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RESUMO
O estudo teve por objetivo determinar o grau de eficacia da levamisol, albendazol, ivermectina,
moxidectina, closantel e triclorfon em isolados de Haemonchus contortus e Trichostrongylus
colubriformis. Quarenta e dois cordeiros da raca Santa Inés, com trés meses de idade, foram
infectados artificialmente com 4000 larvas infectantes (L3) de H. contortus e 4000 L3 de T.
colubriformis. Os animais foram separados em sete grupos, com seis animais cada, 0s quais
receberam os seguintes tratamentos: Grupo 1 — controle, sem tratamento; Grupo 2 - moxidectina
injetavel (0,2 mg/kg de peso vivo (PV), Cydectin®, Fort Dodge), Grupo 3 - closantel via oral (10
mg/kg de PV, Zuletel®, Laboratério Microsules) Grupo 4 — triclorfon via oral (100 mg/kg de PV,
Neguvon®, Bayer); Grupo 5 — fosfato de levamisol injetavel (4,7 mg/kg de PV, Ripercol®, Fort
Dodge), Grupo 6 - albendazol via oral (5,0 mg/kg de PV, Valbazen®, Pfizer) e o Grupo 7- tratado
com ivermectina injetavel (0,2 mg/kg de PV, Ivomec® , Merial). A via de administracdo e a
dosagem empregada foram realizadas de acordo com as instrucdes do fabricante. Amostras de
fezes foram coletadas no dia do tratamento, trés, sete, 10 e 14 dias apds, para a realizacdo de
contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e cultura de fezes para obtencdo e posterior
identificacdo das L3. Os animais foram sacrificados 14 dias ap6s o tratamento para obtencédo e
quantificagdo dos vermes presentes no abomaso e no intestino delgado. A eficicia dos
tratamentos foi calculada a partir da média aritmética do OPG ou numero total de vermes
encontrados nos grupos tratados em comparacdo com os valores do grupo controle. As redugdes
percentuais das cargas parasitarias de H. contortus foram de 17% para o albendazol, 10% para o
levamisol, 45% para moxidectina, 20% para ivermectina, 23% para o closantel e 73% para o
triclorfon e para T. colubriformis a reducdo foi de 19% para o albendazol, 28% para a
ivermectina, 82% para a moxidectina e 0% para o levamisol, closantel e triclorfon. A reducéo
percentual de ovos por grama de fezes (R-OPG) néo foi eficaz para a detecgdo da resisténcia, 0s
dados demonstram que o H. contortus foi resistente a todos os anti-helminticos, 0 mesmo néo foi
encontrado no isolado de T. colubriformis que se mostrou susceptivel ao closantel, levamisol,
moxidectina e ivermectina. Comparado ao grupo controle, as fémeas de T. colubriformis
apresentaram reducdo significativa (P< 0,05) no nimero médio de ovos no Utero apés 14 dias do
tratamento com albendazol, triclorfon, levamisol e moxidectina. N&o foi observada redugéo

significativa do numero de ovos no Utero das fémeas de H. contortus dos grupos tratados em



relacdo ao grupo controle. Os isolados de H. contortus e T. colubriformis estudados se mostraram

resistentes a todos os anti-helminticos testados.

ABSTRACT
The objective of this study was to determine the efficacy of levamisole, albendazole, ivermectin,
moxidectin, closantel and trichlorfon, against Haemonchus contortus and Trichostrongylus
colubriformis isolates. Forty-two lambs of the Santa Ines breed, at three months of age, were
simultaneously artificially infected with 4000 infective H. contortus larvae (L3) and 4000 T.
colubriformis L3. The animals were divided into seven groups with six animals each that
received one of the following treatments: Group 1 - control, no treatment; Group 2 - moxidectin
(0.2 mg/kg body weight (BW), Cydectin®, Fort Dodge); Group 3 - closantel (10 mg/kg BW, 10%
Zuletel®, Microsules Laboratories); Group 4 - trichlorfon (100 mg/kg BW, Neguvon®, Bayer);
Group 5 — levamisole phosphate (4.7 mg/kg BW, Ripercol®, Fort Dodge); Group 6 - albendazole
(5.0 mg/kg BW, Valbazen®, Pfizer); and Group 7 - treated with ivermectin (0.2 mg/kg BW,
Ivomec®, Merial). Fecal samples were collected 3, 7, 10 and 14 days after treatment and
processed for nematode fecal egg counts (FEC) and fecal cultures for the production and
subsequent identification of L3. The animals were sacrificed 14 days after treatment for
collection and quantification of the worms in the abomasum and small intestine. The efficacy of
the treatments was calculated from the arithmetic mean of the FEC or worm burden of the treated
groups, compared with the values of the control group. The percentage reductions in H. contortus
worm burdens were 17% for albendazole, 10% for levamisole, 45% for moxidectin, 20% for
ivermectina, 23% for closantel and 73% for trichlorfon. Reductions for T. colubriformis were
19% for albendazole, 28% for ivermectin, 82% for moxidectin and 0% for levamisole, closantel
and trichlorfon. The fecal examination was not effective for the detection of resistance to T.
colubriformis, since T. colubriformis L3 were not detected in most of the fecal cultures after
treatment with closantel, levamisole, moxidectin or ivermectin. H. contortus L3 were found in
fecal cultures of all groups and in all collections. As compared to the control group, females of T.
colubriformis demonstrated a significant reduction (P<0.05) in the average number of eggs in
their uterus at 14 days after treatment with albendazole, trichlorfon, levamisole or moxidectin. In

contrast, anthelmintic treatments had no significant effect on H. contortus fecundity. In



conclusion, the isolates of H. contortus and T. colubriformis studied were resistant to all

anthelmintics tested.

INTRODUCAO

Os pequenos ruminantes, principalmente os ovinos, vém conquistando grande espagco na
producdo animal em varias regides do mundo (VELOSO et al., 2004). Entretanto, o parasitismo
por nematdides gastrintestinais tem causado reducdo na produtividade destes animais (COOP e
KYRIAZAKIS, 2001). O parasitismo nem sempre causa doenca, isto porque os hospedeiros ou a
maioria deles possuem mecanismos imunoldgicos que os possibilitam manter a populagédo de
endoparasitas sob controle. Quando isso ocorre, pode-se afirmar que a relagdo hospedeiro-
parasita encontra-se em equilibrio (AMARANTE, 2001).

Segundo este mesmo autor, essa relacdo pode ser alterada por diversos fatores como
condicOes climéticas desfavoraveis e o estado fisiologico dos animais. Na maioria das vezes o
desequilibrio é causado pela acdo do produtor, ao adotar medidas de manejo inadequadas ou ao
utilizar incorretamente os anti-helminticos. Um problema sério € a cria¢do intensiva dos animais,
em areas de alta producdo de forragem, e conseqiientemente com lotacdes elevadas, o que
provoca aumento da contaminagdo ambiental com os estagios de vida livre dos parasitas.

