolento
etal 201Z).

Esta revisio tem o objetivo de discubr os principais
testes atualmente disponivels - e wivo, in vitro & mobsoa-
lares - para o diagnéstico da resisténcia anti-helminbca
em nematoides gastrintestinais de peguenos ruminam-
tes, o5 avangos proporcionados por novas tecnologias
ax limitagies para o sew usa na rotina aboratorial & no
campa.
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[esde a recomendacio de testes para detecgdo de resistén-
cia anti-belmintica pela Azsedagio Mundial para o Avango
da Paraztolagia Veterindria [World Asaclatisn for the Ad-
vaencement af Veterinary Paresiolagy - WAAVF) [Coles etal
19492) & mua revisio e inclusio de métndas para disoessio
e avaliagdo (Coles et al. 2004), uma variedade de métodos
in viveo & i witre para o diagndstion da resisténcia em mui-
tas espécies de nematnides fod descrita, nas dimas déca-
das Témicas maoleculares mbém #m sido deservahvidas,
porém apenas para poucas espicies de parasitos Assim, £
indispensive] a identificagio correta das espécies de pa-
rasiins presentes no hospedeiro parm a obtengio de um
diagnédstion apropriado, partcularmente quando bé onm-
paragio entre amostras pré e pés-tratamentn [ Demeler et
al 2017h). Descripfes detalbadas e orientapfes sobre ouso
das primdpais tionicas disponfveis estio presentes &m tra-
halkas amteriores [Cales et al. 1992, Taylar et al 200, Co-
les et al, 200&), pesshiitando a execucdo e 2 avaliagdo dos
testes intermacicnalmente. Todos s métodos possuen, em
algum grau, limitaghes em termes de confiabilidade, repro-
dutihiidade, sensibilidade, aplicabilidade, interpretagio
ou custo [Taplor et al. 2002). Além disso, ndo abrangem de
mareira stisfatdria tndas os grupos de ant-helminticoos.

0 TRCOF im wivo & o métoda mals amplamente uatiliza-
do para a detecgio & o monitoraments da resisténda anti-
-helmintica Mo entamto, & considerado o menos senshee]
& pouce confidvel para a detecpdo da resistfnca. Trata-se
de um teste simples, de execocdo relativamente ficil e que
pode ser usado com todos os grupos de anti-helminboos,
independentemente do se mecanismo de agdo. A eficicla
da droga & estimada por meda da comparagio das conka-
gens de ovos de nematnides nas fezes antes e depois do tra-
tamentn, sendo o tempo definido de acordo com o grupa
testadno. A populacio de parasitos € considerada resistente
quando a redugo & < 953%. Em comparagso oom o TROOE
o teste controlado de eficida, outro método v vivo, ava-
lia melbor a realidade da infecgdo € o efeito do compostn.
Nesse teste, animais natural oo experimentalmente infiec-
tadas s3n separades em grupos (tratamentn(s) & ooatro-
le) e a dase do antbi-helmintico utilizado deverd ser a dose
terapéutica recomendada pelo fabricante, cuja eficicia
esperada & 299%. Apds a necropsia dos animais, realiza-
-5& 3 contagem dos parasitns presentes no hospedeim. En-
tio, ohsenarse a redugdo oo a eliminagio dos parasitos, &
estima-se a eficicda do tratamento. Da mesma forma, =2 3
eficécia for « 95%, confirma-se a presenca de resisténcia
anti-helmintica. (juando bd uma baixa prevaléncia de ne-
matnides resistentes, estes podem nio ser detedadaos de-
vido a pequenos aumentos na dose, que podem causar a
maorte de 95% dos vermes. Assim, como a dose registada é
frequentemente mador do que a real dose efetiva necesss-
ria para a remogio das vermes, algum ajueste deve ser feito
para a realizagio do teste oomtrolada [Coles et al 2004]).
Devido an pouoo uso desse teste, o mesmo ndo serd abor-
dadao em detalkes no presente artiga.
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Como alternativa aos métodas in vive, um oescente
mimere de Eestes fn vite para a detecgdo de resisténda
anti-helmintica vem sendo desemohiido e adaptado para
diferentes grupos de drogas. Eles =io, na maloria das we-
zes, mais nipidos, mais econdmions & menas trabalhosos
do gue os in vivo [Demeler e& al 2012a). Os métodos in
witre ainda anulam os efeitos cansados pela interferénda
do hospedeirn no estabelecimentn da infeordo pamasitiria
e pela variagdo na farmacodindmica das drogas no andimal
[Chagas et al. 2011). Mo entanito, hid poucos relatos de tes-
tes i vitre padronizados atf o momento. Em geral, esses
testes baselam-se na inubagdo de estigios de vida lvre do
parasito em uma série de concentraghes do anti-helmink-
oo, seguido da avaliagio de seus efeitos sobre os nematod-
dex S30 geradas ourvas de dose-respasta & valares de DL,
[do=e do anti-helmintico necessiria para matar 50% dos
parasites] ou 0L (dose do anti-helmintico necessdria pam
matar 95% dos parasims) A Fig. 1 exemplifica a obtengio
de curvas de dose-resposta para um isolado de Hoermon-
ciiws oon tmrtus testado para duas drogas | vermectina - VM
e moxidecting - MOK], mostrando um valar de DL para
MOX zignificatvamente menor do que para [VM. Atximen-
te, o principads testes disponfvels avaliam: a eclosin [heste
da ecledibilidade de cves - TED]; o desenvohidmentn [heste
de desenvohimenta larvar - TOL); a motilidade /migracio
[teste de motilidade larmr e teste de indbicio da migragio
larvar]; ¢ a alimentacio [teste de imdbicio da alimen@do
larvar] (Demeler etal 2013h). besses, 0 TEO2 0 TDLs3o0s
mais comumente wiilizados. Apenas o T possui um beshe
comercal [ Orenchfite 1¥), disponivel em algans paises e de
custo elevada. O uso dos outros testes in witre tem. sido Hmd-
tada principalments 3 Srea de pesquisa clentific, utilizan-
do isnlados de parasitns o estado de resistEncia au sus-
cetibilidade foi previamente determinada. O TED consiste
na incubacio de ovos ndo desenvohidos em concentra-
phes crescentes do ant-helminbco, e pode =er usado com

5 =z = g

Migration of larvae in %
b
?

]

MOX ard NVM in waiml [loa)

Fig. L Curvas de dose-respost obddes com o Teste de Migraghs
de Larvas et .‘.,pr com o sslado SFIS03WZ011 de Hoe
mEACh S ORI eRand o ivermecing [1VM, linha sblida) &
mioidectng [MOX, Bnka racejsda ] As harres de erms indicm
o &0 padrio. As barras de ervo ndo slo vistes quando as di-
ferengas enime o6 valones observados para M & OoRcen-
Draphes wsmdas foram |geals ou mults précimas de 0 (zera)
[Fortes ecal 2013).
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sucessy para a deteccdo de resistdncia acs EEs [Samson-
-Himmelstjerna et al. 20049a), cuja acso impede o embrio-
namento & a eclosio de ovos de nematoldes. Para outras
drogas anti-belminticas sem menbuma attvidade owicida,
cormis L= ou LEV, ainda faltam testes in witro altamente sa-
tisfatdirios para a deteccio de resistincia. Uma dose discri-
minante - dose gue impede a eclosio de 999, dos owos sus-
cetfveis - mmbém pode ser usada, ao invéz de [PL”,.'DETI:ll:I
extimada a porcentagem de ovos resistentes em amastras
de fezes, aumentanda a sensibilidade do ensado [Cales et
al 200&) [§ o TDL baseia-se no desenvolvimento de ovos
de parasitos em larmas de terceiro estigio (L), Uma strie
de versdes do TDL j§ fod deseewvohdda pama a deteogda de
resisténcia a todas as classes de ant-helmintioos, usanda
splupdes liguidas ou dgar como base para o teste. & dose
discriminants também pode aumentar a sersibilidade &
simplicidade do teshe.

Mos dlimos ancs, métodos de diagnistico molecular
da resistincia ant-helmintic a partr de alterapies genb-
micas tém sido desenvohdidos, trazenda avangos conside-
rivets nessa drea de investigacio. Em geral, os testes mo-
leculares possuem mador sensibilidade e especificidade &
podem fornecer ferramentas poderosas para superar mui-
tas das desvantagens dos métndos acima referidos, mas
requerem pesquisas adicionals para serem usados como
uma ferramenta universal pritica no campo. A senshilida-
de - capacidade de detectar os individuos verdadeirmmente
pasitivos, ou seja, diagnosticar corretamente o doentes
- & 3 espedficidade - capacidade de detectar os indtvidu-
as verdadetramente negativos, ou seja, diagnostoar cor-
retamente os =dios - s3o importantes indidores para a
avaliagdo de um teste diagndstico. £ corsiderado o melhor
teste aquele gue apresenta alta sensibilidade e alta espe-
cificidade, fornecendo powoes resulados Bls-positvos &
falso-negativas, que pode ser ohbdo com o apimormento
das téorilcas maleculares & das métodos de andlse padrao.

