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Resumo

Dois experimentos foram realizados no periodo de 2013 a 2015, em cordeiros da raga Suffolk,
com objetivo de avaliar a dindmica da infeccdo mista por Haemonchus contortus e
Haemonchus placei em ovinos, bem como a competicdo e o cruzamento interespecifico com a
formacdo de hibridos. Um cordeiro doador, livre de infecgdes helminticas, recebeu infecgo
artificial oral Gnica com 25.000 larvas infectantes (L3) de H. contortus, isolado de laboratério
SpHco2, com multipla resisténcia aos anti-helminticos, enquanto um bezerro doador foi
infectado via oral, em dose Unica, com 25.000 L3 de H. placei, isolado de laboratorio SpHpl1,
susceptivel a acdo do levamisol. No primeiro experimento, realizado no ano de 2013,
cordeiros mantidos confinados e livres de infeccbes helminticas foram inicialmente infectados
com 2.000 L3 de H. placei no dia zero e 11 dias depois, 0s mesmos animais receberam 2.000
L3 de H. contortus (grupo parental, n=6). Coproculturas individuais dos animais do grupo
parental foram utilizadas para a producdo de L3, as quais foram destinadas a infec¢do dos
animais dos grupos F1 (primeira geracéo filial), grupos F1-42 DPI (n=6) e F1-84 DPI (n=6), o
que permitiu avaliar a producdo de hibridos. Todos 0s animais pertencentes aos grupos:
parental, F1-42 DPI e F1-84 DPI, foram eutanasiados aos 50, 42 e 84 dias pds-infec¢cdo (DPI),
respectivamente, para a identificacdo e quantificacdo dos parasitas, a fim de determinar a
competicdo interespecifica e a hibridizacdo. Seis animais, ndo infectados, foram mantidos
como grupo controle. No segundo experimento, desenvolvido no periodo de 2014 e 2015,
cordeiros livres de infec¢bes helminticas foram infectados com 4.000 L3 de H. placei (n=16)
ou com 4.000 L3 de H. contortus (n=16). Os animais foram inicialmente mantidos
estabulados, para verificar o estabelecimento das infeccbes e depois foram alocados nas
mesmas pastagens, as quais foram compartilhadas durante 357 dias. Para avaliar a evolugédo
da infeccéo, dois cordeiros, de cada grupo experimental, foram eutanasiados em Fevereiro de
2014 e as eutanasias posteriores ocorreram a cada trés meses, contendo trés cordeiros por
grupo experimental, com excecdo da ultima eutanasia, em Fevereiro de 2015, na qual 0s cinco
animais remanescentes de cada grupo foram eutanasiados. Animais tracadores, livres de
infeccdes parasitarias, foram colocados na pastagem a cada trés meses para avaliacdo da
contaminagdo da pastagem e das espécies de nematddeos presentes. Em ambos os estudos, 0s
animais eram pesados e nesse mesmo dia amostras de sangue e fezes eram coletadas para as
analises laboratoriais. Nos dois estudos os animais foram eutanasiados para a recuperacéo e
identificacdo dos parasitas. No primeiro experimento, em confinamento, houve
estabelecimento da infeccdo por ambas as espécies, com elevadas contagens de ovos por

grama de fezes (OPG). Os parasitas recuperados foram identificados morfologicamente e



molecularmente, comprovando o sucesso da infecgdo. As reagdes em cadeia da polimerase
(PCR) com os oligonucleotideos iniciadores (primers) espécies-especificos demonstraram a
presenca de H. contortus e H. placei em todos os grupos experimentais (grupo parental, F1-42
DPI e F1-84 DPI) e de oito hibridos (3,6% do total de parasitas avaliados), os quais foram
recuperados dos grupos F1-42 DPI e F1-84 DPI. No segundo experimento também houve
estabelecimento da infeccdo por ambas as espécies, com elevadas contagens de OPG e
reducdo do volume globular nas coletas iniciais. As medidas das L3, bem como as analises
morfologicas e moleculares de exemplares adultos, dos animais experimentais e tracadores
demonstraram a eliminacdo da infeccdo por H. placei ao longo do tempo. Dois helmintos
foram classificados como hibridos com a utilizagdo dos mesmos primers espécies-especificos.
No ultimo estudo realizado, avaliou-se a mutacdo no gene da resisténcia ao levamisol por
PCR convencional. Os primers utilizados propiciaram amplificacdo apenas das amostras
oriundas de H. contortus. De 20 exemplares adultos de H. contortus provenientes do cordeiro
doador, 85% (n=17) mostraram-se homozigotos resistentes e 15% (n=3), heterozigotos. Dos
animais experimentais descritos no experimento 1, foram avaliados 126 exemplares de H.
contortus, dos quais 97,6% (n=123) foram classificados como homozigotos resistentes e 2,4%
(n=3) como heterozigotos. Em conclusdo, demonstramos que ocorreu o estabelecimento de
infecgBes mistas por H. contortus e H. placei em ovinos e, o acasalamento interespecifico
pode resultar em descendentes hibridos. Contudo, quando ovinos infectados com H. contortus
ou H. placei compartilharam as mesmas pastagens a competicao interespecifica promoveu a
extincdo de H. placei (parasita oriundo de bovinos), com a permanéncia no rebanho apenas da
populacdo de H. contortus, espécie que possui 0s ovinos como hospedeiro preferencial. Em
adicdo, os pares de primers de resisténcia ao levamisol ndo apresentaram bandas de
amplificacdo com as amostras de DNA de exemplares de H. placei, contudo, o isolado de

laboratdrio SpHco2 (H. contortus) apresentou resisténcia ao levamisol.