No Estado de Sdo Paulo, Haemonchus contortus € o principal parasita que acomete 0s
ovinos, seguido por Trichostrongylus colubriformis (AMARANTE e BARBOSA, 1995;
AMARANTE et al., 1997; AMARANTE et al., 2004). Os parasitas do género Haemonchus
habitam o abomaso dos ruminantes: sdo hemat6fagos e em conseqliéncia causam anemia nos
animais, a qual eventualmente pode resultar em mortalidade (SEQUEIRA e AMARANTE,
2002). J& os nematoides da espécie T. colubriformis habitam o intestino delgado dos ruminantes,
produzem tlneis na mucosa intestinal e deformam as vilosidades reduzindo a &rea de absor¢do de
nutrientes e liquidos, podendo ocasionar diarréia e perda de peso nos animais (URQUHART et
al., 1998).
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CONSIDERAC}@ES INICIAIS

A utilizacdo profilatica de anti-helminticos tem se intensificado a fim de diminuir as perdas
econdmicas causadas pelos nematoides. Porém, constata-se elevada taxa de re-infeccdo dos
animais mantidos a pasto, o que leva a utilizacdo continua de tratamentos, impondo uma alta
pressdo de selecdo de parasitas resistentes (CHARLES et al., 1989; SANGSTER, 2001,
TAYLOR et al., 2002; SARGISON et al., 2007). Alem disso, a introducdo de animais portadores
de isolados resistentes no rebanho e a resisténcia cruzada entre drogas com 0 mesmo mecanismo
de acdo também se constituem em problema a ser considerado (CUNHA FILHO e
YAMAMURA, 1999).

Os produtores encontram no mercado uma variedade de anti-helminticos, a maioria
desenvolvida a partir da decada de 60. No entanto, existem apenas trés grupos de anti-helminticos
de amplo espectro, os benzimidazois, imidazotiazdis e lactonas macrociclicas e dois grupos de
pequeno espectro, salicilanilidas/fendis substituidos e organofosforados, os dois ultimos

utilizados especialmente contra Haemonchus spp. (AMARANTE, 2007).

Resisténcia anti-helmintica em nematdides de ovinos

Nos ruminantes a maioria dos casos de resisténcia anti-helmintica € verificada nos
nematoides de ovinos e caprinos, isto se deve ao uso constante e muitas vezes indiscriminado dos
anti-heminticos, sem critério quanto a época de tratamento.

A resisténcia parasitaria tem causado grande impacto na producdo de ovinos, em paises
como a Africa do Sul, Australia e Nova Zelandia. Varios produtores tradicionais estdo
desativando seus criatorios devido a escassez de alternativas para o combate das infecgdes
parasitarias e a baixa produtividade dos rebanhos (VAN WYK et al., 1997a). Este fato tem
ocorrido também em cria¢fes aqui na América do Sul.

O primeiro relato de resisténcia a anti-helminticos utilizados contra nematdides
gastrintestinais de ovinos envolveu o tiabendazol (DRUDGE et al., 1964). Este problema
disseminou-se pelo mundo inteiro, com varios relatos de resisténcia aos principais principios
ativos utilizados. Gopal et al. (1999) fizeram o primeiro relato de resisténcia a ivermectina de um
isolado de T. colubriformis na Nova Zelandia. Neste mesmo pais West et al., (2004) encontraram
em caprinos Trichostrongylus spp. and Teladorsagia spp. resistentes ao oxfendazol, levamisol e

moxidectina. Alka et al. (2004) confirmaram a resisténcia a ivermectina de um isolado de T.



colubriformis na india. Ja Le Jambre et al. (2005), na Australia, relataram o primeiro caso de
resisténcia de um isolado de T. colubriformis a moxidectina.

Na Franga Chartier et al. (1998) encontraram resisténcia ao fenbendazol em 83% das
fazendas estudadas, sendo encontrados os géneros Teladorsagia, Trichostrongylus e Cooperia na
coprocultura. Ainda na Franca, Palcy et al. (2008) relataram o primeiro caso de resisténcia de
Trichostrongylus axei ao febendazol. O primeiro relato em ovinos de resisténcia as lactonas
macrociclicas em mais de uma espécie de parasita ao mesmo tempo foi relatado por Vickers et al.
(2001), neste estudo os autores encontraram Ostertagia circumcincta e H. contortus resistentes a
ivermectina e a moxidectina.

A resisténcia anti-helmintica multipla em caprinos foi detectada por Miller e Craig (1996),
em um isolado de H. contortus resistente a ivermectina, alcangando um percentual de eficacia de
-179%, 1% e 23% para a ivermectina, fenbendazol e levamisol, respectivamente. Na Escdcia,
Bartley et al. (2004) estudaram a campo dois isolados de Teladorsargia circumcincta, um obtido
da fazenda A e outro da fazenda B, encontrando resisténcia multipla nos dois isolados. No
isolado da fazenda A, a eficacia do fenbendazole, ivermectina, levamisol e as associacdes de
fenbendazol + ivermectina, fenbendazol + levamisol e fenbendazol + levamisol + ivermectina foi
de 59%, 60%, 88%, 94%, 93% e 92%, respectivamente e no da fazenda B, a eficacia foi de 51%
para o levamisol e 72% para a ivermectina. No ano seguinte os mesmos autores (Bartley et al.,
2005) relataram a resisténcia mdaltipla aos mesmos anti-helminticos anteriores em estadios
imaturos dos mesmos isolados, demonstrando que a resisténcia anti-helmintica parece ocorrer nos
estadios iniciais de desenvolvimento do parasita. Neste mesmo pais, Sargison et al. (2007)
encontraram resisténcia ao levamisol, benzimidazol e ivermectina em quatro rebanhos estudados.
Na Africa do Sul, Van Wyk et al. (1997b) detectaram resisténcia de H. contortus ao triclorfon
encontrando 78,6% de eficacia.

Um dos primeiros casos de resisténcia no Brasil foi relatado no Estado do Rio Grande do
Sul (SANTOS e FRANCO, 1967). Neste mesmo Estado, Amaral (1985) encontrou populacdes de
H. contortus resistente ao benzimidazol, levamisol e rafoxanida. Em trabalho posterior realizado
em 26 municipios do mesmo Estado, Echevarria et al. (1996) encontraram resisténcia ao
albendazol, levamisol, a combinagdo albendazol + levamisol, a ivermectina e ao closantel em 90,
84, 73, 13 e 20% das fazendas estudadas, respectivamente. Os géneros Ostertagia, Haemonchus e

Trichostrongylus se mostraram resistentes ao benzimidazol, levamisol, a combinacdo destes e a



ivermectina, e populacbes de H. contortus foram resistentes ao closantel. Cunha Filho e
Yamamura (1999) realizaram também um trabalho na regido Sul do pais, onde verificaram a
presenca de 100% de parasitas resistentes a ivermectina e 20% a moxidectina, nos 10 rebanhos
estudados.

No Estado de Santa Catarina, Ramos et al. (2002) constataram resisténcia anti-helmintica
multipla, com 77% dos rebanhos portadores de parasitas com resisténcia a ivermectina, 65% ao
albendazol, 13% ao closantel, e 15% ao levamisol. Ja Rosalinsk-Moraes et al. (2007), em um
estudo realizado neste mesmo Estado, encontraram resisténcia a ivermectina em 100% dos
rebanhos ovinos e em 66,7%, resisténcia a moxidectina. Segundo os autores a rapida expansao da
resisténcia anti-helmintica na regido foi atribuida em parte pela negligéncia de apoio técnico aos
criadores, e as condigdes climaticas que possibilitam constantemente o desenvolvimento dos
estagios imaturos de parasitas, conseqlientemente a infecgdo durante todo o ano.