Wirins estudos wém sendo fefios buscando a determi-

de marcadores geméticos para a ressténda anti-
-Belmintica, incloindo a identificagdc de polimarfismos
de nudectiden tnico (SMPs, do inglés Single Nwceotide
Polymorphisms) para avaliar frequéndas alélicas em popu-
laspites [ Samson-Himmelsjerna 200&]. Abé o momentn, bes-
tes moleculares estio disponfveis apenas para o grupo dos
Efs, em algumas espécies de nematoides de ovinos. Me-
todologias utifizando a reapdo em cadeta pela polimerase
[PCE] tém sido estabelecidas parma 2 avaliagho da presenca,
auséncia ou quantifiacia de SHPs assoclados & resistén-
cia aos E¥s no isobipo 1 do gene da f-tubulina, alvo des-
sas drogas A elucidacds insuficiente sobre o mecanisnos
mileculares ervolvidas na resisténcia ao LEV & 35 LMs em
nematoddes, drogas de resisténcia poligénica, torma mais
complexn & desmfiador o desenvobrimento de mar@do-
res maleculares para o diagndstion da resisténca a esses
compastns. Estedos baseados em diagndstico imunolégico
utilizando ELISA para a deteccio de anbigeno &m pamasitos
também j§ foram ssgeridos. Recentemente, foram detec-
tadas diferengas de expressio de proteina entre isclados
de Hoemaonchus contortus resistente e susoetivel 3 IVM por
meta de andlises de protedmica de fingerprinting [Hart ot

Pesig. Vel Birac, 097 0.2 1990 04002, deaemb ro 2003

al 201 Z), sugerindo ser uma posshvel base para fenctipa-
gemn malecular ou marcadores de resistdnda.

Técicas fm vive

Teste de RHeducido na Contagem de Ovos nas Feoes
(TROOF). O TREOE ssgando recomendagies da WA
[Coles et al. 1992), & considerado o métndo de escalha pam
o monttoramento da eficicla ant-helmintca devido 3 sua
factl execuclo & interpretacdo, sends realizado com uma
sequdnoda de exames de contagem de ovas por grama de
fezes [OPG)L Quanto 3 OFG, trata-se de um teste fenotipioo
uja contagem depende diretamente do efeito do hospeded-
o, & & onsiderado indireto, pois reflete a postura de ovos
das fBmeas, que depende do efeitn da resposta imune do
hospedeiro. Entretantn, sma ewecucdo efou interpretapdo
tem sido dificultada por um conjunto de fAtores que serlo
detalhadas a seguir & TRCOF & considerado confidvel sa-
mente quando bd mads de 25% de vermes resistentes em
uma populacdo (Martn et al 1989), & dades obtdos mails
recentemente nio mostraram uma alta reprodutihilidade
do teste [Miller et al. 2006). Assim, o valor diagndstico do

teste para sitwaghes de emergéncia e baba prevalénda da
resisténca & limitada. A pouca importinda dada 3 intera-

w0 hospedeiro-parasito de acordo com cada espécie ami-
mal e parasitiria. a wiabilidade do teste em condipfes de
campo e 35 indicgies de concentracio par a contagem de
owas sdo outras fatores Emitadores importankes [Levechks
ebal 2012]).

As recomendacfes referentes 20 delineaments do estu-
do e 3 dimensia da amostra podem ser de dificil obtengio
no campo Assm, buscando garantr resulados favordvels
onm o TRCOE, Levecks et al [2012) desemeoheeram um mé-
todo que permite acs pesguisadores adaparem seu projeto
de estudo conforme uma ampla gama de condighes de cam-
po. A inclusdo de um grupoe ndo tratado [controle] no teste,
para ohesrvacio de alteracies naturals que possam ooor-
rer na contagem de ovos durante o pericdn, pode ndo ser
pritica em muitas sitoapfes. Além disso, o wso de médias
arftméticas das contagens de ovos nas fezes das mesmos
animais antes e apds a administragdo do ant-belmintico,
ac iovés de aleatoriamente, poede proporcionar resulados
mais confidvels [ Dobson et al 201Z)

A avaliagio do teste pode ser prejudicada devido 35 va-
raples na correlagdo entre a contagem de ovas nas fezes
&3 carga parasitiria adulta entre as diferentes espécies de
parasitos. Foll encontrada uma boa correlacio para H. con-
tortws [Roberts & Swan 1981, Chagas et al 2013), parém
nio para T oofwhrjformis [Sangster et al 1974, Ostertogio
circumcimcta [Martin et al 1985] & Memotodirus spp. [Mar-
tin etal 1945) Palcy etal (2010]) relataram uma batia sen-
sibilidade do teste para a deteopdo de T meoed, cuja postum
de owos & muito babm. Assim, a ooorménda de varacdo intm
& interespécies na fecundidade & agregacio dos ovos nas
fezes pode afetar a interpretagio do TRCOF [Levecke et al.
2012).

Algumas drogas podem causar uma supressio tempa-
riria na poastura de owos, levando a uma superestimativa
da eficicia anti-belmintica se avaliada durante esse perio-
do. Partantn, recomenda-se que amastras fecals sejam oo-
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letadas 3-T dias apds o uso de LEY, 89-10 dias para BEs e
entre 14-17 dias para LMs. Somente quando for utlzada
moxdecting (MO, wma LM, as fezes deverio ser coleta-
das apds 21 dias. Quando mais de um tpo de droga estiver
sendo avaliado, o perioda de 14 dias deverd ser empregada
[Coles et al. 2006). Apds o tratamento ant-helmintico, de-
ve-5e e atengdo com os locads onde os animais serdo man-
tidos, s= pasto ou plguete, devido & possibilidade de dpida
reinfeccio. Uma redugio superior 2 959 no TREOF indica
gue o use do anti-helminticn ainda deve ser benéfico em
programas de controle parasitirio, mas uma pequena par-
centagem de wermes sohreviventes pode indicar um pro-
hlema de resisténcia, gque pode aumentar com tratamentns
suhsequentes, & preds ser monitorado.

A precisio do TRCOF depende da sensibilidade da téc-
nica adotada para a contagem de owos de nematoides nas
fezes, sendo gue a maloria dos métodos atmalmente dis-
ponfveis ainda ndo & precism (Demeler et al 3012b) 0 uso
da técnica descrita por Gordon & W hithock modificada (cd-
mara McMaster onm deteccdo de 50 OFG) pode ndo debec-
tar um batvo ndmero de ovos, dificoltando o diagndsbioo
de resisténcia precoce £ de pequenas alteragbes na efic-
cla de uma droga (Kaplan & Vidyschankar 2012) Assim,
acredita-se que & necessiria a adogdo de um novo método
para cantagens, gue oferera mador sensibilidade e precisia
[Demeler et al 2012b). Diferentes redugies percentuals
na contagem de ovos podem ser obtidas, dependendo do
tipe de contagem, devendo-se adotar um padrao dos mé-
todos de ciloulo. Porém, coma existem muitas variaghes na
técnica de (PG, sua padronizagio € dificaltada [Coles et al.
19492 Alguns labaratdrios wtlizam pool de amostras de
fexes & outms realizam contagens individuais para a obben-
o de um valor médio. Ambas as abondagens tém vanka-
gens e desvantagens, e a definicdo do melhor procediments
para a oomagem de ovwns nas fezes & importante. Por exem-
plo. enguantn o teste de OFG - desenvolvido pama contagem
de cvos em ovings - pode ser a melthor oppio para amos-
tras individuas de ovinos, o teste FECPAE® pode ser melhor
para um pool de amostras [Coles et al 20061 [§ a Bmina
FLOTAC® € usada em uma técnica recentemente descrita
gue ambém apresenton uma melhora signifiatha oom
relagio 3 sensibilidade (Rinaldi et al. 2011, Molentn et al.
2012} Estudos recentes wEm senda feitns com um sistema
mimni-FLOTAL, mostrando uma diminuigdo sigmificativa na
média e no desvio padrio de valores em comparagdo com
a técmica de Gordon & Whitlock [Molento et al. 3012). As
diferencas na fecundidade entre as espédes de belmintns
também demandam diferemtes métodos de contagem [ Le-
vecke et al 2012). Outro aspecto relevante € que apesar de
a (PG seralamente varidvel, da geralmente € fieita a partir
de uma lnica contagem por animal pré e pds-tatamentn,
20 inwés de triplictas para reduzir a variabilidade [Haplan
& Vidyashanlar 201Z)

