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RESUMO

Haemonchus contortus é o nematdide mais prevalente na regido Nordeste do Brasil. O seu
controle é baseado na utilizacdo de benzimidazdis de forma generalizada e o uso inadequado
acelera a selecdo de parasitos resistentes. Métodos fenotipicos, tais como, o teste de reducdo
na contagem de ovos nas fezes (FECRT) e o teste de ecloséo de ovos (TEO) sdo amplamente
utilizados para caracterizar a resisténcia anti-helmintica (RA), embora com baixa
sensibilidade. Os métodos baseados na reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) sdo também
utilizados para diagnosticar a resisténcia a benzimidazdis em H. contortus. Estes métodos
detectam polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNP) F200Y, F167Y e E198A no gene
codificante para o isotipo 1 da B-tubulina, que sdo conhecidos por estarem associados a
resisténcia a benzimidazois. O objetivo deste estudo foi investigar a presenca de
polimorfismos responsaveis pela resisténcia a benzimidazdis em populagdes de Haemonchus
contortus isoladas no estado do Ceard. A PCR em tempo real (QPCR) foi realizada para
identificacdo de cada SNP conhecido no gene codificante para o isotipo 1 da B-tubulina, para
tanto foi utilizado DNA de um pool de 10 adultos de H. contortus do sexo masculino obtidos
de um animal por rebanho. O FECRT e o TEO foram usados para determinar a resisténcia
original presente na populacdo. As amostras testadas foram obtidas a partir de 6 fazendas
localizadas em 5 municipios do estado do Ceara (Nordeste do Brasil): Taud (TAl e TA2),
Boa Viagem (BV), Quixada (QX), Santa Quitéria (SQ) e Solonépole (SO). O isolado inbred-
susceptible-Edinburgh (ISE), previamente caracterizado como susceptivel a benzimidazdis,
foi utilizado como referéncia para fins de comparacdo na qPCR. A resisténcia a
benzimidazdis foi detectada no FECRT em todas as fazendas com valores que variam de 0 a
50% de reducdo de OPG. Os valores das concentracGes inibitorias de 50% da eclosdo das
larvas (CE50) determinados no TEO foram todos superiores a 1,62 pug/mL. Nos resultados da
gPCR foram observadas altas frequéncias dos SNP F200Y e F167Y. As maiores frequéncias
de alelos resistentes nas populacdes estudadas foram para o SNP F167Y e ndo foram
detectados alelos resistentes para 0 SNP E198A. As frequéncias de alelos resistentes para o
isolado ISE foram 1,7%, 0% e 0% para 0s SNP F200Y, F167Y e E198A, respectivamente. Os
resultados sugerem que os SNP F167Y e F200Y sdo importantes para a resisténcia a
benzimidazdis nas populacdes estudadas e devem ser incluidos no diagnéstico molecular de

resisténcia anti-helmintica no Ceara.

Palavras-chave: Nematdides. Resisténcia anti-helmintica. SNP. PCR em tempo real. Ovinos.



ABSTRACT

Haemonchus contortus is the most prevalent nematode in Northeast Brazil. Control based on
benzimidazole utilization is widespread and its inadequate use accelerates the selection of
resistant parasites. Phenotypic methods such as faecal egg count reduction test (FECRT) and
egg hatch assay (EHA) are widely used to characterize anthelmintic resistance (AR) albeit
with low sensitivity. PCR based methods are also used to diagnose resistance to
benzimidazoles in H. contortus. These methods detect single nucleotide polymorphisms
(SNPs) F200Y, F167Y and E198A in the B-tubulin isotype 1 gene that are known to be
associated with benzimidazole resistance. The objective of this study was to investigate the
presence of polymorphisms responsible for resistance to benzimidazoles in Haemonchus
contortus populations isolated in the state of Ceara. Real time (QPCR) was performed to
identify each known SNP in the B-tubulin isotype 1 gene. DNA was extracted from a pool of
10 adult male H. contortus from a single animal per farm. FECRT and EHA were used to
determine the original resistance present in the population. Tested samples were obtained
from 6 farms located in 5 counties in the Ceard State (Northeast Brazil): Taua (TALl and
TA2), Boa Viagem (BV), Quixada (QX), Santa Quitéria (SQ) and Solondpole (SO). The
inbred-susceptible-Edinburgh (ISE) isolate, previously reported as benzimidazole susceptible,
was used as reference for comparison purposes in the gPCR assay. Benzimidazole resistance
was detected by FECRT in all farms with values ranging from 0 to 50%. Half maximal
effective concentration (EC50) values as determined by EHA were all above 1.62 pg/mL.
Real-time PCR results showed high frequencies of the SNPs F200Y and F167Y. The most
frequent resistant allele in the studied populations was SNP F167Y and resistance for SNP
E198A was not detected. Resistant allele frequencies for the ISE isolate were 1.7%, 0% and
0% for SNPs F200Y, F167Y and E198A, respectively. Our results suggest that the SNPs
F167Y and F200Y are both important for benzimidazole resistance in the studied populations

and should be included in the molecular diagnosis of anthelmintic resistance in the Ceara.

Keywords: Nematodes. Anthelmintic resistance. SNP. Real-time PCR. Sheep.
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1 INTRODUCAO

No Nordeste brasileiro, a ovinocaprinocultura é uma das principais fontes de proteina
animal. O Brasil, em 2010, apresentou um rebanho de 17.380.581 ovinos e de 10.046.888
caprinos, e neste mesmo periodo, o Nordeste concentrou aproximadamente 91% e 57% do
rebanho caprino e ovino, respectivamente. O estado do Ceard, por sua vez, € responsavel por
12% do efetivo de ovinos e 10% do rebanho caprino nacional (IBGE, 2010). Estas duas
culturas sdo importantes fontes de renda, principalmente para os pequenos produtores rurais,
devido a exploracdo da carne, leite e pele. Entretanto, um dos principais fatores limitantes a
essa atividade é o parasitismo por nematoides gastrintestinais por causar diminuicdo na
producdo e mortalidade no rebanho, principalmente no periodo chuvoso (PINHEIRO et al.,
2000; MELO, 2005; SECHI et al., 2010) e aumento nos custos com tratamentos com anti-
helminticos (FORBES et al., 2002).

Os nematoides de maior importancia para 0s pequenos ruminantes no Brasil s&o:
Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Strongyloides spp., Cooperia curticei
e Oesophagostomum columbianum (AMARANTE et al., 2004). Dentre estes, merece
destaque H. contortus, nematoide localizado no abomaso de ovinos e caprinos. No Nordeste,
este parasito vem sendo relatado como o mais prevalente entre os nematdides gastrintestinais
(MELO et al., 2009) e a sua patogenia deve-se principalmente ao hematofagismo (ANGULO-
CUBILLAN et al., 2007). Em virtude desse habito, os animais com elevada carga parasitaria
desenvolvem um quadro clinico de anemia grave e em um curto periodo de tempo podem vir
a Obito (VIEIRA, 2008).

O controle dos nematoides em pequenos ruminantes é realizado, basicamente, com a
utilizacdo de anti-helminticos pertencentes a diversos grupos quimicos (VIEIRA;
CAVALCANTE, 1999). Os benzimidazdis, as lactonas macrociclicas e os imidazotiazois sao
os mais utilizados, por serem considerados de amplo espectro. Os benzimidazdis merecem
destaque por representarem uma classe de anti-helminticos mundialmente utilizada no
tratamento de doencas parasitarias de animais. Estes farmacos apresentam uma ampla
variedade de formulages e alta margem de seguranca (KRIZOVA-FORSTOVA et al., 2011).
Logo, sdo considerados importantes fontes para o controle de nematdides de pequenos
ruminantes. No estado do Ceara os benzimidazois foram os anti-helminticos mais utilizados
por criadores de caprinos e ovinos (MELO et al., 2009). Contudo, o uso incorreto com a
adocdo de formas inadequadas de tratamento levou rapidamente ao aparecimento da

resisténcia anti-helmintica (RA). Poucos produtores realizam um esquema racional de
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alternancia de drogas anti-helminticas associado ao tratamento seletivo, como consequéncia, o
uso inadequado de anti-helmintico seleciona individuos resistentes (KENYON et al., 2009). A
RA ja foi relatada em nematdides de caprinos e ovinos em Vvarios paises, incluindo o Brasil,
nesse contexto o estado do Ceara ndo foge a esta realidade (VIEIRA; CAVALCANTE, 1999;
MELO et al., 2003, MELO et al., 2009).

