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RESUMO - Ovinos e caprinos sofrem grande prejuizo clinico provocados pela alta
prevaléncia de parasitos gastrintestinais, principalmente pelo nematoda Haemonchus
contortus. Este parasito causa alta morbidade e mortalidade, entretanto, o uso
indiscriminado de farmacos para seu controle tem provocado a selecao de populagbes
resistentes. O diagnéstico molecular da resisténcia ao grupo dos benzimidazois (BZs) é
muito importante para indicar estratégias substitutivas de manejo e controle. O objetivo
deste estudo foi determinar pela primeira vez, a presenga da mutagao na posicao F200Y
do isotipo 1 do gene da beta-tubulina, em sete populagdes de H. contortus de ovinos e
caprinos no estado de Pernambuco, Brasil. Amostras de DNA foram extraidas de 20
machos adultos, obtidos de animais naturalmente parasitados, em propriedades de
Recife, Saire, Camocim de Sao Félix, Gameleira, Moreno, Bonito e Serra Talhada. Os
iniciadores forward' 5" AAT GCT ACC CTT TCC GTC CAT C 3' e reverse. 5" CAA AAC CGG
GCA TGA AGA AG 3' foram utilizados para a pesquisa da principal mutacao no gene da
beta-tubulina, para determinar a resisténcia ao grupo dos BZs. Os iniciadores NC1/ITS-2,
forward 5" ACG TCT GGT TCA GGG TTG TT 3" e reverse 5 TTA GTT TCT TTT CCT CCG CT
3" foram usados para a confirmacao de H. contortus. Um questionario foi utilizado para
obtencdo de informacdes sobre praticas de manejo, incluindo a frequéncia de uso dos
BZs. As sequencias NC1/ITS-2 confirmaram a presenca de H. contortus em todas as
populagdes. A mutagdo F200Y responsavel pela resisténcia (TTC/TAC) de H. contortus ao
BZ, foi encontrada na amostra proveniente de Sairé, sendo que a propor¢do do cédon
TTC variou entre 55.6 a 85.7%. Relativo ao questionario, todos os produtores revelaram
auséncia de quarentena para os animais recém-adquiridos; alta frequéncia de aplicagdo
de anti-helminticos (60 em 60 dias); tratamento de todo o rebanho; estimativa visual do
peso dos animais para calculo da dosagem do medicamento; e alta rotagdo de anti-
helminticos. Foi relatado ainda, a caréncia de assisténcia técnica especializada, sem
exame rotineiro de fezes nos animais. Muito embora, todos estes fatores possam ser
fundamentais para aumentar a pressao de selecdo parasitaria, nao foi possivel
determinar qual deles poderia representar um ou mais fatores de risco, devido ao
grande numero de variaveis e o baixo nimero de respondentes. Esta € sem ddvida uma
grande dificuldade para correlacionar os dados fenotipicos de eficacia (ex. TRCOF), com
os marcadores genotipicos (ex. PCR) de resisténcia em helmintos. Foram incluidos os
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fatores de risco relatados por criadores de Pernambuco e sua influéncia nos processos
de selecao anti-helmintica, assim como estratégias para mitigar esta situacdo. Os dados
apresentados sao o primeiro registro molecular da mutacdao F200Y que confere
resisténcia ao grupo dos BZs em pequenos ruminantes no estado de Pernambuco, Brasil.

Palavras-chave: biotecnologia; helmintos; PCR; pequenos ruminantes; resisténcia anti-helmintica.

