UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE DOUTORADO

ETIOLOGIA DA NEMATODIOSE GASTRINTESTINAL EM
BOVINOS DE CORTE NO BRASIL E FREQUENCIA GENICA
DE RESISTENCIA A BENZIMIDAZOIS

Flavia Carolina Favero

Campo Grande, MS
2019



O EINZ

SI0ZepIWIZuUaq e eIoulIsIsal ap ealugb eiougnbaly o |Iselg
OU 81102 3p SOUIAOQ WS [eunsajulisel asolporewsau ep eibojong

610¢




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE DOUTORADO

ETIOLOGIA DA NEMATODIOSE GASTRINTESTINAL EM
BOVINOS DE CORTE NO BRASIL E FREQUENCIA GENICA
DE RESISTENCIA A BENZIMIDAZOIS

Etiology of gastrointestinal nematodes in beef cattle in Brazil and gene
frequency of resistance to benzimidazoles

Flavia Carolina Favero

Orientador: Prof. Dr. Fernando de Almeida Borges
Coorientador: Georg von Samson-Himmelstjerna

Tese apresentada a Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, como
requisito a obtencao do titulo de Doutor
em Ciéncia Animal. Area de
concentragéo: Produg&o Animal.

Campo Grande, MS
2019



Certificado de aprovagdo

FLAVIA CAROLINA FAVERO

Etiologia da nematodiose gastrintestinal em bovinos de corte no Brasil e
frequéncia génica de resisténcia a benzimidazdis

Etiology of gastrointestinal nematodes in beef cattie in Brazil and gene frequency

of resistance to benzimidazoles
Tese apresentada a
Universidade Federal de Mato Grosso

do Sul, como requisito & obtengao do
titulo de Doutara em Ciéncia Animal.

Aprovado(a) em: 26-02-2019
BANCA EXAMINADORA:

oo ohbhmile Angs
Dr. Femando de Almeida Borges '
Orientador (UFMS)

Dr. Carles Alberto do Nascimento Ramos
(URMS]




AGRADECIMENTOS

A Deus.

Ao meu orientador professor Dr. Fernando de Almeida Borges, meu carinho e
gratiddo, pelas oportunidades concedidas, por ter me acolhido, por transmitir seus
conhecimentos e experiéncias, por todo incentivo e apoio, por acreditar e ouvir.
Obrigada!

Aos meus pais, Sérgio Luiz Favero e Marta E. Barbaglia Favero, minhas irmas,
Juliana E. Favero e Maria Amélia Favero, e minha avoé Isabel I. Favero, pelo amor,
carinho, apoio e, sobretudo, incentivo e paciéncia. Obrigada!

Ao Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul que de forma objetiva e estruturada permitiu a realizagdo deste
curso de Doutorado, em especial ao solicito Ricardo O. dos Santos.

A Freie Universitat Berlin, na Alemanha, pela parceria que possibilitou o
desenvolvimento das andlises laboratoriais moleculares de meu estudo, “Danke” ao
meu coorientador Dr. Georg von Samson-Himmelstjerna pela oportunidade e
sempre bom humor, a Sabrina Ramunke, Jurgen Kriicken, por todo o ensinamento e
paciéncia, aos colegas de pesquisa, em especial a estagiaria Carolina Costa pela
companhia.

A minha amiga linda Dra. Larissa Bezerra dos Santos, que esteve ao meu lado nos
bons e principalmente nos dias dificeis, apoiando seja perto ou longe, meu muito
obrigada a vocé, Deus ndo nos desampara nunca.

A Theresa Firsching e sua familia pela acolhida em Berlim, por todas as dicas,
companhia, apoio, por me permitir conhecer cultura, histéria e tradicdes fascinantes.
Ao meu parceiro e amigo, Rodolpho Ferrari Chiques, por sempre me incentivar e
apoiar, por todo carinho e paciéncia.

Ao amigo Dr. Marcos V. Garcia, e aos que mesmo distantes, em especial a Julyene
C. de Oliveira, Guilnerme Zanolli e Danieli R. Scarpa, me ajudaram a suportar e
superar momentos de dificuldades e profundo desanimo, transformando-os em
repleta felicidade.

Aos colegas do Laboratorio de Doencas Parasitarias (LADPAR), pos-graduandos,
estagiarios, residentes, principalmente ao Dr. Dyego G. L. Borges, Jéssica Teles,
Micheli L. de Souza e ao técnico Ramiro A. Jacinto, pela amizade e dedicacéo,

tornando os dias mais faceis e alegres.



Ao Dr. Flabio Ribeiro de Araujo, e a técnica do laboratério de imunologia Gisele O.
Leguizamon da EMBRAPA gado de corte, por toda simpatia, pelos ensinamentos
durante as andlises, sendo de fundamental importancia para a qualidade desse
trabalho.

Ao professor Dr. Carlos Alberto Ramos pela disponibilidade e prontiddo em ajudar.
A Fundacdo de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia e Tecnologia do
Estado de Mato Grosso do Sul (FUNDECT) pela bolsa de estudo concedida durante
0 CUrso.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPqQ), pela
bolsa de estudo que possibilitou a realizacdo do Doutorado Sanduiche.

A todos que direta ou indiretamente me apoiaram e por ventura nao foram aqui

citados.



Resumo

FAVERO, Flavia Carolina. Etiologia da nematodiose gastrintestinal em bovinos de
corte no Brasil e frequéncia génica de resisténcia a benzimidazois. Ano. 2019. 55f.
Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

A bovinocultura € uma importante atividade econdémica no Brasil, entretanto, o
parasitismo por nematddeos gastrintestinais (NGIs) e a resisténcia a anti-helminticos
sao limitantes para producédo de ruminantes. Para o controle eficaz do parasitismo
sd0 necesséarios estudos epidemiolégicos de identificagdo das espécies de
helmintos para serem adotadas medidas eficientes de profilaxia e prevencéo.
Infecgbes por Haemonchus placei e Haemonchus contortus em bovinos criados a
pasto j& foram relatadas, sendo desconhecida a frequéncia e relevancia de infec¢céo
por H. contortus em bovinos no Brasil. O estudo da frequéncia de polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs), responsaveis pela resisténcia a benzimidazois (BZDs) em
populacbes de NGIs em bovinos € importante por estabelecer um diagndstico
precoce de resisténcia. O objetivo do estudo foi determinar a etiologia das NGIs em
bovinos no Brasil e determinar a frequéncia génica da resisténcia a BZDs. Para isso,
foram colhidas fezes de bovinos de corte em 61 rebanhos, nos estados de:
Rondbnia, Tocantins, Para, Maranhdo, Alagoas, Mato Grosso, Goias, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand e Rio Grande do Sul. Em cada
propriedade, foram utilizados 100 animais machos, categoria recria. Coproculturas
foram realizadas utilizando um pool com 10-15 g de fezes de cada animal. As larvas
infectantes foram extraidas de coproculturas, uma parte foi utilizada para
identificacdo dos géneros e classificacdo de espécies de Haemonchus por
morfologia. O restante das larvas foi utilizado para analise molecular de
sequenciamento do DNA, para identificacdo das espécies de Haemonchus, e
ensaios de pirosequenciamento, para determinagdo de frequéncias alélicas de (-
tubulina. Nas coproculturas, foram observadas larvas dos géneros Cooperia,
Haemonchus, Oesophagostomum e Trichostrongylus, em todas as regifes. O
género Cooperia apresentou prevaléncia de 100% nas propriedades avaliadas.
Haemonchus sp. apresentou prevaléncia de 92,3% na Regido Norte, enquanto nas
demais regides a prevaléncia foi de 100%. Oesophagostomum sp. apresentou
prevaléncia igual/superior a 50% em todas as regides do pais, exceto na Regido
Norte. Na Regido Nordeste e Norte, Trichostrongylus sp. alcangou prevaléncia
igual/superior a 50%, e nas Regides Centro-Oeste e Sudeste a prevaléncia foi de
16,7% e 14,3%, respectivamente. A riqueza parasitaria encontrada nos rebanhos foi
maior para presenca de trés géneros de NGls (67,2%) nos bovinos. Em 27,9% das
propriedades houve predominancia de dois géneros, Cooperia e Haemonchus,
ressaltando a prevaléncia destes NGIs. De maneira geral, Cooperia sp. foi o NGI
dominante, com maior prevaléncia e intensidade nas coproculturas, seguido de
Haemonchus sp., sendo estes os NGIs mais relevantes. Os resultados da analise
morfométrica de 2.345 larvas indicam que H. placei esteve presente em todas as
fazendas, enquanto H. contortus foi observado em 20,3% das fazendas. Em
contrapartida, a analise do isotipo 1 do gene da B-tubulina confirmou 100% de
prevaléncia para H. placei e 23,7% para H. contortus, o que € maior do que na
analise morfolégica. Ensaios de pirosequenciamento demonstraram pela primeira
vez em H. placei de bovinos brasileiros em todas as regibes, SNPs associados a



resisténcia aos BZDs nos trés codons (F167Y, E198A e F200Y) no isotipo 1 do gene
da B-tubulina em populacdes de campo. Frequéncias elevadas (215%) de SNPs
associados aos alelos de resisténcia aos BZDs foram observadas em 11,4% das
propriedades, e 57% desses SNPs foram observados mais frequentemente no
codon E198A. Este estudo confirma a presenca de H. contortus parasitando bovinos
e constata que a resisténcia aos BZDs estd em um estagio inicial, mas ja esti
disseminada em bovinos de corte no pais, com a presenca de resisténcia aos BZDs
no isotipo 1 da B-tubulina associada aos polimorfismos F167Y, E198A e F200Y em
H. placei.

Palavras-chave: Coproculturas. Epidemiologia. Haemonchus spp.
Pirosequenciamento. SNPs. B-tubulina.



Abstract

FAVERO, Flavia Carolina. Etiology of gastrointestinal nematodes in beef cattle in
Brazil and gene frequency of resistance to benzimidazoles. Ano. 2019. 55f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

Cattle breeding is an important economic activity in Brazil, however, parasitism by
gastrointestinal nematodes (NGIs) and resistance to anthelmintics are limiting for
ruminant production. For the effective control of parasitism, epidemiological studies
of the identification of helminth species are necessary to adopt efficient prophylaxis
and prevention measures. Infections by Haemonchus placei and Haemonchus
contortus in cattle raised on grass have been reported, and the frequency and
relevance of H. contortus infection in cattle in Brazil being unknown. The study of the
frequency of single nucleotide polymorphisms (SNPs), responsible for BZD-
resistance in NGI populations in cattle is important for establishing an early diagnosis
of resistance. The objective of the study was to determine the etiology of NGls in
cattle in Brazil and to determine the gene frequency of BZD-resistance. For this, a
sample of fecal from beef cattle was collected from 61 herd of cattle, in the states of:
Rondbnia, Tocantins, Para, Maranhdo, Alagoas, Mato Grosso, Goias, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, S&o Paulo, Parana and Rio Grande do Sul In each farm, 100
male animals were used, rearing category. Coprocultures were performed using a
pool with 10-15 g of faeces from each animal. The infective larvae were extracted
from coprocultures, one part was used for identification of genera and classification
of Haemonchus species by morphology. The rest of the larvae were used for
molecular sequencing studies to identify Haemonchus species, and pyrosequencing
assays for the determination of allelic frequencies of isotype 1 B-tubulin. In the
coprocultures, larvae of the genus Cooperia, Haemonchus, Oesophagostomum and
Trichostrongylus were observed in all regions. The genus Cooperia presented a
prevalence of 100% in the evaluated properties. Haemonchus sp. presented a
prevalence of 92.3% in the northern region, while in the other regions the prevalence
was 100%. Oesophagostomum sp. presented a prevalence of 50% in all regions of
the country, except in the northern region. In the northeast and north,
Trichostrongylus sp. reached a prevalence of 50%, and in the central-west and
southeast regions the prevalence was 16.7% and 14.3%, respectively. The parasite
richness found in the herds was higher for three genera of NGls (67.2%) in cattle. In
27.9% of the properties, there were two genera, Cooperia and Haemonchus,
emphasizing the prevalence of these NGIs. In general, Cooperia sp. was the
dominant NGI, with higher prevalence and intensity in coprocultures, followed by
Haemonchus sp., these being the most relevant NGIs. The results of the
morphometric analysis of 2345 larvae showed that H. placei was present in all herd
of cattle, while H. contortus was observed in 20.3% of herd. In contrast, analysis of
isotype 1 B-tubulin gene confirmed 100% prevalence for H. placei and 23.7% for H.
contortus, which is higher than for morphological analysis. Pyrosequencing assays
demonstrated, for the first time in H. placei of Brazilian cattle from all regions, SNPs
associated with BZD-resistance in the three codons (F167Y, E198A and F200Y) in
the isotype 1 B-tubulin gene from field populations. High frequencies (215%) of SNPs
associated with BZD-resistance alleles were observed in 11.4% of the farms, and
57% of these SNPs were observed more frequently in the E198A codon. This study



confirms the presence of H. contortus parasitizing cattle and finds that resistance to
BZDs is at an early stage, but is already widespread in beef cattle in the country, with
the presence of BZD-resistance in the isotype 1 B-tubulin associated to
polymorphisms F167Y, E198A and F200Y in H. placei.