Devido a grande importancia da RA, alguns métodos de detec¢do foram desenvolvidos
com o intuito de estabelecer um diagndstico precoce de resisténcia e promover mudangas no
controle. Para benzimidazois, os principais métodos de diagndstico da RA sdo técnicas
fenotipicas que apresentam baixa sensibilidade (MARTIN et al., 1989; COLES et al., 2006;
PAPADOPOULOQS, 2008). Sendo assim, as pesquisas tém investido na padronizacdo de
técnicas moleculares para identificar a RA (PAPADOPOULOS, 2008). Neste sentido, foram
elaborados métodos para identificacdo de nematoides resistentes aos benzimidazois, baseados
em polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP) identificados no gene codificante para B-
tubulina de trichostrongilideos (KWA et al., 1994; PRICHARD et al., 2000; GHISI et al.,
2007). Contudo, a maioria desses métodos sdo aplicaveis apenas quando se conhece os
polimorfismos existentes em uma dada populagédo (GHISI et al., 2007).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Haemonchus contortus

Haemonchus contortus é um nematdide mondxeno, hematdfago que se estabelece no
abomaso de caprinos e ovinos. Apresenta cerca de 30 mm, reproducdo sexuada em um ciclo
de vida direto (PRICHARD, 2001; BOWMAN et al., 2006). Apresenta uma fase de vida livre
no ambiente e outra parasitaria nos pequenos ruminantes. A fase no ambiente inicia-se com a
postura de ovos que contém um embrido no estadio de morula. Estes ovos sdo eliminados nas
pastagens juntamente com as fezes, e em condicfes ideais, a moérula se desenvolve em larva
de primeiro estagio (L1). Apds se alimentar a L1 sofre a primeira muda passando para larva
de segundo estagio (L2). Na segunda muda, a cuticula do segundo estagio fica
temporariamente retida com uma bainha que protege a larva infectante (L3). A L3 entdo
migra para fora da massa fecal em direcdo a vegetacédo adjacente. O ciclo parasitario inicia-se
quando os animais ingerem as L3 junto com a pastagem. Apds o desembainhamento no
rumen, as larvas sofrem duas mudas, evoluindo no tubo digestivo até adulto. Um pouco antes
da muda final estes nematoides desenvolvem a lanceta perfurante que lhes permite a obtencéo
do sangue dos vasos da mucosa do abomaso. Devido a essa caracteristica, a Hemoncose,
enfermidade provocada por H. contortus, se caracteriza principalmente por anemia severa
com palidez da pele e das mucosas e uma progressiva perda de peso. A populacdo de H.
contortus pode remover até um quinto do volume circulante de eritrocitos de cordeiros. Os
efeitos patogénicos resultam da incapacidade do hospedeiro de compensar a perda sanguinea.
Pois, caso a perda sanguinea exceda a capacidade hematopoiética, resultard em doenca
evidente e podera levar o animal rapidamente a 6bito. Além da perda de hemacias, também
ocorre reducdo das proteinas plasmaticas, que consequentemente se manifesta externamente
por edema submandibular e ascite. O periodo pré-patente é de 14 a 21 dias (ONYIAH;
ARSLAN, 2005; BOWMAN et al., 2006).

Em relacdo a distribuicdo de H. contortus, geralmente esta presente na maioria dos
animais do rebanho e tem representado, no minimo, 80% da carga parasitaria. Especialmente
no estado do Ceard existem varios relatos de alta prevaléncia em pequenos ruminantes
(VIEIRA; CAVALCANTE, 1999; MELO et al., 2003; MELO et al., 2004; MELO et al.,
2009). Essa caracteristica pode ser justificada em parte pelo fato das fémeas serem altamente
proliferas, pois sdo capazes de produzir até 10.000 ovos por dia. H. contortus apresentam

grande variabilidade genética, seja dentro de uma populacdo ou entre populagdes



18

geograficamente separadas. Além disso, € um nematdide extremamente bem sucedido,
encontrado em diferentes popula¢des de pequenos ruminantes desde os tropicos Umidos até as
areas de clima temperado. As populagcbes no ambiente s@o mais elevadas do que nos
hospedeiros. A taxa de polimorfismos nesta espécie estd diretamente relacionada a migragéo
dos nematdides, que é favorecida pelo grande comércio de pequenos ruminantes no mundo
(PRICHARD, 2001). Estudos tém demonstrado que o alto potencial bi6tico associado ao
elevado tamanho da populacédo efetiva, rapido ciclo de vida, taxa de infeccdo e fluxo génico
podem ser responsaveis pela alta variabilidade genética destes nematdides, o que sem duvida
pode contribuir para disseminagdo da RA (PRICHARD, 2001; BRASIL et al., 2012).

2.2 Fatores que promovem a resisténcia anti-helmintica

Os novos conhecimentos sobre RA, envolvendo os fatores de selecdo e mecanismos
genéticos, demonstraram que muitas consideracbes e recomendacOes, disseminadas no
passado sobre o0 uso de anti-helminticos, contribuiram para a emergéncia dessa resisténcia
(TORRES-ACOSTA; HOSTE, 2008). Tendo em vista a utilizacdo dos anti-helminticos
sintéticos € a principal forma de controle de nematdides gastrintestinais, surgiram diversas
propostas de esquemas de tratamento para pequenos ruminantes. Dentre elas, destacam-se o
tratamento supressivo e o estratégico (PINHEIRO, 1983, EMBRAPA, 1994). Embora tenham
sido amplamente divulgados e eficientes no controle do parasitismo, quando as drogas eram
altamente eficazes, foi uma das causas do rapido desenvolvimento de populacdes resistentes
em um curto periodo de tempo (MELO; BEVILAQUA, 2002; TORRES-ACOSTA; HOSTE,
2008). No tratamento supressivo eram realizadas vermifugacGes regulares a cada 2 a 3
semanas, ou seja, antes do final do periodo pré-patente de parasitas, com o objetivo de uma
quase total eliminacdo dos nematdides (TORRES-ACOSTA; HOSTE, 2008). O controle
estratégico indicava o tratamento de todo o rebanho em épocas desfavoraveis a sobrevivéncia
das larvas nas pastagens. Esta estratégia tinha como objetivo prevenir as nematodioses e ao
mesmo tempo, promover a descontaminacdo das pastagens (VIEIRA, 2008). Porém nenhum
anti-helmintico é eficaz sobre 100% dos nematoides e desta forma as populacées resistentes
foram sendo selecionadas a cada administracdo do tratamento.

Além das formas de tratamento, algumas préaticas de manejo foram identificadas como
favorecedoras do desenvolvimento da RA, como a subdosagem, a utilizacdo da mesma
familia de anti-helminticos por um longo periodo de tempo, a alta frequéncia de tratamentos e
também a rapida rotacdo de principio ativo (PAPADOPOULOQS, 2008; TORRES-ACOSTA,;
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HOSTE, 2008).

O uso inadequado de anti-helminticos por criadores de caprinos e ovinos no estado do
Cearé é exemplificado por préticas, como a utilizacdo de dois a trés principios ativos durante
0 mesmo ano e em média, trés vermifugacbes ao ano. Além disso, cerca de 48% dos criadores
desse estado, tratavam todos os animais principalmente no periodo seco, ou seja, quando a
populacdo de nematdides estd em sua maioria no hospedeiro (MELO et al., 2009). E
importante ressaltar que esse manejo incorreto pode levar a uma grande reducgéo da populagao
in refugia, que corresponde aos nematdides ndo submetidos ao tratamento. Dessa forma,
quanto maior for o nimero de tratamentos sobre essa populacdo, maior sera a pressdo de
selecdo para resisténcia (KENYON et al., 2009).

2.3 Situacdo atual da resisténcia anti-helmintica

Em virtude do uso intenso e inadequado dos anti-helminticos, em poucas décadas
ocorreu o desenvolvimento de populacGes resistentes a todas as familias de anti-helminticos
de amplo espectro disponiveis no mercado. O primeiro relato de RA do mundo foi a um
benzimidazol em populacbes de H. contortus nos Estados Unidos (DRUDGE et al., 1964).
Desde entdo, esse problema vem sendo detectado no mundo (WEST et al., 2004; ALKA et al.,
2004; LE JAMBRE et al., 2005; SARGISON et al., 2007; PALCY et al., 2008; GEORGE et
al., 2011; KAPLAN; VIDYASHANKAR, 2012).