ABSTRACT - Sheep and goats suffer heavy losses due to the high prevalence of
gastrointestinal nematodes, mainly from the nematode Haemonchus contortus. The
parasite causes high morbidity and mortality, even though, the indiscriminate use of
chemicals to control H. contortus has favored the selection of multidrug resistance
parasites. Molecular diagnosis of resistance to the benzimidazole (BZs) group is
important to indicate substitute strategies of control. The aim of this study was to
determine the presence of the mutation at position F200Y of the beta-tubulin gene in
seven populations of H. contortus from sheep and goats’ farms from the state of
Pernambuco, Brazil. Twenty adult H. contortus male worms were recovered for DNA
extraction from naturally infected animals, from farms from Recife, Sairé, Camocim de
Sao Félix, Gameleira, Moreno, Bonito, and Serra Talhada. The primers forward: 5 AAT
GCT TCC ACC CTT GTC CAT C 3', and reverse: 5 CAA CAA CGG GCA TGA AGA AG 3
were used to search for the main codon (F200Y) of the beta-tubulin gene to determine
BZ resistance. The NC1/ITS-2 forward: 5" ACG TCT GGT TCA GGG GTT TT 3’ and reverse:
5 TTA TCT GTT TTT CCT GCC CT 3’ primers were used for confirming H. contortus
species. A questionnaire was applied to obtain information on management practices,
including the frequency of BZs use. The sequences from the NC1/ITS-2 confirmed the
presence of H. contortus from all samples. The F200Y mutation responsible for BZ
resistance (TTC/TAC) in H. contortus was found only in the samples from Sairé, as the
TTC codon varied from 556 to 85.7%. In relation to the questionnaire, producers
revealed the absence of quarantine for newly arrived animals; high drug treatment
frequency (60-days interval); treatment of the whole flock; the visual estimation of the
weight of the animals for dose determination; and high drug rotation. It was also
mentioned the lack of veterinary assistance with no use of fecal exams. Even though, all
these factors may be essential to increase parasite selection pressure, it was not possible
to determine which of those showed a higher risk due to the high number of variables
and the small number of participants. This is without any doubt one of the great
difficulties to correlate phenotypic drug efficacy data (ex. FECRT) and genotypic-related
(ex. PCR) resistance markers in helminths. We have included some risk factors reported
by the farmers from Pernambuco and their influences in the process of drug selection,
as well as a few strategies to mitigate this situation. The present report constitutes the
first record of a molecular diagnosis of the mutation F200Y that confers resistance to the
BZ group in ruminants in the state of Pernambuco, Brazil.

Keywords - biotechnology; helminths; PCR; small ruminants; anthelmintic resistance.

INTRODUCAO

Helmintos gastrintestinais sdao um dos principais problemas sanitarios em
pequenos ruminantes, em diversas regides do mundo. A ampla prevaléncia destes
parasitos & o principal fator que contribui para um quadro clinico grave, sendo
principalmente causado pelo nematoda Haemonchus spp. Este helminto é o mais
patogénico em regides tropicais e subtropicais, com enorme variabilidade genética e
diferencas morfologicas nas trés espécies conhecidas; incluindo Haemonchus contortus

(mais prevalente), H. placei e H. similis (Brasil et al, 2012). A haemoncose pode levar a
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diminuicdo na producdo de carne e leite, podendo ser observadas altas taxas de
morbidade e mortalidade, principalmente em animais jovens. Desta forma, H. contortus
representa uma ameaca a producao animal, impondo sérios riscos ao bem-estar dos
animais (Ahid et al., 2008; Molento, 2011; Miller et al., 2012).

A importancia das parasitoses como um problema sanitario mundial esta
relacionada principalmente pela dificuldade do seu controle, em funcdo da rapida queda
na eficacia dos farmacos em consequéncia do seu uso supressivo (Silva et al., 2018). A
resisténcia anti-helmintica em nematodas de pequenos ruminantes para os trés grupos
de drogas mais comumente utilizados; benzimidazois (BZs), imidotiazois (LEV) e lactonas
macrociclicas (LM), vem sendo relatada frequentemente em diversos paises da América
do Sul (Molento et al, 2011; Torres-Acosta et al., 2012; Ramos, 2018), Africa do Sul (van
Wyk et al., 1999), Australia (Love e Coles, 2002), Nova Zelandia (McKenna, 2010) e
também na Europa (Papadopoulos et al, 2012). O mecanismo da resisténcia dos BZs
ocorre pela falta de ligagdo do produto na beta-tubulina, que inibe a acgdo do mesmo
(Koetze e Prichard, 2016). Assim, o controle eficiente dos parasitos e o diagndstico
precoce da resisténcia aos BZs, especialmente em H. contortus, deve ser preconizado
(Kaplan, 2020).

Véarios métodos /n vivo, in vitro e moleculares vém sendo descritos nas ultimas
décadas, para o diagnostico da resisténcia em varias espécies de nematodas (Fortes e
Molento, 2013). Entretanto, mesmo tendo avancado com técnicas e equipamentos de
Ultima geracdo para os BZs, esses testes estdo sendo utilizados mais especificamente em
Haemonchus spp. Cooperia spp. em ruminantes e em ciatostomineos, que sdo o0s
parasitos mais prevalentes de equinos (Roeber et al, 2013; Ishii et al, 2017). Diversas
pesquisas em populacbes de H. contortus resistente e sensivel aos BZs, indicam a
ocorréncia de diferencas especificas no DNA gendmico destas populacdes (Roos et al,
1990). Estas alteragbes podem ser utilizadas como marcadores para a deteccdo de
resisténcia, envolvendo mutacdes em trés codons (F167Y, E198A e F200Y) no isotipo 1 do
gene da beta-tubulina em H. contortus (Barrere et al.,, 2013). O polimorfismo na posicao
200 é o mais estudado e resulta da substituicdo de T por A, ou de uma fenilalanina por
uma tirosina.

