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RESUMO

As helmintoses gastrointestinais dos equinos s&o consideradas um dos principais
problemas de salde nestes animais, sendo responsaveis por ocasionar quadros de desconforto
abdominal seguido de colica e morte, gerando perdas diretas e indiretas. A utilizacdo
indiscriminada de farmacos anti-helminticos no controle dessas parasitoses tem levado ao
aparecimento da resisténcia anti-helmintica, o que representa um problema crescente na
industria equina. Tendo em vista a caréncia de informag@es relacionadas as helmintoses e a
eficacia dos tratamentos anti-helminticos em rebanhos de equinos no estado de Pernambuco, o
objetivo deste trabalho foi determinar a frequéncia de parasitos gastrointestinais e avaliar a
eficacia anti-helmintica em equinos. Para tanto, foram coletadas inicialmente amostras fecais
de equinos de diferente ragas e género submetidas a diferentes regimes de criagcéo, procedente
de seis haras do estado de Pernambuco e analisadas através da técnica de FLOTAC.
Posteriormente foi realizada a avaliacdo da eficacia dos principais produtos anti-helminticos
em cinco propriedades (lvermectina e fenbendazole), através do teste de reducdo na contagem
de ovos fecais. O resultado do exame coproparasitolégico revelou uma positividade geral de
87,1% (148/170) para parasitos gastrointestinais com uma prevaléncia maior de
Estrongilideos (97,97%), sendo que, 0s animais criados em sistemas de manejo extensivo
foram os mais acometidos (100%), sem apresentar diferencas significativas quando
comparado com 0s outros sistemas de manejo. Por outro lado, o fenbendazole apresentou
resisténcia em 100% das propriedades estudadas e a ivermectina em apenas uma das
propriedades (25%). Em conclusédo, a técnica de FLOTAC pode ser empregada no diagnéstico
de helmintos gastrointestinais de equinos, sendo que a frequéncia de helmintos ndo sofre
influéncia do regime de criacdo. Nas propriedades estudadas ndo é indicado a utilizagdo

fenbendazole no tratamento anti-helmintico.

Palavras chave: Equideos, Helmintos, Resisténcia anti-helmintica, Manejo



ABSTRACT

The gastrointestinal helminths of equines are considered one of the major health problems in
the animals, being responsible for causing the abdominal discomfort followed of colic and
death, generating direct and indirect losses. The indiscriminate use of anthelmintic drugs in
the control of these parasites has led to the appearance of anthelmintic resistance, which is a
growing problem in the equine industry. Given the lack of information related to helminths
and efficacy of anthelmintic treatments in horse herds in the state of Pernambuco, the aim of
this study was to determine the frequency of gastrointestinal parasites and to evaluate of
anthelmintic efficacy in equines. Therefore, were collected fecal samples of horses from
different races, gender under different husbandry systems from six farms in the Pernambuco
state and analyzed by FLOTAC technique. Posteriorly it was realized the evaluation efficacy
of main anthelmintic products in five properties (Ivermectina and fenbendazol), by fecal egg
count reduction test. The results of coproparasitological exam showed an overall positivity of
87.1% (148/170) for gastrointestinal parasites with a higher prevalence of Strongyles
(97.97%), being that, animals kept in extensive management systems were the most affected
(100%), without presenting significant differences when compared to other management
systems. On the other hand, fenbendazole showing resistance in 100% of the properties
analyzed and ivermectin in only one properties (25%). In conclusion, the FLOTAC technique
can be applied for diagnose of gastrointestinal parasites in horses, being that the frequency of
gastrointestinal helminths it is not influenced by husbandry system. The use of fenbendazole
in the anthelmintic treatment is not indicated in the studied properties.

Key words: Equidaes, Helminths, Anthelmintic resistance, management
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a populacéo de equideos é estimada atualmente em 5.400.000 animais, sendo a
quarta maior do mundo, onde estdo concentrados 69,4% de equinos (Equus caballus), 14,2%
de asininos (Equus asinus) e 16,4% de muares (Equus asinus caballus) distribuidas nas
regides Sudeste (24,2%), Nordeste (22,9%), Centro-Oeste (19,1%), Sul (17,7%) e Norte
(16.1%) (IBGM, 2014).

A partir do ano de 2000, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento do Brasil,
instituiu os programas nacionais de satde animal, sendo o Programa Nacional de Sanidade
dos Equideos (PNSE), criado objetivando o fortalecimento do complexo agropecuario dos
equideos, através de aces de vigilancia e defesa sanitaria animal (BRASIL, 2009). No
entanto, muitas lacunas ainda permanecem no conhecimento das doencas infecciosas e
parasitarias em equinos (NIELSEN, 2012).