Especificamente no Brasil, os primeiros relatos de RA foram descritos no Sul do pais
(SANTOS; GONCALVES, 1967). No Nordeste brasileiro, o primeiro relato de suspeita de
RA foi em nematdides gastrintestinais de caprinos a benzimidazois no Estado do Ceara
(VIEIRA et al., 1989). A partir desse trabalho, ndo faltaram relatos de resisténcia a todos 0s
farmacos de amplo espectro comercialmente utilizados em varios estados dessa regido:
Alagoas (AHID et al., 2007), Maranhdo (BRITO et al., 2009), Paraiba (RODRIGUES et al.,
2007), Pernambuco (CHARLES et al., 1989; SANTOS et al., 1993; LIMA et al., 2010), Rio
Grande do Norte (PEREIRA et al., 2008; COELHO et al., 2010), Piaui (COSTA JUNIOR et
al., 2005). Especialmente no Ceard, existem alguns trabalhos que relataram a RA, em sua
maioria a benzimidazoéis (VIEIRA; CAVALCANTE, 1999; MELO et al., 2003; MELO et al.,
2004; MELO et al., 2009).

Em estudo realizado em 25 propriedades pertencentes a regido semi-arida do Estado

do Ceard, foi identificada prevaléncia de resisténcia a benzimidazoéis de 88%. Associado a
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esse fato, foi verificado que o anti-helmintico oxfendazol era o farmaco mais utilizado para

controle de nematdides gastrintestinais nesta area (MELO et al., 2009).

2.4 Anti-helminticos benzimidazoéis e pro-benzimidazoéis

2.4.1 Mecanismo de acéo

Os benzimidazois sdo os anti-helminticos mais utilizados no mundo. A historia desta
classe de farmacos comegou com a introducdao do tiabendazol em 1961, o primeiro anti-
helmintico de amplo espectro (BROWN et al., 1961). Desde entdo, foram desenvolvidos uma
variedade de drogas que se dividem em tiazolicos (tiabendazol e cambendazol);
metilcarbamatos (parbendazol, mebendazol, flubendazol, ciclobendazol, albendazol,
fenbendazol, oxfendazol, oxibendazol, luxabendazol e ricobendazol); halogenados
(triclambendazol) e pré - benzimidazois (febantel, tiofanato e netobimin) (LANUSSE, 1996).
Sé&o anti-helminticos que apresentam baixa toxicidade e atuam sobre uma grande variedade de
nematoides (KRIZOVA-FORSTOVA et al., 2011).

O mecanismo de acdo dos benzimidazois se deve a capacidade de se ligar com alta
afinidade a P-tubulina, subunidade proteica dos microtabulos (Figura 1.), inibindo sua
polimerizacdo a0 mesmo que tempo que processos de degradacdo na extremidade oposta do
microtubulo acabam por causar o colapso do citoesqueleto (LACEY, 1988; HAN et al., 1998;
KOHLER, 2001). Os microtubulos sdo altamente dinamicos e participam de uma variedade
de funcdes vitais, incluindo a motilidade, mitose e transporte de moléculas intracelulares em
todos os eucariontes. Muitas destas estruturas existem em estado de equilibrio dindmico em
gue a montagem e desmontagem das subunidades sdo equilibradas. Em tais sistemas, a
interacdo do benzimidazol com a tubulina leva a dano ao estado estacionario com uma perda
de microtibulos e acumulo de tubulina livre. Em vista dos papéis cruciais que 0s
microtubulos desempenham em muitos processos celulares, a sua destruicdo induzida por
farmacos, leva inevitavelmente a morte dos nematdides sensiveis (LACEY, 1988; KOHLER,
2001). O principio da elevada toxicidade seletiva de benzimidazois, pode ser justificado por
uma interacdo muito mais forte e irreversivel de ligacdo dos farmacos com tubulinas de

helmintos, em comparacdo com tubulinas de mamiferos (LACEY, 1988).
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Lol 5

— (-tubulina

Figura 1 - Esquema de microtiibulo evidenciando as subunidades proteicas: o e B-tubulina.

Fonte: http://www.cytoskeleton.com/media/wysiwyg/MT_schematic_2.jpg

2.4.2 Mecanismo de resisténcia

Os mecanismos de resisténcia a benzimidazois, apesar de ndo totalmente elucidados,
sdo 0s mais bem caracterizados. Alguns SNP ja foram descritos como responsaveis pela
resisténcia a benzimidazois em trichostrongilideos. Estes polimorfismos levam a
modifica¢des estruturais na B-tubulina que impedem a ligacdo dos benzimidazdis (KWA et
al., 1994; PRICHARD et al., 2000; GHISI et al., 2007). O primeiro SNP descrito foi no codon
200, que se refere a uma transverséo de timina por adenina, resultando na traducédo de tirosina
(Tyr, TAC) ao invés de fenilalanina (Phe, TTC) (F200Y) na B-tubulina (KWA et al., 1994). O
segundo SNP foi descrito no codon 167 (F167Y) que ocorre devido a mesma transversdo da
base nitrogenada e troca de aminodacidos traduzidos do F200Y (SILVESTRE; CABARET,
2002). O dltimo e mais incomum SNP descrito foi no codon 198, caracterizada por uma
transicdo de base nitrogenada adenina por citosina levando a mudanca do aminoacido
traduzido de glutamato (GAA) para alanina (GCA) (E198A) na B-tubulina de alguns isolados
resistentes de H. contortus (GHISI et al., 2007).

Em nematoides gastrintestinais, existem trés hipoteses que explicam o aparecimento
de SNP para resisténcia aos benzimidazdis. A primeira hipotese sugere que os alelos para
resisténcia ja estariam presentes na populacdo por um longo periodo como raros. De acordo
com a segunda hipotese podem ocorrer mutacGes espontaneas que geram novos alelos na
populacdo de parasitas. A Ultima hipdtese afirma que a recombinacdo sexual entre alelos

suscetiveis e resistentes podem ter gerado novas variantes de um alelo resistente
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(SILVESTRE et al., 2009).

Esses SNPs foram relatados em nematdides provenientes da Australia e em paises da
Europa e da Africa (KWA et al.,1994; ELARD et al.,1999; ELARD; HUMBERT, 1999;
PRICHARD et al., 2000; PRICHARD, 2001; VON SAMSON-HIMMELSTJERNA et al.,
2001; SILVESTRE; CABARET, 2002; NJUE; PRICHARD, 2003; TIWARI et al, 2006;
GHISI et al., 2007; RUFENER et al., 2009). No entanto, sdo escassos 0s trabalhos que
relataram estes alteragdes genéticas em nematOides de pequenos ruminantes no Brasil
(BRASIL et al., 2012; NICIURA et al., 2012).

2.5 Diagndstico de resisténcia a benzimidazdis

O aumento da RA ameaca a sustentabilidade da inddstria pecuaria em todo o mundo
(SUTHERLAND; LEATHWICK, 2011). Por isso, hd uma necessidade crescente de
monitorar os niveis de resisténcia com técnicas apropriadas. Sendo assim, alguns métodos de
deteccdo foram desenvolvidos com o intuito de estabelecer um diagndstico e promover
mudancas no controle. Para benzimidazois, os principais métodos de diagnéstico da
resisténcia sdo o teste in vivo de reducdo na contagem de ovos nas fezes (FECRT) e o teste in
vitro de eclosdo de ovos (TEO). Apesar de serem indicados pela “World Association for the
Advancement of Veterinary Parasitology” (COLES et al., 2006), esses métodos fenotipicos
detectam a resisténcia apenas quando no minimo de 25% da populagdo de nematoides
apresenta alelos para resisténcia, tardiamente para promover mudangas nos niveis de
resisténcia (MARTIN et al.,, 1989; PAPADOPOQULOS, 2008). Leignel et al. (2010),
verificaram que 0s genes da resisténcia quando em alta prevaléncia podem permanecer
durante no minimo 2 anos na populacdo de H. contortus, mesmo com a suspensao do uso de
benzimidazdis. Dessa forma, as pesquisas mais recentes tém focado na deteccdo dos SNP
responsaveis pela resisténcia a benzimidazdis com o intuito de desenvolver técnicas

moleculares para diagndstico precoce da resisténcia.

2.5.1. Teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes (FECRT)

O teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes (FECRT) foi o primeiro
desenvolvido para avaliar a eficacia anti-helmintica e continua a ser o mais amplamente
utilizado para diagndéstico de rotina em rebanhos comerciais. O teste fornece uma estimativa

da eficicia do anti-helmintico por comparacdo da contagem de ovos eliminados nas fezes
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(OPG) em animais tratados e ndo tratados ou antes e apos o tratamento (CABARET;
BERRAG, 2004). No entanto, é importante ressaltar que o FECRT néo é capaz de detectar a
resisténcia em niveis baixos e ainda seus resultados podem ndo estimar com precisdo a
eficacia do anti-helmintico porque a producdo de ovos de nematdides nem sempre se
correlaciona com os numeros de adultos (TAYLOR et al., 2002; MELO, 2005).