A presenca da resisténcia aos BZs em nivel de campo, ja foi relatada em diferentes
regides do estado de Pernambuco (Charles et al, 1989; Barreto e Silva, 1999; Pompeu e
Padilha, 1999; Lima et al, 2010). Entretanto, os relatos apresentados acima utilizaram
unicamente o teste de redugdo da contagem de ovos de parasitos por grama de fezes

(TRCOF). Neste caso, o uso do diagnostico molecular baseado na técnica de reacdo em
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cadeia da polimerase (PCR), poderia acelerar a descoberta de genes que conferem a
resisténcia, sendo um teste mais rapido e com alto grau de repetibilidade e
especificidade (Brasil et al., 2012), possibilitando melhorias nos programas de controle
parasitario de caprinos e ovinos. O objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia da
mutacao F200Y no gene da beta-tubulina, em populagdes de H. contortus de ovinos e
caprinos no estado de Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos metodoldgicos para este projeto foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
CEUA/UFRPE com a licenga n° 024/2013. Amostras de parasitos adultos de H. contortus
foram obtidas no momento do abate em frigorifico de dois animais naturalmente
parasitados, em cada wuma das sete propriedades localizadas em: Sairé
(08°19'39" S, 35°42'20" O/bioma: Agreste), Recife (08°03'14"S34°52'51" O/bioma: Mata
Atlantica), Bonito (08°28'12"S 35°43'44" O/bioma: Agreste), Moreno (08°07'07"S 35°05'32"
O/bioma: Mata Atlantica), Gameleira (08°35'02"S 35°23'13" O/bioma: Mata Atlantica Sul),
Camocim de Sao Felix (08°21'31"S 35°45'43" O/bioma: Agreste), Serra Talhada (7°59'9"S
38°17'45" O/bioma: Sertdo). As propriedades em Recife e Bonito apresentavam caprinos e
nas demais apenas ovinos. Excluindo-se Serra Talhada, um questionario adaptado de
Niciura et al. (2009), foi aplicado, sendo composto por questdes fechadas, para obtencao
de informacgdes sobre as praticas de manejo das propriedades e o historico do uso de
antiparasitarios nos animais.

Os espécimes de helmintos foram estocados em tubos Eppendorf com PBS a 4°C
e enviados ao Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos da UFRPE,
sendo identificados e sexados. Formou-se uma amostra de 20 individuos adultos machos
de H. contortus de cada propriedade, os quais foram seccionados com auxilio de bisturi e
macerados, procedendo-se a extracado de DNA por meio do kit comercial Promega
(Reliaprep gDNA Tissue) segundo informacdes do fabricante. A escolha de parasitos
machos foi para isolar somente o DNA dos individuos, diferentemente das fémeas que
contém ovos e que podem demonstrar diferencas de frequéncia genética.

As amostras de DNA foram analisadas no Laboratério de Parasitologia Clinica
Veterinaria da Universidade Federal do Parana, UFPR, de acordo com Ishii et al. (2017),
para a identificacdo das mutacbes e de acordo com Brasil et al. (2012) para a
identificacdo da espécie de parasito. Primeiramente, foi realizada a PCR com o objetivo
de amplificar fragmentos de genes que codificaram o isotipo 1 da beta-tubulina com a
sequéncia do cédon 200, utilizando os primers forwara: 5° AAT GCT ACC CTT TCC GTC
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CAT C 3' e reverse. 5" CAA AAC CGG GCA TGA AGA AG 3'. Realizou-se também uma PCR
para identificacdo de H. contortus dos parasitos coletados, utilizando a sequéncia
NC1/ITS-2 forward: 5 ACG TCT GGT TCA GGG TTG TT 3’ e reverse 5" TTA GTT TCT TTT
CCT CCG CT 3'. As duas reacdes de amplificacao foram conduzidas no volume final de 88
pl (3 pl da amostra de DNA, 3 (F) + 3 (R) pl de primers, 10 pl de tampao, 3 ul de MgCl,,
20 pyl de dNTP, 1 ul de Taq Polimerase e 45 pl de agua ultrapura). Foi utilizado o
protocolo de amplificacdo, onde a 12 etapa foi de 94°C por 2', a 22 etapa com 94°C por
30"; 50°C por 30" e 72°C por 01, a 32 etapa foi de 72°C por 5' em termociclador Veriti
Life, com 35 ciclos.