Keywords: Coprocultures. Epidemiology. Haemonchus spp. Pyrosequencing. SNPs.
B-tubulina.



Lista de abreviaturas e siglas

°C Graus Celsius

pL Microlitro

pum Micrometro

BZDs Benzimidazois

CNPq Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
DNA Acido Desoxirribonucleico

FECRT Teste de Reducéo de Contagem de Ovos nas Fezes

Fundect Fundagcdo de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia e

Tecnologia do Estado de Mato Grosso do Sul

L3 Larva de terceiro estagio

mL Mililitro

mM Milimolar

NGls Nematddeos gastrintestinais

PCR Reacdo em cadeia pela polimerase
SNP Polimorfismo de nucleotideo Unico

UFMS Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um rebanho bovino efetivo de mais de 218 milhGes de
cabecas. A pecuaria é uma importante atividade econémica no pais, ocupando um
lugar de destaque na produgcdo e exportacdo de carne bovina, entretanto, o
parasitismo por nematddeos gastrintestinais (NGIs) e a resisténcia a anti-helminticos
séo fatores limitantes a producéo (EYSKER, 2001; BORGES et al., 2013). Em 2018
o Pais exportou o recorde de 1.353 milhdo de toneladas de carne in natura,
registrando faturamento de US$ 5,6 bilhdes (CEPEA, 2019).

A Regido Centro-Oeste possui 0 maior numero de animais, sendo 34,4% da
populacdo de bovinos do pais, em que o estado com maior efetivo bovino, Mato
Grosso, abrange 30,3 milhdes de cabeca, sendo a segunda, terceira e quarta
posicbes no pais ocupadas por Minas Gerais (23.637.803 cabecas), Goias
(22.879.411 cabegcas) e Mato Grosso do Sul (21.800.990 cabegas),
respectivamente. O Norte representa 22%, com destaque os estados do Para e
Tocantins, com aproximadamente 20,5 e 13,7 milhdes de cabecas,
respectivamente. As Regides Sudeste, Nordeste e Sul do territorio brasileiro
correspondem a 18%, 13% e 12,6% do rebanho bovino, respectivamente (IBGE,
2016).

As endoparasitoses prejudicam o crescimento, desenvolvimento, reproducéo
e 0 ganho de peso dos animais (CATTO et al., 2005), além de aumentarem gastos
com mao-de-obra, anti-helminticos e, assim, favorecer o aparecimento de
populacdes de parasitas resistentes (SOUTELLO et al.,, 2002; BORGES et al.,
2013). As perdas econbmicas no pais sdo estimadas em mais de 7 bilhdes de
dolares anualmente (GRISI et al., 2014).

O sistema de criagdo de bovinos de corte no Brasil utiliza a intensificacao
com uso das pastagens, com aproveitamento maximo com mais unidade animal em
menores areas, contribuindo para contaminacdo das pastagens por helmintos
gastrintestinais, o que favorece a presenca de infec¢cdes, mesmo em niveis baixos.
O controle destas infec¢cdes, segundo Bianchin (1986), torna-se eficiente e
econdmico quando a epidemiologia dos helmintos nas diferentes regides é
conhecida, possibilitando o estabelecimento de controle estratégico preventivo.

Haemonchus sp. esta entre os mais importantes NGIs de ruminantes no

Brasil (AMARANTE et al., 2017), evidenciado por sua alta prevaléncia e
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patogenicidade, causando, por exemplo, reducdo na produtividade de bovinos
(GENNARI et al.,, 1991; BORGES et al.,, 2013). A especificidade parasitaria de
Haemonchus sp. em ruminantes domésticos ndo € absoluta, 0 que contrasta com o
tradicional conceito de que Haemonchus contortus (RUDOLPHI, 1803; COBB, 1898)
seja classificado como um parasita de ovinos e caprinos, e Haemonchus placei
(PLACE, 1893) e Haemonchus similis (TRAVASSOS, 1914) sejam parasitas de
bovinos.

Ha relatos de infeccbes mistas naturais por H. placei e H. contortus em
bovinos criados a pasto no mundo (ROBERTS e BREMMER, 1955; SANTIAGO,
1968; BORBA, 1988; LICHTENFELS et al., 1994; ACHI et al., 2003; HOBERG et al.,
2004; GASBARRE et al., 2009; CHAUDHRY et al., 2015) e no Brasil (AMARANTE et
al., 1997; BRASIL et al., 2012), sendo confirmada sua adaptacao e patogenicidade
ao hospedeiro em infeccbes experimentais em bovinos (BASSETO et al.,, 2011;
FAVERO et al., 2016ab). Além das infeccbes mistas, as recentes evidéncias de
campo da hibridizacdo interespécies entre H. contortus e H. placei em pequenos
ruminantes pode apontar para uma nova forma de transmissdo de mutacfes de
resisténcia anti-helmintica (CHAUDHRY et al., 2015).

Um dos primeiros anti-helminticos de largo espectro lancados no Brasil foram
0s benzimidazoéis (BZDs), e continuam sendo muito utilizados nos dias de hoje no
tratamento dos rebanhos. Pesquisas demostram que o nivel de resisténcia
parasitaria aos BZDs ainda é muito baixo (SOUTELLO et al., 2007; SOUZA et al.,
2008; BRASIL et al., 2012; NEVES et al., 2014). No entanto, a situacdo da
resisténcia a BZDs no Brasil pode estar subestimada, uma vez que os estudos sao,
em sua maioria, baseados em metodologias menos sensiveis de avaliacao
fenotipica, como teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes (FECRT), teste
de desenvolvimento larval (TDL) e teste de eclosdo de ovos (TEO).

Segundo Coles et al. (2006), a necessidade de melhoria nos métodos de
deteccéo de resisténcia anti-helmintica, abrange estudos sobre os fatores ligados ao
diagnoéstico de resisténcia anti-helmintica para a producédo de bovinos no Brasil.
Neste sentido, registros de frequéncia de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs), associados a resisténcia a BZDs em populagdes de NGIs em bovinos no
Brasil sdo importantes por estabelecer um diagnostico precoce da resisténcia por

meio de ferramenta molecular sensivel e especifica.
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1.2 Nematddeos parasitas de bovinos no Brasil

A pecuaria de corte brasileira ainda é praticada em sua maioria como regime
de pasto semiextensivo ou extensivo (ANUALPEC, 2016), o que favorece infeccdes
por parasitos gastrintestinais presentes nas pastagens, uma vez que, as larvas
infectantes de parasitos estdo disponiveis nas pastagens praticamente durante o
ano todo, sendo uma fonte de infeccéo continua para os animais (LIMA, 1989).

Como a ingestdo das larvas infectantes acontece no momento de pastejo,
geralmente as infec¢cdes ocorrem de forma mista, ou seja, mais de um género ou
espécie parasitando o mesmo animal. Estas infec¢bes parasitarias retardam o
crescimento e desenvolvimento em animais jovens, diminuem a producao de vacas
leiteiras (RAVINET et al., 2016), causam distUrbios gastrintestinais, (SOUZA, 2013),
custos com tratamentos e, em casos extremos, podem ocasionar morte do animal
(CEZAR e BIANCHIN, 2008).

Estudos realizados no Brasil alistam a presenca de varias espécies de NGls
parasitando bovinos, destacando: Cooperia punctata, C. pectinata, C. spatulata, H.
placei, H. similis, H. contortus, Trichostrongylus axei, T. colubriformis,
Oesophagostomum radiatum, Ostertagia ostertagi, O. lyrata, Strongyloides
papillosus, Trichuris discolor, Bunostomum phlebotomum e Capillaria bovis (CATTO
e UENO, 1981; CATTO et al., 1993; AMARANTE et al., 1997; BORGES et al., 2001;
BRESCIANI et al., 2001; SANTOS et al., 2010; FELIPPELLI et al., 2014;
AMARANTE, 2016). No Brasil, H. similis ocorre em menor intensidade e prevaléncia
do que as outras duas espécies de Haemonchus (SANTOS et al., 2010).

O conhecimento sobre as espécies de parasitas, em especial os NGIs que
acometem os bovinos, é fundamental para elaboracdo de estratégias sustentaveis
de controle (AMARANTE, 2011). No entanto, para sua realizacdo € necessario o
treinamento de técnicos para a correta identificacdo das diferentes espécies, bem
como o conhecimento sobre a epidemiologia dos parasitas gastrintestinais.

A prevaléncia e distribuicdo destes parasitos apresentam variagdes regionais
e sazonais, dependendo de varios fatores como espécie, idade e manejo dos
animais, pluviosidade, ecossistema (BIANCHIN e MELO, 1985; FURLONG et al.,
1985; GIRAO et al., 1985; GIRAO e LEAL, 1999; GENNARI et al., 2002). Quando o
comportamento estacional de NGIs em uma regido é estudado e conhecido, torna-

se possivel estabelecer medidas estratégicas de controle (BIANCHIN, 1986).
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A prevaléncia e o percentual médio dos NGIs que parasitam bovinos no
Brasil, descritos na literatura por resultados extraidos de coproculturas, estédo
descritos na TABELA 1 e TABELA 2, respectivamente, sendo que 0s géneros mais
prevalentes encontrados em todos os estudos foram Haemonchus sp., Cooperia sp.

e Oesophagostomum sp.

Tabela 1. Prevaléncia dos géneros de larvas de terceiro estagio oriundas de
coproculturas de bovinos, em estados brasileiros.

Prevaléncia % por Regido

Nordeste Sul
Estado Pl (a) Pl (b) RS (c) RS (d)
Género
Haemonchus 77 80 100 80
Cooperia 56 24 100 100
Oesophagostomum 13 28 50 70
Trichostrongylus 10 10 100 50
Bunostomum 4 5 0 0
Strongyloides 65 57 0 0
Ostertagia 0 0 50 40

(a) Girdo e Leal, 1999. (b) Girdo et al., 1999. (c) Cezar et al., 2010 (d) Ramos et al., 2016.

Tabela 2. Percentual médio dos géneros de larvas de terceiro estagio oriundas de
coproculturas de bovinos, em estados brasileiros.

Percentual médio % por Regido

Norte  Centro-Oeste Sudeste Sul
Estado AC (a) MS (b) RJ(c) SP(d) SP(e) RS(f) RS(9)
Género

Haemonchus 41 75 73 24,2 38 37,6 15,4
Cooperia 45 22 0 73,4 25,4 48,8 59,8
Oesophagostomum 5 1 3 1,6 21,8 19 9,3
Trichostrongylus 9 2 24 0,8 14,8 9,1 12,8
Ostertagia 0 0 0 0 0 2,6 1.8

(a) Costa, 1982. (b) Borges et al., 2013. (c) Silva et al., 2012. (d) Gennari et al., 2002. (e) Oliveira et
al., 20009. (f) Cezar et al., 2010 (g) Ramos et al., 2016.