No Parana, Thomaz-Soccol et al. (2004) encontraram resisténcia em todas as fazendas
testadas: 88,1% apresentaram parasitas resistentes aos bezimidazois, 78,6% a ivermectina, 56,4%
ao closantel, 38,7% ao closantel + oxfendazol, 38% ao levamisol e 23,6% a moxidectina, sendo
Haemonchus o género mais prevalente. Em Sobral, Estado do Ceara, Vieira et al. (1992)
relataram a existéncia de um isolado de H. contortus resistente a ivermectina e ao netobimim.
Neste mesmo Estado, Melo et al. (2003) relataram a presenca de popula¢Ges de nematoides
resistentes ao oxfendazol, levamisol e ivermectina, com eficacia de 88%, 41% e 59%,
respectivamente em ovinos e 87,5; 75 e 37,5% em caprinos. O género prevalente nas duas
espécies de animais foi Haemonchus seguido de Trichostrongylus e Oesophagostomum.

Melo et al. (2004) aplicaram um questionario em propriedades rurais do medio e alto
Jaguaribe no Estado do Ceara, nos anos de 2001 e 2003, e constataram um aumento na resisténcia
anti-helmintica nas propriedades de 67% em 2001 para 83% em 2003. Em 100% das
propriedades o género Haemonchus foi 0 mais prevalente dos parasitos resistentes. Segundo 0s
autores este aumento na resisténcia deve ter ocorrido devido a acdo de varios promotores de
resisténcia, entre eles, o espectro e eficiéncia da droga, freqiiéncia de aplicagdo, dosagem e tipo
de manejo aplicado.

Amarante et al. (1992) constataram resisténcia multipla, ao oxfendazol, levamisol e
ivermectina na maioria das propriedades estudadas no Estado de S&o Paulo, sendo

Trichostrongylus resistente ao levamisol e Haemonchus a todos os anti-helminticos testados.



Buzzulini et al. (2007) conduziram um estudo em um rebanho ovino na regido de Jaboticabal,
Sdo Paulo, onde detectaram resisténcia a moxidectina com a reducdo de ovos por grama de fezes
(R-OPG) de 70,5%, sete dias ap0ds o tratamento. J& o tratamento com a associacgao de albendazol,

levamisol e ivermectina mostrou 99,4% de eficacia.

Resisténcia anti-helmintica em nematoides de bovinos

Os principais nematdides gastrintestinais de bovinos sdo: Haemonchus placei, Haemonchus
similis, Ostertagia ostertagi e T. axei; parasitas do abomaso. No intestino delgado, temos
Cooperia,spp, Bunostomum phlebotomum, Strongyloides papillosus e Nematodirus spp. No
intestino grosso encontram-se Oesophagostomum radiatum e Trichuris spp (SEQUEIRA e
AMARANTE, 2002).

A resisténcia anti-helmintica em nematoides de bovinos & pouco descrita na literatura
comparada a da ovinocultura, mas isto ndo quer dizer que ela ndo exista, ou que 0s parasitas dos
bovinos possuam menor biodiversidade genética para expressar resisténcia. O diferencial esta na
quantidade de tratamento que os bovinos sdo submetidos em relacdo aos constantes tratamentos
aplicados nos ovinos (CONDI, 2008).

Na Nova Zelandia Loveridge et al. (2003), ao testar a eficacia da abamectina e
eprinomectina em formulagdo topica, encontraram resisténcia envolvendo Cooperia oncophora e
uma provavel resisténcia de Trichostrongylus longispicularis. Neste mesmo pais Mason e Mckay
(2006) observaram, em cinco propriedades estudadas, resisténcia as mesmas drogas citadas
anteriormente, com um percentual de reducdo de 86% para ivermectina (pour-on) e de 88% para
a eprinomectina (pour-on), 14 dias ap0s o tratamento, com resisténcia de C. oncophora a ambos
os farmacos, e uma possivel resisténcia emergente de Ostertagia spp. a ivermectina.

Na regido central da Argentina, Anziani et al. (2004) relataram o primeiro caso de
resisténcia simultanea de Haemonchus spp. as avermectinas (ivermectinas) e aos benzimidazois
(ricobendazole). Suarez e Cristel (2007) estudaram rebanhos bovinos da provincia de Buenos
Aires e encontraram 60% dos 25 rebanhos estudados com parasitas do género Cooperia
resistentes a ivermectina.

No Brasil estudo realizado na regido noroeste do Estado de Sao Paulo indicou a presenca de
Haemonchus spp. e Cooperia spp. com resisténcia, especialmente a ivermectina, em 92% das

propriedades de bovinos avaliadas, ao contrario da moxidectina que se mostrou eficaz ap6s o



tratamento nas mesmas propriedades estudadas (SOUTELLO et al., 2007). J& Condi et al. (2009)
fizeram o primeiro relato, envolvendo necropsia de bovinos, de C. punctata, C. pectinata, O.
radiatum e Trichuris spp. com resisténcia & moxidectina.

Portanto, a resisténcia anti-helmintica é atualmente um problema sério que acarreta grandes
dificuldades para o tratamento de animais acometidos e para o estabelecimento de medidas

profilaticas da verminose em ovinos e bovinos.

Mecanismo de a¢do dos anti-helminticos
Embora existam métodos alternativos para o controle dos parasitas, o controle baseado em
drogas quimicas tem sido o mais utilizado, portanto o0 mais importante. Entender o mecanismo de

acao dos anti-helminticos é primordial para o uso eficiente da droga no controle parasitario.

Benzimidazdis

Os microtubulos desempenham um importante papel em células eucariontes, como
absorcdo e secrecdo celular, ancoragem em locais especificos dos receptores da membrana, tais
como a sinapse em células nervosas, mitoses e meioses, arquitetura celular, e outros
(CALVISTON e HOLZBAUR, 2006). Os microtubulos s&o polimeros dindmicos que apresentam
adicdo do dimero da a- B- tubulina num extremo da cadeia (crescimento final) e a perda do
dimero da a- - tubulina no outro extremo (perda final), este processo é denominado treadmilling
(PRICHARD, 2008).