Em geral. as populagies de mematoddes compreendem
virlas espédes, sendo essencial identificar quats estdo
emenbvidas e, assim, avaliar o efeito de uma droga em di-
ferentes espécies nas populagfes. Como os ovos nas fezes
nio podem ser diferenciados morfologicamente [exceto o
Nemmtodirus], recomenda-se gue coproculoras de amos-
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tras pré ¢ pds-tratamentc sefam conduzidas separada-
mente para o desenvoivimento dos ovos até L, (Roberts
& ('%ullhan 1950). A identficacio das larvas gemlments
& feita whlizando-s= um goia simplificado para consalta
[Ueno & Goncalves 199E), mas € necessiria experidnda
técnica devido & dificuldade & pouc confiabilidade as=o-
clada ao métnda. Alm dizsn, a5 necessidades para incuba-
i e desenvohimento das larvas diferem entre as espécies
de nematoides, & as condipfes das coproculturas podem
favarecer o desenvoldimento de uma espécie e prejudicar o
de outra. Por isso, a5 condipies devem ser a5 mesmas para
mpmcultras pré e pis-tmtamento. Becomenda-se gue as
amostras nio devem ser mantidas a 490 por periodo acima
de 24 koras, para que nda haja interferénca na incubagdo
dos ovos de H. combortus & Cooperia [McHenna 19498). Re-
centemente, Roeber et al. [2012]) sugerimm um ensaio de
PCR previamente avaliado ($9% de sensibilidade & 100%
de espedficidade) para ser usdo como alternabiva 3 téor-
@ de coprocultum, sendo que o primedre fod considerado
menas trabalhoso & mais réapido.

Ma pritica, outros fatores ainda podem prefjudicar a
interpretacio dos dados obtdos com o TREOF e reduzir a
espacificidade do teste, coma as diferencas metndal dgicas
entre os lhboratdrios, a incorreta admdnistracio de medica-
mentos, falbas de squipamentns, erro ras dases de drogas
e produtns de md qualidade. Fara aperfeipoar o TRIOFE es-
tudos vEm sendo feitos com base em comparagbes de mé-
todos de contagem de ovos nas fezes (Rinaldi et al. 2011],
programas estatisticos [lobson et al 2012], além de outras
questies como o periodo para a realizacio de amostragens
e a mamipulagio e consenvagio das amostras. Hi ainda
gquestionamentos sobre o grau de sensibilidade do TRCOE
& sohre como os resultados podem ser relacionados com os
dados obtidos a partir de testes im vitro (Coles et all 2006],
a fim de aprimorar o sew us.

Téonlcas fn vitre

Teste de eclodibilidade de ovos [TEOQ). O método fol
descrito, inkdalmente, por Le Jambre [1979], & um protoco-
ko padrantzado fod adotado pela WAAYE [Coles et al 1992).
1 TED tem sido utilizado com wiris modificagies por uma
sériede pesguisadores, para a detecgda de resisténca a Bis
& LEV. Um protooolo-padrio para a detecgio de nesistén-
da aos BEs estd disponfvel [Samson-Himmelstierna et al.
200493, & hboratdrios de toda a Fumopa uhbilizam a mesma
metodologia. A maloria dos estudos que avaliaram o s
do TED pam a detecgdo de nematoides resistentes aos Bis
mostrow uma boa concondinca com os resultados obtidos
oom o TREOF em ovines [Wirady et al. 2006, [dez-Bafos et
al 2008) ¢ bovinos [emeler et al. 2002a). Isso indica que o
teste representa uma alternathva confidvel e precisa para o
TROOF, além de ser mads pritico e econombamente vidvel

0 tabendan] (THE) £ a droga de escolka pama a reali-
agda do teste por passuir uma solbdlidade relatvaments
elevada em dgua. Sua estabilidade a longo prazo em solu-
phesde M50 ndo & conhecda, masquando as diliches o
feitas em dgua pode haver uma reduglo das concentragbes
esperadas. Como a sensibilidade ao THE diminui na medi-
da em que 0s ovos se desenvohem, as fezes destinadas ao
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exame devem ser manipuladas até trés horas apds a coleta
ou armazenadas anaerohicamente [Coles et al 200&). Isso,
muitas vezes, representa uma grande imicio a0 uso do
TED no diagndstion de rotina.

5 de ovns eclodidos para cada concentragio
do firmaco, curvas de dose-resposta e valores de DL, po-
dem ser determinadas com essm #omica. Ublizando-s= uma
dose discriminante, pode-se obter a porcentagem de ovns
eciodidos [resistentes a0 BEfs] na amostra. Dados obbdos
com isolados suscetivels de B contortus, T crcemoincto e

colubriformis mostaram uma dose discri-
minantede 0,1 pgy'ml de THE Testes de camupo também j de-
monstraram que ovos de outras espécies sensivels [Cooperia
e Desophagostomurs) ndo eclodem com essa concentragdo.
Usando esse critério, acredita-se que possam serdetecados
apenas 2 a 3% de ovos resistentes (Cales et al. 2008). Na Bs-
pania, a dose discriminante dnic fd ublizada para avaliar
o estado de resisténda aos Bis no nordeste do pals, aumen-
tando a senshilidade do TED [Cabwete etal. 2011]).

Alguns fatores em imvestigagia & que podem influen-
ciar os resultadas obtidos com o TEQ, incluen: diferentes
fontes de dgua utilizada (destilada, desiontzada ou dgua da
torneira); grau de limpeza dos ovos [presenga de detritns];
e o método de dissolugio da amostra (p.ex. DME0 e dguma)
[Coles et al 200&). Como os ovas s3o muitn frigels e sen-
siveis 3 variagdo de tem a deteogdo de @is fatores
& essencial para que diferentes laborabdrios possam obter
resultados igualmente eficmes.

Teste de desemvohdmento larvar [TDL) O TDL fod
relatado primetramente por Coles et al. (1984) para a de-
tecpio de resisténca a Bfs e LEV. Muitas variapbes do teste
foram publicadas descrevendo seu uso para a deteccio de
resisténcia de virias droges ant-helminticas em nematoi-
des de ovimos [Hubert & Kerboeuf 1992, Gill et al. 1995).
Um teste comercial [Drewchflitel®) fod desemvobrido na
Anstrilia para determinar a resisténcia contra BEZs, LEV &
LMs em nematoides de ovinos e caprinos, porém & pouco
wtilizado e expressramente cro pam o wso em rotina. O
TOL em microdgar [do inglhés MALDT, micro-ager larva de-
vefoprment test] fol desorito em detalbes [Coles et al. 2006)
e, assm como o TED, foram encontradas ressltados em
boa conmordincia com dados obbdos apds a realizacio do
TROOF (Leathwick et all 2006, Virady et al. 2008). O teste
tem demonstrado ser confijvel para Efs e LEV [Taylor et al
2002, Coles et al. 2004] e, recentemente, foram relatados
resultados compardveis & confiiveis para detectar a resis-
témcia 3 [V em K. combortur [Dolinskd etal 201X}

Utlzando o MALDT descrito por Coles et al. [2004],
Dolimskd et al. [201] distingoiram fadlmente isolados de
F contortus suscetfvels & resistentes & IYM, abtendo uma
probabilidade aproximada de 87% pam o diagnéstion po-
sitive em uma populacio opm apenas 2-4% de vermes re-
sistembes. Nesse estuda, dois fatores foram indicados por
comtribuir para a falkta de sensibilidade do teste- a forma de
apresentagio da [YM e seus andloges, pois esses podem ter
diferentes poténcias contra diferentes espécies de nema-
toddes gastrintestinads; & a correlacio entre dados obtidos
em testes in vitre MALDT e in wvo TRCOF, sabendo gue o
tltimo pode apresentar resultado questondwel
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A dose letal de 50% (DL ) determinada para nema-
toides suscetfveis de owinos de 0,0Xpg/ml para TEZ &
0,5pg/'ml para LEV. Comtudo, pesquisas adiconais sio ne-
cessdrias para confirmar esses valores no T (Coles et al.
200&]). Essa prova € considerada relatvamente fragil, pois
requer fezes frescas (emviadas ao labomtdrio em sistema
anaenibin], sendo 25 condipbes de armazenamentn as que
mais afetam o desemvolvimento dos ovas & o bom desem-
penbio do teste [emeler et al. 2000). Ao contrdrio do TEQ,
para a TL a idade dos ovos utilizados ndo importa, & as
larvas sio obtidas para a diferenciacio de espécies. A prin-
dpal vantagem do TDL & a sua cpacidade de avaliacio si-
multinea de resisténcia a virias drogas (EZs, LEV e LMs],
em uma mesma plac.