2.5.2 Teste de eclosédo de ovos (TEO)

Este teste é utilizado para detectar a resisténcia a benzimidazdis, pois é baseado na
capacidade que estes farmacos possuem de impedir o desenvolvimento embrionario dos ovos
e a eclosdo (TAYLOR et al., 2002; COLES et al., 2006). No TEO os ovos sdo cultivados na
presenca de uma série de diluices de tiabendazol. Apesar de ser amplamente utilizado para
deteccdo de resisténcia aos benzimidazois, o TEO tém certas limitacdes, tais como baixa
sensibilidade, € uma técnica laboriosa e para sua realizacdo € necessario utilizacdo de ovos
frescos coletados por no maximo 3 horas ou mantidos em condicGes de anaerobiose por até 7
dias (COLES et al., 2006; CUDEKOVA et al., 2010).

2.5.3 Diagndstico molecular

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) detecta a resisténcia a benzimidazois
quando apenas 1% da populacdo de nematoides apresenta genes resistentes (ROOS et al.,
1995). Os testes moleculares, com base na analise de resisténcia associada a presenca de SNP
por meio da utilizacdo de PCR, sdo altamente sensiveis (VON SAMSON-
HIMMELSTJERNA et al., 2009). Apesar de serem consideradas técnicas caras, 0 Seu uso é
justificado para o diagnostico precoce de resisténcia, visando a concepcao de estratégias que
objetivem retardar o desenvolvimento da resisténcia dos nematdides aos anti-helminticos
(COLES et al., 2006; VON SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2006).

Algumas mutacdes ja foram descritas como responsaveis pela resisténcia a
benzimidazdis em trichostrongilideos no mundo (KWA et al., 1994; PRICHARD et al., 2000;
GHISI et al.,, 2007). No Brasil existem poucos trabalhos que relataram estas alteracdes
genéticas. Os SNP F167Y e F200Y foram encontraram em popula¢bes de H. contortus
resistentes a benzimidazois isoladas em alguns estados da regido Sul e Sudeste (BRASIL et
al., 2012; NICIURA et al., 2012). Na regido Nordeste, populagdes resistentes de H. contortus

isolados por Melo (2005) no estado do Ceard, ndao foram amplificadas por meio da PCR,
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utilizando primers para SNP F200Y da B-tubulina (J. CABARET, comunicagdo pessoal,
2011). O fato de substituicBes que conduzem a resisténcia a benzimidazois existirem em
diferentes locais na sequencia da p-tubulina indica claramente que outras mutacGes
independentes podem ocorrer (BEECH et al., 2011). Além disso, a presenca de diferentes
SNP pode estar relacionada aos niveis de resisténcia e a localizacdo geografica das
populacdes (KOTZE et al., 2012).

O controle de H. contortus depende diretamente do sucesso do diagnostico da
resisténcia as drogas. Os testes baseados em DNA gendmico sdo simples e podem ser
realizados em qualquer estagio da vida dos nematdides (GHISI et al. 2007). E importante
ressaltar que ja existem técnicas moleculares padronizadas para o diagndstico da resisténcia a
benzimidazdis, como, sequenciamento genético (SILVESTRE; HUMBERT, 2002; KOTZE et
al., 2012), RFLP-PCR (TIWARI et al., 2006), PCR em tempo real (ALVAREZ-SANCHEZ et
al., 2005; WALSH et al., 2007; VON SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009), AS-PCR
(CUDEKOVA et al., 2010) e pirosequenciamento (BARRERE et al., 2012), dentre outras.
Contudo, a maioria destas técnicas sdo aplicaveis apenas quando os SNP responsaveis pela
resisténcia sdo conhecidos.

A andlise genética tem um significativo impacto sobre o diagndstico de resisténcia a
droga (MOLENTO et al., 2011). Da mesma forma, o conhecimento de como as mutacoes
associadas a resisténcia podem surgir e se difundir em populacdes de nematoides € um
objetivo importante no estabelecimento de estratégias que retardem o desenvolvimento da
resisténcia (SKUCE et al., 2010). Sendo assim, é essencial o conhecimento dos SNP que
provocam a RA em nematoides gastrintestinais para subsidiar a confeccdo de um diagnostico
rapido de resisténcia a benzimidazois (GHISI et al., 2007), por meio de técnicas moleculares
como a PCR em tempo real (QPCR). A gPCR é um avanc¢o da PCR convencional, em que a
amplificacdo e deteccdo de produtos amplificados sdo realizadas em uma Unica reacdo. Para
fins de aplicabilidade pratica, este processo representa um grande passo, uma vez que elimina
a necessidade do laborioso processamento pos-amplificacdo, a eletroforese em gel. Existem
algumas formas de mensurar a quantidade de DNA durante a amplificacdo, as mais utilizadas
sdo: a sonda fluorescente TagMan, que se liga especificamente a uma regido do DNA alvo
durante a amplificacdo e corantes fluorescentes que se intercalam com o DNA, tais como
SYBR-Green, que se ligam ndo especificamente a cadeia dupla de DNA durante a
amplificacdo. Independente do formato escolhido, a cada ciclo é emitido um sinal
fluorescente com a intensidade proporcional a quantidade de produto amplificado, isso

permite quantificar indiretamente o DNA. As vantagens praticas da gPCR sobre a PCR
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convencional incluem maior sensibilidade, velocidade, simplicidade, reprodutibilidade e
capacidade quantitativa (YANG; ROTHMAN, 2004).

Esta técnica permite calcular a proporcao de cada variante alélica e pode ser realizada
utilizando DNA extraido de nematdides individualmente ou em pool (ALVAREZ-SANCHEZ
et al., 2005; VON SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009). Uma variedade de diferentes
abordagens para gPCR sdo utilizadas para a deteccdo e quantificagdo da frequéncia dos SNP
(VON SAMSON-HIMMELSTJERNA; BLACKHALL, 2005). Trabalhos recentes tém
demonstrado a capacidade da qPCR em identificar os alelos resistentes e susceptiveis no
cddon 200 do gene codificante para B-tubulina em H. contortus utilizando a sonda TagMan
(WALSH et al., 2007; VON SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2009) e o SYBR Green
(ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2005).

O desenvolvimento de métodos rapidos e sensiveis como a qPCR para deteccdo de
resisténcia € uma ferramenta valiosa para monitorar o aparecimento e a propagacdo de
nematoides  potencialmente  resistentes a  benzimidazois (VON  SAMSON-
HIMMELSTJERNA et al, 2009). Dessa forma, com a utilizagdo dessas técnicas
provavelmente serd possivel monitorar a resisténcia em diferentes niveis de pressdo de
selecdo, permitindo a escolha de formas de controle adequadas que retardem o aparecimento
da resisténcia através do manejo integrado, tratamentos alternativos e da reducdo do nimero
de tratamentos (MOLENTO, 2009).
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3 JUSTIFICATIVA

A ovinocultura no estado de Ceard é uma importante atividade econémica. Contudo, o
parasitismo por nematdides gastrintestinais associado a RA é um dos principais fatores
limitantes ao desenvolvimento dessa atividade. Nesse contexto, 0s benzimidazois sdo uma das
classes de anti-helminticos mais utilizadas no controle de nematdides e consequentemente
existem muitos relatos de resisténcia a esses farmacos. Contudo, 0s mecanismos genéticos de
resisténcia a benzimidazdis em nematoides ainda ndo estdo esclarecidos no Ceard. Dessa
forma, fica evidente a necessidade de realizar um estudo que objetive investigar a presenca de
SNP responsaveis pela resisténcia a benzimidazois em popula¢es H. contortus de ovinos no
Ceard, para que se possa estabelecer diagnostico precoce de RA por meio de uma ferramenta
molecular sensivel e especifica como a qPCR, visando a futura concepcdo de estratégias

adequadas de controle.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

As populagbes de Haemonchus contortus resistentes a benzimidazdis isoladas em ovinos
no estado do Ceard apresentam no minimo um dos trés SNP F200Y, F167Y e E198A no gene

codificante para o isotipo 1 da B-tubulina .
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca de polimorfismos responsaveis pela resisténcia a benzimidazois
em populagdes de H. contortus isoladas no estado do Ceara.