A prevaléncia dos helmintos adultos que parasitam bovinos estdo descritos
na TABELA 3, sendo os resultados oriundos da literatura, baseado em necropsia
parasitolégica de animais infectados naturalmente, em que as espécies de NGls
mais importantes em bovinos criados no Brasil para parasitas do abomaso sao: H.
placei, O. ostertagi e T. axei. No intestino delgado, destacam-se C. pectinata e C.

punctata, e no intestino grosso € comum a espécie de O. radiatum.
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Tabela 3. Prevaléncia da infeccdo por nematddeos parasitas de bovinos,
determinadas por necropsia, em estados brasileiros.

Prevaléncia % por Regiéo

Nordeste Centro-Oeste Sudeste
Estado BA (a) MS (b) MS (c) SP (d) SP (e) MG (f)
Espécie
H. contortus 72,9 0 72,7 0 0 0
H. placei 0 0 0 97,6 33,3 100
H. similis 81,3 0 90,9 21,4 33,3 29
Ostertagia spp. 0 0 0 7,1 0 2,6
T. axei 8,3 6,8 75,7 26,2 0 69,7
O. radiatum 79,2 2,6 90,9 73,8 41,7 94,7
B. phlebotomum 52,1 0 36,3 0 0 2,6
Cooperia spp. 95,8 75,8 75,8 92,9 54,2 100
Haemonchus spp. 0 14,4 0 0 0 0

(a) Santana et al., 1989. (b) Bianchin et al., 1993. (c) Catto e Ueno, 1981. (d) Borges et al., 2001. (e)
Bresciani et al., 2001. (f) Santos et al., 2010.

Estudos que identifiguem possiveis infeccdes naturais em bovinos por H.
contortus poderiam contribuir para 0 conhecimento da etiologia da verminose em
bovinos e seu impacto na resisténcia anti-helmintica, imunoprofilaxia e em
programas de controle integrado da verminose, com a utilizacdo de diferentes
espécies de hospedeiros em uma mesma area.

Embora estes estudos epidemiolégicos sejam fundamentais para a
elaboracdo das estratégias de controle parasitario, hoje em dia sdo cada vez mais
escassas pesquisas basicas especificas, havendo necessidade de novas pesquisas,
principalmente nos estados de Mato Grosso, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do

Sul e Para, onde estéo localizados 54,6% do efetivo bovino do pais (IBGE, 2016).

1.3 Identificacdo morfoldégica e molecular das espécies de Haemonchus

A maioria dos géneros/espécies de nematddeos que parasitam o trato
gastrintestinal de bovinos, pertencentes a ordem Strongylida, séo identificados a
partir de larvas de terceiro estadio (L3), extraidas da cultura das fezes dos animais
infectados, enquanto alguns géneros sao identificados pela visualizacdo dos ovos
encontrados nas fezes.

Roberts e O'Sullivan (1950) desenvolveram a técnica de coprocultura, que
possibilita o diagndstico do género de endoparasitas estrongilideos por morfologia
de L3 (KEITH, 1953), obtidas da cultura das fezes de animais infectados. O principal

ponto para diferenciagdo dos géneros nesta técnica esta na morfologia da
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extremidade posterior e extremidade anterior da larva, entre outras caracteristicas
gue podem ser observadas através por microscopia (KEITH, 1953, VAN WYK et al.,
2004).

A diferenciacdo das espécies H. placei e H. contortus ja foi questionada
(GIBBONS, 1979), porém ja confirmadas como espécies distintas, tendo como
hospedeiros em comum bovinos e ovinos (LE JAMBRE, 1979; LICHTENFELS et al.,
1994; ZARLENGA et al., 1994; STEVENSON et al., 1995; AMARANTE et al., 1997;
ACHI et al., 2003; HOBERG et al., 2004).

As espécies de Haemonchus possuem caracteristicas morfolégicas distintas
gue permitem a identificacdo de adultos ou larvas infectantes; sendo este Gltimo um
método simples de classificagdo morfoldgica, economicamente viavel, por trabalhar
com helmintos liberados nas fezes dos animais parasitados. Além disso, a
identificacdo de larvas infectantes é considerada mais precisa em comparagdo com
a medida do comprimento dos espiculos de machos (SANTOS et al., 2014).

A morfometria de larvas infectantes pode ser uma ferramenta Gtil para
identificagdo das espécies que acometem o rebanho e das espécies resistentes a
anti-helminticos, sendo uma alternativa para substituir a necessidade de necropsia

para reconhecimento do parasitismo (AMARANTE, 2011). As larvas infectantes de

H. placei apresentam comprimento total do parasita e comprimento da cauda,
maiores (Figura 1), em relacdo a H. contortus (KEITH, 1953, SANTIAGO, 1968; VAN
WYK et al., 2004; SANTOS et al., 2014).

| 3 P Tour
Figura 1. Distancia entre a extremidade posterior da larva e o final da cauda da bainha de larvas
infectantes de Haemonhcus contortus e Haemonchus placei (aumento 40x). Fonte: Santos, 2013
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A identificacdo de espécies de Haemonchus spp. por morfometria tradicional,
baseado em L3, embora vantajoso devido a praticidade, rapidez e facilidade de
obtencdo das amostras, é baseado em diferencas sutis (AMARANTE et al., 2017), e
uma limitacdo importante desta técnica é a sobreposicdo nas medidas das espécies
de H. placei e H. contortus (CORTICELLI e LAI, 1964; VAN WYK et al., 2004,
SANTOS et al., 2014), levando a alguns resultados inconclusivos.

Em relacdo a identificacdo morfolégica das espécies, Hoberg et al. (2004)
observaram que H. placei e H. contortus possuem importantes e diferentes
caracteristicas morfologicas. A identificacdo morfolégica de fémeas adultas de
Haemonchus pode ser realizada pela variagédo nos tipos de vulva (LICHTENFELS et
al., 1994), enquanto nos machos adultos, a classificacdo pode ser através do
comprimento total dos espiculos, do comprimento de gancho direito e do gancho
esquerdo dos espiculos, através do célculo da fungcdo discriminante descrita por
Jacquiet et al. (1997).

Amarante et al. (1996) verificaram que, de modo geral, os exemplares adultos
de H. placei apresentam os ganchos dos espiculos com comprimentos superiores
aos de H. contortus. Entretanto, Herlich et al. (1958), nos Estados Unidos, obtiveram
resultados similares em relacdo as medidas dos espiculos de Haemonchus de
ovinos e bovinos mantidos em pastagem contaminada por espécies especificas dos
dois hospedeiros.

Outro método de identificagcdo morfologica utilizado é a contagem de sinlofes
(cristas) dos helmintos adultos. As contagens sdo realizadas por meio de cortes
medianos e na juncéo esb6fago-intestino do parasita, sendo posteriormente realizada
a contagem das cristas de cada exemplar (LICHTENFELS et al., 1986; FAVERO et
al., 2016a). As espécies H. similis e H. placei apresentam 34 sulcos, tanto na regido
posterior como anterior ao es6fago, enquanto H. contortus apresenta 30 sulcos, na
mesma regido de corte. Na regido de corte mediano do parasito, as espécies H.
contortus e H. placei apresentam 22 sulcos (LICHTENFELS et al., 1994). Um
limitante nesta técnica é o aparecimento de cristas extras. Gharamah et al. (2014)
verificaram em isolados de H. contortus a presenca de pequenas cristas extras na
sinlofe, principalmente na regido da papila cervical, o que prejudica o diagndéstico de

espécies.
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A utilizacdo de técnicas moleculares para identificacdo das espécies de H.
placei e H. contortus, inclui o método por meio de reacdo em cadeia polimerase
(PCR) através da amplificacdo de DNA ribossomal (ZARLENGA et al., 1994), que é
intercalado por dois espacadores, a regido Internal Transcribed Spacer 1 e 2 (ITS-1
e ITS-2) (STEVENSON et al.,, 1995) e sequenciamento dos amplicons obtidos
nestas reacbes de amplificagdo. Por comparacdo, as técnicas moleculares
direcionam sequéncias para ITS-1 e ITS-2 de DNA ribossomal de nematddeos,
possuindo potencial para identificagdo de ovos e/ou larvas de espécies de
estrongilideos com elevado grau de precisdao (VON SAMSON-HIMMELSTJERNA et
al., 2002; BOTT et al., 2009; ROEBER et al., 2012; BISSET et al., 2014; KNIGHT e
BISSET, 2015).

1.4 Situacao da resisténcia aos benzimidaz6is em bovinos no Brasil

O numero de pesquisas de campo no Brasil, que avaliam a resisténcia anti-
helmintica em bovinos é inferior a quantidade de estudos com pequenos
ruminantes, o que pode subestimar o nUmero de casos de resisténcia registrados
(GRAEF et al., 2013), mesmo a resisténcia em bovinos mostrando-se, nos ultimos
anos, um problema emergente no mundo (EDMONDS et al., 2010; SUTHERLAND e
LEATHWICK, 2011; O'SHAUGHNESSY et al., 2014; ROSE et al., 2015; BERK et
al., 2016).

O controle dos nematddeos € realizado, basicamente, com a utilizacdo de
anti-helminticos pertencentes a diversos grupos quimicos (VIEIRA e CAVALCANTE,
1999), sendo utilizados com frequéncia nos dias de hoje as lactonas macrociclicas,
os imidazotiazo6is (levamizole) e os BZDs, por serem considerados de amplo
espectro (KOHLER, 2001; FORBES, 2013). A utilizacdo destes farmacos favorece o
desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica, impulsionando o crescimento da
resisténcia (GASSER e VON SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2016).

O método fenotipico usualmente aplicado a campo, o FECRT, detecta a
resisténcia apenas quando no minimo de 25% da populacdo de NGIs apresenta
alelos para resisténcia (PAPADOPOULOS, 2008). Dessa forma, as pesquisas tém
focado na deteccdo dos SNPs responsaveis pela resisténcia a BZDs com o intuito
de desenvolver técnicas moleculares sensiveis para diagnostico precoce da

resisténcia.
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Segundo Fortes e Molento (2013), diagnosticar o genétipo de uma Unica larva
ou helminto adulto é trabalhoso e relativamente caro, necessitando aprimoramento
de testes moleculares para PCR em tempo real ou pirosequenciamento, com
diagnoéstico baseado no uso de pool de amostras de DNA de larvas. Assim, seria
possivel utilizar rotineiramente testes moleculares para diagndstico da resisténcia. O
pirosequenciamento foi uma metodologia padronizada em 2009 (VON SAMSON-
HIMMELSTJERNA et al.,, 2009) para a deteccado e quantificacdo da frequéncia
génica da resisténcia de H. contortus a BZDs, e em 2013 (DEMELER et al., 2013)
para amostras de larvas de diferentes espécies de nematdédeos de bovinos.

Os BZDs merecem destaque por representarem uma classe de anti-
helmintico mundialmente utilizado no tratamento de doencas parasitarias de
animais. Estes farmacos apresentam uma ampla variedade de formulacdes, alta
margem de seguranca e longo espectro de acdo (KRIZOVA-FORSTOVA et al.,
2011; FORTES e MOLENTO, 2013), sendo este, motivo de muitos relatos de
resisténcia em pequenos ruminantes, principalmente por H. contortus, tornando
insustentaveis os sistemas de producdo que sdo dependentes de frequente
guimioterapia (GASBARRE et al., 2009; NARI-HENRIOUD, 2011).