A acdo dos benzimidazdis ocorre na ligagdo no crescimento final do microtbulo, evitando
desta forma que novos dimeros da a- - tubulina se adicionem. Se isto ocorrer a0 mesmo tempo
em que o microtubulo esta perdendo o dimero no outro extremo, ocasiona-se 0 encurtamento e o
desaparecimento do microttbulo, dificultando as funcbes essenciais da célula (PRICHARD,
2008). Desta forma de acordo com Herdy (2000), os benzimidazéis causam uma degeneragédo
seletiva de microtibulos citoplasmaticos, em células intestinais e tegumentares de larvas e
helmintos adultos. Em conseqiéncia ocorre diminuicdo na assimilagdo e metabolizacdo da
glicose, o que leva a diminuicdo de ATP, com deplecdo de energia, a qual resulta em

imobilizag&o e morte dos vermes.
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Lactonas macrociclicas

Os nematdides parecem possuir ligantes de canais de cloro que ndo sdo encontrados nos
vertebrados, tais como canais de glutamato, serotonina, ou dopamina, como também o acido y-
amino butirico (GABA), este Gltimo também é encontrado nos mamiferos. Outra diferenca entre
nematdides e mamiferos € que nos nematdides 0 GABA é um transmissor inibitério na juncao
neuromuscular e também estd presente em outros neurénios (RICHMOND e JORGENSEN,
1999), e nos nematdides, os receptores GABA sdo encontrados sobre as células musculares. Os
grupos mais importantes de compostos que agem nos canais ligantes de cloro séo as lactonas
macrociclicas, sendo a ivermectina e moxidectina as mais estudadas (PRICHARD, 2008). As
lactonas macrociclicas parecem atuar abrindo irreversivelmente os canais de cloro mediados por
substancias ligantes como glutamato e/ou &cido y-amino butirico, causando hiperpolarizagdo e
paralisia da célula (WOLSTENHOLME e ROGERS, 2005). Nos nematdides as lactonas
macrociclicas agem no sistema nervoso e na musculatura, aumentando a inibicdo da

neurotransmissdo o que causa a paralisia e morte dos nematdides (SANGSTER, et al., 2005).

Imidazotiazois

Os imidazotiazdis agem sobre os receptores nicotinicos, que funcionam como canais de
cations mediados por acetilcolina (FLEMING et al., 1997). A atividade dos imidazotiazois leva a
inanicdo do verme e consequentemente a sua morte, pois a acdo destes compostos sobre 0s
receptores musculares nicotinicos da acetilcolina causa paralisia espasmaédica nos nematoides
(SANGSTER, et al., 2005).

Amino-acetonitrile derivatives (AAD)

Uma nova classe de drogas amino-acetonitrile derivatives (AAD), recentemente langada na
Nova Zelandia (HOSKING, et al., 2009), também parece agir nos receptores nicotinicos, mas
esta claro que estes agem em um receptor diferente dos imidazotiazdis, pois estudos
demonstraram que 0s nematoides possuem muitos destes receptores, mais até que os vertebrados.
As AADs provavelmente agem em um grupo distinto de receptores nicotinicos presentes em
Caenoehabditis elegans e em H. contortus (KAMINSKY et al., 2008).
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Salicilanilidas/fendis substituidos e organofosforados

O modo de acdo dos salicilanilidas/fendis substituidos ainda néo esta claro, mas acredita-se
gue agem tanto no metabolismo como na via neuromuscular dos vermes (FAIRWEATHER e
BORAY, 1999). J& os organofosforados séo inibidores da enzima acetilcolinesterase e interferem
na neurotransmissdo nas terminagdes nervosas (sinapses) colinérgicas. Apdés uma fibra
colinérgica transmitir a mensagem, por meio da acetilcolina, a enzima acetilcolinesterase é
indispensavel na regido sindptica para “retirar” o mediador e permitir a passagem de novo
estimulo quando ele for novamente liberado. Os organofosforados agem como substrato
competidor pela enzima acetilcolinesterase ligando-se a ela de forma irreversivel. A falta da
enzima nas terminagOes colinérgicas aumenta os niveis de acetilcolina e leva o verme a morte

pela disfuncdo do sistema nervoso (BALDANI, et al., 1999).

Mecanismo de resisténcia anti-helmintica

Segundo Prichard (2008), entender 0s mecanismos e a genética da resisténcia anti-
helmintica é importante no sentido de evitar a resisténcia, diminuir a velocidade de propagacao
de parasitas resistentes, retardar o desenvolvimento da resisténcia em novas drogas anti-
helminticas e combinar adequadamente os anti-helminticos disponiveis.

Os mecanismos de resisténcia podem ser especificos ou inespecificos. Os mecanismos
especificos estdo associados a acao do anti-helmintico, j& os inespecificos se referem a alteracdes
no receptor da droga ou na modulagdo da concentracdo do farmaco (WOLSTENHOLME et al.,
2004). As modificacBes genéticas (mutacdo, transferéncia e/ou amplificacdo génica) que
conferem resisténcia, se traduzem em diferentes modificagdes bioquimico-moleculares que séo a
base farmacoldgica da diminuicdo do efeito do farmaco na célula ou no organismo resistente
(LANUSSE, 2006).

Benzimidazdis

Existem evidencias genéticas e bioquimicas do envolvimento de alteracbes na B tubulina,
com a resisténcia aos benzimidazois. Dois genes, o0s isotipos 1 e 2 estariam relacionados com a
resisténcia. Uma mutacdo no gene do isotipo 1 seria a causa especifica de resisténcia aos
benzimidazdis. Esta mutagdo causa a substituicdo da fenilanina pela tirosina no cédon 200 da
proteina do isotipo 1 (SAMSON-HILMMELSTJERNA et al., 2007). Assim o verme susceptivel
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possui 0 aminodcido fenilanina neste codon, j& o verme resistente exibiria a tirosina. Mudancas
nos coédons 167 e 198 também podem estar envolvidas no mecanismo de resisténcia aos
benzimidazdis. Estas mudancas no codon da B tubulina podem variar entre espéecies de parasitas e
possivelmente entre isolados (GHISI et al., 2007). O mais comum single nucleotide polymorfism
(SNP) relacionado com a resisténcia aos benzimidazdis em H. contortus é a mudanga no cédon
200 na B tubulina (WOLSTENHOLME et al., 2004). Esta mudanca causa uma reducdo na
afinidade de ligacdo da droga com a proteina recombinante (LUBEGA e PRICHARD, 1991).
Existem também evidéncias do mecanismo de transporte envolvendo a P-glicoproteina
(Pgp), ou outros transportadores ABC, com a resisténcia aos benzimidazdis (KERBOEUF et al.,
2003; BLACKHALL et al., 2008). Os transportadores ABC possuem um maior envolvimento

nos mecanismos de resisténcia das lactonas macrociclicas (PRICHARD e ROULET, 2007).

Lactonas macrociclicas

A Pgp faz parte do grupo dos ABC transportadores, que sdo responsaveis pelo efluxo
celular, possibilitando que a droga seja expelida de dentro da célula. A Pgp previne a acumulagdo
intracelular e os efeitos citotdxicos da droga (LANUSSE et al., 2008).

Mudancas genéticas nos transportadores ABC parecem estar associadas com a resisténcia as
lactonas macrociclicas. Segundo Pouliot et al. (1997), a ivermectina € um excelente substrato
para 0 mecanismo de efluxo realizado pela P-gp dos mamiferos. A partir deste fato os
parasitologistas iniciaram investigacdes buscando saber se 0s parasitas resistentes a ivermectina
usavam mecanismo similar para protegé-los da acdo das lactonas macrociclicas (PRICHARD,
2007), o que foi demonstrado por Xu et al. (1998), que encontraram um isolado de H. contortus
selecionado para ivermectina que possuia uma alta expressdo de Pgp A, comparado com um
isolado parental ndo selecionado. A Pgp A é uma P-glicoproteina encontrada em H. contortus.