5.2 Objetivos Especificos

e Awvaliar in vivo e in vitro a resisténcia a benzimidazois em H. contortus de ovinos;
e Isolar populacGes de H. contortus resistentes a oxfendazol;
e Investigar a presenca dos SNP F200Y; F167Y e E198A no gene codificante para o

isotipo 1 da B-tubulina em populacdes de H. contortus resistentes a benzimidazois
isolados em rebanhos no Ceara.
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6 CAPITULO |

Identificacdo e quantificacdo de polimorfismos responsaveis pela resisténcia a benzimidazdis

em Haemonchus contortus isolados no Nordeste do Brasil

Identification and quantification of benzimidazole resistance polymorphisms in Haemonchus

contortus isolated in the Northeastern Brazil

Periodico: Veterinary Parasitology (Submetido em junho de 2013)
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Resumo

Haemonchus contortus é o nematdide mais prevalente na regido Nordeste do Brasil. O
objetivo deste estudo foi caracterizar populacfes de H. contortus resistentes a benzimidazdis e
por meio de reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real (qQPCR) quanto a presenca dos
SNP, F200Y, F167Y e E198A, no gene codificante para o isotipo 1 da p-tubulina. A gPCR foi
realizada utilizando o DNA de um pool de 10 de H. contortus adultos do sexo masculino
coletados de um ovino por fazenda. O teste de reducdo na contagem de ovos nas fezes
(FECRT) e o teste de ecloséo dos ovos (TEO) foram utilizados para determinar a resisténcia
original das populagdes. Amostras testadas foram obtidas a partir de seis fazendas localizadas
em cinco municipios do Estado do Ceara: Taua (TAl, TA2), Boa Viagem (BV), Quixada
(QX), Santa Quitéria (SQ) e Solondpole (SO). O isolado de H. contortus sensivel a
benzimidazdis, Inbred-susceptible-Edinburgh (ISE) foi utilizado como referéncia de
susceptibilidade a benzimidazois para efeitos de comparacdo na gPCR. A resisténcia a
benzimidazdis foi detectada pelo FECRT em todas as fazendas com valores que variaram de 0
a 50%. Todos os valores de CE50 determinados no TEO foram superiores a 1,62ug/mL. Nos
resultados da gqPCR foram observadas altas frequéncias de alelos resistentes para os SNP
F200Y e F167Y. O alelo resistente mais frequente nas populacdes estudadas estava no SNP
F167Y, com uma média de 82,65%, e 0 SNP E198A ndo foi detectado. As frequéncias dos
alelos resistentes para o isolado ISE foram 1,7%, 0% e 0% para os SNP F200Y, F167Y e
E198A, respectivamente. Os resultados sugerem que os SNPs F167Y e F200Y sdo
importantes para a resisténcia a benzimidazdis nas populacdes estudadas e devem ser

incluidos no diagndstico molecular de resisténcia anti-helmintica no Ceara.

Palavras-chave: Haemonchus contortus; PCR em tem real; SNP; ovelhas.
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Abstract

Haemonchus contortus is the most prevalent nematode in the Northeast region of Brazil. The
objective of this study was to characterize populations of H. contortus for benzimidazole
resistance and using real-time polymerase chain reaction (qPCR) for the presence of SNP,
F200Y, F167Y and E198A, in the B-tubulin isotype 1 gene. Quantitative PCR was done using
DNA from a pool of 10 adult male H. contortus from a single animal per farm. Faecal egg
count reduction test (FECRT) and egg hatch assay (EHT) were used to determine the original
resistance. Tested samples were obtained from 6 farms located in 5 counties in the Ceara
State: Taua (TALl, TA2), Boa Viagem (BV), Quixadd (QX), Santa Quitéria (SQ) and
Solonépole (SO). The inbred-susceptible-Edinburgh (ISE) isolate, previously reported as
benzimidazole susceptible, was used as reference for comparison purposes in the qPCR.
Benzimidazole resistance was detected by FECRT in all farms with values ranging from 0 to
50%. EC50 values as determined by EHA were all above 1.62 pg/ml. gPCR results showed
high frequencies of the resistant SNPs F200Y and F167Y. The most frequent resistant allele
in the studied populations was in SNP F167Y, with a mean of 82.65%, and the SNP E198A
was not detected. Resistant allele frequencies for the ISE isolate were 1.7%, 0% and 0% for
SNPs F200Y, F167Y and E198A respectively. Our results suggest that the SNPs F167Y and
F200Y are both important for benzimidazole resistance in the studied populations and should

be included in the molecular diagnosis of anthelmintic resistance in the Ceara.

Keywords: Haemonchus contortus; real-time PCR; SNP; sheep.
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1. Introduction

Gastrointestinal nematodes are considered the main limiting factor to sheep production
in the world. Haemonchus contortus is the most prevalent and pathogenic nematode infecting
sheep in Brazil (Verissimo et al., 2012). It is responsible for significant economic losses,
mainly in the Northeast region, which concentrates approximately 60% of the national sheep
flock (IBGE, 2010).

Generally, parasitism by gastrointestinal nematodes is controlled with the use of
anthelmintics (Sangster, 2001). Inappropriate use of these drugs leads to selection of resistant
H.contortus within populations (Falzon et al., 2013).

Benzimidazoles (BZ) are an anthelmintic class worldwide adopted in the control of
nematodes in small ruminants (Alvarez-Sanchez et al., 2005; Krizova-Forstova et al, 2011).
Resistance to these drugs has been globally reported (Papadopoulos et al., 2012; Torres-
Acosta et al., 2012; Falzon et al., 2013). BZ is one of the most used anthelmintic in the
Northeast region of Brazil and consequently, there are reports of anthelmintic resistance (AR)
to these drugs (Melo et al., 2009; Coelho et al., 2010; Lima et al., 2010).

BZ is one of the best studied classes of anthelmintics; possessing wide spectrum and a
variety of pharmaceutical products are commercially available for treatment and prevention of
parasitic diseases in humans and food-producing animals (Krizova-Forstova et al., 2011). A
number of tests have been developed to diagnose and monitor BZ resistance in nematode
populations (Von Samson-Himmelstjerna et al., 2009). The faecal egg count reduction test
(FECRT) and egg hatch assay (EHA) are phenotypic methods widely used to measure
parasite BZ resistance (Coles et al., 2006) albeit with low sensitivity (Papadopoulos, 2008).

H. contortus resistance to BZ has been mainly associated with the SNP at codon 200,
which refers to transversion of thymine for adenine, resulting in translation of tyrosine (Tyr,
TAC) instead of phenylalanine (Phe, TTC) (F200Y) in the p-tubulin (Kwa et al., 1994). The
same transversion is also reported at codon 167 (F167Y) (Silvestre and Cabaret, 2002). A
third SNP was described at codon 198 (E198A), involving a change of glutamate (GAA) to
alanine (GCA) (E198A) (Ghisi et al., 2007). Knowledge of the molecular basis of BZ
resistance has allowed the development of PCR methods based on the identification of single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the B-tubulin isotype 1 gene (Alvarez-Sanchez et al.,
2005).

Genetic analysis has a significant impact on the diagnosis of drug resistance, leading

to prompt changes in the strategies for parasite control (Molento et al., 2011, Brasil et al.,
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2012). Variations of conventional polymerase chain reaction (PCR), such as AS-PCR, RFLP-
PCR and ARMS-PCR, have been used in the identification of BZ resistance in H. contortus
(Silvestre and Humbert, 2000; Tiwari et al., 2006; Niciura et al., 2012). Some drawbacks of
these techniques are agarose gel electrophoresis requirement to visualize results, high number
of individual nematodes must be tested to obtain meaningful allele frequencies and the
necessity of previous knowledge about the SNPs to be tested (Ghisi et al., 2007; Walsh et al.,
2007). Real-time PCR (gPCR) provides a viable alternative that allows rapid identification
and quantification of resistant and susceptible alleles in pools of nematodes (Walsh et al.,
2007).

The objective of this study was to identify SNPs responsible for BZ resistance through
gPCR in BZ resistant H. contortus isolates from different locations in the Ceard State,
Northeastern Brazil. Furthermore, we also obtained the allele frequencies for each tested SNP
thus, establishing a new method for the diagnosis of BZ resistance in H. contortus.

2. Materials and Methods

2.1. Animal welfare

The care and handling of animals were in accordance with internationally accepted
standard guidelines for experimental animal use, and the protocol was approved by the Ceara
State University Ethics Committee (number: 11585428-2/04).