Abstract

Two trials were performed from 2013 until 2015 in Suffolk sheep breed, these studies aimed
to evaluate the dynamics of mixed infection by Haemonchus contortus and Haemonchus
placei in sheep, as well as interspecific competition and mating with the hybrid production.
Initially, one worm-free donor lamb received orally, in a single dose, artificial infection with
25,000 infective larvae (L3) of H. contortus, laboratory isolate SpHco2, while the donor calf
was infected orally, in a single dose, with 25,000 of H. placei, laboratory isolate SpHpll. In
the first trial, performed in 2013, worm-free lambs kept indoors received initially 2,000 L3 of
H. placei on day zero and, 11 days later the same animals were infected with 2,000 L3 of H.
contortus (parental group, n=6). Individual fecal cultures from parental animals were
performed and were used to L3 production, which was used to the infection of the animals
from F1 group (first filial generation), groups F1-42 DPI (n=6) and F1-84 DPI (n=6), which
allowed the hybrid production. All animals from groups: parental, F1-42 DPI and F1-84 DPI
were euthanized 50, 42 and 84 days post-infection (DPI), respectively, for the identification
and quantification of the parasites in order to determine the interspecific competition and
hybridization. Six animals remained as a non-infected control. On the second trial, developed
in 2014 and 2015, worm-free lambs were infected with 4,000 L3 of H. placei (n=16) or 4,000
L3 of H. contortus (n=16). These animals were initially kept indoors to confirm the
establishment of the infections and then the animals were allocated to the same pastures,
which were shared for 357 days. To evaluate the progression of the infection, two animals for
each experimental group were euthanized in February 2014 and the subsequent euthanasia
occurred every three months, with three animals from each experimental group, except on the
last euthanasia, in February 2015 in which the remaining five animals from each group were
euthanized. Worm-free tracer animals were introduced in the pasture every three months to
evaluate the pasture contamination and nematode species present. In both studies, the animals
were weighed and blood and feces samples were collected on the same day to laboratory
analysis. In both trials, the animals were euthanized for the parasites recovery and
identification. In the first trial, in the feedlot, there was observed the establishment of the
infection for both species, with high fecal egg counts (FEC). The parasites recovered were
identified by morphological and molecular techniques, proving the success of the infection.
Polymerase chain reaction (PCR) reactions with the oligonucleotide (primers) species-specific
showed the presence of H. contortus and H. placei in all experimental groups (groups
parental, F1-42 DPI and F1-84 DPI) and eight hybrids (3.6% of the total of parasites



evaluated), which were recovered from F1-42 DPI and F1-84 DPI groups. In the second trial,
there was also the establishment of the infection for both species, with high FEC and low
packed cell volume levels in the initial collections. Measurements of the L3 as well as
morphological and molecular evaluation of the adult specimens, of the experimental and
tracer sheep demonstrate the elimination of the H. placei over time. Two helminths were
identified as hybrids using the same species-specific primers. On the last experiment, the
mutation for levamisole resistance gene was evaluated by conventional PCR. These primers
provided amplification only in H. contortus specimens. Of 20 adult specimens of H. contortus
from the donor lamb 85% (n=17) showed homozygous resistant and 15% (n=3),
heterozygous. From experimental animals described in trial 1 were evaluated 142 H.
contortus specimens and 97.6% (n=123) were homozygous resistant and 2.4% (n=3) as
heterozygous. In conclusion, the establishment of mixed infections by H. contortus and H.
placei in sheep occurs, and the interspecific mating can produce F1 with hybrids offspring.
Nonetheless, when sheep infected with H. contortus and H. placei shared the same pastures,
interspecific competition promotes the extinction of H. placei (parasite from cattle) with the
presence of only H. contortus, specie that has the sheep as preferred host. In addition, the
primers pairs to levamisole resistance did not present amplification bands with DNA samples
of H. placei - however, the SpHco2 laboratory isolate (H. contortus) showed molecular

resistance to levamisole.
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1. Considerac0es iniciais

As infeccBes por nematddeos gastrintestinais sdo o mais grave problema na producéo
de ovinos, promovendo perda na produtividade do rebanho, acometendo principalmente as
categorias jovens e as fémeas no periparto (Rocha et al., 2004; 2005).