Fara os testes ip vitre, grandes guantidades de dados
precisam ser coletadas para definir um Procediments Ope-
racicnal Fadrio [FOF) com as possivels interpretagfes. £
preciso ainda determinar a enkre esmes testes pa-
dronizades & o TROXE. Embom o T fundone para o diag-
niisticn de resistincia aos Efs, parece ndo ser tio smtsfabs-
rio quantn o TEO [Coles etal 2006).

Testes de motilidade & migracio larvar 05 testes de
motifidade & migracio lrvar podem ser usados para ava-
liar o efeito dos anti-belminticos que causam paralisia na
musculatura somdtica dos parasitns. A motilidade de larvas
pode ser determuinada por mein de observagio, detectores
eletréinions (instrumentns gue medem o grau de refragio
da luz & formecem um indice de motilidade) oo migrago
através de peneiras. A grande necessidade de s= obter um
diagndistico confidvel para a resisténcia 35 LMs tem estdmu-
lado o desenvohimento de testes que avaliam a motilidade
dos parasites ubilirando essas téonicas

Testes mensurando a paralisia larval foram desenvohd-
dos para a detecgdo de resisténcia a0 LEV & ao moramte]
[Martin & Lejambre 1979) Sutherland & Lee [1930]) des-
creveram uma modificacdo desse teste para a debecgdo de
resisténda a0 TEL Gill et al (1991) rela@ram um beshe
de migragio para a detecpdo de resisténcia & [V em B
contortes e, mals arde, em Trichostromgplus cofwbrjformis
e T droomodnca [Gill & Lacey 1998]), mas a avaliagio da
motifidade das larvas foi muito subjetiva. Assim, fol feita a
avaliacio & validacio do wso de dgar e de peneiras para a
separacio de L, migramtes (sobreviventes) e nio migrantes
[mortas) para uma quantificagio comfidvel [D'amsonville et
al 1996, Kpkze et al. 2006). Além desses, uma grande varie-
dade de testes semelhantes de migragio de larvas foi pu-
blicada, sendo adaptadas para o use de diferentes drogas
e espécies de nematoides de owinos [Wagland et al. 1992,
Bouch & Morum 1994, Molento & Prichard 2001). Mo en-
tanto, em nenhum desses trabalhos bouve a publiccio de
dados referemtes 3 repetibilidade de resaltades obtidos
dentro de um mesmo laboratirio efou & reprodutibilidade
de resultades entre laboratdrics distintes. Isto se faz ne-
cessdrio, pols pode sgnificar um melhor moninraments
da efichcia das LMs, entre outras drogas, em menor tempo
& sem 0 uso de animals experimentais coma, por exempla,
no teste comtrolada.

Um teste de inibig3o da migragdo larvmar (TIML) para
a detecpio de resistinda 3 (VM em nematnides de romi-
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nantes fol padronizado na Buropa [Demeler et al 5010),
permitindo a separacio das larvas mdweds das imdvels por
mebo da migragso através das peneiras. O mesmo protocolo
fol realizado em seis laboratirios de cinco paises, mostran-
do resultados altamente reprodutiveds, ¢ formecendo uma
ferramenta (il para o monitoramentn da resisténcia & [V
em nematoides de ruminantes.

A aplicabilidade do teste no campa, onde infecpies mis-
tasde parasitos ooormem ocomumente, ainda precisa sermais
bem estodada, sendo necessirins estudos gue possihilitemn
a diferencagdo das espécies [Kokze et al. 3004]). Um esto-
do mostrou uma boa concordiincla dos resaltados obtidos
a partir do TIML com o TROMF em bowinos [Demeler et al.
2011 2a), demonstrando o potencial wso do TIML O métnds
também fiod utilizado para avaliar a eficdda in vitro de VM
& MO em isolados de Cooperie sp [Almeida et al. 20013)
em isolado de H. contortus (Fortes et al. 2013), mostrando
ser um teste possivelmente 10t pam a avaliagdo de eficica
da VM. Em comparagdo ao TOL, o TIML € um exame Fcil e
simnples, possfvel de ser realizmds na maloria das bbomats-
rios. Além disza, o TIML reguer larms de terceim estigin,
que podem ser Beilments chtdas a partir de coproculheras,
e mantidas em geladeira abé o seuw uso [Demeler et al. 2010).

A motilidade de larvas e adultos de nematoides, apds in-
cuhagdo com antb-helminticos, ambém pode ser estimada
por medo de um instrumento que mede o grau de refragdo
da luz e formece um indice de motilidade. 0 movimento dos
parasitos causa uma variago dos sinals luminosos refleti-
dos e recebidos pelo fotodetector. 05 efeitos ant-helmin-
ticos Ao witro sobre H. combories resistentes ans His foram
detectados utifizando esse medidor de micromotilidade
[Falz et al. 1987, Recentemente, um medidar de micromo-
tilidade também foi wtilizada com eficiénca para avaliar a
acdo de WM sohre parasites adultos de & snoophors [De-
meler et al. 20010).

Testex de almentecdo. Eshados tEm sido realizados
para determinar o efefto sobre a alimentagio do parasito
apds trataments anti-helmintion em brvas e adultns. Otes-
te de indbigio da alimentacio larnar (TIAL) fol usado para
diferenciar isolados monoespecificos de nematoddes ress-
tentes e suscetivels 3 (VM [(Aharez-Sinches et al. Z005) e
imlados de campo resistentes & suscetivels, compostns
principalmente por Teladorsagis orcumcecta (Martinez-
Yalldares et al. 201Z). Em um estudo realizado no nomo-
este da Espanha, os valores de resisténcia ao LEV e s LMs
encantradas onm o TIAL foram semelhantes ans obtidns
pele TRCOF, porém foram feitns em diferentes rebanhos
(Martnez-¥alladares et all 2003). Diez-Bafics et al. [2008)
avaliaram a eficicia anti-Eelmintica no campo e enmontra-
ram um valar mais elevado de resisténcia 35 LMz utiizanda
o TIAL [10%], comparado a0 TREOF [3%). [sso indica que
o keste fn vitrs tem o potendal de detectar a resistincia &
clazse de drogas mais comumente utilizada

TECNICAS MOLECULARES PARA O
CO DA
Mutftn se tem imvestdo para o desenvobAimento de um
métndo diagndstico de pamasitos resistentes utilizando

técnicas maleculares. Entretanto, devido ao crdcter ex-
tremamente poliginioe das populagites, pesquimdares
oontinuam sendo desafiados a descobrir o mecanismo de
resisténda das drogas e divulgar um oo mads candidatos
a marcador especifico. O principal mecanismo molecular
associado 3 resisténcla acs Bis em nematodd es tricostron -
gllidens de peguencs ruminantes envolve uma motagio =
transversio T A, modificanda o afdon TTC para TALC - que
leva & substituicso do aminodcdo fenilalanina por Hrosina
na posicio 500 (polimarfismo Phe200Tyr) no isotipo 1 do
genie da f-tubuling, em isolados resistentes de H combontus,
I colwbriformis & (& drcumciects [Kwa et al. 1994, 1995,
Elard etal 1936, 19949, Sivestre & Humbert 2000]. Tal poki-
morfisma também tem sido associado 3 resistfncia s LMs
[Motter & Prichard 2004). | foram descritas outras mu-
taphes, menas feguentes: no cidon 167 [Fhelb&TTyr] em
K contortus ¢ T orcumonctg [Sibvestre & Cabaret 2002),
modifimnde ambém o cfdon TTC para TAC: & no ofdon
1498 [(Fhu 200Ala), gue codifica alanina em vez de glutamats
e izalados resistentes, em B condortus resistente a Bis
(Ghisi et al 3007, Rofener et al. 2004%a), alterando o oidon
(AN para GCA. Essas mutaples nos ofdans 167, 1968 & 200
podem, entdo, ser whlizadas como mardores para a de-
tecpdo de resisténca aos BZs nesses pamsitos, sendo im-
porante conkecer os efeftos da assodacio entre os SHPs
& 0 nivel de ba eterozignse presente [Sivestre
& Cabaret 2002, Barrére et al. 2012 Barrire et al. (2012)
tndicam que os testes de resisténcia pama B no campo de-
veriam avaliar a beterozigase das SMPs 167 e 200 para oh-
ter melhores resultados Protocolos de PCR comvencional
e em tempo real [rt-PCR) foram amalisados para a detec-
rao de SMPs nos oddons 167 & 200 na f-tubulina [Samson-
-Himmelstjerna 200&). Fara a determdnacio da resisténda
associada ao oidon TAC na posicdo 500, ticnicas de FCR-
-RFLF (restriction frogment length pohweorphism oo poli-
morfismo de comprimente de fragmentns de restrigac)
foram desenvobridas para K. contortus [Trwar et al. 200&)
e T circemcincto [Shayan et al 2007). A téonica de pircse-
quenciamants também se mostrou ripida e adeguada pam
a detecpdo maldpla de SMPs [Samson-Himmelsterna et al.
2007). A guantificardo dos alelos de resistEncia fsusort -
bilidade no DHA extraido de pool de larvas de nematoddes
pode sor feita nando a5 tionicas de FCR em tempo real =
plrosequenciamentn, permitinde uma avaliagio sensfvel,
wonfidvel e economicamente acessfvel do mivel de resistén-
cla em populagies de K contortus no campao [Hégiund et al.
2009, Samson-Himmelstjerna o al. 20050]).