Uma amostra de 20 pl de cada reacdo foi analisada em gel de agarose 0,8% e
visualizada sob luz UV. Os produtos de PCR foram purificados com o kit comercial
PureLink Quick Gel Extraction (Invitrogen, USA) e sequenciados por eletroforese capilar
(Método de Sanger) utilizando a plataforma ABI3130 (Life Technologies, USA). A
qualidade das sequencias foi avaliada com o programa MEGA X e os produtos foram
alinhados e comparados com amostras do GenBank (Bethesda, USA). A frequéncia da
mutagcao genética na posicdo 200 foi analisada, estimando o tamanho dos picos no
cromatograma (um pico ou dois picos), determinado seu percentual com o QSVanalyser
(http://dna-leeds.co.uk/qsv/) (ver Material Suplementar).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O resultado da PCR para a regiao NC1/ITS-2, confirmou a identificagdo de H.

contortus nas amostras (Figura 1). Em todos os rebanhos, foi evidenciado o isolamento
da isoforma 1 do gene da beta-tubulina (Figuras 2 e 3), coletadas de caprinos e ovinos.
Apos o sequenciamento, foi identificado que somente em parasitos de ovinos do
municipio de Sairé ocorreu a mutacao no codon 200 da beta-tubulina (Figura 4). Desta
forma, estes dados constituem-se no primeiro registro de diagnodstico molecular da
resisténcia em ruminantes em Pernambuco, Brasil. Muito embora os trabalhos anteriores
tenham utilizado somente o teste fenotipico de reducdo de ovos de parasitos para
determinar a resisténcia do H. contortus aos BZs em pequenos ruminantes (Charles et al.,
1989; Lima et al. 2010), nossos dados confirmam a presenca da resisténcia genética com
a mutacdo F200Y. Nunes et al. (2013) também obtiveram resultado semelhante,
confirmando a presenca do DNA responsavel pela resisténcia aos BZs em isolados de H.
contortus em ovinos, em Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo. A dificuldade no diagnodstico
molecular associado a resisténcia para determinada droga € ter a certeza de que a
mutacdao encontrada seja exclusivamente responsavel pelo referido mecanismo desta

espécie parasitaria em particular. Esse desafio pode ser exemplificado pela existéncia de
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mais de um ponto de mutacdo (F167Y, E198A e F200Y) na resisténcia aos BZs em H.
contortus, assim como em outros helmintos (Parascaris sp., ciatostomineos, Cooperia
spp.), podendo ser causada ainda por outros farmacos, como as LM (Coles et al., 2006;
Mottier and Prichard, 2008; Niciura et al., 2012; Ishii et al., 2017).

Figura 1 - Eletroforese do produto de PCR das
amostras de DNA para sequencia NC1/ITS2
confirmando a presenca de Haemonchus
contortus nos rebanhos de 1: Asiré, 2: Recife, 3:
Bonito, 4: Moreno, 5: Cameleara, 6: Camocan de
S&o Félix e 7: Serra Talada, de Pernambuco.

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose 0,8%
do produto de PCR com aproximadamente 120
pares de base, resultante da amplificacdo do
fragmento do isotipo 1 da beta-tubulina de
Haemonchus contortus de rebanhos de
Pernambuco, Brasil.

Legenda: 1: Marcador molecular, 2: Controle
negativo, 3: Sairé, 4: Recife, 5: Bonito e 6: Moreno.

Archives of Veterinary Science, v.26, n.3, p. 59-71, 2021.



65
Amaral ef al. (2021)

1 2 3 4 5
Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose
0,8% do produto de PCR com
aproximadamente 120 pares de base,
resultante da amplificacdo do fragmento do
isotipo 1 da beta-tubulina de Haemonchus
contortus em rebanhos de Pernambuco,
Brasil.

Legenda: 1: Marcador molecular, 2: Controle
negativo, 3: Gameleira, 4: Camocim de Sao Félix e
5: Serra Talhada.
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Figura 4 — Alinhamento de isolados de Haemonchus contortus coletados em cinco
municipios do estado de Pernambuco.

