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The resistance of helminths to anthelmintics can be diagnosticated by “in vivo and in vitro” techniques. The
Egg Hatch Assay is afast and economic in vitro technique. In the period from May to October 2002 the LD of
thiabendazol e was evaluated, in relation to the period of infection of Haemonchus contortus and Trichostrongylus
spp. resistant strains, and one of Teladorsagia circumcincta susceptible, through Egg Hatch Assay. With strain of
Teladorsagia circumcincta, an increase of LD, was observed from 70 to 100 days after infection, frequently
causing afalse positiveresult of resistance (L D, above 0.1ppm). The sametendency was observed with Haemonchus
contortus from 120 to 155 days after the infection. The LD, of thiabendazole did not show significant variationin
function of the time of infection for the strain of Trichostrongylus spp.
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RESUMO

A resisténcia de nematGides aos anti-helminticos pode ser
diagnosticada por técnicas “in vivo e in vitro”. Entre as Ul-
timas, o Teste de Ecloséo de Ovos € umatécnicamais rapi-
dae econdmica. No periodo de maio aoutubro de 2002 ava-
liou-se a DL, de thiabendazole, em relagdo ao periodo de
infec¢do de cepas de Haemonchus contortus, e Trichostron-
gylus spp resistentes e de, Teladorsagia circumcincta sensi-
vel, através do Teste de Eclosdo de Ovos. Com a cepa de
Telador sagia circumcincta observou-se um aumento daDL
entre 70 e 100 dias apds a infeccdo, dando muitas vezes,
falso positivo deresisténcia (DL . superior a0,1 ppm) e com
Haemonchus contortus entre os dias 120 e 155 apés ainfec-
¢do. A DL, de thiabendazole, na cepa de Trichostrongylus
ndo apresentou variacdo significativa em fungédo do tempo
de infec¢ao.
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INTRODUCAO

Entre os fatores sanitarios de maior importancia que afe-
tam os animais domésti cos, causando sérios prejuizos econd-
micos aos produtores, destacam-se as enfermidades parasit&
rias, sendo gque as causadas por nematdides gastrointestinais
estdo presentes nos rebanhos em todo 0 mundo. O controle
destas parasitoses tem sido feito quase que exclusivamente
com o uso de anti-helminticos e em muitos paises, namaioria
das vezes, sem uma orientacdo técnica adequada.

A resisténciaaparece quando uma popul agdo de parasitos
€ capaz detolerar doses de um produto que € eficaz em outras
populagdes da mesma espécie, sendo um carater hereditério
(COLESet al., 1992). A resisténcia se desenvolve com rel ati-
vafacilidade através de uma mutagdo, ou como parece ser 0
caso na maioria dos nemato6ides, € um fendmeno pré-
adaptativo, ou sgja, 0s gens que conferem aresisténcia estdo
presentes na populagdo antes do tratamento anti-helmintico.
O processo de selecdo da resisténcia depende de diferentes
fatores associados ao hospedeiro, ao parasito, ao tipo de anti-
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helmintico, ao manejo dos animais e as condicfes climéticas
de cadaregido (JAKSON; COOP, 2000).

O método invitro mais utilizado, paradetectar resisténcia
aosbenzimidazdis(BZs), tem sido o Teste de Eclosdo de Ovos,
gue tem como principio a propriedade ovicida dos BZs e a
capacidade dos ovos de cepa resistentes para embrionar e
eclodir em concentragbes mais atas do que as cepas sensi-
veis (LE JAMBRE, 1976; COLES; SIMPKIN, 1977). A ini-
bicdo do desenvolvimento se observa nas fases iniciais por-
gue quando 0s ovos ja se desenvolveram predomina o meta-
bolismo anaerdbico e aparece um efeito refratério aatividade
ovicidados BZs (LE JAMBRE, 1976). Por este fato a neces-
sidade de utilizar ovos recém coletados, tem sido o principal
obstacul o destatécnica (COLES; SIMPKIN, 1977). Asamos-
tras de fezes podem ser armazenadas a 4°C durante 72 horas
(SMITH-BUIJS e BORGSTEEDE, 1986), ou manté-las em
anaerobiose (HUNT; TAYLOR, 1989) podendo ser mantidas
assim até sete dias sem que se observe variacdo significativa
naDL _; quando comparadas com ovos recém col etados. Atu-
almente é 0 método maisrecomendado (COLESet al., 1992).