O mecanismo de acdo dos BZDs se deve a capacidade de se ligar a B-
tubulina, bloqueando e inibindo a formacao dos microtubulos, e por consequéncia,
ao mesmo tempo, processos de degradacdo causam colapso do citoesqueleto
(LACEY, 1988; KOHLER, 2001). O efeito desta ligacéo é a desnutricdo completa do
parasita por inibicdo da captacao de glicose, da secrecéo de proteina e da producéo
de microtubulos (TAYLOR et al., 2010).

Os mecanismos de resisténcia a BZDs ainda ndo sado totalmente
esclarecidos, entretanto, sdo os mais bem caracterizados. Alguns SNPs ja foram
descritos como responsaveis pela resisténcia a BZDs em tricostrongilideos. Estes
polimorfismos levam a modificacbes estruturais na B-tubulina que impedem a
ligacdo dos BZDs (PRITCHARD et al., 2000; GHISI et al., 2007).

Uma das principais mutacfes ocorre no codon TTC para TAC, que substitui 0
aminoacido fenilalanina por tirosina na posicado 200, no isotipo 1 do gene da B-
tubulina, em isolados resistentes de H. contortus (KWA et al., 1995). Mutacdes
menos frequentes também foram observadas no codon 167 (SILVESTRE e
CABARET, 2002), e no cédon 198, que codifica alanina em vez de glutamato, em

populacdes de H. contortus resistente a BZDs (GHISI et al., 2007), alterando o
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codon GAA para GCA. Neste contexto, essas muta¢gdes nos codons 167, 198 e 200
podem ser utilizadas como marcadores para a deteccdo de resisténcia em
Haemonchus sp. (VON SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009).

Almeida et al. (2010) relataram H. contortus, oriundo de ovinos do estado de
Sao Paulo/Brasil, com mudltipla resisténcia a BZDs, levamisole, ivermectina,
moxidectina e closantel. Em bovinos a situacdo também é preocupante, estudos
comprovam que espécies de Haemonchus sao resistentes a diversos anti-
helminticos em varias regides do territorio nacional (PAIVA et al., 2001; RANGEL et
al., 2005; MELLO et al.,, 2006; SOUTELLO et al.,, 2007; SOUZA et al.,, 2008;
BORGES et al., 2013; FELIPPELLI et al., 2014).

Estudos em rebanhos leiteiros no Brasil (CHARLES e FURLONG, 1996;
DELGADO et al., 2009; PEREIRA, 2011), apontam que os anti-helminticos mais
utilizados pelos pecuaristas sdo o0s pertencentes a classe das lactonas
macrociclicas (ivermectina, doramectina, abamectina e moxidectina), seguido dos
imidazotiazdis (levamisol) e BZDs (albendazol), havendo na literatura, relatados de
resisténcia anti-helmintica a todos estes produtos, sendo a maioria dos casos de
resisténcia ligados ao grupo quimico das lactonas macrociclicas, em especial a
ivermectina (SOUTELLO et al., 2007; SOUZA et al.,, 2008; CEZAR et al., 2010;
BORGES et al., 2013, LOPES et al., 2014; RAMOS et al., 2016).

No Brasil, foram realizados estudos de resisténcia anti-helmintica aos BZDs
em endoparasitas de bovinos (TABELA 4) nos estados de Paraiba (PORCINO,
2015); Minas Gerais (BRASIL et al.,, 2012; NUNES et al., 2013), Sado Paulo
(SOUTELLO et al., 2007; SOUTELLO et al., 2010; NEVES et al., 2014), Santa
Catarina (SOUZA et al., 2008), Rio Grande do Sul (RAMOS et al., 2016).
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Tabela 4. Estudos de resisténcia a benzimidazois e método de deteccao utilizado,
em rebanhos de bovinos no Brasil.

Método Eficacia

Estado Droga deteccdo meédia Género nematdédeo Fonte
Haemonchus,
PB Albendazole e FECRT! 203e Trichostrongylus, Porcino, 2015
Oxfendazole 28,7
Oesophagostomum
1
MG Benzimidazoéis FEF(’:C?RL € 97,5 Haemonchus Brasil et al., 2012
1
MG Albendazole FEF(,:CRR-,I; € 96,8 Haemonchus Nunes et al., 2013
Haemonchus,
sp Albendazole FECRT! 90,7 Trichostrongylus, g a6 et al., 2007
Oesophagostomum,
Cooperia
Haemonchus,
SP Albendazole FECRT? 100 Oesophagostomum, Soutello et al., 2010
Cooperia
Haemonchus,
SpP Albendazole FECRT: 95,4 Trichostrongylus, Neves, et al., 2014
Oesophagostomum,
Cooperia
SC Albendazole FECRT? 92,1 Cooperia Souza et al., 2008
RS  Albendazole 15%  FECRT* 39,36 Haemonchus, Ramos et al., 2016
Cooperia
rs ~ Fenmbendazole  ppopr ggsg Haemonchus, Ramos et al., 2016
10% Cooperia

IMétodo fenotipico de deteccao de resisténcia; 2Método molecular qualitativo de deteccao de
resisténcia.
Adaptado de Jaeger e Carvalho-Costa, 2017.

Como apresentado, em alguns estudos realizados em rebanhos bovinos no
Brasil (TABELA 4), BZDs ainda apresentam eficacia superior a 95%, sendo eficazes
no controle de Haemonchus spp. (SOUTELLO et al.,, 2010; BRASIL et al., 2012,
NUNES et al., 2013; NEVES et al, 2014), salientando a importancia do
monitoramento dos BZDs para controle da eficacia dos tratamentos.

Dada a importancia do quadro da resisténcia anti-helmintica e diante do
cenario atual na producdo e exportacdo brasileira de carne bovina, estudos que
detectem e quantifiquem a frequéncia génica de resisténcia a anti-helminticos nos
rebanhos estdo cada vez mais sendo avaliados e aplicados, e sdo fundamentais
para estabelecimento de um diagndstico precoce da resisténcia em populacdes de
parasitas, para aplicacéo de estratégias eficazes de controle através da utilizacdo de
principios ativos que ainda apresentam eficacia, sendo ainda notavel a caréncia de

estudos com metodologias sensiveis no pais e com maior amplitude de territorios.
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CAPITULO |
A ser submetido a Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria

Distribuicdo de géneros dos nematodeos gastrintestinais em bovinos de corte no Brasil

RESUMO

O objetivo desse estudo foi apresentar a prevaléncia, distribuicdo de géneros e riqueza
parasitaria das infeccbes por Estrongylideos em bovinos de corte em todas as regibes
brasileiras. Foram coletadas fezes de 100 bovinos por propriedade, em 61 rebanhos,
localizadas em Ronddnia, Tocantins, Pard, Maranhdo, Alagoas, Mato Grosso, Goias, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand e Rio Grande do Sul, para realizacdo de
coproculturas. Cooperia apresentou prevaléncia de 100% nas cinco regides brasileiras. Na
Regido Norte, Haemonchus sp. apresentou prevaléncia de 92,3%, e nas demais regifes a
prevaléncia foi 100%. Oesophagostomum sp. apresentou prevaléncia igual/superior a 50% em
todas as regides do pais. Nas Regides Nordeste e Norte, Trichostrongylus sp. apresentou
prevaléncia igual/superior a 50%, nas demais regiGes ndo atingiu 17% de prevaléncia. Em
relacdo a distribuicdo percentual de género, Cooperia sp. foi predominante no pais, e 0 género
Haemonchus sp. obteve maior percentual médio (21,4%) na Regido Sul, sendo observado
maior nimero de rebanhos (67,2%) com presenca de trés géneros de NGIs, seguida pela
presenca de dois géneros, Cooperia e Haemonchus, abrangendo 27,9% das propriedades,
destacando a predominancia destes géneros neste estudo. Cooperia sp. € o NGI com maior
prevaléncia e intensidade nas coproculturas, seguido de Haemonchus sp., sendo estes 0s
géneros predominantes no pais.

Palavras-chave: Cooperia; coprocultura; Haemonchus; prevaléncia

INTRODUCAO

A bovinocultura € uma importante atividade econémica no Brasil, com um efetivo
bovino de 218 milhdes de cabegas. Entre 2006 e 2017 foram registrados nove estados com
crescimento da populacdo bovina, seis deles pertencentes a Regido Norte (IBGE, 2017). Um
de seus principais entraves, por retardar o crescimento e desenvolvimento dos animais
(Nicolau et al., 2002), diminuir a producdo de vacas leiteiras (RAVINET, 2016), causar
disturbios gastrintestinais, (SOUZA, 2013), perdas produtivas, é o parasitismo por
nematodeos gastrintestinais (NGIs) e a resisténcia a anti-helminticos (BORGES et al., 2013),
considerados fatores limitantes na producdo (AMARANTE, 2016). As perdas econémicas no
pais sdo estimadas em $ 7,11 bilhdes/ano causadas pelas helmintoses gastrintestinais (GRISI
etal., 2014).

Para o controle eficaz do parasitismo é necessario o conhecimento de fatores
relacionados ao hospedeiro, parasita e ambiente, pois estes podem influenciar a distribuicao e
a intensidade da infeccdo parasitaria (FURLONG et al., 1985; LIMA, 2000). Neste contexto,
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estudos epidemioldgicos dos parasitas sdo ferramentas essenciais para a identificacdo das
espécies de helmintos, bem como para avaliar as suas prevaléncias e o grau de infec¢do nos
animais para assim serem adotadas medidas eficientes de profilaxia e prevencgédo
(AMARANTE, 2011).

Estudos anteriores demonstraram que os principais géneros de NGIs em bovinos no
Brasil sdo Cooperia sp., Haemonchus sp., Oesophagostomum sp., Ostertagia sp.,
Trichostrongylus sp. e Bunostomum sp. (GUIMARAES et al., 2000; BORGES et al., 2001;
ARAUJO & LIMA, 2005; BRICARELLO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; CATTO et
al., 2009; SANTOS et al., 2010; COSTA et al., 2011; BORGES et al., 2013; LOPES et al.,
2013; FELIPPELLI et al., 2014; NEVES et al., 2014; SAKAMOTO et al., 2014; PACHECO,
2015; CEZARO et al., 2016; HECKLER et al., 2016). Porém, a abrangéncia destes estudos é
pontual, limitada a algumas poucas regides geograficas do pais e, Schmidt et al. (2017)
mencionam a escassez de informacOes atualizadas em relacdo a epidemiologia das
helmintoses em bovinos no Brasil, e que em muitas regifes, os estudos sdo exiguos ou
mesmo inexistentes.

Embora estudos epidemioldgicos sejam fundamentais para a elaboracdo das estratégias
de controle parasitario, ha ainda a necessidade de pesquisas recentes, principalmente nos
estados de Mato Grosso, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul onde estdo localizados
45,2% dos rebanhos do pais, e na Regido Norte do pais, onde esta ocorrendo crescimento do
efetivo bovino, principalmente no estado do Parg, com 9,4% do rebanho nacional de bovinos
(IBGE, 2016).

Nos bovinos criados a campo, ha variacdo na riqueza, intensidade e prevaléncia de
parasitas o0 que determina os efeitos patolégicos causados pelas infeccdes por NGls, sofrendo
influéncia, também, da categoria e/ou estado nutricional do hospedeiro (FONSECA, 2006),
sendo essas informacdes essenciais no estabelecimento de um programa de controle das
verminoses intestinais (BRESCIANI et al., 2001).

Desta forma, este estudo fornece a prevaléncia, a distribuicdo de géneros e riqueza
parasitaria das infeccbes por NGIs em bovinos de corte em todas as regifes geograficas

brasileiras.