Linha 1. 2m (2015-10-19_CO01.ab1) indica a amostra de ovinos de Sairé, Pernambuco, Brasil,
indicando ainda o cédon TTC/TAC (seta) resistente para o polimorfismo na posicdo 200, do isotipo
1 da beta-tubulina.

Analisando o questionario aplicado, observou-se que a criagdo de ovinos e
caprinos era uma atividade recente nas fazendas, com tempo de exploracdo entre um e
cinco anos. Niciura et al. (2012), registraram a ocorréncia do gendtipo de resisténcia
significativamente maior em fazendas de ovinos mais recentemente estabelecidas,
sugerindo que isto poderia refletir na falta da experiéncia dos agricultores em lidar com
o controle de parasitos ou a introducdao de animais previamente infectados com parasitos
resistentes. Reforcando este segundo fator de risco, a auséncia de quarentena para os
animais recém-adquiridos foi observada em todas as propriedades, fato este que reforca
este fator de risco como uma das principais portas de entrada para helmintos resistentes
(Molento, 2004). Outro aspecto encontrado, foi a alta frequéncia de aplicacdo de anti-
helminticos, com o uso produtos de forma supressiva (60 em 60 dias) em 3 das 4

criagbes de ovino e uma de caprino, independente do composto quimico (Figura 5).
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Niciura et al. (2009), afirmaram que a alta frequéncia nos tratamentos anti-helminticos
favoreceu a instalacdo da resisténcia em 30 propriedades no estado de Sao Paulo. As
demais propriedades em Pernambuco usavam intervalos de 5 meses, sem definir o

critério técnico para a adogao dessa estratégia.

Fatores de risco Processo de resisténcia Estratégias de controle
[ — | —

Movimentagéo de animais Introdugéo de isolado resistente Quarentena dos animais
Pastos contaminados Mudanca de pasto e tratamento Mover antes e tratar depois
Suficiente pluviosidade Larva sobrevivente no ambiente Descango da area (>120 dias)
Alta lotag&o animal Alta ingest&o de larvas Reduzir a lotagéo animal
Alta freq. de tratamentos Supress&o de larvas susceptiveis Tratamento seletivo/Famacha
Alta rotacéo de produtos Selegao de varios genes Reduzir rotagdo de produtos
Dose incorreta do farmaco Uso de sobredose Definir peso correto
Falta de diagndstico Tratamento sem sinais clinicos Realizar jejum de fibra (12h)
Falta de jejum pré-tratamento Manejo sem orientagéo técnica Usar modelos climaticos

Figura 5 — Fatores de risco encontrados no Brasil e relatados por criadores do estado de
Pernambuco e a descricdo dos processos de selecao para a resisténcia anti-helmintica e a
possibilidade de reverter esta situagdo com estratégias de controle de curto, médio e longo
prazo.

Em somente uma propriedade de ovinos e uma de caprinos, 0os animais eram
tratados quando apresentavam sinais clinicos (anemia e apatia). Vieira et al. (2014),
consideram esta medida uma excelente alternativa para minimizar a resisténcia aos anti-
helminticos, uma vez que resulta na manutencao de animais com parasitos adultos e que
nao recebem tratamento quimico, deixando uma parcela da populacao em refugia (van
Wyk et al., 1999). Niciura et al. (2012), também observaram que o tratamento de todos
os animais do rebanho, aumentou a frequéncia do gendtipo para resisténcia (F200Y), em
comparacdo com o uso da avaliacao seletiva com o método Famacha. Nas outras 4
fazendas em Pernambuco, os produtores dosificavam todos os animais do rebanho.

A estimativa do peso dos animais em Pernambuco era feita de forma visual, para
calculo da dosagem do medicamento. Da mesma forma, Niciura et al. (2012),
demonstraram que a estimativa visual do peso, foi a pratica com maior fator de risco
para o desenvolvimento da resisténcia, por facilitar a sobre-dose e causar maior pressao
de selecdo na populacdao de parasitos (Chartier et al., 1998; Costa et al., 2011). Estes
autores, também observaram que nos rebanhos pesquisados, ndo se realizava rotacao de

pastagem apds o tratamento (Figura 5), contribuindo assim, para um elevado desafio
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parasitario no hospedeiro apds o efeito da medicagdao e alta contaminacdao ambiental
com formas de vida livre (Heck et al., 2005; Melo et al., 2009). Entretanto, a estratégia de
alternancia de pasto imediatamente apds o tratamento dos animais, pode ser um fator
determinante para a transferéncia de parasitos resistentes para a area nova, que
sobreviveram ao tratamento, resultando em alta pressdo de selecdao de populacdes
resistentes (Molento et al., 2004).