Uma desvantagem do Teste de Ecloséo de Ovos € que 0s
novos BZs apresentam dificuldade para o seu uso por faltade
solubilidade, por isto sejustificao emprego do thiabendazole
(JOHANSEN, 1989).

Outraimportante variavel éarelagéo entre o tempo trans-
corrido da infecgdo e a DL, Borgsteede e Couwenberg
(1987), Maingi (1991) e Varady et al. (1995) demonstraram
uma variagéo importante da DL, que segue um modelo pa-
rabdlico em fungdo do tempo, o que prejudica os resultados
em estudos de campo.

Martin et al. (1989) verificaram que esta técnica ndo de-
tecta baixos niveis de resisténcia, Varady et al. (1995) reco-
mendaram utilizar prova complementar como o Teste de Re-
ducdo de Ovos nas Fezes, quando a DL, esta ligeiramente
superior ao valor que delimita resisténcia (0,1 ppm). Apesar
de tudo, por ser uma prova rgpida e econdmica, vem sendo
muito utilizada. Varady e Corba (1999) verificaram umahboa
correlagdo com outras provas para detectar resisténcia.

Com objetivo de verificar as possiveis variagbes daDL
de thiabendazole, durante o periodo de infeccé@o por H.
contortus resistente aos BZs, lactonas macrociclicas (LMs) e
imidazotiazdis (IMZ)

MATERIAL E METODOS

Foi avaliado aDL . de thiabendazole, em rel agdo ao peri-
odo de infecgdo de H. contortus resistente aos BZs, LMs, e
IMZ, cepa proveniente do “Moredun Research Institute
(MRYI), Edinburgh, Scotland, UK;” de Trichostrongylus spp.
resistente as LMs, cepa de campo isolada pela Universidade
de Leon - Espanhae de T. circumcincta, sensivel aos anti-
helminticos, cepa proveniente do “ Servicio de Investigacion
Agraria(SAl), Zaragoza, Espanha.” O trabalho foi realizado
no periodo de maio a outubro de 2000, no Laboratério de
Parasitologia do Departamento de Sanidade Animal, da Fa-
culdade de Veterinéria, da Universidade de Leon, Espanha.

Souza et al.

Foram infectados dois cordeiros para cada espécie de
nematoide, com aproximadamente 5.000 larvas de terceiro
estagio da cepade H. contortus, 20.000 de Trichostrongylus
spp € 20.000 de T. circumcinta. Os animais foram mantidos
em estdbulos em baias isoladas, onde recebiam agua e ali-
mento livre de contaminagdo por larvas de nemat6ides.

O Teste de Eclosdo de Ovos foi realizado de maneira se-
mel hante a descrita por Le Jambre (1976).

Para a andlise foram coletadas até trés amostras de fezes
por semana. Os ovos dos nematéides foram recuperados e
concentrados por passagens em peneiras com malhas de
400mm, 150mm e 63mm e coletados em uma de 37mm, se-
guido de flutuacdo em solucéo salina saturada e diversas la
vagens em &gua. A concentracdo de ovos foi gjustada para
cerca de 150 ovos/100ml de &gua.

Em uma placa de 24 pocinhos com capacidade superior a
2ml e fundo plano (semelhante as utilizadas para cultivo ce-
lular) foi distribuido em oito pocinhos 100ml da concentra-
¢&o d ovos. No primeeiro pocinho foi adicionado 1900ml de
agua e considerado controle. A partir do segundo pocinho era
adicionado 1890ml de aguadestiladae 10ml dethiabendazole,
em cada um, nas dilui¢des de 2ppm, 10 ppm, 16 ppm, 20
ppm, 60 ppm, 100 ppm e 140ppm. (Destamaneira, adilui¢do
final em cada pocinho foi 200 vezes menor). Foram realiza-
das duas repeticdes

A placa foi levada a estufa a 23°C + 1°C por 48 horas.
Apbs adicionou-se uma gota de lugol e a leitura da ecloséo
foi feitaem microscépio invertido (Olympus CK40), contan-
do ovoselarvas.