Muitn embora nSo == tenbam testes moleculanes dispo-
nivels para LMs, LEV ou tetra-bidropirimidinas em guais-
quer espécies de parasiios, a base molecular da resisténda
para tais drogas recebe muita atencio & estudos. Fol mela-
tado que guatro conjunktns de proteinas contribuem para
a resisttnda ao LEV em Cormarhsbdit’s efgans, sendo que
o principal focn dos estsdos para 3 expressio oo detecgdo
de polimorfismos assoclados & resisténca ao LEY em ne-
mataides sio as receptores de acetiboolina nicotinicos [nA-
ChR) [Martim =t al. 2012} Fol demonstrado gue proprie-
dades de Hgacdo ao receptor de LEY em K contortus ndo
sofreram variago significativa com a resisténcia 3 droga e,
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a partir de andlises de sequéncia e de RFLF em um gene ni-
ChR [hcal) em viras populagies de K condortws resisten-
tes an LEV, fol observado polimorfismno, mas sem associa-
30 om a resisténcia [Hoekstra etal 19497). Com relagla s
LMs, o mecanismo de resisténcia parece ser complexa, as-
sociadio a muitas mutagtes em diferentes loci. Estndos su-
gerem que a resisténca & [VM pode envohler alterapdes em
transportadores de drogas, como a glicoprobeina-F [P-gp.
do inglés Pphvooprateie] & canals de cloro controladias pelio
ghiamato [Xu etal. 19948, Wolstenhaolme & Bogers 2005 A
resisténcia & (VM ambém tem sido associada a alteragfes
altlicas no isobipa 1 do gene da f-tubulina, o dscus chave
emvolvido na resisténcia aos EZs, e a protefnas assocadas
i resisttnda a mikiplas drogas (MEF. do inglés mult-drmg
resistance], juntaments com membros da familia de trans-
pertadores do tipo ABC [do inglés ATF binding cossete] [
etal. 1998, Bourguinat et al. 2007, Prichand 2007,

Eecemtemnente, o monepantel foi intreduzide no mer-
cadio da Nowva Zelindia como o primeirn membmo da nova
clazse de dmogas sintébcas nemateddas chamada Dertra-
dos de Amino Acetomitrila (AADs, do inglés Amino-Acetn-
nitrife Derfvotives). O alvo do monepante] [um nAChE es-
pecificn de nematnide da subfamilia DEG-3]) & um conjumts
de mutagies associadas 3 sensibilidade reduzida a AADs
em K contortus também foram descritos (Kaminsky et al.
2008, Rufener et al 2009h). Tais canbecimentos genétions
poderso serltels para o diagndstico modsoalar da resistén-
cia. Comtodo, como 2% mughes neste @so foram induzi-
das por seleqio experimental, & enguanto ndo hi isclados
de parasitos de campo resistentes a0 monepante], ndo estd
clara se elas serdo de importinda pritica [Demeler 2t al
2012h].

Magmdstico de resisténcia pos BEs em tricostrong -
lidens. Como o teste de genobipagem de uma dnica larva ou
wermes adulto & muito tabalbass e relabvamente caro, os
testes moleculares devern ser deseovobvidos para FCR em
tempo real ou pimsequenciamentn, a fim de tormd-los ade-
quados e vidvels a0 uso na rotina aboratorial com amastras
de campo. Somente com um diagndston baseadio no uss de
pool de amostras de DMA de larvas, serd possivel disponibi-
lizar os testes de resisténda mokemular para uso robineiro.
A pesquisa para o dessrvolvimeentn de testes maleculares
pode ser justificivel principalmente pam espécies em que
o problema da regsténcia & amplamente distribuido, além
de auxiliar a busca por estratégias de manejo gque possam
retardar o desenvolimento de reststEncia.

Fara == inidar o diagnistioo de resisténda com amaos-
tras de campan, £ feita a amplificacio no isotipo 1 do gene
da frtubulina para obter uma guantidade suficients de
DMA, por meio de duas PCRs conssostivas [ mented-PUE).
Legue-se, entio, com a identficacio das espécies T. arcu-
mcinche, H cortortus e T colubriformis, a partir da andlise
de polimorfismo mos locals de restricio da enwima Rsal
no segments amplificado desse gene, usando a téonica de
RFLEF. Ese método apresentou a vantagem de superar as
limitagites de identificacio morfoldgica dos estigios larails
de espédes de nematoides (Coles etal. 2006). Larvas de T
oofwbrijformis armazenadas por um meés 2 4¥C foram oor-
retamente genotipadas, enquantn larvas de T droumcincta

Pesig. Wil Birace, 007 0.2 1900 - 34002, desembiro 2013
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mantidas em nitroginio Hguide foram menos eficiente-
mente amplificadas. Assim, € recomendado o uso de larvas
“frescas” para a obtengdo de resultados confdveds.

0 principio do diagnéstco de resisténcia acs Bfs de-
pende de um sistema de amplificagio por mutagdo refrats-
ria [ARMS, do inglés Amplificotion Bgfrectony Mutehion Sy
tem). Esza técnica permite a genotipagem de SHFs umndo
um conjunto de quatro inidadores [dols inbcladores ndo
especificos - primers controle, & dods especificos de alelo -
primers internos), consistindo em uma reagdo de PCR ale-

lo-especifica [Fig. 2. Como mostra a referida fgura, foram
uhlizadios dods primers contrales (forward e reverse) & dals
primers intermos especifioes [um forward, gue se Hga a om
aledo, & um neverse, que se liga ao outro alelo], resulando
em trés diferentes padrfes de bandas (um controle e dois
especificos]). A concentragio de inicladores pode alterar a
especificidade da FCR. & deve ser verificada com grande
precisio, a fim de garanbr uma eficente competdo en-
tre o inddadores. Isolados de parasitos reconbecidamente
suscetiveis & resistentes devem ser utilizados como padrio
e testados para validar a genotipagem de populaghes des-
mnhecidas [Coles et al 200d).
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Flg2. Genotdpagem de SNPs pela téonica de POR alelo-especifica
o PCR baseada no sistema de amplificaghio por mumgls re
fracdria [ARMS) [Forts 2011).

Foi determirado que o limite de detecglo da resistin-
cia ans B2, por mein de diagndstion molecular, seja com
um mimers de 100, 50, 35 ¢ 20 parasitos para, respect-
vamente, 4, &, 10 ¢ 1Z% de vermes nesistentes ra popula-
40, 3 fim de encontrar pelo menos um indirideo resishente
(p=0,002] (Elard et all 19499). Em uma populagio mista de
nematnides, a frequénda de alelos dependerd da propor-
a0 de espécies na populacio, e a idenbficacio de gendt-
pos resistentes bomozigiticns em gualsquer espécies po-
deria sugerira presenga de resisténcia [Coles et al. Z2008&].

Alnda s3a poucas as informagpSes de correlacio entre a
presenga de mutaptes associadas 3 resisténcia e a eficicia
de droga esperada, dificultando a interpretacio dindca dos
dados maolecolares. Recentemente, Hoghond et al [2004)



Belmintics em desi gt |

enquanto o TROOF detectou resistfncia ao albendaznl em
apenas dois rebankos. Em trés rehanhos ogja eficica da
droga pelo TROOF fod de 100, 99 & 973%, foram encontra-
das frequiéndas muito altas de alelos resistentes de 95,97 &
10054, A disparidade nos resultados sugere ser mufto difi-
cil definir recomendagbes ideais para medidas de controle
parasitirio com hase exclusvamente em dados malecula-
res [Kaplan K Vidyashankar 2012).