A troca de anti-helminticos ocorreu apés cada vermifugacdo (1/ovinos), quando
nao se obtinha efeito visual do produto (2/ovinos) ou sem critérios (1/ovinos, 2/caprinos).
Foi respondido que em nenhuma das propriedades se utilizou a combinagdo de drogas.
Em todas as propriedades, o penultimo anti-helmintico foi do grupo das LMs, sendo este
também o ultimo em trés das propriedades de ovinos e uma de caprino, confirmando o
uso frequente (>80%) de LMs em pequenos ruminantes naquele estado. Em uma criacao
ovina e em uma de caprinos, o ultimo produto foi do grupo dos BZs. Estudos
demonstraram que a rotagao de anti-helminticos ap6s um Unico tratamento, aumentou o
risco de alta resisténcia quando comparado a rotacdao do anti-helmintico com base em
teste de eficacia ou na observacao visual da falta de eficacia, verificando-se 0 mesmo em
fazendas que ndo usavam combinacdes de medicamentos (Niciura et al, 2012). No
presente estudo, em nenhuma propriedade foi relatada a presenca de assisténcia técnica
e nunca foi realizado exame de fezes nos animais ou teste de eficacia de produtos anti-
helminticos. Na Figura 5, incluimos uma série de fatores de risco para a selecao de
parasitos resistentes e uma lista de possiveis tomadas de atitude que podem mitigar este
processo, incluindo o teste de eficacia de produtos, a pesagem dos animais e a redugao
na rotacao de farmacos.

Muito embora seria interessante correlacionar os dados da PCR e do questionario
epidemioldgico, realizando uma analise de odds ratio (OR) para associar ou ndo 0s
fatores de riscos com a presenca da resisténcia ao grupo dos BZs, este calculo ndo foi
possivel devido ao grande niumero de variaveis e o baixo niUmero de respondentes neste
trabalho. Esta € sem duvida, uma grande dificuldade para correlacionar os dados
fenotipicos de eficacia dos produtos (ex. TRCOF), com os marcadores genotipicos (ex.
PCR) de resisténcia em helmintos (Yilmaz et al., 2017) no mundo todo. Suarez e Cristel
(2014) estudaram os fatores de risco em 50 fazendas de bovinos, utilizando dados do
teste de eficacia de produtos, com 26 fazendas positivas para a resisténcia e um
questionario descritivo das atividades de cada propriedade. Os autores determinaram um

OR = 7.7 para o numero de tratamentos anuais com LMs e BZs. Esta informagdo é
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semelhante ao encontrado no presente artigo, o que reforca as observacbes para a
selecao de parasitos resistentes nas propriedades estudadas (Figura 5).

Como descrito acima, apenas na cidade de Sairé foi determinada a mutacao F200Y
do isotipo 1 da beta-tubulina, caracterizando o polimorfismo TTC. Este fato pode ter
ocorrido devido a introducdo de animais infectados com parasitos ja resistentes e ao alto
numero de tratamentos com a rotacao de principios ativos nesta populacao. Convém
ressaltar que nesta propriedade, a atividade foi iniciada ha dois anos e que o tratamento
anti-helmintico acontecia a cada seis meses com a troca de produtos a cada tratamento,
sendo que nos dois Ultimos tratamentos foi utilizada uma LM, seguido por um
medicamento do grupo dos BZs. Estes fatos, somados as outras praticas inadequadas de
manejo, podem ter propiciado a rapida manifestacdo da resisténcia.

O presente diagndstico molecular da resisténcia em H. contortus ao grupo dos
BZs em ovinos e caprinos no Estado de Pernambuco, apresenta grande relevancia
cientifica para a regiao Nordeste do Brasil, que concentra o maior rebanho de caprinos e
ovinos do pais. Os dados obtidos neste trabalho, sdo subsidios para estudos futuros com
mais propriedades e populacdes do parasito, para caracterizar a resisténcia aos BZs em
todo o estado de Pernambuco e em outras regides com clima ou biomas semelhantes.
CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo sao inéditos e confirmam a presenca da
mutacdo TTC na posicao 200 do isotipo 1 da beta-tubulina, que confere a resisténcia aos
BZs em H. contortus de pequenos ruminantes no estado de Pernambuco. Este fato pode
ter sido favorecido por praticas de manejo inadequadas, como a introdugcao de animais
infectados e o uso indiscriminado de produtos quimicos para o controle de helmintos

gastrintestinais.
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