Os dados foram representados em gréficos de duas entra-
das. No eixo X foram representados os valores do logaritmo
das diluictes de thiabendazole eno eixoY osvalores Probit
das percentagens de ecl 0sdo correspondentes a cada dilui¢ao
do anti-helmintico. Foi tracada a linha de regressdo paraum
valor Probit de cinco, obtendo-se o valor no eixo do X, que
corresponde com o logaritmo daDL . Paradeterminar aDL
em ppm foi extraido o antilogaritmo desse valor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de avaliagdo da DL de thiaben-
dazole, utilizando o Teste de Eclosdo de Ovos, sobre ascepasde
T. circumcincta, H. contortus e Trichostrongylus spp, estdo ex-
pressos nas Figuras 1, 2 e 3, respectivamente e Tabela 1.

Com a cepa de T. circumcincta sensivel aos anti-
helminticos, observou-se um aumento daDL  entre 70 e 100

Tabela 1. Média das DL, de thiabendazole e dos percentuais
de eclosao de larvas no grupo controle e da primeira diluicdo
(0,01ppm) em trés cepas de nematoides.

Cepa DL, DL,, %eclosdo % eclosdo
corrigida controle 12 diluigdo
T. circumcincta 0,09 0,13 86,04 81,02
H. contortus 0,15 0,31 79,31 82,49
Trichostrongylus spp. 0,07 0,15 82,26 83,31
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Fig. 1. Dose letal,, de thiabendazole em relagdo ao periodo de infec-
¢do de Teladorsagia circumcincta.
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Fig. 2. Dose letal,, de thiabendazole em relagdo ao periodo de infec-
¢&o por Haemonchus contortus.
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Fig. 3. Dose letal,, de thiabendazole em relagdo ao periodo de
infec¢@oder Trichostrongylus spp.
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dias ap6s a infec¢do, dando muitas vezes, falso positivo de
resisténcia (DL superior a0,1 ppm) Figura 1. Essesresulta-
dos estdo de acordo com Borgsteede e Couwenberg (1987).
Maingi (1991) e Varady et al. (1995) demonstraram umava-
riacdo importante da DL, que segue um modelo parabolico
em func¢éo do tempo de infeccdo. Por esse motivo, para apli-
cacdo do teste acampo, no caso de detectar resisténciaaeste
parasito, poderia se recomendar repetir o teste 30 dias mais
tarde.

O efeito parabolico do aumento da DL de thiabendazole
parece estar presente também em H. contortus resistente aos
anti-helminticos, pois naFigura 2 observa-se DL, maior en-
tre osdias 120 e 155 apdsainfeccdo. No entanto, nestetraba-
Iho, com esta cepa, ndo foi avaliado aDL, noinicio dainfec-
¢do. A DL, ndo corrigida pelo grupo controle, apartir do dia
155, apresentou namaioria das vezes resultados fal sos nega-
tivo de resisténcia, o que reforgca a recomendagéo de Varady
et a. (1995) de utilizar prova complementar como o Teste de
Reducgo de Ovos nas Fezes, quando aDL , estaligeiramente
superior ao valor que delimitaresisténcia (0,1ppm).

A DL, dethiabendazole, nacepade Trichostrongylus spp.
resistente asLMs, porém sensivel ao thiabendazole, ndo apre-
sentou variagdo significativa em fun¢do do tempo de infec-
¢do. Ao contrario do que ocorreu com H. contortus, aDL
corrigida apresentou, na maioria das vezes resultado falso
positivo de resisténcia (Figura 3), por este motivo, também é
recomendado utilizar o Teste de Redugdo de Ovos nas Fezes,
como prova complementar se os resultados estiverem ligei-
ramente inferior a 0,1ppm.

Deumamaneirageral, quando se corrigiu o percentual de
eclosdo pelo grupo controle, aumentou a DL, . O aumento
fol mais intenso quando o percentual de eclosdo do grupo
controle foi menor do que o da primeira diluicgo.

NaTabelal, verificaseamediadas DL . edos percentuais
de eclosdo nas trés cepas de nematdides.
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