Como mostrado, os testes moleculares parecem ser
mais sensfeeis gue o TROOF na detecpio da presenca de re-
sistimda anti-helmintica em um rebanho. Mas o significa-
do pritico da resisténcia genotipica relaclonada 3 efichcla
esperada da droga, principalments Elﬂ produtos de um
mesmo grupo, ainda ndo estd dam. E comum a técnica de
TROOF detectar resisténcia a um ant-helmintico &, ao mes-
mi tempa, akta eficicta a sutro do mesma grepo. Uma vez
que marcadores moleculares de resisténda aos Bfs ndo slo
especificos de uma =6 droga, o uso de dados moleculares
para a escolha de drogas a serem wtilizadas no campo ain-
da exige uma matar compreensao (Kaplan & Vidyashankar
2012) (s autores discutiram ainda owtros pomntos criticos:
quando a resisténcia a um grupo de drogas & mult-alélica,
torna-se mecessirio conhecer @ contribuicdo relatha de
cada alelo para a manifestacio do fendtipo; a resistEncia a
qualquer droga € espécie-especifica, mas as infeopfes mis-
tas nos andmats 3o muitn comuns, sendo necessirio o de-
senvoliments de testes moleculares capazes de detectar
resisténcia em milHplas espéicies, ou testes separadnos parta
a5 espécies importantes.

A grande dificuldade para o diagndstico com base male-
cular, £ ter a certeza de que a mutsgio assoclada a resistén-
cia 3 determinaida droga seja a dnica mutacdo responsdvel
em uma espécie parboular. Esse desafio pode ser exempli-
ficado pela existéncia de mads de um ponto de mutacio de
resisténcia ans Efs em certns nematnides de ovinos. Na
caso das LMs, se as diferentes espédes de nematnides bim
diferentes mecnismos para impedir a a¢do das drogas, a
dificuldade para o desenvolvimento & a utilizacio de bes-
tes torna-se ainda mator Ne entanto, como ndo bd nenbum
teste in vito de conflabilidade reconhecida para a resis-
timcia a5 LMs, a necessidade de tesstes maleculares & muwibo
grande [iColes etal. 2008)

CONSIDERACOES FINAIS

A maioria das estratégias de controle de nematnides gas-
trintestinals empregadas em criaghes intersras de ovinos
& caprincs ainda depende do frequente uso de anti-helmin-
ticns. Mo entants, o grande nimers de relatns de parasitns
resistentes a um cu mais anb-helmintoos utlizados vem
inviabilizandn cs programas de contmle sanitinia B evi-
dente a necessidade de adocio de estratégias sustentiveds,
inchuinda o contrale guimion, ambiental & tmenekdgion, vi-
sando subsHtuir os esquemas baseados no o exdushvo
de anti-helminticos, pama diminuir a pressio de sdecio na
populacio de parasitns. Nowos conceltns, como a manaten-
¢io da populacio de parasitos em refigha, ndo expostas a
amti-helmintices, obtida principalmente com o uso de tra-
tamentn seletivo dos animais, precsam ser amplamente
difundidos entre produtores & profissinais da drea
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Como visto, 3 mpider com gue ooorme a propagacso da
resisténoa ant-belmintca, com o comércio de animads, &
preccupante e reforg a necessidade urgente de testes diag-
nisticos sensivels & economicamsente acessivels para a de-
tecpdo & o monitoramento da resisténcia. Devido ao gande
impactn que a resisténcia possu em relacio 3 prodecdo &
an bem-estar de pequenns rumdnamntes, tnrma-se cada vex
mals impaortante o sew diagndsticn preciss e precoce. Faz-
-5¢ necessinio aprimaorar os métedos conbecidos 35 condi-
ples dos produtores, com a inclusio de testes para detec-
ftar a resisténcia na rotina de programas sanit@rios, como o
TROOE Para fssa, uma série de testes in vitro ainda precisa
ser padronizada, a fim de permitir sua cometa exeosgo
e interpregdo em diferentes boratdrios. |nfelizmente,
o5 esforpos para a obtencio do diagndstion da resisténda
anti-helmintica & a corscientzagdo de profissiorads da Srea
acerca desse problema ainda sdo insuficientes,

Espera-se que 0 uso crescente de modernas técnicas
de seguencamentn gendmioo (o genoma completn do B
oontonius serd publicdo em breve, Beech 2013] propide
@vangos na compreensdo do mecanismmo moleoslar [ow me-
canismos molsculares) da resisténcia anti-helmintica, per-
mitindo o aprimomments de técndcas de monitramento
ripido. A obtencio de um diagndstico da redsténca mals
precoce & acessivel no campo pode auxdliar a tomada de
deds3o quanto & escolba do Hpo de estratégia de controle
parasitirio a ser utlizada. Pam isso, & extremaments im-
portante haver onentacio profisdonal adeqguada ans pro-
dutnres snbre o uso raconal de anti-helminboos, buscando
manter a eficida das drogas e retardar o fendmeno da re-
sistincia. Recomenda-se gue, tanto o pesquisador coma o
profissional ligado 3 drea de sanidade, tenha inberesse ra
ledtura das recomendagies bérnicas. Deve-se utilizar o TR-
C0F uma vezan ano, com o objetive de mondtorara eficida,
& substituir produtos gue apresentem percentuals abaim
de B, Espera-se que, oom isso, possa-se ontribuir par
a sustentabilidade da pecudda nadomal, visando obter
melkores condiptes de saidde, nto para os animais como
para a comunidade.

Agrad - A Coord de 4 s de P 1 da
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Evaluation of resistance in a selected field strain of Haemonchus

contortfus to ivermectin and moxidectin nsing the Larval
Migration on Agar Test’

Fernanda 5, Fortes™, Fernando 5 Kloster®, Andressa 5, Schafer?, Daniele Bier?,
Andréia Buzass, Ursula Y, Yoshitani® and Marcelo B. Molento®

ABLTRACT.- Portes FE, Kloster FS, Schafer AS, Bier [, Buzath A, Yoshitani LY. & Molento
MLH. 2013, Evaluation of resistanoe in selected feld strain of Hoemondos contorfus to
vermectin and moddiectin usding the Lanval Migrabion on Agar Test. eterimdra
Brosieimn 330183187, Laboratdrio de Doengas Farasitinas, Universidade Pederal do Parand,
Fua dos Funciondrios 1540, Curitiha, PR 9002 5-050, Erazil. E-mail: fortesfoiemail oom

Hoemaonchus combortus is one of the most commaon and economically significant canses
of disease in small ruminants worldwide, and the control programs of parasitc nematodes
- incheding M. comtortes - rely mostly on the use of anthelmintc drnags. The conssquence of
the use of this, as the sole sanitary strategy to avoid parasite infections, was the reduction
of the efficacy of all chemotherapeutic products with a heawy selection for resistance. The
widespread of anthelmintic resistance and the difficulty of its early diagnosis has been a
major ooncern for the sustainable parasite management on farms The objectve of this
research was o determine and compare the prermectin VM) and moddectin [MOK) effiect
in a selected field strain of AL comiortus with a known resistance states, using the i Wt
larval migration on agar test [LMAT). Third stage lanae of the selected isalate were obtai-
nied from faecal cultures of experimentally infected sheep and incubated in eleven increa-
sing diluted concentrations of IV and MOX (&, 12, 24, 48, 94, 192, 304, TE, 1536, 3072
and &144pgiml]. The dose-response sigmaidal curves were obtained using the B value
of =0.90 and the lethal concentrabion [LC_] dose for the tested anthelmintc drugs using
a four-parameter logistc model. The LG value for MOX was significantly lower than [V
[1.253pgfmL and 91 0&pg/mL), identifying the H. comtortes isolate as considerably less
susceptible to WM compared to MOX Porthermore, the LMAT showed a high consistency
[pr=0.2001] and provided to be a wseful diagnostic tool for monitoring the resistance status
of I¥M and MOX in H. comtortees field isclate, as well as it may be used for official routine
dnsg monitoring programes under the Mindstry of Agriculture [MAFA] guidance.

INDEX TERME: Roemanchiis conlors, anchilmlintos, ermactn, mosbiectn, shesp, marocpclic e
s, i Wore, Rematedes, efficacy.