2.2. Resistant isolates

The study was performed in the semiarid region of Ceara state, northeastern Brazil.
BZ resistant isolates were obtained from 6 farms located in 5 counties of state: Taua (TA1 and
TA2, 06° 00° 117 S, 40° 17> 34” W), Boa Viagem (BV, 05° 07° 39” S, 39° 43 56”W),
Quixada (QX, 04° 58> 17” S, 39° 00° 55 W), Santa Quitéria (SQ, 04° 19’ 55” S, 40° 09’ 24”
W) and Solonépole (SO, 05° 44° 00” S, 39° 00’ 27” W) (Fig 1.). A questionnaire was applied
on all farms to obtain information about management practices, namely: replacement rate,
management of acquired animals, rotational grazing, and health management (anthelmintic
brand and frequency, FAMACHA® system and anthelmintic rotation). Furthermore, FECRT

and EHT were used to determine the original resistance present in the populations.
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Pernambuco

Fig. 1. Locations, within Ceara State, of the counties and farms where the studied H.

contortus isolates were obtained.

2.3. Susceptible isolate

The BZ susceptible H. contortus isolate, Inbred-susceptible-Edinburgh (ISE) (Roos et
al., 2004) kindly provided by Dr. Jacques Cabaret (INRA), was used as reference of
susceptibility for comparison purposes in the gPCR. For this, one 3 month old worm-free
ovine was experimentally infected with 5,000 ISE third stage larvae (L3). After the
establishment of infection, the ovine was submitted to euthanasia for collection of adult male

H. contortus to be used in molecular tests.

2.4. The faecal egg count reduction test (FECRT)

In each flock studied, a minimum of 10 animals were selected for the FECRT based on
the egg per gram (epg) counts. The sheep were treated with 5 mg/kg body weight of
oxfendazole orally. Faecal samples were obtained directly from the rectum of each animal on
day zero and 8 days after anthelmintic treatment (Coles et al., 2006). Two grams of faeces

were used for epg determination using the modified McMaster method (Ueno and Gongalves,
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1998). L3 were obtained before and after treatment through fecal cultures (Roberts and
O'sullivan, 1950) and at minimum 100 L3 were identified (Keith, 1953).

2.5. Egg hatch assay (EHA)

The nematode eggs for EHT were collected by differential sieving through four-
stacked sieves with 0.15, 0.10, 0.036 and 0.02 mm apertures. The material retained on the last
sieve was washed in water, sedimented, and floated in sucrose saturated solution. Obtained
eggs were washed in water to remove the sucrose (Hubert and Kerboeuf, 1992). Suspensions
of 250l containing approximately 100 fresh eggs were incubated in 250 pl of thiabendazole
solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) in six concentrations ranging from 0.05 - 1.6
pg/ml, diluted in 0.03% dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich) and distilled water. The
negative control used only 0.03% DMSO. After 48 h incubation period, the larval
development was stopped by the addition of two drops of Lugol solution and all eggs and 1%

stage larvae were counted using a microscope (Coles et al., 2006).

2.6. Collection of adult male H. contortus BZ resistant

Experimental sheep were treated with oxfendazole prior to euthanasia in order to
select BZ resistant parasites. Parasite specimens were morphologically identified according to
genus and sex (Ueno and Gongalves, 1999). H. contortus adult male were conserved in 80%
ethanol at -20 °C until DNA extraction.

2.7. DNA extraction

Genomic DNA was extracted from a pool of 10 adult male H. contortus per farm. The
nematodes were macerated in liquid nitrogen and incubated overnight at 56 °C in 500 pl
digestion buffer (0.2% SDS, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI, 0.4 mg/ml proteinase K, 100
pg/ml RNase, pH 8,0). SDS was removed by precipitation during incubation in ice with 5 M
potassium acetate for 2 hours followed by centrifugation. The supernatant was placed in a
new microtube with the same volume of isopropanol for DNA precipitation. After
centrifugation and supernatant removal, the DNA pellet was washed with 70% ethanol and
resuspended in 500 pl of TE buffer (1 mM EDTA, 10 mM de Tris-HCI, pH 8,0). DNA was

further subjected to two rounds of phenol:chloroform (1:1) purification and DNA was
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precipitated with alcohol as described above. The final pellet was resuspended in 50 pl of TE
buffer and stored at -20 °C. All used reagents were molecular biology grade and were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). All centrifugation steps were done at
13,000 g for 15 minutes at room temperature, except the centrifugations with isopropanol and
ethanol which were performed for 30 minutes.

2.8. Primers

Primers for all three SNPs were designed considering a general annealing temperature
of 58 °C using the Primer3 Plus program (Untergasser et al., 2007) based on sequences
obtained from GenBank (accession numbers: GQ910877.1 to GQ910916.1) (Table 1). Both
isotypes were checked during primer design to avoid possible annealing within isotype 2
gene.

Table 1. Real-time PCR primers used to detect H. contortus SNPs F200Y; F167Y and E198A.

In the primer name column, F stands for forward and R for reverse.

Primer Sequence 5°— 3’ Allele
200R2 CAGAGCTTCGTTGTCAATACAGA Sensitive
200R1 CAGAGCTTCGTTGTCAATACAGT Resistant
200F2 CTACCCTTTCCGTCCATCAA Both
167F1 CCTGATAGAATTATGGCTTCGTT Sensitive
167F2 CCTGATAGAATTATGGCTTCGTA Resistant
167R1 GATCTCACCTTGGGTGATGG both
198R1 CTTCGTTGTCAATACAGAATGTTT Sensitive
198R2 CTTCGTTGTCAATACAGAATGTTG Resistant
198F1 GAAGATGTTTTAAGGTATCCGACACT both

2.9. Real-time PCR (gPCR)

Quantitative PCR assays were performed in triplicate for each sample. Reactions were
designed for a total volume of 25 ul, containing 12.5 pl 2X Fast Start Universal SYBR Green
Master Mix (Roche, West Sussex, UK), 0.3 pmol/ul of each primer (forward and reverse) and
25 ng of DNA. Amplifications were performed in a Mastercycler epgradient S Realplex*

(Eppendorf AG, Hamburg, Germany) and consisted of initial incubation at 95 °C for 10
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minutes, followed by 35 cycles of denaturing at 95 °C for 15 seconds and annealing/extension
at 58 °C for 30 seconds for SNPs F200Y and F167Y. SNP E198A amplification used the
same parameters but only 34 cycles. PCR products were differentiated from primer dimers by
melting curves with temperatures raised from 60 °C to 95 °C at a rate of 0.029 °C/s. Primers
used in the reactions are described in table 1 and negative controls were performed without
the DNA template.

2.10. Data analysis

Oxfendazole efficacy in each farm was determined based on epg data before and after
treatment according to the formula described by Kochapakdee et al. (1995) using the software
BootStreat (INRA, version 1.0). According to the World Association for the Advancement of
Veterinary Parasitology (WAAVP), resistance is deemed present in a given nematode
population once the percentage reduction in egg count is less than 95% and the lower limit of
the 95% confidence interval is below 90% (Coles et al., 1992).

BZ resistance was also characterized using the EHT to determine effective
concentrations that inhibit 50% of larvae hatching (EC50). Data analysis was done by probit
analysis using SPSS for Windows version 8.0. Nematode populations were considered
resistant when EC50 was equal or greater than 0.1 pg/ml (Coles et al., 1992).

The threshold cycle (Ct) for each real-time PCR reaction was determined by the
software Realplex 2.2 (Eppendorf) using default parameters. Allele frequencies were
estimated using a previously described formula in which the frequency of the allele resistant
F= [1/(2%°" + 1) 1x100, where ACt = (Ct alelle resistant - Ct alelle sensitive). Results were
expressed in percentage of resistant and sensitive alleles present in the samples analyzed
(Germer et al., 2000; Alvarez-Sanchez et al., 2005). In cases where it was not possible to
determine a Ct value (e.g., no amplification detected) for a given allele the frequency of its

detected counterpart was approximated to 100%.

3. Results

3.1. The faecal egg count reduction test (FECRT) and egg hatch assay (EHA)

BZ resistance was present in all farms examined (table 2), especially in the county of

Taud (TA1 e TA2), in which there was an increase of 100% in mean epg after treatment,
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which resulted in 0% oxfendazole efficacy. Efficacy in BV, QX, SQ and SO farms were 50,
37, 35 and 11%, respectively. Haemonchus spp. was the most predominant in all farms after
anthelmintic treatment (Table 3).