MATERIAL E METODOS
Foram colhidas amostras de fezes de bovinos de corte em 61 rebanhos (Tabela 1 e

Figura 1), de janeiro a abril, periodo em que foi registrado na Regido Norte do pais
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temperatura média de 26,5°C e pluviosidade média de 270,8 mm, na Regido do Nordeste
26,5°C e pluviosidade média de 103,3 mm, no Centro-Oeste a temperatura média foi de
24,8°C e com 200,8 mm de pluviosidade média, no Sudeste foram registradas temperatura
média de 24,3°C e pluviosidade média de 119,3 mm e, no Sul, temperatura média de 21,8°C e
160,1 mm de pluviosidade média (INMET, 2015), sendo o clima caracterizado
predominantemente como tropical e subtropical. As amostras foram colhidas
preferencialmente os estados com maior efetivo bovino brasileiro (IBGE, 2016), sendo as
fazendas selecionadas de acordo com a disponibilidade de animais, e autorizacdo do

pecuarista.

Tabela 1. Distribuicdo das fazendas selecionadas, com suas coordenadas, para amostragem
nos estados das regides do Brasil.

Municipio Coordenada
Rond6nia 10°26'20"S 62°27'59"0
Tocantins 7°11'27"S 48°12'25"0
Tocantins 11°59'34"S 48°58'15"0
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 3°12'10"S 52°12'21"0
Para 3°12'10"S 52°12'21"0
Para 8°01'44"S 50°01'51"0O
Para 8°01'44"S 50°01'51"0
Maranhé&o 3°40'01"S 45°22' 48"0
Alagoas 9°39'57"S 35°44'06"0
Mato Grosso 15°19'26"S 57°13'40"0O
Mato Grosso 15°13'33"S 59°20'06"0
Mato Grosso 12°32'42"S 55°42'39"0
Mato Grosso 12°32'42"S 55°42'39"0
Mato Grosso 12°32'42"S 55°42'39"0
Mato Grosso 11°22'40"S 58°44'27"0
Mato Grosso 11°22'40"S 58°44'27"0
Goias 17°52'51"S 51°42'50"0
Goias 15°83'43"S 48°02'33"0
Mato Grosso do Sul 22°06'32"S 56°31'15"0
Mato Grosso do Sul 19°31'51"S 54°02'38"0
Mato Grosso do Sul 20°14'27"S 56°22'40"0
Mato Grosso do Sul 20°14'27"S 56°22'40"0
Mato Grosso do Sul 21°42'50"S 52°25'19"0
Mato Grosso do Sul 20°28'15"S 55°47'13"0

Mato Grosso do Sul 20°28'53"S 54°36'58"0
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Mato Grosso do Sul
Mato Grosso do Sul
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul

20°28'53"S 54°36'58"0
20°22'01"S 51°25'08"0
18°58'08"S 49°27'54"0
18°5020"S 50°07'15"0
21°41'20"S 43°20'40"0O
21°41'20"S 43°20'40"0O
21°41'20"S 43°20'40"0O
18°5020"S 50°07'15"0
22°07'33"S 51°23'20"0
22°07'33"S 51°23'20"0
22°18'54"S 49°03'39"0
22°18'54"S 49°03'39"0
22°00'14"S 50°23'06"0
21°15'18"S 48°19'19"0
21°59'56"S 49°27'25"0
22°30'36"S 47°46'40"0O
25°05'42"S 50°09'43"0
23°18'36"S 51°09'46"0O
25°35'02"S 49°38'09"0
23°26'13"S 50°14'52"0
22°42'32"S 52°37'01"0
25°25'47"S 49°16'19"0
30°01'58"S 51°13'48"0
29°40'44"S 51°03'10"O
29°45'18"S 57°05'16"0O
29°41'02"S 53°48'25"0
29°41'02"S 53°48'25"0
28°30'39"S 55°13'40"0
30°30'43"S 53°29'27"'0
30°30'43"S 53°29'27"0
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Figura 1. Mapa do Brasil ilustrando a distribuicdo das fazendas selecionadas para
amostragem nos estados das regides do Brasil.

Em cada propriedade foram selecionados aleatoriamente 100 animais, machos, da
categoria recria, sendo incluidos no estudo apenas animais sem nenhum tratamento com anti-
helmintico nos 90 dias antecedentes a coleta, evitando assim, periodo residual, por ndo ter
sido realizada contagem prévia de ovos nas fezes (OPG).

As fezes foram coletadas individualmente dos animais selecionados, armazenadas em
caixas térmicas com gelo e encaminhadas para o laboratorio localizado na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, onde as
coproculturas foram realizadas utilizando um pool com 10-15 g de fezes de cada animal
(ROBERTS & O’SULLIVAN, 1950), sendo as amostras de fezes da mesma propriedade
homogeneizadas e incorporadas a vermiculita.

As culturas fecais foram mantidas em temperatura ambiente por 10 dias, sendo
observadas periodicamente durante o periodo, e umidificadas quando necessario (VAN WYK

et al., 2004). As larvas de terceiro estadgio foram entdo quantificadas e identificadas, com
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utilizacdo de lugol para facilitar o processo, a nivel de género de acordo com 0s critérios
taxonémicos descritos por Van Wyk e Mayhew (2013). Os indicadores de infeccdo para
prevaléncia, percentual de género e riqueza parasitaria, foram calculados segundo Bush et al.
(1997).

RESULTADOS

Nas coproculturas, foram observadas larvas dos géneros Cooperia, Haemonchus,
Oesophagostomum e Trichostrongylus, em todas as regides, porém em diferentes proporgdes.
Em todas as regides do pais, no periodo do estudo, o género Cooperia apresentou prevaléncia
de 100% nos rebanhos avaliados, sendo Haemonchus sp. o0 segundo parasito de maior
prevaléncia no territorio brasileiro. Oesophagostomum sp. apresentou prevaléncia igual ou
superior a 50% em todas as regifes do pais, exceto na Regido Norte. Nas Regides Nordeste e
Norte, Trichostrongylus sp. alcangou prevaléncia igual e superior a 50%, sendo no sul a

menor prevaléncia (7,1%) (Tabela 2).

Tabela 2. Prevaléncia de estrongilideos gastrintestinais, classificados genericamente, oriundos
de bovinos de corte no territério brasileiro.

Regides
Géneros Norte (%) Nordeste (%) Centro-Oeste (%) Sudeste (%) Sul (%)
Cooperia sp. 100 100 100 100 100
Haemonchus sp. 92,3 100 100 100 100
Oesophagostomum sp. 1,7 50 66,7 71,4 57,1
Trichostrongylus sp. 61,5 50 16,7 14,3 7,1

Em relagdo a distribuicdo percentual de cada género nas coproculturas em cada rebanho,
Cooperia sp. apresentou percentual médio de 85,2% na Regido Norte, dentre as 13
propriedades avaliadas, e apenas na Regido Sul este percentual médio ficou abaixo dos 80%
(Tabela 3), evidenciando que este foi o género dominante nas coproculturas de bovinos
naturalmente infectados em diferentes regibes do Brasil. Na Regido Sul, foi observado o
maior percentual médio de Haemonchus sp. (21,4%), enquanto na Regido Norte foi observado
0 menor indice (8%). Trichostrongylus sp. e Oesophagostomum sp. apresentaram baixo

percentual de larvas recuperadas nas coproculturas durante o periodo avaliado.(Tabela 3).
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1 Tabela 3. Percentual de géneros de estrongilideos gastrintestinais encontrados em
2 coproculturas de bovinos de corte nas regides brasileiras.

Larvas de acordo com o género (%)

Municipio
Cooperia sp. Haemonchus sp.  Trichostrongylus sp.  Oesophagostomum sp.
NORTE
Média 85,2 74 7,3 0,2
NORDESTE
Média 82 15,5 2 0,5

CENTRO-OESTE

Média 81,1 17 0,4 15
SUDESTE
Média 80,9 16,4 0,3 2,4
SUL
Média 76,8 21,4 0,1 18
3
4 Na Tabela 4 é apresentada a riqueza parasitaria encontrada em rebanhos de bovinos de

5 corte identificada neste estudo, sendo observado maior nimero de rebanhos (67,2%) com
6  presenca de trés géneros de NGIs, seguida pela presenca de dois géneros, Cooperia e
7 Haemonchus, abrangendo 17 (27,9%) das propriedades, destacando a prevaléncia destes

8  géneros neste estudo.

10 Tabela 4. Riqueza parasitaria de helmintos gastrintestinais encontrados em rebanhos de
11 bovinos de corte no Brasil.

Numero de géneros Numero de rebanhos(%)
1 0
2 17 (27,9%)
3 41 (67,2%)
4 3 (4,9%)

12

13
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DISCUSSAO

Os principais géneros de parasitas encontrados foram Cooperia, Haemonchus,
Oesophagostomum e Trichostrongylus. Esses achados corroboram com os de outros estudos
envolvendo resultados de coprocultura em varias regides brasileiras (LIMA, 1998;
GUIMARAES et al., 2000; NICOLAU et al., 2002; ARAUJO & LIMA, 2005; BRICARELLO
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; CATTO et al., 2009; COSTA et al., 2011; BORGES et
al., 2013; LOPES et al., 2013; NEVES et al., 2014; PACHECO, 2015; CEZARO et al., 2016;
HECKLER et al., 2016).

As informacdes apresentadas no Nordeste no territorio brasileiro, em que foi obtida alta
prevaléncia para os géneros Cooperia sp. e Haemonchus sp., reintegram dados apresentados
por Girdo et al. (1985), em necropsia de bovinos no Piaui, em que observaram prevaléncia de
100% para C. punctata, percentuais acima de 90% para Haemonchus spp., além de
frequéncias elevados para Trichostrongylus spp.e Oesophagostomum radiatum.

Os percentuais de géneros obtidos para a Regido Centro-Oeste neste estudo ratificam
com estudos no Mato Grosso do Sul por Borges et al. (2015), que obtiveram prevaléncia de
100% para Cooperia sp. e H. placei, diferindo do encontrado por Heckler et al. (2016), que
observaram Haemonchus sp. com percentuais médios inferiores a 75%, e percentuais abaixo
de 25% e 15% para os géneros Cooperia sp. e Oesophagostomum sp.

Oesophagostomum sp. é o segundo mais prevalente no estado de Sdo Paulo (LANDIM
et al., 2001), e no estado de Mato Grosso do Sul (MELO e RIBEIRO, 1977), sendo neste
estudo, o terceiro parasito mais prevalente para as Regifes Sudeste (71,4%), Centro-Oeste
(66,7%), Sul (57,1%) e Nordeste (50%), nas propriedades estudadas.

Os resultados de prevaléncia obtidos na Regido Sudeste estdo de acordo com o
apresentado por Cezaro et al. (2016) no estado de S&o Paulo e Costa et al. (2011) no estado de
Minas Gerais, em que observaram maior percentual de distribuicdo nas coproculturas por
Cooperia sp., seguido de Haemonchus sp, Oesophagostomum sp e Trichostrongylus sp.

Borges et al. (2001) avaliaram no estado de Sdo Paulo a prevaléncia e intensidade
parasitaria da fauna helmintica em bovinos e encontraram em necropsia uma maior
intensidade de infeccdo por Cooperia sp. (77,91%) em relagcdo a Haemonchus sp. (18,50%), e
uma prevaléncia elevada de O. radiatum (73,81%), foi comprovado também, uma baixa
infeccdo e prevaléncia por Trichostrongylus sp., esses dados corroboram com as informagdes

apresentadas neste trabalho para a Regido Sudeste.
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Araujo e Lima (2005) com necropsia de animais tracadores em Minas Gerais durante
um ano encontraram que Cooperia foi o género com maior prevaléncia e intensidade
parasitaria no experimento, sendo de fevereiro a maio recuperados maior nimero de adultos
de Cooperia sp., seguido de Haemonchus spp., € em comparagdo aos outros meses do ano,
Trichostrongylus e Oesophagostomum tiveram nimero meédio de helmintos recuperados
inferior ao restante do ano. Comparando com os resultados das coproculturas de bezerros, o0s
autores relatam que Cooperia apresentou aumento gradativo, seguido de Haemonchus,
enquanto Oesophagostomum esteve presente em baixo nivel em fevereiro, e larvas de
Trichostrongylus foram recuperadas em baixo nimero durante todo o ano, assim podendo ser
observado que a prevaléncia e percentual de helmintos podem estar relacionados aos meses de
coleta das fezes adotados, que se deu de janeiro a abril.