Prichard e Roulet (2007) relataram que tratamentos com ivermectina e moxidectina
selecionam para um aumento consecutivo da expresséo de cinco P-glicoproteinas (Pgp A, B, C, D
e E) em vermes adultos de H. contortus. O aumento consecutivo da expressdo poderia ser
resultado de mutacbes na sequéncia regulatéria dos genes da Pgp, que sdo freqientemente
localizados na regido promotora ou introns (PRICHARD, 2008).

Alguns pesquisadores tém estudado o uso de agentes moduladores da Pgp, que juntamente

com a administracdo das lactonas macrociclicas, tem resultado no aumento na eficacia da droga.
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Borges et al. (2005) co-administraram ivermectina com verapamil, em ovinos infectados com H.
contortus, a eficacia da ivermectina sozinha foi de 0% (14 dias apds tratamento) e a co-
administracéo resultou em 74,7% de reducéo na contagem de ovos nas fezes.

Recentemente foi demonstrado em H. contortus e Onchocerca volvulus que as lactonas
macrociclicas tambem realizam uma substituicdo no codon 200 da f tubulina (200Tirosina e
167Tirosina), estas mudancas sdo conhecidas por causar resisténcia aos benzimidazois
(MOTTIER e PRICHARD, 2008). E interessante notar que a resisténcia a ivermectina tem sido
usualmente relatada em areas onde a resisténcia aos benzimidazoOis ja foi observada
(PRICHARD, 2008). O fato dos benzimidazoéis selecionarem as mesmas Pgps que as lactonas
macrociclicas e estas, assim como os benzimidazois, agirem sobre as B tubulinas, possuem
importantes implicacdes na escolha da classe anti-helmintica que serd usada individualmente, de
forma combinada ou em esquemas de rotagdo de drogas, para o controle dos nematdides
(PRICHARD, 2008).

Imidazotiazois

Pouco se conhece sobre os mecanismos de resisténcia dos anti-helminticos que agem nos
receptores nicotinicos da acetilcolina. Segundo Prichard (2008) mudancas nos receptores
nicotinicos parecem estar envolvidas na resisténcia ao levamisol, morantel e pirantel. Robertson
et al. (1999) encontraram em um isolado de Oesophagostomum dentatum sensivel ao levamisol
0s subtipos de receptores G25, G35, G40 e 0 G45 e no isolado resistente sé ndo foi encontrado o
subtipo G35. Observacdes no nematdédeo C. elegans demonstrou haver mais de 11 genes
envolvidos na resisténcia ao levamisol, trés destes genes sdo: unc-38, unc-29 e lev-1
(ROBERTSON et al., 1999).

Amino-acetonitrile derivatives (AAD)

A resisténcia as ADDs, estudada em laboratorio em um isolado de H. contortus, foi
associada com a perda de expressdo de dois subtipos dos receptores nicotinicos da acetilcolina
(KAMINSKY et al., 2008). Esta perda de expressdo em dois subtipos dos receptores nicotinicos
da acetilcolina, ndo foi detectado em nem uma outra droga que possui modo de acdo similar
(PRICHARD, 2008).
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Organofosforados

A resisténcia aos organofosforados é freqiientemente descrita em insetos, isto devido ao seu
constante uso por parte dos produtores no controle das pragas em lavouras. Segundo Bracco et al.
(1997), a resisténcia aos organofosforados ocorre por um aumento da atividade ou producgéo de

esterases inespecificas e por uma diminuicdo da sensibilidade da acetilcolinesterase ou a ambos.

Tratamentos alternativos a fim de diminuir a resisténcia anti-helmintica

Sabe-se que existem ragas de ovinos com maior resisténcia ao parasitismo por nematoides
gastrintestinais, e que dentro de uma mesma raga existem animais susceptiveis e resistentes
(AMARANTE e AMARANTE, 2003). Levando em consideracéo estes fatos, torna-se primordial
a criacdo de animais resistentes ao parasitismo, pois desta forma diminuir-se-ia a contaminacdo
da pastagem, a infeccdo dos animais por nematoides gastrintestinais e conseqiientemente a
necessidade de tratamentos com anti-helminticos.

Outra alternativa é o pastejo alternado entre diferentes espécies de animais, como ovinos e
bovinos. Em um experimento realizado no municipio de Ilha Solteira-SP, Fernandes et al. (2004)
utilizaram o pastejo alternado de bovinos e ovinos, e conseguiram um efeito benéfico
significativo no controle da verminose ovina. As condi¢des ambientais, como clima, devem ser
levadas em consideracdo ao adotar este tipo de manejo, pois em um estudo realizado no
municipio de Tupi Paulista-SP, Rocha et al. (2008), ndo obtiveram o mesmo efeito positivo do
pastejo alternado.

O manejo nutricional adequado também ¢é eficaz ao propiciar aumento da resisténcia dos
animais e conseqlientemente propiciar reducdo na dependéncia de tratamentos com anti-
helminticos. Estudos demonstraram que animais que receberam um aporte nutricional, como
aumento do teor de proteina na ragdo, se tornaram imunologicamente mais preparados a enfrentar
0 parasitismo por nematdides gastrintestinais, adquirindo maior resisténcia aos parasitas
(HOUDIJK et al., 2000; BRICARELLO et al., 2005).

Muitos pesquisadores tém estudado também o uso de extratos de plantas, éleos essenciais e
homeopatia, para o controle dos parasitas (CHAGAS et al., 2008; COSTA et al., 2008). Estd em
pesquisa 0 uso de vacinas, principalmente contra H. contortus (SMITH, 2007). Os resultados
tém sido animadores, mas a utilizacdo comercial tem esbarrado na producdo em larga escala da

vacina.
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CONSIDERACOES FINAIS

A resisténcia anti-helmintica de nematdides gastrintestinais, como foi visto, € uma realidade
mundial. Por isso torna-se importante investigar e entender os mecanismos de resisténcia, além
da caracterizacdo anti-helmintica de isolados de nematdides, a fim de se conhecer o grau de
resisténcia dos nematdides gastrintestinais frente aos anti-helminticos mais utilizados. Vale
ressaltar que a partir do momento que se emprega o tratamento com drogas quimicas, populagado
de parasitas resistentes sdo selecionadas. O que se busca com estes estudos é retardar o
aparecimento da resisténcia e o prolongamento do uso do anti-helmintico no campo. E o
primordial é que os resultados destes estudos cheguem até o produtor.