EC50 results were above 0.1 pg/ml in all studied populations. The highest observed
value was 4.62 pg/ml for nematodes from QX. The remaining EC50 values varied from 1.62

to 3.81 pg/ml and the mean of the studied isolates was 2.63 pg/ml (table 2).

Table 2. Mean epg counts in farms before (Day 0) and after (Day 8) treatment with
oxfendazole, efficacy (%) obtained from faecal egg count reduction test results and EC50

determined by egg hatch test.

Earm’ Mean EPG % of efficacy (IC 95%) EC50 pg/ml (IC 95%)
Day 0 Day 8 FECRT EHT
TAL 535 1115 0 (-12 : - 235) 1.84 (1.01:7.62)
TA2 495 1035 0 (-12 : - 235) 1.62 (0.79 : 13.09)
BV 3325 1620 50 (18 : 68) 2.4 (1.56 : 4.64)
QX 1155 695 37 (-14 : 63) 4.62 (2,55 : 12.79)
SQ 320 210 35 (-5 : 66) 3.81(2.00 : 12.22)
SO 1055 935 11 (55 : -66) 1.49 (1.10 : 2.28)

*TALl: Tauad 1; TA2: Taua 2; BV: Boa Viagem; QX: Quixada; SQ: Santa Quitéria; SO:

Solonopole

Table 3. Genera identification and frequencies (%) of third-stage larvae (L3) from faecal

cultures pre-treatment (Pre) (day 0) and post-treatment (Post) (day 8) with oxfendazole.

Frequency (%) of genus

Farm® Haemonchus  Trichostrongylus  Oesophagostumum Cooperia
Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post
TA1 94 92 6 8 0 0 0 0
TA2 91 95 3 0 6 5 0 0
BV 95 96 3 4 2 0 0 0
QX 85 88 7 5 6 7 2 0
SQ 76 79 18 19 6 2 0 0
SO 89 88 5 8 4 3 2 1




40

*TALl: Taud 1; TA2: Taua 2; BV: Boa Viagem; QX: Quixada; SQ: Santa Quitéria; SO:
Solonopole

3.2. Flock management practices

Half of the studied farms follow extensive production practices and the remaining ones
follow the semi-intensive system. Rotational grazing was not employed and in 83.7% of the
flocks the dosage was based on visual weight estimations. Frequent acquisition of new
animals without quarantine period was reported by 50% of the properties. A third of the farms
treat all animals with anthelmintics around 6 times per year, mainly during the dry period.
The FAMACHA® system was used in 2 flocks (33.3%). However, it is important emphasize
that these farms used the strategic treatment, mass treatment of animals during the dry period,
during many years. All reported the utilization of macrocyclic lactones, imidazothiazoles and
BZ. BZ were mentioned as used during at least 5 years, the most commonly used were
albendazole and oxfendazole. All questioned farmers reported low or no BZ efficacy and for
this reason have not been using this class of anthelmintic for at least one year. All farms

reported anthelmintic rotation when the used drug had no effect on decreasing clinical signs.
3.3. Real-time PCR (gPCR)

The gPCR results are described in table 4. In the gPCR for the identification of alleles
for the SNP F200Y was verified a frequency of sensitive allele of 98.24% in the ISE isolate.
Isolates TAL and TA2 showed the highest frequencies of resistant alleles, 36.42 and 35.42 %
respectively. The remaining isolates presented resistant allele frequencies ranging from 14.93
to 32.31%.

The resistant allele for SNP F167Y was not detected in the ISE isolate as gPCR
reactions generated no Ct. Therefore we suggest that, under our experimental conditions, ISE
presented approximately 100% frequency for the sensitive allele. Field isolate SQ showed the
highest frequency of resistant alleles that was of 92.72%. The remaining frequencies ranged
from 75.37 to 89.79%.

SNP E198A only resulted in the detection of sensitive alleles for all isolates.
Therefore we suggest sensitive allele frequencies of approximately 100% for all studied

isolates.
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Table 4. Quantitative PCR mean Cts, standard deviation and SNP F200Y, F167Y e E198A allele frequencies from pools of adult male H.

contortus.
SNP F200Y SNP F167Y SNP E198A
Isolate® Ct’+SD Allele frequency (%) Ct+SD Allele frequency (%) Ct+SD Allele frequency (%)
Sensitive Resistant Sensitive  Resistant Sensitive Resistant ~ Sensitive Resistant®  Sensitive Sensitive  Resistant
ISE  24.33+049 30.13+024 98.24 176  26.02+0.38 - 100 0 23.80 + 0.04 100 0
TAL 26.80+037 27.60+0.17 6358 3642 2820£021 2650+024 2463 7537  25.08+0.06 100 0
TA2 2805055 2892+023 6458 3542 29.39+£03l 27.12+024 2395  76.05  26.36+0.07 100 0
BV 2640041 2891£0.19 8507 1493  29.43:0.17 27.10+0.66 1665  83.35  25.68+0.22 100 0
QX  2529+005 27.40+0.10 81.16 18.84  28.55+0.22 2541009 1021 8979  24.42+0.41 100 0
SQ 28174019 30.20£020  80.26 19.74  31.16+029 27.49+0.09  7.28 92.72  26.66+0.26 100 0
SO  2751+0.17 2858+041 67.69 3231 29304007 27.41+015 2133 7867  26.32+0.23 100 0

%1SE: Inbred-susceptible-Edinburgh; TAL: Taua 1; TA2: Taua 2; BV: Boa Viagem; QX: Quixada; SQ: Santa Quitéria; SO: Solondpole. ® Mean
threshold cycle (Ct) of three replicates and standard deviation (SD). © In cases where Cts could not be determined, for a given allele the frequency

of its detected counterpart was approximated to 100%.
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The melting curves for every sample containing reaction (Fig. 2) resulted in only one
well defined peak indicating that only one PCR product was amplified. Melting temperature
(Tm) of these products were always close to the theoretical Tm of the PCR products.

100

Sdl AT (%)

6I1 6I2 6I3 6I4 GIE- 6:5 GIT GIS GIB TID TI1 TIZ TI3 TI4 TIE- TIG TIT TIS TIB SID SI1 82 SIB SI4 SIE- S& SIT SIS SIB BID 9I1 BIZ 9I3 9I4 95
Temperature [*C]

Fig. 2. Example of a melting curve from isolate BV after qPCR amplification of products

containing SNP F200Y resistant (dashed line) and sensitive (continuous line) alelles. The Y

axis represents the height of the derivative peaks (- dl/dt) while the X axis represents the

temperatures (°C) where fluorescence measures were taken.

4. Discussion

Both EHT and FECRT were efficient to identify anthelmintic resistance considering
the resistance levels found in the studied samples. These tests are generally indicated for the
diagnosis of BZ resistance (Coles et al., 2006), despite detecting the resistance only when at
least 25% of the individuals within the population are already resistant (Martin et al., 1989).
However, 25% resistance is high enough to seriously impair BZ utilization as lowering
resistant allele frequencies is a very slow process even if another anthelmintic molecule
without any cross-resistance mechanism is used (Leignel et al., 2010). Refugia, when there is
one, is not efficient enough at medium resistance level to lead to the decrease of resistant
allele frequencies in the populations (Gaba et al., 2006).

Haemonchus spp. was the most prevalent nematode found in the evaluated flocks after
treatment. Although it occurs in mixed infections with other nematodes, this parasite is the
most important nematode of small ruminants in the tropics/sub-tropics (Krecek and Waller,
2006). H. contortus is a parasite found in a wide variety of environments and capable of

infecting several ruminant species. Furthermore, it shows great biotic potential, elevated
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population size, rapid life cycle, high rate of establishment and gene flow that are conducive
to a wide genetic diversity. In addition, elevated animal exchange rates between farms
certainly contribute to the emergence of polymorphisms and dissemination of RA by
dispersion of resistance alleles (Prichard, 2001; Brasil et al., 2012).

The high levels of resistance identified in this study may be explained in part by
inadequate management practices used by farmers, such as the visual weight estimations for
treatment may easily lead to underdosage. The very same has also been found in other
countries such as Mexico and Scotland (Torres-Acosta et al., 2003; Sargison et al., 2007).
Underdosing is generally considered an important factor in anthelmintic resistance
development, because heterozygous resistant worms can survive subtherapeutic doses
(Sargison et al., 2007). Frequent incorporation of animals into the flock can facilitate the
dispersion of resistance alleles to new areas (Niciura et al., 2012); this practice was reported
as a risk factor for resistance in farms of other countries such as New Zealand and Spain
(Lawrence et al., 2006; Calvete et al., 2012).