Em relacdo a Regido Sudeste e Sul, corroborando com os resultados obtidos, Lima
(1998) em pesquisa em Minas Gerais e Rossi (2005) no Parand, apresentaram resultados
semelhantes de géneros mais prevalentes como sendo Cooperia sp. e Haemonchus sp., e de
Ostertagia, e Bunostomum totalizando menos de 1%, podendo ser uma justificativa da
auséncia nesta pesquisa.

Em experimento no Rio Grande do Sul realizado por Cezar et al. (2010), avaliando acao
anti-helmintica de lactonas macrociclicas em nematédeos de bovinos, recuperaram nas
coproculturas realizadas anteriormente aos tratamentos, maior nimero de larvas dos géneros
Cooperia e Haemonchus, seguido de Trichostrongylus, com baixa recuperacéo de larvas de
Ostertagia e Oesophagostomum, diferindo dos resultados encontrados neste, em que o
namero de larvas recuperadas de Trichostrongylus nas coproculturas foi inferior ao de
Oesophagostomum na Regido Sul, além de ndo ter sido observadas larvas de Ostertagia sp.

Os resultados apontam o género Cooperia sp. como predominante no territorio
brasileiro, sendo o parasita responsavel por retardar o crescimento e a produtividade dos
bovinos, (HERLICH, 1965; ARMOR et al., 1987; ELSENER et al., 2001; STROMBERG et
al., 2012) além de seu potencial patogénico, este NGI aparece como altamente resistente a
lactonas macrociclicas (COLES, 2004; POMROY, 2006; GASBARRE et al., 2009;
STROMBERG et al., 2012, FELIPPELLI et al., 2014), e ainda sensivel a benzimidazdis,
sendo importante identificar os NGIs presentes no rebanho, para estabelecer uma estratégia de

controle eficiente para 0 sucesso na pecuaria de corte.
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CONCLUSAO
Em bovinos de corte no Brasil, Cooperia sp. apresenta maior prevaléncia e intensidade

nas coproculturas, seguido de Haemonchus sp., no periodo avaliado.
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CAPITULO I
A ser submetido a Veterinary Parasitology

Haemonchus sp. em bovinos de corte no Brasil: composicdo de espécies e

frequéncia génica de resisténcia a benzimidazois

Highlights

- Ha ocorréncia de infeccdes naturais por H. contortus em bovinos de corte no Brasil.

- A frequéncia de SNPs (F167Y, E198A e F200Y) associados a resisténcia aos BZDs
no isotipo 1 do gene B-tubulina é baixa em Haemonchus spp.

- Resisténcia aos BZDs estd em um estagio inicial, mas ja disseminada em bovinos de

corte no Brasil.

Resumo

O objetivo do presente estudo foi determinar a presenca de Haemonchus contortus e
Haemonchus placei em bovinos de corte e a frequéncia de polimorfismos de nucleotideo
Gnico (SNPs) associados & resisténcia a benzimidazéis (BZDs'). Para isso, foram coletadas
amostras fecais de 61 rebanhos de bovinos de corte em12 estados brasileiros. Larvas de
terceiro estagio foram cultivadas para a identificacdo morfoldgica e extracdo de DNA.
Reacbes em cadeia pela polimerase (PCR) foram realizadas para a analise do isotipo 1 do
gene da B-tubulina e os produtos obtidos foram sequenciados para confirmar a presenca de H.
placei e H. contortus. Para cada populacdo de campo, ensaios de pirosequenciamento
quantificando a frequéncia dos polimorfismos nos codons F167Y, E198A e F200Y no isotipo
1 do gene da B-tubulina foram realizados. Os resultados da morfometria de 2.345 larvas
revelaram que H. placei esteve presente em todas as amostras fecais, enquanto H. contortus
poderia estar em 20,3% dos rebanhos. Em contrapartida, a anélise do isotipo 1 do gene da -
tubulina confirmou 100% de prevaléncia para H. placei e 23,7% para H. contortus, o que €
um pouco maior do que nos resultados morfoldgicos. Ensaios de pirosequenciamento
demonstraram, pela primeira vez em rebanhos de bovinos do Brasil, SNPs? associados &

resisténcia aos BZDs nos trés codons (F167Y, E198A e F200Y) no isotipo 1 do gene da B-

1 BZDs - Benzimidazdis

2 SNIPs- Polimorfismos de nucleotideo tnico
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tubulina de populacgdes de campo de H. placei. Frequéncias variando de 15% a 30%, de SNPs
associados aos alelos de resisténcia aos BZDs foram observadas em 11,4% das populacGes de
Haemonchus sp.e 57% desses SNPs foram observados mais frequentemente no codon E198A.
Este estudo confirma a presenca de H. contortus nos principais estados produtores de bovinos
de corte no Brasil e demonstra o status dos genotipos associados a resisténcia aos BZDs em

populagdes de Haemonchus spp. no campo.

Palavras-chave: Haemonchus contortus, Haemonchus placei, larvas, pirosequenciamento, -

tubulina

1. Introducéo

Haemonchus sp. estd entre os mais importantes nematddeos gastrintestinais de
ruminantes no Brasil (Amarante et al., 2017), evidenciado por sua alta prevaléncia e
patogenicidade, causando, por exemplo, reducdo severa na produtividade de bovinos (Borges
etal., 2013).

A especificidade parasitaria de Haemonchus spp. em ruminantes domésticos nao é
absoluta, o que contrasta com o conceito tradicional de que Haemonchus contortus (Rudolphi,
1803; Cobb, 1898) seja classificado como um parasita de ovinos e caprinos, e Haemonchus
placei (Place, 1893) e Haemonchus similis (Travassos, 1914) sejam parasitas de bovinos,
sendo esta Ultima espécie de menor prevaléncia e intensidade (Santos et al., 2010 ).

As espécies de Haemonchus possuem caracteristicas morfolégicas distintas que
permitem a identificacdo de adultos ou larvas infectantes; sendo este Gltimo um método
simples e econémico para classificacdo de helmintos liberados nas fezes do hospedeiro. O
comprimento total médio e o comprimento médio da cauda das larvas infectantes de H. placei
(784 pum e 119 um, respectivamente) sdo maiores que as de H. contortus (681.7 um e 82.55
um, respectivamente) (Keith, 1953, Santiago, 1968; van Wyk et al., 2004; Santos et al.,
2014b).

Hé& relatos de infec¢Bes mistas naturais com H. placei e H. contortus em bovinos
criados a pasto em todo o mundo (Roberts e Bremmer, 1955; Santiago, 1968; Borba, 1988;
Lichtenfels et al., 1994; Achi et al., 2003; Hoberg et al., 2004; Gasbarre et al., 2009; Chaudhry
et al., 2015) e no Brasil (Amarante et al., 1997; Brasil et al., 2012). A adaptacdo do

hospedeiro e patogenicidade foram confirmadas em infec¢Ges experimentais em bovinos
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(Basseto et al., 2011; Favero et al., 2016ab). Além das infeccBes mistas, ha evidéncias de
campo de hibridizacdo entre estas duas espécies, H. contortus e H. placei, em pequenos
ruminantes, podendo ser uma forma de transmiss@o de mutacdes de resisténcia anti-helmintica
(Chaudhry et al., 2015).

Haemonchus spp. em bovinos no Brasil sdo altamente resistentes a lactonas
macrociclicas (Soutello et al., 2007; Souza et al., 2008; Borges et al., 2013; Borges et al.,
2015) enquanto o nivel de resisténcia aos benzimidazéis (BZD) ainda é muito baixo (Soutello
et al., 2007; Souza et al., 2008, Brasil et al., 2012; Neves et al., 2014). No entanto, a situagdo
da resisténcia a BZ no Brasil pode estar subestimada, uma vez que estudos anteriores foram
baseados em metodologias menos sensiveis de avaliacdo fenotipica.

A identificacdo de alelos associados a resisténcia ao BZD no isotipo 1 da B-tubulina no
DNA extraido de pools de larvas de nematodeos pode ser realizada usando a técnica
qualitativa de PCR convencional ou PCR quantitativo em tempo real ou pirosequenciamento,
sendo estas técnicas sensiveis e confiaveis para avaliar a presenca (e frequéncia) de alelos
associados a resisténcia ao BZD em populacGes de Haemonchus spp. no campo (von Samson-
Himmelstjerna et al., 2009, Ademola et al., 2015, Redman et al., 2015, Chaudhry et al., 2016).

Em comparacdo com outros anti-helminticos, os mecanismos de resisténcia a BZDs
sdo atualmente os mais bem caracterizados com trés polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) descrito como responsavel pela resisténcia em nematddeos gastrintestinais (von
Samson-Himmelstjerna et al. 2007, Kotze et al., 2014). Estes SNPs levam a modifica¢des
estruturais na B-tubulina que diminuem a afinidade aos BZDs (Ghisi et al., 2007). O primeiro
SNP identificado ocorre na posicdo 200 do gene da B-tubulina do isotipo 1 em que o0s
Haemonchus suscetiveis sdo TTC e os resistente sao TAC (Kwa et al., 1995). Similarmente,
no cédon 167, um polimorfismo TTC / TAC (Silvestre e Cabaret, 2002) e no codon 198
(Ghisi et al., 2007) um polimorfismo de GAA para GCA foi associado com a resisténcia ao
BZD.

O sucesso no controle de Haemonchus spp. esta diretamente relacionado ao
diagnostico efetivo da etiologia e do status de resisténcia ao anti-helmintico (Santos et al.
(2014a). Para isto, € essencial quantificar a frequéncia de SNPs associados a resisténcia ao
BZD no isotipo 1 da B-tubulina de populagdes de Haemonchus spp. em bovinos no Brasil.
Isso permite estabelecer um diagndstico precoce da resisténcia por meio da aplicacdo de
ferramentas de diagndstico sensiveis e especificas. Até 0 momento, had poucas pesquisas

extensivas quantificando a frequéncia de diferentes SNPs associado a resisténcia aos BZDs no
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isotipo 1 da B-tubulina de Haemonchus spp. em bovinos. Estudos que identifiquem infecgdes
naturais em bovinos por Haemonchus spp. no Brasil contribuem para o conhecimento da
etiologia dos nematddeos gastrintestinais e seu impacto na resisténcia anti-helmintica. Por
1SS0, pesquisamos a presencga de H. placei e H. contortus em bovinos de corte brasileiros e a
frequéncia de SNPs associados a resisténcia a BZDs no isotipo 1 da B-tubulina nesses

parasitas.

2. Material e métodos
2.1. Populagbes de campo de Haemonchus spp. em bovinos de corte no Brasil
Amostras fecais de bovinos de corte foram coletadas no periodo de janeiro a abril, em

61 rebanhos localizadas em diferentes regides do Brasil (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo das fazendas selecionadas, com suas coordenadas, para amostragem
nos estados das regides do Brasil.