Métodos alternativos, como a criacdo de racas resistentes, 0 manejo nutricional adequado e o
pastejo alternado entre especies de animais, devem ser empregados na criacdo de ruminantes,
desta forma é possivel que a producdo animal se torne menos dependente do uso de anti-

helminticos para o controle dos parasitas.
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CAPITULO 22

2 Neste capitulo consta o artigo “Resistance of isolates of Haemonchus contortus and Trichostrongylus

colubriformis to six anthelmintics” que foi enviado a revista Veterinary Parasitology para publicacéo.
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Abstract

The objective of this study was to determine the efficacy of levamisole, albendazole, ivermectin,
moxidectin, closantel and trichlorfon, against Haemonchus contortus and Trichostrongylus
colubriformis isolates. Forty-two lambs of the Santa Ines breed, at three months of age, were
simultaneously artificially infected with 4000 infective H. contortus larvae (L3) and 4000 T.
colubriformis L3. The animals were divided into seven groups with six animals each that
received one of the following treatments: Group 1 - control, no treatment; Group 2 - moxidectin
(0.2 mg/kg body weight (BW), Cydectin®, Fort Dodge); Group 3 - closantel (10 mg/kg BW,
Zuletel® Oral); Group 4 - trichlorfon (100 mg/kg BW, Neguvon®, Bayer); Group 5 — levamisole
phosphate (4.7 mg/kg BW, Ripercol®, Fort Dodge); Group 6 - albendazole (5.0 mg/kg BW,
Valbazen®, Pfizer); and Group 7 - treated with ivermectin (0.2 mg/kg BW, Ivomec®, Merial).
Fecal samples from each animal were collected on the treatment day and again at 3, 7, 10 and 14
days later, and were processed for nematode fecal egg counts (FEC) and fecal cultures for the

production and subsequent identification of L3. The animals were sacrificed 14 days after
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treatment for collection and quantification of the worms in the abomasum and small intestine.
The efficacy of the treatments was calculated from the arithmetic mean of the FEC or worm
burden of the treated groups, compared with the values of the control group. The percentage
reductions in H. contortus worm burdens were 17% for albendazole, 10% for levamisole, 45%
for moxidectin, 20% for ivermectin, 23% for closantel and 73% for trichlorfon. Reductions for T.
colubriformis were 19% for albendazole, 28% for ivermectin, 82% for moxidectin and 0% for
levamisole, closantel and trichlorfon. The fecal examination was not effective for the detection of
resistance to T. colubriformis, since T. colubriformis L3 were not detected in most of the fecal
cultures after treatment with closantel, levamisole, moxidectin or ivermectin. H. contortus L3
were found in fecal cultures of all groups and in all collections. As compared to the control
group, females of T. colubriformis demonstrated a significant reduction (P<0.05) in the average
number of eggs in their uterus at 14 days after treatment with albendazole, trichlorfon, levamisole
or moxidectin. In contrast, anthelmintic treatments had no significant effect on H. contortus
fecundity. In conclusion, the isolates of H. contortus and T. colubriformis studied were resistant

to all anthelmintics tested.

Keywords: Anthelmintic resistance; albendazole; closantel; ivermectin; levamisole; moxidectin;

trichlorfon

1. Introduction

The emergence of nematode populations with multiple resistance to anthelmintics has
reduced the options for the chemical prophylaxis of gastrointestinal nematode infections in sheep.
Some authors have characterized the degree of resistance of nematode isolates to different classes

of anthelmintics. Bartley et al. (2004; 2005) described the resistance to ivermectin, levamisole
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and febendazole of two isolates of Teladorsagia circumcincta from sheep at two farms in
Scotland. Le Jambre et al. (2005) characterized the resistance to moxidectin in Trichostrongylus
colubriformis and Haemonchus contortus in Australia.

These resistant isolates are useful in studies aimed at understanding the genetic and
biochemical mechanisms related to the survival of parasites exposed to drugs. James and Davey
(2009) demonstrated that an increased expression of ABC transport proteins is associated with
ivermectina resistance in Caenorhabditis elegans. Other authors have also used resistant isolates
of nematodes in their investigations on the mechanisms involved in anthelmintic resistance
(Robertson et al., 1999; Neuve, et al., 2007). In order for such studies to be carried out, it is
essential to characterize the degree of resistance of such nematode isolates to anthelmintics.

In this study, the degree of resistance of H. contortus and T. colubriformis to six
anthelmintics was characterized by a controlled efficacy test (worm burden determination after
necropsy) and fecal egg count reduction test (FECRT). The nematodes studied were originally
isolated from sheep, naturally infected with gastrointestinal nematodes, and raised in Sdo Paulo

State, Brazil.

2. Material and Methods
2.1. Experimental description

Forty two Santa Ines lambs, aged three months, were kept indoors and used in this
experiment. After weaning, with approximately 60 days of age, the animals were treated with
albendazole (15 mg/kg body weight (BW), Valbazen®, Pfizer) and levamisole (10 mg/kg BW,
Ripercol®, Fort Dodge), orally, for three consecutive days, to remove any natural infection by
nematodes. After this treatment, fecal samples were collected, weekly, directly from the rectum

of the animals, for fecal examination to confirm their worm-free status.
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The worm-free lambs received 4000 infective larvae (L3) of H. contortus and 4000 L3 of
T. colubriformis, on the same day, orally. Twenty-six days after infection, nematode fecal egg
counts (FEC) were carried out and the lambs allocated to groups using stratified random
assignment, based on FEC. The groups were: Group 1 - untreated control; Group 2 - treated with
injectable moxidectin (0.2 mg/kg BW, Cydectin®, Fort Dodge, Brazil); Group 3 - treated orally
with closantel (10 mg/kg BW, Zuletel®, Microsules Laboratories, Uruguay); Group 4 - treated
orally with trichlorfon (100 mg/kg BW, Neguvon®, Bayer, Brazil); Group 5 - treated with
injectable levamisole phosphate (4.7 mg/kg BW, Ripercol®, Fort Dodge, Brazil); Group 6 -
treated orally with albendazole (5.0 mg/kg BW, Valbazen®, Pfizer, Brazil); and Group 7 - treated
with injectable ivermectin (0.2 mg/kg of BW, Ivomec®, Merial, Brazil). Animals were treated
with each anthelmintic, according to the manufacturer’s instructions.

Fecal samples from each animal were collected on the treatment day and again at 3, 7, 10
and 14 days later. Samples were individually processed for FEC by a modified McMaster
technique, where each egg counted represented 100 eggs/g (Ueno and Gongalves, 1998).
Composite fecal cultures were prepared for obtaining and identifying third stage larvae for each
group (Ueno and Gongalves, 1998).

At 14 days after treatment, all animals from the 7 groups were sacrificed for removal of
the abomasum and small intestine. Material collection for parasitological analyses and the
quantification and identification of nematode species was carried out according to the
descriptions of Ueno and Goncalves (1998). Samples with 10% of the abomasum and small
intestine content were preserved in 5% formaldehyde and stored in identified containers. The
abomasum and small intestine were digested in saline solution for 4 hours. A 10% sample of the
intestinal digested material and the total digestion of abomasum were collected and also

preserved in formaldehyde.
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2.2. Evaluation for the presence of eggs inside the uteri of adult females of H. contortus
and T. colubriformis.

The eggs in the uteri of females of H. contortus and T. colubriformis were quantified to
evaluate the influence of anthelmintics on the fecundity of females. Twenty specimens of T.
colubriformis were obtained from each animal and counting of eggs inside the uterus was
performed using an optical microscope. For the enumeration of eggs of H. contortus, five females
were analyzed per animal. In order to estimate the number of eggs/worm, each female was placed
in a tube containing 1 ml of distilled water and fragmented with a Workcenter T10 basic
disperser (IKA, Japan). The sample was homogenized in a vortex, and eggs were counted over a
slide in an optical microscope in five drops of 10 ul. The total number of eggs inside each H.

contortus female was then estimated.