Although the frequency of treatment has been important in the development of
anthelmintic resistance. The treatment performed in the drought has been considered most
important to the development of anthelmintic resistance. Treatments during the dry season
may explain the higher levels of resistance found in several parts of the southern hemisphere
(Papadopoulos et al., 2001). In tropical areas, drought conditions can also increase mortality
amongst the free living stages thus reducing the proportion of the parasite population in
refugia. In this period the nematodes are located mainly in hosts and there is only a small
population in the pasture (Kenyon et al., 2009). We verified that the most farmers still
practiced this treatment and ignored the existence of targeted selective treatments (TST),
including the FAMACHA® system (Van Wyk and Bath, 2002). BZ were mentioned as
frequently utilized for nematode control in the past, but it is no longer routinely used in the
studied farms due to its current low efficiency. However, the high levels of resistance found
in the studied flocks, even after cessation of BZ utilization, should be expected as the
reduction of resistance levels proceeds at very low rates, even with the use of other
anthelmintic classes (Leignel et al., 2010).

The use of real-time PCR on the gene coding for B-tubulin isotype 1 allowed the
determination of allelic frequencies for all resistance related SNPs and differentiate between
the ISE isolate and the studied field isolates. SNP F200Y was found in frequencies similar to
what has been previously found for other Brazilian regions (Brasil et al., 2012, Niciura et al.,

2012). Curiously, we found the resistant allele for SNP F167Y in higher frequencies than the
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resistant allele for SNP F200Y. This may explain the existence of BZ resistant isolates in
Ceard State with low frequencies of the resistant allele for SNP F200Y even after
experimental selection in laboratories (J. Cabaret, personal communication). It was recently
shown in populations of H. contortus from South and Southeast of Brazil that SNP F167 was
present in four of the seven isolates and had higher frequencies than SNP F200Y in one
isolate from of one flock, where the benzimidazoles were utilized during five years and on
average treated four times in the year (Brasil et al., 2012).

Since our samples were DNA extracted from a pool of individuals it is not possible to
determine the specific genotype of each individual. However, it is interesting to observe that
all field populations of this study carry resistant alleles for SNPs F200Y and F167Y, and that
the sum of the resistant allele frequencies for each population is usually above 100% which
points to a relatively high fraction of resistant individuals within the studied groups. Studies
determined that heterozygous individuals (Phe/Tyr) for both SNPs survived three times the
recommended BZ dose. In addition, the homozygous resistant genotype (Tyr/Tyr) for the two
polymorphisms was not observed, same as the combination Tyr/Tyr e Phe/Tyr (Barrére et al.,
2012).

The resistant allele for SNP F167Y is usually found in lower frequencies both in field
and laboratory isolates (Prichard, 2000; Silvestre and Cabaret, 2002; Mottier and Prichard,
2008; Von Samson-Himmelstjerna et al., 2009). Two hypotheses were proposed to explain
the rarity of the SNP F167Y. First, polymorphism could occur less frequently in position 167
of B-tubulin gene that would not be a hot spot mutation. Secondly, a fitness cost may be
associated with SNP F167Y of B-tubulin gene and laboratory conditions could be too
permissive to observe these counter-effects (Silvestre and Cabaret, 2002). However, it is
important to note that SNP F200Y was the first polymorphism associated with BZ resistance
(Kwa et al., 1994) and it is noteworthy that most of the studies for the identification of
polymorphisms investigates only the presence of the SNP F200Y which may explain in part
the large number of reports (Silvestre and Humbert, 2000; Tiwari et al., 2006; Garg and
Yadav, 2009; Cudekova et al., 2010; Maharshi et al., 2011; Nabavi et al., 2011; Gallidis et al.,
2012; Niciura et al., 2012). Thus, the fact that F167Y SNP is not being frequently addressed
in studies may underestimate its true frequency. In some species of cyathostomins that infect
equines, SNP F167Y presented a higher frequency than the polymorphism at codon 200
(Hodgkinson et al., 2008; Blackhall et al., 2011) and is also responsible for resistance in some

fungal species, such as Fusarium graminearum (Hou et al., 2011).
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These observations indicate that the molecular tests to BZ resistance are best executed
considering at least two SNPs since allele frequencies for one locus only may not explain the
levels of phenotypic resistance detected by classic techniques (Von Samson-Himmelstjerna et
al., 2009; Barrére et al., 2012). In our case, if we limited ourselves to check SNP 198, the
results would point to a very low frequency of resistant alleles in all populations in total
opposition to the phenotypic results obtained by FECRT and EHA.

SNP E198A is the most recent finding regarding BZ resistance and it is expected that
few studies have addressed it so far (Ghisi et al., 2007; Mottier and Prichard, 2008; Rufener et
al., 2009). This polymorphism has been mainly found in highly resistant isolates selected
within laboratories (Rufener et al., 2009). It has also been verified in H. contortus that as the
frequency for SNP E198A increases the opposite happened to SNP F200Y suggesting that
these mutations are mutually exclusive. However, this phenomenon has not been addressed in
conjunction with SNP F167Y (Kotze et al., 2012). If it proceeds as true, it could be a reason
for its absence in populations that already carry the other resistant SNPs in high frequencies
and further studies should address this possibility

Real-time PCR has been shown to be a very sensitive technique for the detection of
SNPs associated with drug resistance in other parasites such as Plasmodium vivax,
Plasmodium falciparum e Ancylostoma caninum (Brega et al., 2004; Vessiere et al., 2004;
Schwenkenbecher and Kaplan, 2009). The technique substantially improves methods of
detecting resistance to BZ, particularly in terms of time if compared with AS-PCR and of
sensitivity in comparation with FECRT and EHA. Thus, the utilization of g°PCR for SNP
quantification in pools of nematodes makes the inclusion of other SNPs a very simple task
which leads to broader results at a very low relative cost (Alvarez-Sanchez et al., 2005).

ISE is a BZ susceptible isolate originating from Scotland (Roos et al., 2004) and has
been utilized in some studies as the reference isolate for BZ susceptibility in molecular
diagnostic techniques (Walsh et al., 2007; Mottier and Prichard, 2008). In this study we used
the non-specific fluorescent dye SYBR Green as the method to detect the amplification of
PCR product which may generate false positives, depending on the design of the primers
(YYang and Rothman, 2004). Thus, the use of ISE was important to evaluate the specificity of
the used primers. The low frequency of resistant alleles for the SNP F200Y and absence of
Cts for resistant alleles of the SNPs F167Y and E198A in the ISE isolate may suggest that the
reactions were highly specific for each allele. Nevertheless, it is known that the resistant SNP
F200Y frequency in ISE is around 3% which is in accordance with our obtained results
(Walsh et al., 2007).
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In conclusion, g°PCR can be a useful technique for the early diagnostic of BZ
resistance and could be helpful in the conception of appropriate strategies to control
gastrointestinal nematodes in sheep flocks. Our results suggest that the SNPs F167Y and
F200Y are both important for benzimidazole resistance in the studied populations and also
support the idea that more than one SNP should be addressed in BZ resistance studies.
Finally, further studies that include more farms are necessary to provide a more detailed
picture of BZ resistance in Brazil.
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7 CONCLUSOES

As populagdes de H. contortus investigadas apresentaram altos niveis de resisténcia a
benzimidazdis nos testes fenotipicos. A resisténcia a benzimidazois deve-se a presenca dos
SNP F200Y e F167Y no gene codificante para o isotipo 1 da B-tubulina. Dessa forma, sugere-
se que mais de um SNP seja incluido no diagnéstico molecular de resisténcia a
benzimidazdis. Além disso, a gPCR mostrou ser uma ferramenta Gtil para deteccdo e
quantificacdo dos alelos sensiveis e resistentes para os polimorfismos no gene codificante

para B-tubulina.
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8 PERSPECTIVAS

Outros trabalhos devem ser realizados com a gPCR para identificacdo e quantificacéo
de alelos para os SNP no gene codificante para B-tubulina em populagdes de H. contortus nas
demais localidades do Brasil. Estudos sdo necessarios para identificar a influéncia de cada
SNP no fen6tipo da resisténcia, assim como determinar a partir de que frequéncia de alelos
resistentes para 0s SNP a resisténcia é expressa, para que no futuro apenas com a utilizacdo da
gPCR seja possivel determinar quando e em que nivel a resisténcia a benzimidazdis é

expressa fenotipicamente.
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