O controle desses helmintos baseia-se principalmente no tratamento com anti-
helminticos, porém o uso indiscriminado dessas drogas, ao longo dos anos, tornou essa
estratégia ineficiente, tendo como consequéncia a selecdo de populaces de parasitas com
resisténcia as drogas comerciais (revisado por Gilleard, 2006; Almeida et al., 2010; Salgado e
Santos, 2016).

Visando favorecer sua sobrevivéncia, os parasitas resistentes aos anti-helminticos
apresentam mutacdes génicas que podem, eventualmente, se tornar fixas nas geracdes
seguintes (Aguayo-Ortiz et al., 2013). Pode-se utilizar como exemplo o polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) no cddon F200Y, os genes que codificam a pg-tubulina sofrem
mutacdo em sua sequéncia e as proteinas codificadas pelos genes perdem a afinidade aos
benzimidazois (Silvestre e Humbert, 2002; Brasil et al., 2012; Chaudhry et al., 2015a;
Redman et al., 2015).

Em virtude da ineficacia dos tratamentos, diferentes metodologias no manejo dos
animais de interesse zootécnico podem ser empregadas, como por exemplo, 0 pastejo misto
entre ovinos e bovinos (Amarante et al., 1997; Fernandes et al., 2004; Rocha et al., 2008).
Essa metodologia pode ser utilizada para a descontaminacdo da pastagem, embora possa
favorecer a ocorréncia de infecgdes cruzadas (Fernandes et al., 2004; Rocha et al., 2008).

Haemonchus contortus tém os ovinos como hospedeiro preferencial, enquanto
Haemonchus placei apresenta predilecdo por bovinos (Hoberg et al., 2004), no entanto,
relatos sobre infec¢bes mistas (H. contortus e H. placei) em ovinos e bovinos ja foram
reportados em diversos locais do mundo (Amarante et al., 1997; Jacquiet et al., 1998; Achi et
al., 2003; Hoberg et al., 2004; Rocha et al., 2008; Gasbarre et al., 2009; Khalafalla et al.,
2011). As infecgdes mistas interespecificas podem promover a produc¢éo de hibridos, contudo,
esses parasitas podem apresentar baixa eficiéncia reprodutiva (Le Jambre, 1979; 1981).

Desta maneira, no presente estudo, utilizaram-se as técnicas moleculares de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) convencional com oligonucleotideos iniciadores (primers) para: a
identificacdo das espécies de H. contortus e H. placei, a deteccdo da resisténcia a levamisole
nessas espécies, bem como o0 sequenciamento de marcadores microssatélites para a

caracterizacdo molecular de Haemonchus spp.
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4. Consideracoes

A avaliacdo morfoldgica para a diferenciacdo das espécies de Haemonchus consiste na
técnica mais acessivel, contudo, a identificacdo dos espécimes pode ser dificultada pela
sobreposicdo das medidas entre H. contortus e H. placei, impossibilitando a distingdo das
espécies e, consequentemente, de individuos hibridos. Mediante o exposto, o presente estudo
utilizou as técnicas moleculares como o0 sequenciamento de microssatélites para a
identificacdo das espécies de H. contortus e H. placei, a PCR convencional para a
identificacdo das espécies de, bem como de hibridos, e ainda para a caracterizacdo molecular

da resisténcia ao levamisole.
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Consideracoes finais

As técnicas moleculares sdo mais especificas para a diferenciacdo dessas espécies e
podem ser utilizadas para a identifica¢do de hibridos interespecificos, bem como na avaliagdo
de fluxo génico.

A biologia molecular pode ser empregada como ferramenta para a avaliagdo dos
genes candidatos, que estdo relacionados a resisténcia anti-helmintica, e esses estudos vém
sendo amplamente difundidos nos Gltimos dez anos.

Os presentes estudos contribuiram para a compreensio do comportamento de
infeccdes mistas em ovinos. No primeiro capitulo foi observado que os marcadores
moleculares avaliados podem ser aplicados para a diferenciagdo das espécies H. contortus e
H. placei. Nos capitulos 2 e 3 observamos a ocorréncia do estabelecimento de infeccdes
mistas (H. contortus + H. placei) em ovinos com a produ¢do de hibridos em condigdes de
infeccdo controlada, em confinamento, ou em condi¢des de reinfecgdes, em pastagem. No
capitulo 2 também foi observado que quando a competicao interespecifica é possivel houve a
eliminacdo de H. placei (parasita especifico de bovinos) em menos de 12 meses, em
condig¢des de pastejo somente com ovinos.

Ao avaliarmos o gene de resisténcia ao levamisol, o isolado utilizado no estudo
SpHco2 (H. contortus) apresentou elevado grau de resisténcia a acao do levamisol, contudo,
o primer avaliado ndo apresentou banda de amplificacdo ao ser utilizado com o isolado
SpHpll (H. placei). Contudo, mais pesquisas sao necessarias para avaliar o fluxo dos genes

que conferem resisténcia ao levamisole sua expressao e introgressao.