2.3. Isolates evaluated and acquisition of infective larvae (L3)

The infective larvae of H. contortus that were used in the experiment were from an isolate
of the species, obtained in May 2006 from two sheep raised on a property located in Pratania -
Brazil (Silva et al., 2008). For the isolation of the species, the authors treated the animals with
moxidectin (0.2 mg/kg, Cydectin®, Fort Dodge), and found that seven days after treatment the
animals had increased OPG with only H. contortus L3 produced in fecal cultures, indicating
resistance of the isolate to moxidectin. The H. contortus isolate has been kept since that occasion
in donor lambs artificially infected with the parasite.

The infective larvae of T. colubriformis were obtained from sheep reared in Botucatu -
Brazil (Rocha et al., 2007). For the isolation of the species, the authors treated the sheep that were
naturally infected with H. contortus and T. colubriformis with trichlorfon (100 mg/kg BW,

Neguvon®, Bayer). Only T. colubriformis larvae were produced in fecal cultures of these sheep,
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which were used to infect donor lambs. Infective larvae, recovered from fecal cultures from these
animals, were frozen in liquid nitrogen on 22 October, 2003 and thawed in January, 2004 and
used to infect two donor animals used in another trial. In April, 2005 infective larvae from fresh
fecal cultures were frozen again. In September, 2007 the larvae, that were frozen in April, 2005,
were thawed and used to infect donor sheep. Since that occasion until the realization of the
present trial, the isolate had been kept in two donor lambs.

The donors lambs infected with T. colubriformis or H. contortus were kept in separate
pens and no cross-infection was observed. The infective larvae produced in fecal cultures were
stored in distilled water for a maximum of 30 days to subsequent infection of experimental

animals.

2.4. Statistical analysis

The statistical analysis was carried out using the RESO software as recommended by
Coles et al. (1992). Fecal egg count reduction (FECR) was calculated through the following
formula: FECR (%) = 100 (1 - arithmetic mean FEC of the treated group / arithmetic mean FEC
of the control group). Presence of anthelmintic resistance was confirmed by a FECR of lower
than 95% and an inferior limit of the confidence interval of lower than 90%. The same
calculation was used for the worm burden.

Significant differences between groups for eggs present in females of T. colubriformis and
H. contortus were assessed by one-way analysis of variance using the statistical software,
Minitab 11.21 (Minitab Inc., USA). Group means were compared using the Tukey test at P <

0.05.
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3. Results

The values of the FECR and percentages of infective larvae of H. contortus and T.
colubriformis observed after treatment with anthelmintics are shown in Table 1. Results for
FECRT showed that none of the anthelmintics were effective. The anthelminthic that showed the
greatest efficacy was trichlorfon, which presented 72% of FECR at seven days after treatment.
The variation of the efficacy of albendazole was from 0 to 12%; levamisole from 0 to 11%;
moxidectin from 14 to 58%; ivermectin from 0 to 5%; trichlorfon from 48 to 72% and closantel
from 0 to 34%. H. contortus L3 were found in fecal cultures of all groups and in all collections,
while T. colubriformis L3 were not detected in most of the fecal cultures after the treatment with
closantel, levamisole, moxidectin or ivermectin (Table 1) .

In the controlled efficacy test, the anthelmintic that showed the greatest efficacy (73%)
against H. contortus was trichlorfon (Table 2). The efficacy of other anthelmintics was 17% for
albendazole, 10% for levamisole, 45% for moxidectin, 20% for ivermectina and 23% for
closantel. Moxidectin was the most effective against the T. colubriformis, with 82% of efficacy.
The efficacies of the other anthelmintics were 28% and 19%, respectively, for ivermectin and
albendazole and 0% for levamisole, closantel and trichlorfon.

Eggs were present inside the uteri of all females of H. contortus and there was no
significant reduction in the number of eggs in the groups treated with anthelmintics, in
comparison with the control group (Table 3). The highest mean number of eggs in females of T.
colubriformis was found in the group treated with closantel, followed by control and ivermectin
groups, with 20.8, 20.0 and 18.4 eggs, respectively (Table 3). Compared with the control group,
the females from the groups treated with albendazole (17.8 eggs), trichlorfon (17.6 eggs),
levamisole (16.6 eggs) and moxidectin (15.5 eggs) showed significant reductions (P < 0. 05) in

the mean numbers of eggs inside the uterus.
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4. Discussion

A previous FECRT indicated (Amarante et al., 1992) the presence of Haemonchus spp.
with resistance to ivermectin, levamisole and oxfendazol in the same sheep flock, where the
isolate of H. contortus was obtained. As such, this study confirmed that the Haemonchus from
that farm was ivermectin and levamisole resistant. Silva et al. (2008) isolated H. contortus of
sheep from the same property, studied by Amarante et al. (1992), after treating two lambs with
moxidectin. Therefore, the population of H. contortus studied in this trial descends from parasites
that survived treatment with moxidectin.

For this reason, a higher degree of resistance to moxidectin was expected; however this
drug showed a 45% efficacy, considered relatively high, i.e., approximately 55% of the parasites
survived treatment. Waller et al. (1988) suggested that resistant parasites may have a decrease in
fitness compared to susceptible parasites, when the drug is absent. In contrast, Maingi et al.
(1990) reported that an isolate of H. contortus, susceptible to thiabendazole, showed a greater
efficiency in the establishment, survival and reproduction rate, compared to a population that had
a moderate level of resistance. Probably, the H. contortus population studied in the present trial
was not homozygous for genes that confer resistance. Possibly, the heterozygous individuals
showed reproductive advantage and generated a progeny that were susceptible to moxidectin.

The mechanism of macrocyclic lactone resistance may be complex. There is substantial and
accumulative evidence that macrocyclic lactone select for changes in sequence and/or expression
of some ABC transporters, such as P-glycoprotein (Pgp). Nematodes have a great diversity of
ABC transporter genes in comparison with mammals. Furthermore, different macrocyclic lactone
may select for different effects on ABC transporter genes (reviewed by Prichard and Roulet,
2007). lvermectin and moxidectin treatments select for a constitutive or inducible over expression

of at least five Pgp in adults of H. contortus. This constitutive over expression could be the result
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of mutations in the regulatory sequences of the Pgp genes (Prichard and Roulet, 2007). It is
possible that such physiological changes have a cost in terms of fitness of resistant parasites
leading to the selection of genetically susceptible nematodes in the absence of the drug, which
could explain the occurrence of moxidectin-susceptible H. contortus parasites in the isolate
studied in the present trial.

Similarly to the present study, the field resistance of H. contortus to ivermectin (Vickers et
al., 2001; Miller and Craig, 1996, Echevarria et al., 1996), moxidectin (Vickers et al., 2001,
Echevarria et al., 1996), benzimidazoles, levamisole (Echevarria et al., 1996; Miller and Craig
1996) and closantel (Echevarria et al., 1996) has also been reported in other studies. Since
trichlorfon is usually not used by farmers due to its high toxicity, this was the anthelmintic that
showed the greatest efficacy (73%) against H. contortus isolate. Similarly, trichlorfon showed an
efficacy of 78.6% against H. contortus in South Africa (Van Wyk et al., 1997).