RESUMO.- [Avaliacho da resisténda em um isolwdo de
cmpo selecionado de Heemonchus comtertus & fver-
miecting & moddecting usando o Teste de Migracio de
Larvas em Agar.] Hoemonches contorius & uma das canss

| Receheed on Augiut 10, B3,
Aoeaied e publizetion oa Kirember I, A1

3 o de [ [ drtus, U niveruidade Federal do Parard
[UFPE], R des Funclondinion 1540, Coritibe, FRSOG 5050, Brezil "Au-
o pars-comempcaiinciic S siuerul

de Fis-Gradiiscio e Medicirn Velerindria, Uabveraidsds

Pll]-l'md:g.l.rﬂl Mo (LIPS s i e 10000, P die Coirraebl, Kirm 9,
Sants Maris, S 97 105900, Brazil

L

mals comuns & economicamente signifiatvas de doen@
em produgdes de pequencs ruminantes em todo o mundo,
& 05 programas de controle de parasitas nematnides - in-
cluindo H. confortus - baselam-se principalments no wso
de drogas anti-belminticas. & consequénda da whlizagdo
desses compostas, como sendo a dnica estatégia sanitira
para evitar infecpfes por parasitas, tem sido a reducdo da
eficicia de todos as produtns quimdoterdpions, selecionan-
do fortements para resistinda O desenvobriments gene-
ralizado da ressténcia ant-helmintca e a dificuldade de
seu diagnistion precoce tEm sdo uma grande preccupagEo
para o manejo sustentivel de parasitas no campo. O obje-
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tivo desta pesquisa fol determinar & comparar o efeito da
twermectina [[VM]) & da moxidecting (MOX] em um isalada
de campo selecionado de H. combortur com um estado de
resisténcia conbecido, utilizando o teste in vitro de migra-
sdo de larvas em dgar [LMTAL Larvas de terceiro estigio
de um isolado de K corbortus selecionado foram obbdas a
partir de culturas de fezes de ovinos infectados experimen-
talmente ¢ incubadas em onze concen diluidas cres-
centes de [WM e MOX (&, 12, 24, 44, S8, 197, 394, Ted, 1534,
3072 e &144pgfml). As curvas sigmaides de dose-resposta
foram obtidas wtilizanda o valor de B =090 ¢ a2 dos= de
concentragdo letal (CL) para as drogas ant-helmintios
testadas, utilizando um medelo logistion de quatro pard-
metros. O valor de CL para MOX fol significthamente
meror do que para VM [1,253pg/ml e 9,08pg/mL]), iden-
tificando o isolado de H. comtortus como consideravelmente
menas susoetive] 3 VM em comparagdo 3 MOX. Além disso,
o LMTA mostrou uma alta consisténca [p=0,0001] & pode
ser uma fermmenta Gt de diagnfistico para monitorar o
status de resistEncia de VM e MOX em isolado de ampo de
H. comtzrtus, assim coms ser utilizado de forma oficial & em
rotina para progamas de monitoramento das drogas sob a
demanda do Ministério da Agricultura [AFA).

TERMOS DE INDEXACAD: Howemonchus costonts, anti-helbmind-
i, Ivermectng, meeddectng, ovinos, lamones macrocidicas, n
Wi, T ioddes, efichcia

INTRODUCTION

Haemomchies contortus is one of the mast important gas-
traintestina] nematodes of small rumirant produdion worl-
dwide due to it kigh prevalence and pathopgenicity, cusing
serious economic losses (Haplan 2004) and anthelmintic
drsgs are common by used as the sole method bo control this
parasite. Nonetheless, the imtensive use of all the available
compounds has led to the widespread development of an-
tielmintic resistance in all major sheep producing countries
[Van Wyk et al 1999, Papadopoulns 20048, Molento et al.
2011, Kaplan & Vidyaskankar 2012, Verizsimo et al. 2002).
Amang the most widely used drugs, the marooyclic kac-
tones (MLs]) sach as prermectin (IWM), an avermectn class
compound, and moxidectdin [MOX], a milbemmycin, have a
broad spectrum of actvity against parasitic nematodes in
Ivestock and humans. Resistance to these compounds has
been detected in different nematodes in Brazil, also B con-
tortus [Echevarria et al 19%, Thomaz-Soocol et al. 3004,
Rosalinsk-Momaes et al. 2007, Almeida et al 2000, Cruz et
al 2010, Scesny-Moraes etal. 2010, Verissimo et al. 3012).
There i5 an urgent need to determine the drug efficacy
status to comtinoe to support &rm planning and the aestai-
nable useofthe remaining effective anthelmintics, reducing
thve spread of resistant pamsites [Coles et al. 2004, Demeler
etal 2010) The gold standard method for detecting anthel-
mintic resistance is the controlled effimcy test based om
tive reduction in worm counts after the sacrifice of andmals.
Although the most reliable test available to date to detect
drug resistance, the test is extremehy expensbe, hbarous
and time consumdng. The faecal egg count redodion test

[FECRT), which compares the egg counts performed pre-

Pesig. Vet Brace THTE 385087, Reverelen 2003

and post-treatment can define the percentage of efficacy by
reducing egg numbers. Although the method is emploged
an all antkelmintic classes and has been commion by nsed to
momitor resistance in nematndes, it does not measure the
reduction of adult parsite number (Coles et al. 2008, De
Graefetal. 2012, Kaplan & Vidyashankar 201Z).

Therefore, a rapid and maore cost effecthee diagnosis me-
tiod for anthelmintc resistance is needed. Various i wiro
methods have been developed in the last 20 years [Gill et
al 19495, dissonville etal. 1996, Maolentn & Prickard 2001,
Taylar et al. 200Z, Coles et al. 2006, Demeler et al. 2010],
hawing the main characteristic of avoiding the "animal = /e
wivn” effect (Le. breed, age, body fatfscore], wiich can sig-
nificantly alter the drug pharmacoldnetics, as a consequen-
ce of different rates of absorpton, metabalism and the tme
o reach the target Hxswes.

Amaong the fn vito methods, the migmtion tests con-
sist in a simple, rapld and cost efective altermative for the
amahyss of the effects of 2 few classes of anthelmintics. The
main mechanism to be tested is the muscle parabsis @esed
o the nematodes, which can be viewed as a reduction of

when comparing the control and treated groups.
The Larval Migration on Agar Test [LMIT) is being used as
a diagnostic tool to detedt and monitor the resstamce o
MLs in the Labaoratory [d'Assonville et al. 1996, Molento &
Prickand 2001, emeler et al 2010). Therefore, the objec-
tive of the present stedy was to mvaluate and compare the
WM and MOX effect in a H. combortus, isolated from a sheep
farm with a history of VM resistance and MOX susceptibi-
lity [Verissmo et al. 2012], using a modified migration test
[Molento & Prichard 2001)

MATERIALS AND METHODS

Parasite field iselate and producthen of feeol culture from
il sodate. The parasice field isolate wread in this study was obal-
med from & shesp farmn bcated in Sho Paulo Stace, Brazil, with ne-
[poiis of resistamos t VM [ 165%) and suscepdilicy o MOX (99%)
by thee FECHT comducted previcesly [ Wertssimo etal 2002 The
crigina parasice populaton wis by Mosrriomobes Sp.
(595%), Cooparia sp. [Z2%]). Trichosmoagels gp. [11%] and Tiels-
charsagia sp. [B%:). Faeosl saonphes ooniaining e fiabod & &Fes wWers
codbected from shisp and wene submimsd w faeoal cubures for T

days to obain tiind stage larvae (L) The infective L, obiained
were sored in dislied waer ender oty until sed o
artificialy infet new pamsiee-frie shisp in onder o obain pure
calnures of Bl oostonius (see detall Procol below].

Experimental infecions and the productien of faecal cul-
twres 1 and 2 [solace SFIS030WEZ0 1), Four lambs wene se-
lected and treated omally with oxfendazole 2 5mg,liog body weight
[EW] [Defaden®, Ricver] and levamisole at 5 Owg g HW [Riper-
ool L, Fort Dodge) for thres cormecutive diys, i Temove svery
materal parasite infecton Fescal samples were collemed for 4
‘wistks Trom the anirmals oo confinm their paretioe-free scarus. Al
ter thiet the animals were kept on worm-free paddocks untl the
experimenm] Infersorg

Twe lamibss {Greap 1) were ardficlally infected wich 8000 L,
of gastrolntesting nematodis by oral gawage. The infeoton ws
allowed w establish for at keast 28 days From day 28 0o 348 faeosl
samples were tahien for EPG and larvee culure. The animak were
euthanized on day 34 pestinfecdon and the K. conmrms adults
were direcy collected from the abomasem The adelt worms
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were immvediately placed Int> Pemri dishes contining saline so-
betioin ar IERC ared hept in an incubaior for @ perkod of 2- 12 boors
fior cospletion of the ferale pvipeaiton The eggs wen: harnssted
and placed in oo sedimentdon glass Then, the &gps were milked
with autedlaved horse feces o obitain & Mmonespecifc facal culi-
i [Fistionl caliure 1]

T L bes [ Grovap 2] waere artficially Infected by the oral ad-
minkstration of 8000 L, of AL contortes olstalmed Prom the feecal
culture L After the confirmaton of the establishment of the infec-
mhin, e e | caltures were prepaned m produce @ pune Bl oos
eovrties larval calture [Facal culben: 2). The Infiectve lirvae from
thié faecal culre 2 were kentfied and stoned n Similled wabsr
g i 30 days wntl 10 wes esed with S In Wore asays. Although
weot Incheded in the Farssloe olete Database, e nomendain:
code used for the present isolace (FPISE0E0L ) wis based on
that of CARS (Consordum for Anthelmindc Resistance and Sus-
cepribiliny] using the: following code: state of arggingdoode nurmber
of chet: tarmn sarmipsbiad f ot amimal fpear of Bolation.