Municipio Coordenada
Rond6nia 10°26'20"S 62°27'59"0
Tocantins 7°11'27"S 48°12'25"0
Tocantins 11°59'34"S 48°58'15"0
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 5°22'08"S 49°07'04"0O
Para 3°12'10"S 52°12'21"0
Para 3°12'10"S 52°12'21"0
Para 8°01'44"S 50°01'51"0O
Para 8°01'44"S 50°01'51"0
Maranhé&o 3°40'01"S 45°22' 48"0
Alagoas 9°39'57"S 35°44'06"0
Mato Grosso 15°19'26"S 57°13'40"0O
Mato Grosso 15°13'33"S 59°20'06"0
Mato Grosso 12°32'42"S 55°42'39"0
Mato Grosso 12°32'42"S 55°42'39"0
Mato Grosso 12°32'42"S 55°42'39"0
Mato Grosso 11°22'40"S 58°44'27"0
Mato Grosso 11°22'40"S 58°44'27"0
Goias 17°52'51"S 51°42'50"0
Goias 15°83'43"S 48°02'33"0
Mato Grosso do Sul 22°06'32"S 56°31'15"0
Mato Grosso do Sul 19°31'51"S 54°02'38"0
Mato Grosso do Sul 20°14'27"S 56°22'40"0

Mato Grosso do Sul 20°14'27"S 56°22'40"0
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Mato Grosso do Sul
Mato Grosso do Sul
Mato Grosso do Sul
Mato Grosso do Sul
Mato Grosso do Sul
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Minas Gerais
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Sao Paulo
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Parana
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul

21°42'50"S 52°25'19"0
20°28'15"S 55°47'13"0
20°28'53"S 54°36'58"0
20°28'53"S 54°36'58"0
20°22'01"S 51°25'08"0
18°58'08"S 49°27'54"0
18°5020"S 50°07'15"0
21°41'20"S 43°20'40"0O
21°41'20"S 43°20'40"0O
21°41'20"S 43°20'40"0O
18°5020"S 50°07'15"0
22°07'33"S 51°23'20"0
22°07'33"S 51°23'20"0
22°18'54"S 49°03'39"0
22°18'54"S 49°03'39"0
22°00'14"S 50°23'06"0
21°15'18"S 48°19'19"0
21°59'56"S 49°27'25"0
22°30'36"S 47°46'40"0O
25°05'42"S 50°09'43"0
23°18'36"S 51°09'46"0O
25°35'02"S 49°38'09"0
23°26'13"S 50°14'52"0
22°42'32"S 52°37'01"0
25°25'47"S 49°16'19"0
30°01'58"S 51°13'48"0
29°40'44"S 51°03'10"0
29°45'18"S 57°05'16"0O
29°41'02"S 53°48'25"0
29°41'02"S 53°48'25"0
28°30'39"S 55°13'40"0
30°30'43"S 53°29'27"0
30°30'43"S 53°29'27"0

O critério para a selecdo das areas de estudo foi o efetivo bovino brasileiro (IBGE,
2016) e dentro de cada estado brasileiro, sendo as fazendas selecionadas seguindo um padrao
de 100 animais machos, da categoria recria. Apenas 0s animais sem tratamento anti-
helmintico nos 90 dias anteriores ao estudo foram incluidos.

Amostras fecais foram coletadas individualmente de 100 bezerros em cada rebanho,
armazenadas em caixas térmicas contendo gelo e enviadas para o laboratorio onde as
coproculturas foram realizadas utilizando um pool com 10-15 g de fezes de cada animal
(Roberts e O'Sullivan, 1950) mantidas por dez dias. As larvas de terceiro estagio foram entao
quantificadas, identificadas ao nivel de género (Keith, 1953) e aliquotas de 1.000 larvas foram

armazenadas em formol a 2% para identificacdo morfologica das espécies de Haemonchus
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(van Wyk et al., 2004), enquanto o restante das larvas foi lavado em agua destilada e

armazenados a -20 ° C para analises moleculares.

2.2. Identificacdo morfoldgica de espécies de Haemonchus

Como o numero de larvas de Haemonchus spp. no pool foi menor que 100, todas as
larvas obtidas foram mensuradas. As larvas do género Haemonchus foram identificadas e
discriminadas de outros nematodeos de acordo com a distancia entre a extremidade posterior
da larva e a extremidade da cauda usando ocular micrométrica (Zeiss®) (van Wyk et al.,
2004). O critério para identificacdo morfologica das espécies de H. placei foram: um
comprimento minimo de 80 um (van Wyk et al., 2004) e méaximo de 119 um (Keith, 1953;
van Wyk et al., 2004); para H. contortus o comprimento minimo foi 57,15 um e maximo de
82,55 um (Santos et al., 2014b); e para H. similis o comprimento minimo foi 56,5 uym e o
méaximo comprimento foi 58,1 um (Santiago, 1968).

Como as faixas de comprimento das larvas estavam sobrepostas, a seguinte funcao foi
usada para finalmente identificar as larvas no nivel da  espécie:
L.1.=SE(CC>82,55;"HP";SE(E(CC>=80;CC<=82,55);"HPouHC";SE(E(CC>58,1;CC<80);"H
C";SE(E(CC>=57,15;CC<=58,1);"HCouHS";SE(CC<57,15;"HS"))))), onde: L.l.: larva
infectante; CC: Comprimento da cauda (distancia entre a extremidade posterior da larva e a
extremidade da cauda); HP: H. placei; HC: H. contortus; HS: H. similis; HPouHC: H. placei
ou H. contortus; HCouHS: H. contortus ou H. similis.

Quando a medida da cauda larval estava no intervalo de sobreposicdo para H. placei e
H. contortus, entre 80 um e 82,55 um, a funcdo destacava como hipdtese para uma das duas

espécies, ficando sob investigacdo no estudo do pool armazenado para analise molecular.

2.3. Extracdo de DNA gendmico

Do pool de larvas obtido nas coproculturas em cada rebanho, foi extraido o DNA
genémico usando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) de acordo com as
instrucdes do fabricante e armazenado a -20° C até 0 momento do transporte para Freie
Universitat Berlin, na Alemanha, em temperatura ambiente durante 24 horas, retornando ao

congelamento a -20°C até o processamento.

2.4. Identificacdo de Haemonchus contortus e Haemonchus placei
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Para diagnosticar a presenca das espécies de H. placei e H. contortus nas amostras,
reacOes de PCR foram usadas para amplificacdo de 386 pb de fragmento do isotipo 1 do gene
da B-tubulina em Haemonchus spp. usando o primer Haem_BetatubulinHRM-For 5-CTG
GAT CTG GAA TIG GCA CTT-3' e o primer Haem_BetatubulinHRM-Rev 5-AAG CAG
ATA TCA TAC AGR GCT TCG TT-3'. Cada reac¢do continha 0.2 uM do primer iniciador e
0.36 UM de primer reversor e 40 pg de cada amostra de DNA gendémico em 25 pL 1x
GoTag® gqPCR Master Mix (Promega). Depois da desnaturacdo inicial a 95 °C por 2 min,
ocorreu amplificacdo durante 45 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 15 s, anelamento a 62 °C
por 30 s e extensdo a 72 °C por 30 s. Controles positivos e negativos foram incluidos em cada
PCR e os produtos foram evidenciados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

Os produtos de PCR foram purificados usando o DNA Clean & Concentrator'™-5 Kit
(Zymo Research) e submetidos ao sequenciamento Sanger, na diregdo for, no LGC Genomics
(Berlin, Germany). As sequéncias de DNA foram comparadas usando BLASTn (Altschul et
al., 1990) e multiplas sequéncias foram alinhadas e comparadas usando MUSCLE (Edgar,

2004) com auxilio do programa MEGA version 6 (Tamura et al., 2013).

2.5. Ensaios de pirosequenciamento para determinacdo de frequéncias alélicas de B-
tubulina

Para cada amostra de DNA, o isotipo 1 do gene B-tubulina de Haemonchus spp. foi
amplificado do DNA gendmico por PCR; primer HcPy2PCR-For 5-GAC GCA TTC ACT
TGG AGG AG-3' usado em conjunto com o primer biotinilado HcPy2PCR-Rev 5'-Biotin-
CAT AGG TTG GAT TTG TGA GTT-3' (von Samson-Himmelstjerna et al., 2009). PCR e
pirosequenciamento foram realizados essencialmente como descrito por Ademola et al.
(2015). Apo6s desnaturacéo inicial a 98 °C por 30 s, 40 ciclos de desnaturacdo a 98 °C por 10
s, anelamento a 56 °C por 30 s e uma extensdo a 72 °C por 30 s foram conduzidas.
Finalmente, um Unico passo de alongamento a 72 °C por 5 min. Controles positivos e
negativos foram incluidos em cada PCR e os produtos foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5%.

Os produtos dessas PCRs foram submetidos a ensaios de pirosequenciamento para
determinar a frequéncia génica dos SNPs. Os ensaios de pirosequenciamento foram realizados
utilizando o PyroMark Q24 MD System (QIAGEN) de acordo com o protocolo do fabricante
e os reagentes de PyroMark Gold Q24 (QIAGEN) com primers sequenciadores HcPylsol 167
(5'-ATA GAA TTA TGG CTT CGT-3") e HcPylsol 198 200 (5'-GGT AGA GAA CAC
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CGA TG-3') para a mensuracdo das frequéncias alélicas nos cédons 167, 198, e 200,
respectivamente (von Samson-Himmelstjerna et al., 2009; Demeler et al., 2013; Ademola et
al., 2015). Todas as amostras foram processadas em duplicata.

Frequéncias acima de 15% em pelo menos um dos SNPs foi associado a resisténcia
aos BZDs no isotipo | da B-tubulina sendo considerado como critério para a identificacdo de
amostras com maior frequéncia de alelos de resisténcia. Esse limiar foi adotado para evitar
falsos positivos em amostras com baixa frequéncia de SNPs associados a resisténcia devido

ao histdrico técnico com variagéo entre 1% e 30%.

2.6. Andlise estatistica

Para avaliar a hipGtese de que a presenca de H. contortus poderia ser um fator de
risco para a resisténcia ao BZD em uma fazenda, o teste exato de Fisher foi aplicado a uma
tabela de contingéncia 2x2, considerando a presenca ou auséncia de H. contortus e a
ocorréncia ou ndo de resisténcia, usando o GraphPad Prism versdo 6.00. As diferengas no
nivel de resisténcia ao BZD de acordo com as regides geograficas também foram calculadas

usando o teste exato de Fisher.

3. Resultados
3.1. Identificacdo morfoldgica das espécies de Haemonchus

Com base nos critérios morfométricos, nenhuma larva pode ser classificada com
absoluta certeza como H. contortus, no entanto, 1,8% do total de larvas de Haemonchus spp.
apresentaram comprimentos compativeis com H. contortus, porque havia um intervalo de
sobreposicdo no tamanho de H. contortus/H. placei (1,4%) e H. contortus/H. similis (0,4%)
(Tabela 1). Estes resultados foram observados em 12 (20,34%) dos rebanhos estudados, as
quais se localizavam nos estados do Parana, Rio Grande do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais,

Alagoas e Rondonia.

Tabela 1. Resultados da identificacdo morfologica de larvas de Haemonchus placei, H.
contortus e H. similis obtidas em coproculturas de bovinos de corte em diferentes regies do
Brasil.

Numero absoluto de L3 mensuradas (%)

NUmero . H.
Regido/estado de Total M. placei H. placel H. contortus  H.
rebanhos ' 0@ -placel - OuF. ontortus ouH.  similis

contortus ..
similis
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NORTE
. 225
Para 9 225 (100%) 0 0 0 0
o 46 0
Rondbnia 1 47 (97,9%) 0 0 1(2,1%) 0
Tocantins 2 30 30 (100%) 0 0 0 0
NORDESTE
Maranhéo 1 61 61 (100%) 0 0 0 0
Alagoas 1 25 22 (88%) 3(12%) 0 0 0
CENTRO-
OESTE
156 2 2
Mato Grosso 7 160 97.5%)  (1,25%) 0 0 (1,25%)
Mato Grosso do 376
sul 9 376 (100%) 0 0 0 0
. 116
Goias 2 116 (100%) 0 0 0 0
SUDESTE
: . 3
0, 0,

Minas Gerais 5 171 166 (97%) 2 (1,2%) 0 0 (1,8%)
< 396 2
Sao Paulo 8 398 (99,5%) 0 0 0 (0,5%)

SUL
, 310 14 6 0
Parana 6 341 (90.9%)  (4.1%) 0 7 (2%) 10 (3%)
Rio Grande do 0 0 0 3
sul 8 395 379 (96%) 12 (3%) 0 1 (0,2%) (0,8%)
2,283 33 0 20
TOTAL 59 2345 (97.3%)  (1,4%) 0 9 (0,4%) (0,85%)
1
2 A analise morfométrica de 2.283 L3 classificadas como H. placei apresentaram um

3 comprimento médio da distancia entre a extremidade posterior das larvas e a extremidade da

4 cauda da bainha de 96.78 um, variando entre 85 e 112.5um.