T. colubriformis isolate was found to be as resistant to the anthelmintics tested as the H.
contortus isolate. Resistance of T. colubriformis to ivermectin, based on the controlled efficacy
test, has also been reported by Gopal et al. (1999) in New Zealand and Alka et al. (2004) in India.
Le Jambre et al. (2005) found T. colubriformis resistant to moxidectin in Australia. This is the
first report, based on the controlled efficacy test, to show resistance of T. colubriformis to
macrocyclic lactones in Brazil. It is possible that this resistance of T. colubriformis is largely
disseminated in sheep flocks around the country and has been overlooked due to the fact that this
species occurs in mix-infected animals, together with H. contortus, a nematode that produces a
much higher number of eggs and, consequently, a larger number of third stage larvae in fecal
cultures. As expected, the narrow spectrum anthelmintics, closantel and trichlorfon, did not show
effectiveness against T. colubriformis. These anthelmintics do not have a registered claim against

T. colubriformis in sheep.
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The low efficacy of albendazole and levamisole against T. colubriformis may have
occurred partly due to their use at a low dosage in the present trial. However, Amarante et al.
(1992) and Thomaz-Soccol et al. (2004) found resistance of Trichostrongylus spp. to levamisole
using a higher dosage (7.5 mg/kg). Echevarria et al. (1996) also observed resistance of
Trichostrongylus spp. to albendazole (3.8 mg/ kg) and levamisole (5.8 mg/kg).

According to the present results, the females of T. colubriformis in groups treated with
moxidectin, levamisole, albendazole and trichlorfon were less fecund in comparison with the
control group. Condi et al. (2009), testing moxidectin; Jackson (1993), testing ivermectin; Tyrrel
et al. (2002), testing ivermectin and moxidectin; and Scott et al. (1991), testing oxfendazol and
ivermectin, also found a negative influence of anthelmintic treatment on fecundity in females of
gastrointestinal nematodes.

The same was not observed in females of H. contortus, the average number of eggs in
treated groups was similar to that found in the control group. Scott et al. (1991), in an isolate of
H. contortus resistant to benzimidazole, ivermectin and salicylanides, found a negative influence
of the anthelmintic on fertility of females at 24 to 72 hours after treatment with ivermectin, and at
48 to 168 hours after treatment with oxfendazole. Females of H. contortus evaluated in the
present study were recuperated from the abomasum of animals at 14 days after treatment. At this
time, it is possible that the anthelmintics had no further negative influence on H. contortus female
fecundity.

The most commonly employed in vivo test for the diagnosis of nematode resistance is the
FECRT, because the controlled test (determination of parasite worm burden after necropsy) is
time consuming and very expensive. In this study, the controlled test showed the highest
accuracy in detecting resistance, especially with regards to T. colubriformis. According the

FECRT, T. colubriformis showed susceptibility to almost all anthelmintics, a result that proved to
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be false according to the controlled test. This was evidenced primarily by the group treated with
levamisole, where the FECRT showed that the worms were susceptible, while the controlled test
proved the isolates to be highly resistant.

The low efficiency in the detection of resistance by FECRT may be explained by the
inability to evaluate the suppression in egg production after treatment, as observed in this study
and by other authors (Condi et al., 2009; Tyrrel et al., 2002; Jackson, 1993). Since the animals
were infected with both nematodes, H. contortus may also have masked the presence of L3 of T.
colubriformis in fecal cultures; according to Ueno and Gongalves (1998) the daily egg production
by females of H. contortus is much greater than that of T. colubriformis, being 5000 and 200
eggs, respectively.

Understanding the mechanisms of anthelmintic resistance and characterization of isolates of
parasites becomes essential for the correct use of the drugs. Other trials using higher doses of
albendazole and levamisole, or the use of combinations of drugs are recommended to better
assess the resistance of the isolates studied here and also to try to find efficacious formulations
against resistant parasites.

The isolates studied here, named H. contortus Praténia and T. colubriformis Botucatu, may
constitute useful tools for the development of new anthelmintics and also for the understanding of

the genetic, biochemical and physiological mechanisms involved in anthelmintic resistance.
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Table 1

Mean nematode fecal egg count (FEC), fecal egg count reduction (FECR) and mean percentage
of third stage larvae (L3) of the Haemonchus contortus and Trichostrongylus colubriformis after
treatment of lambs with albendazole, levamisole, moxidectin, ivermectin, closantel or trichlorfon.

Groups Days after treatment

0 3 7 10 14
Control (n=6) 6117 6733 7533 4225 9250
Albendazole (n=6) 5050 6267 6667 5667 8300
Levamisole (n=6) 7417 5983 7783 7667 10550
Moxidectin (n=6) 4100 4300 4033 3650 3867
Ivermectin (n=6) 4917 9100 7950 7717 8833
Trichlorfon (n=6) 7983 2117 2133 2183 2733
Closantel (n=6) 4517 6292 7067 4583 6067
FECR (%)
Albendazole 7% (42, -50) 12% (57,-82) 0% (19,-122)  10% (44, -43)
Levamisole 11% (37,-26) 0% (41, -81) 0% (-8,-205) 0% (32,-92)
Moxidectin 36% (68, -29)  46% (69, 7) 14% (47,-41)  58% (79, 16)
Ivermectin 0% (40, -205) 0% (42, -92) 0% (-1,-232) 5% (48, -77)
Trichlorfon 69% (84, 40) 72% (82, 54) 48% (67, 19) 70% (84, 47)
Closantel 7% (57,-101) 6% (65,-151) 0% (59, -186)  34% (67, -32)
Haemonchus contortus L3
Control 89% 91% 99% 90% 92%
Albendazole 60% 91% 100% 96% 96%
Levamisole 74% 91% 100% 100% 100%
Moxidectin 88% 96% 100% 99% 100%
Ivermectin 71% 100% 100% 100% 100%
Trichlorfon 85% 91% 87% 86% 99%
Closantel 86% 100% 100% 81% 97%
Trichostrongylus colubriformis L3
Control 11% 9% 1% 10% 8%
Albendazole 40% 9% 0% 4% 4%
Levamisole 26% 9% 0% 0% 0%
Moxidectin 12% 4% 0% 1% 0%
Ivermectin 29% 0% 0% 0% 0%
Trichlorfon 15% 9% 13% 14% 1%
Closantel 14% 0% 0% 19% 3%

FECR (%) = 100 x (1-treated group mean/control group mean). Upper confidence interval limit

(95%) and lower confidence interval limit (95%) are in parenthesis.
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Table 3
Average number (xstandard error mean) of eggs in the uteri of females of Haemonchus contortus
and Trichostrongylus colubriformis, recovered 14 days after treatment of sheep with albendazole,

levamisole, ivermectin, moxidectin, trichlorfon or closantel.

Groups Species
Haemonchus contortus Trichostrongylus colubriformis

Control 378.0+475a 20.0+0.53 ab

Albendazole 404.7 £44.3 a 17.8+0.35cd

Levamisole 371.3+348a 16.6 £0.71 cd

Ivermectin 5147+ 478 a 18.4 £ 0.58 bc

Moxidectin 556.7 £+ 62.5a 155+0.41d

Trichlorfon 422.0+469a 17.6 + 0.56 cd

Closantel 452.0+42.3a 20.8+0.57a

Means that share the same letter are not significantly different at a= 5%, by Tukey test.
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