T vitrs Larval Migration on Ager Test [LMAT). The LMAT
i performed Tollowing the technique modifed by Molento &
Prichard (2001). The L collemted from the Geecal cultene 2 were
exsltathed using 0.3% sodium hypochlorite and when maone tham
0% of the motle laves were cbeathed, ey were washed
thres dises in distilled water and subdivided in groeps of 400 L,
peer weell i triplicates. Each group of larvee wes mised with dis-
dlled wiaker to mske o wital wolume of 0 5ml while drug dilutos
were prijpared In separate mubes [wial volume of 0.5mL) Eleven
dneg concenrations were tested [, 12, 24, 4B, 35, 197, 384, TEE,
1535, 3072 and 6l8dpgiml) for 1% hvermesdn [vomec®, Me
rial Sadde Animal] and 1% meocidectn (Cpdectn®, Fort Dodge)
Thi L, plus the drug dilutons were pladed at Z75C for 6h (s
incubation). After that an 14% agar soluton was added to the
mrgated larvae plus drug soudon and immediaely rasierrsd m
a previously prepaned spparanus made of & Pecri dish containing
& plastc mesh Inthe miSdle of the base, a mecal mesh and 2
g cylinder om the top. The apparacs: was previoushy flled with
2wl of distilled waner snd stored st -0 allowing the frozen
WRLET Lo Sower et Tickh. After thie sddithon of the whole content,
the apparais was placed in an incubator for 1L at 2 79C under a
150 MHz Eght b, wscirvelate the larval mbgration - out the agaer
[orton. Afer tee seoceed mlgracion, te lquid porton contaning
thie migrated kirvae wis Tansferred Int & S0ml oobe and cene
rrifuged & 3000 rpm for 5 minubss whene the Sops MaTant wis
memoved The tobes were then vomey and mriplicee samples of 1
wal. weere taloen The Snal counts were med @ by the average of the
allgu cts miuldphed by L0

Al ecperimental procedunes reported D this manusorpt were
exarmined ard approved by tee Animal Use Edhics Comamites of
thie Agricalursl Scoences Campus of the Federsl Universicy of Pa-
rand, Brazil [Protocsd 021 Z2010).

Statisthoal analysis. The 50% kethal concentration (LT} awed
thie standiard ervor wiene D ured by & mom- linear fegression -
del which resulued in & sigmcbdal comoentradon =y ]
(Four-parameter kygishe cyuaton with & variabbe shopss). wsing the
program GraphPad Prism® 5.01. All analyses were carried cutaf
e ransioring g darta inte theit logarithen (X = log X), before
caloalating che kg LT values (LC,, values ), 75% confidence Inter-
wals and & values. In addidon, the pvalues for thie LG, values of
IV i D00 e spaitnes wer: caboulated using che s progran.

RESULTS
Thie mematnde genera recovered from the faecal culhare 2
showed =965% of Hoemonchios contortus genus followed
by 3% of Coopenio sp. and Trichosrongplus sp. All ie wi-

il rgg e Lol Mijgration om Agar Tesl. 185

iro tests were run with the B corbortus L from the faecal
cultre 2. For the inchesion of experimental data, it was ne-
cessary to attend two criteriac a migration rabio of ak beast
#0% im the negative control and & values > 0.90. The dose-
-response curves for [V and MOX drogs using the e wire
LMAT are presented in Figore 1.

The statistical amalysis of the curves was performed
using the LC_ walues The results correcthy identified the B
condortws isolate resistant ko I'YM and susceptihle tn MOE,
showing the [VM-LC value of 91.04pg/mL and the MOX-
L valoe of 1.253 pgi/mL [Table 1). The results were sa-
tisticlly significnt [p<0.0001] for both drugs.

E

o
=

® [vermechn
B Mosidechn

Wigration of larvae in %
s 5.8

-z o 2 4
MOX and VM in pg/mL [log])

Fig. L. Dise-resporde curves obtalmed with the Larval Migraton
aim Agar Test wich the SPIS030w30 1] koldate of Hosmoncfils
oostoriug using ermeecdn [IVM, solid Ene) and mosidectin
[W0X, dashed live) Evvor bars meficate tee stamdand ermor
Thie ermor bars ane not seen where the differences betayeen
e valuess obsserwed Tor all concenorat ons temed was 0 or very
dlose L

Talsle 1. The LT values, with the 95%, confldence interval
[95% ), bog LC,, valwes, KF and p-values using beermsectin
[T and moxidectin [MOX) in the Larval Migration on
Agar Test with the Bsolabe SP1S030vZ011 of

Haoveonfiss conborTs
(A1 (L]
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[ it ik
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DISCUSSION

It is wery important to monitor anthelmintic effimcy at re-
gular intervals o detect subtle changes, as early as possible
in order to avoid the esablishment of anthelmintic resis-
tance. This may be performed by accessible and sensithve
in wiro diagnostic tests, determining even which drogs
are stll effective against a particular parasite populaton
to enahle the choice of an anthelmimbc for therapeutic
use in the field (Kaplan 2004, Demeler et al. 2010, Molen-
to et al 2011]. The larmal tests [LDT) ane the
mist commonly employed and was able bo eagly disorimi-
nate between susceptible and resistant parasite isolabes.

Pesiny. Wel Brea $3(3):163- 187, feversin 2015

134



H Perramis % Fortsi etal

The LOT showed ability to identify low levels of resistant
waorms in a populaton, but the execution of these exams
present some difficulties [Dolinsks et al. 201X} Another
potental altermative that is still being studied for the de-
tection of resistant parasites s the lrval tests
[LMT). The LMT has being used for the detection of drug
resistance for [VM, MOX and the benzimidazoles in sheep,
goats and cattle nematodes (Wagland et al. 1992, Rabel et
al 1994, Molento & Prichard 2001, Gatongi et al. 2003, Ka-
plam et al. 2007, Demeler et al 2010, Borges et al. 3011,
Almeida etal 201F).

The development of WM resistance and also the con-
comitant loss of sensithvity to MOX is an ongoing debate
[Conder et al 19493, Shoop etal 1993, Molento et al 1999,
Ranjan et al 2002, De Graef et al. 201X). El-Abdellat et al
[2010) suggest that when detecting resistance to [VM the
use of any type of ML's is inappropriate. However, the rate
of resistance differs between compounds and ooours sho-
wer tn MOX than to IVM [Ranjan et al. 2002, Le [ambre et
al 2005) While the resistance to one anthelmintc an be
detected, amother drug of the same dass may still remain
highly effective (Kaplan & Vidyashankar 2012). Althou-
gh increasing reports of resistance to MO in nematodes
throughout the world, severe multidnag resistance was de-
tected, with MOX remaining as the drug with better effiect
[(Mortensen et al 2003, Kaplan et al. 2007) So, our results
indicate that MOX could kave some patenitial application in
comtrolling H. condortws in sheep on that farm and this mi-
ght be true to other gastrodntestinal nematodes.

The disturbing anthelmintc resisance stabes previou-
shy detected by FECRT was confirmed by the e vitro test
in the present trial, as showm by the different LDS0's. This
is in accordamce with other reports, where sheep nematn-
de populations showed high resistance against MLs invive
and alsn were less susceptible én vibm, using larval develo-
preent tests [Hubert & Kerhosuf 1992, Taylor et all 2002]).
The problem of anthelmintic resistance, identified in both
tests, is posshly the sinmtion that predominates in most
of the sheep farms in Brazil Therefore, we suggest that the
Mimistry of Agriculbure, MAPA could offidally adopt & w-
o tests to be used by drag-monitoring programs. Before
that, it is essental to improve and adapt standard opera-
ting protocols for nunning and interpretdng the LMAT in
order to make this test applicable for routine practice. bis
necessary to test different isolates with different status of
drug resistance in different laboratories, wsing the identical
prodoond, o confirm the reproducibility and repeatability of
e LMAT data.

In comclusion, the fe witro LMAT describesd bere was
sucressfully used to generate reliable (p<0.0001]) dose-res-
ponse curves for the tested drugs. The obmined LC valoe
for MOY was 7LE7 times lower than for the WM, identi-
fiving this K contortus isolate highly resisant to [VM. The
present data also shows the potental of using the LMAT for
the anabysis of resisance to MLs and can provide a useful
diagmastic toal for monitoring anthelmintic resstance.
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