6  3.2. Identificacdo molecular das espécies de Haemonchus

7 A analise do isotipo 1 do gene B-tubulina de 59 populagdes confirmou a prevaléncia de

8 H. placei em todas as fazendas avaliadas (100%), enquanto a presenca de H. contortus foi

9 observada em 14 (23,7%) rebanhos, sendo que,

apenas quatro estavam nas mesmas

10  propriedades onde havia larvas com morfometrias compativeis para esta espécie (Tabela 2).

11

12
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Tabela 2. Espécies de Haemonchus identificadas por meio do sequenciamento do DNA
genémico do pool de larvas obtidas em coproculturas de fezes de bovinos de corte em
diferentes regides do Brasil.

Rebanhos positivos para espécies

Regido/estado Numero de rebanhos pesquisadas por sequenciamento
H. placei H. contortus
NORTE
Para 10 10 (100%) 5(50%)
Rond6nia 1 1 (100%) 1 (100%)
Tocantins 2 2 (100%) 0
NORDESTE
Maranhéo 1 1 (100%) 0
Alagoas 1 1 (100%) 0
CENTRO-OESTE
Mato Grosso 7 7 (100%) 3 (42,9%)
Mato Grosso do Sul 8 8 (100%) 1 (12,5%)
Goias 2 2 (100%) 0
SUDESTE
Minas Gerais 6 6 (100%) 1 (16,7%)
Sao Paulo 8 8 (100%) 1 (12,5%)
SUL
Parana 6 6 (100%) 1 (16,7%)
Rio Grande do Sul 7 7 (100%) 1 (14,3%)
TOTAL 59 59 (100%) 14 (23,7%)

3.3. Ensaios de pirosequenciamento para determinacdo da frequéncia de alelos de B-
tubulina

Em alguns rebanhos, foram observadas altas frequéncias de alelos associados a
resisténcia aos BZDs no isotipo 1 da B-tubulina em um dos trés cddons (F167Y, E198A e
F200Y). Nas duas populagdes com infec¢do mista por H. placei e H. contortus (amostra 36 e
54), uma tinha no cédon 200 TAC frequéncia de 17% e a outra no cédon 198 GCA frequéncia
de 19% (Tabela 3). Em trés populagdes resistentes a BZD contendo exclusivamente H. placei,
foram observadas frequéncias no cddon 198 GCA entre 15% e 21%, enquanto outras duas
dessas populacBes apresentaram frequéncias TAC entre 26-30% no codon 167 e 200,

simultaneamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Frequéncias de SNPs de alelos resistentes nos cédons F167Y, E198A e F200Y no
isotipo 1 da B-tubulina no pool de larvas de Haemonchus spp. de bovinos de corte de
diferentes regides do Brasil.
Identificacdo HP ou

daamostra HP/HC Regido/estado Codon 167 Cobdon 198 Caddon 200
19 HP NORTE/Para 1 21 4
25 HP NORTE/Para 1 15 5
40 HP NORTE/Para 30 6 29
54 HP/HC NORTE/Para 2 19 6
16 HP  CENTRO-OESTE/Mato 1 17 3
Grosso do Sul
36 HP/HC SUL/Rio Grande do Sul 10 7 17
39 HP SUL/Rio Grande do Sul 27 6 26

HP: populacdo exclusivamente com H. placei. HP/HC: popula¢do com ambos H. placei e H.
contortus

Dos sete rebanhos com populacdes de Haemonchus sp. resistentes a BZD, apenas duas
apresentaram infeccGes mistas com H. contortus (Tabela 3) e, de acordo com o teste exato de
Fisher, a presenca de H. contortus em bovinos em uma propriedade n&o foi um fator de risco
(p=1,0) para resisténcia ao BZD. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre as
regides geogréficas (Tabela 4).

Baixas frequéncias de SNPs associados a resisténcia aos BZDs no isotipo 1 da -
tubulina foram detectadas em todas as 61 populagcdes avaliadas neste estudo, entretanto,
considerando o critério para frequéncia de SNPs > 15% para classificagdo de uma populagio

como resistente, 7 (11,4%) das 61 populagdes foram classificadas como resistentes (Tabela 4).

Tabela 4. Namero total de fazendas com popula¢des de Haemonchus spp. apresentando SNP
maiores ou iguais (R) ou menores (S) que 15% para os cdédons F167Y, E198A e F200Y no
isotipo 1 do gene da B-tubulina, de acordo com as regides geogréficas do Brasil.

NUmero Codon
Regido/estado de 167 198 200
rebanhos
S R S R S
NORTE
Para 10 1 9 3 7 1 9
Rondbnia 1 0 1 0 1 0 1
Tocantins 2 0 2 0 2 0 2
TOTAL 13 1 12 3 10 1 12
NORDESTE
Maranhao 1 0 1 0 1 0 1
Alagoas 1 1 0 1 1

TOTAL 2 0 2 0 2 0 2
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CENTRO-OESTE

Mato Grosso 7 0 7 0 6 0 6
Mato Grosso do Sul 9 0 9 1 8 0 9
Goias 2 0 2 0 2 0 2
TOTAL 18 0 18 1 16 0 17
SUDESTE

Minas Gerais 6 0 6 0 5 0 5
Séo Paulo 8 0 8 0 8 0 8
TOTAL 14 0 14 0 13 0 13

SUL
Parana 6 0 6 0 5 0 5
Rio Grande do Sul 8 1 7 0 8 2 6
TOTAL 14 1 13 0 13 2 11
TOTAL 61 2 59 4 54 3 55

4. Discussao

Este estudo representa um levantamento da ocorréncia de Haemonchus spp. em
bovinos de corte nas regides do Brasil e também os SNPs associados a resisténcia a BZD no
isotipo 1 da B-tubulina para as espécies. Os achados confirmam a infec¢cdo natural de bovinos
por H. contortus, embora em baixa quantia.

O comprimento médio da extensdo da cauda da bainha de larvas infectantes de H.
placei neste estudo foi semelhante ao descrito por Santos et al. (2014): 96,66 um (intervalo de
82,55 a 117,48 um) e menor que a média 102 um (intervalo de 80 a 119 um) descrito por van
Wyk et al. (2004).

A identificacdo de espécies de Haemonchus spp. por morfometria tradicional baseado
em L3, tem vantagem devido a praticidade, rapidez e facilidade de obtencdo das amostras,
mas é baseado em diferencas sutis (Amarante et al., 2017)., e, portanto, uma limitacao
importante desta técnica € a sobreposicdo nas medidas das espécies de H. placei e H.
contortus (Corticelli e Lai, 1964; van Wyk et al., 2004; Santos et al., 2014b), como pode-se
observar em alguns resultados inconclusivos. O comprimento da extensdo da cauda da bainha
foi encontrado em 1,4% dos Haemonchus spp. , sendo as larvas apenas sugestivas da espécie
H. contortus, pois essas faixas se enquadram em intervalos ja observados por outros autores
para a espécie de H. placei. (Niec, 1968; Van Wyk et al., 2004; Santos et al., 2014b; Silva,
2014).
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Mesmo sem diagndstico preciso de H. contortus por morfometria, 0 sequenciamento
do produto de PCR do isotipo 1 do gene B-tubulina permitiu a identificagdo dessa espécie em
23,7% dos rebanhos examinados, indicando maior sensibilidade da abordagem molecular para
métodos baseados no uso de genes do RNA ribossémico (Zarlenga et al., 1994, Santos et al.,
2014). Por outro lado, apenas quatro das doze amostras com suspeita de presenca de H.
contortus com base na andlise morfométrica foram confirmadas pela andlise molecular,
indicando também uma maior especificidade. Este resultado confirma que a identificacdo de
espécies é mais preciso com a utilizacdo de analise molecular.

Portanto, esses resultados confirmam a ocorréncia de infeccGes naturais por H.
contortus em bovinos no Brasil. Esta infeccdo ocorreu em quatro das cinco regides
geograficas avaliadas e, apesar de nao ter sido considerado um fator de risco para a presenca
de SNPs associados a resisténcia aos BZDs no isotipo 1 da B-tubulina neste estudo, pode ser
considerado um agravante fator para o aumento da resisténcia anti-helmintica em bovinos,
considerando a hibridacdo genética entre espécies de parasitas nematddeos como suposto por
Chaudhry et al. (2015), e demonstrado em condi¢do de campo em ovinos no Brasil (Almeida
et al., 2018). Outra consequéncia relevante da infeccdo por H. contortus em bovinos é a
patogenicidade, considerando que em bovinos infectados experimentalmente por H. placei ou
H. contortus apesar de alteragdes clinicas semelhantes, as lesdes anatomohistopatoldgicas
foram mais expressivas em animais infectados com H. contortus (Favero et al., 2016b).

Os ensaios de pirosequenciamento visando os cddons F167Y, E198A e F200Y no
isotipo 1 no gene B-tubulina em Haemonchus spp. revelaram que a resisténcia ao BZD estd em
um estagio inicial, porém ja ocorrendo em vérias regides, em bovinos de corte no Brasil. Este
foi o primeiro estudo extenso realizado com amostras de todas as regides geograficas do
Brasil e confirma resultados anteriores sobre a eficicia anti-helmintica da caracterizacdo
fenotipica realizada até 0 momento no Brasil. Estes demonstraram que os BZDs ainda séo 0s
farmacos mais eficazes e apenas foram relatados alguns casos de resisténcia em bovinos.
(Soutello et al., 2007; Souza et al., 2008, Brasil et al., 2012; Neves et al., 2014, Ramos et al.,
2016). No entanto, o fato de que altas frequéncias de alelos associados a resisténcia ao BZD
na B-tubulina foram encontradas em 11,4% das populagdes de H. placei neste estudo é
preocupante, uma vez que esse resultado € muito maior do que o anteriormente descrito para
esta espécie no Brasil, em que observaram no codon F167Y frequéncia de 2,5% de SNPs

associados a resisténcia (Brasil et al., 2012).
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Encontramos uma alta frequéncia (>15%) de SNPs nos trés codons (F167Y, E198A e
F200Y) observado em algumas populacdes (11,4%) de H. placei ocorrendo em nimeros
decrescentes nos respectivos SNPs nos codons E198A, F200Y e F167Y. Este resultado difere
daqueles obtidos por Chaudhry et al. (2014), que encontraram polimorfismo apenas no cédon
P200Yem H. placei nos Estados Unidos, bem como do obtido por Brasil et al. (2012) e que
encontraram uma populagdo de H. placei de bovinos no Brasil, com polimorfismo apenas no
F167Y.

Como encontrado por outros autores (von Samson- Himmelstjerna et al., 2009;
Demeler et al., 2013; Chaudhry et al., 2014; Encalada-Mena et al., 2014; Santos et al., 2014a;
Pefia-Espinoza et al., 2014; Ademola et al., 2015; Chaudhry et al., 2016; Esteban-Ballesteros
et al., 2017), neste estudo também ndo houve mutacdes de alelos de resisténcia ocorrendo
simultaneamente nos cddons 167, 198 e 200 do gene da B-tubulina.

Em conclusdo, confirmamos a presenca de H. contortus por sequenciamento e também
que a resisténcia aos BZDs esta em um estagio inicial, mas j& esta presente em rebanho de
bovinos de corte no Brasil, com a presenca de resisténcia aos BZDs no isotipo 1 da B-tubulina

associada aos polimorfismos F167Y, E198A e F200Y em H. placei.
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