No que concerne as infeccOes parasitarias, as helmintoses e o sistema e manejo de criacéo
dos equinos favorecem uma elevada prevaléncia de infeccdo helmintica, o que repercute
diretamente no bem-estar e produtividade na criacdo de equideos (ALMEIDA e SILVA,
2010; ANZIANI et al., 2013).

Entre os helmintos gastrointestinaisde importancia na industria equina destacam-se 0s
pequenos estrongilos ou ciatostomineos, grandes estrongilos: Strongylus vulgaris, S. equinus,
S. edentatus; Parascaris equorum, Oxyuris equi, Strongyloides westeri, Trichostrongylus
axei, Anoplocephala spp., Habronema spp (MOLENTO, 2005).

O controle das helmintoses de equinos baseia-se principalmente na aplicagdo de anti-
helminticos de trés principais classes de medicamentos: as lactonas macrociclicas, pirimidinas
e imidazotiazois e o grupo dos benzimidazois (VON SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2012).
Contudo, nos altimos anos, devido a falta de conhecimento dos produtores aliado a escassez

de dados referentes a prevaléncia da infeccdo, além da uma dosagem incorreta, varios
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compostos quimicos tém sido utilizados de forma indiscriminada (KAPLAN e
VIDYASHANKARB, 2012; PEREGRINE et al., 2014), favorecendo o desenvolvimento da
resisténcia anti-helmintica (KAPLAN e VIDYASHANKAR, 2012).

Tendo em vista a grande problematica das helmintoses na espécie equina, objetivou-se
com este estudo determinar a frequéncia de helmintos gastrointestinais e avaliar a eficacia dos
principais produtos anti-helminticos usados em equinos submetidos a diferentes regimes de

criagdo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia das helmintoses gastrointestinais

As helmintoses gastrointestinais dos equinos estdo distribuidas em todo o mundo
(PEREIRA e VIANA, 2006; NIELSEN et al., 2012), cuja ocorréncia pode ser influenciada
por diversos fatores, sendo estes de carater intrinsecos como idade, raca e sexo dos animais
(FRANCISCO et al., 2009), assim como também fatores extrinsecos como a sazonalidade
(AL ANAZI e ALYOUSIF, 2011) e o tipo de manejo empregado (MOLENTO, 2005).

Equinos de qualquer racga, sexo (MFITILODZE e HUTCHINSON, 1989; FIKRU et al.
2005) ou idade podem estar infectados com parasitos gastrointestinais (PEREIRA e
VIANNA, 2006), no entanto, algumas infec¢des sdo mais importantes em determinada etapa
de vida destes animais, como no caso de Strongiloydes westeri que acomete principalmente
potros de até quinze semanas de vida (SOULSBY, 1982; WELLS et al., 1998) e Parascararis
equorum que é mais frequente em animais com menos de dois anos de idade (BUCKNELL et
al. 1995; HINNEY et al., 2011).

As infecgOes parasitarias nos equinos sao problemas frequentes em paises temperados e
tropicais (LYON et al., 2001; SANTOS et al., 2011; MATTO et al., 2015), especialmente na
época de chuva, onde existe uma alta disponibilidade de pastos, o que favorece a
disseminacdo dos parasitos e a ingestdo de gramineas contaminadas principalmente por
estrongilideos (BEZERRA et al., 2007), mas, isto também vai depender do tipo de manejo
empregado (KORNAS et al., 2004), ja que nos sistemas de manejo extensivo, onde 0s equinos
realizam pastoreio, a chance de se infectar por helmintos gastrointestinais e pulmonares é

maior (LOVE et al., 1999).
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2.1.1 Principais espécies de helmintos que infectam equinos

Os equideos e seus hibridos sdo hospedeiros de uma grande variedade de helmintos
gastrointestinais (TEIXEIRA et al., 2014) e bronco-pulmonares (MOLENTO, 2005), que
frequentemente causam quadros clinicos ou mortalidade (REHBEIN et al., 2013). Em todo o
mundo, 0os nematddeos parasitos de equideos pertencem a sete subordens, 12 familias, 29
géneros e 83 espécies, sendo a grande maioria pertencente a familia Strongylidae
(LICHTENFELS, 1975, LICHTENFELS et al., 2008).

As espécies de helmintos de maior importancia sdo definidas de acordo com o local de
parasitismo. Sendo assim, existem espécies de helmintos que parasitam o estdmago, intestinos

delgado e grosso (TEIXEIRA et al., 2014) e pulméo (VENEZIANO et al., 2011).

2.1.1.1 Helmintos gastrointestinais que infectam o estbmago
Habronema sp.

A habronemose equina é causada por trés espécies de espirdridos: Habronema muscae,
Habronema microstoma e Draschia megastoma (SCHUSTER e SIVAKUMAR, 2013), cujos
adultos se alojam na parte glandular do estdbmago dos equideos (NAEM, 2007). Séo parasitos
transmitidos por diversas espécies de muscideos (TRAVERSA et al., 2004), principalmente
Musca domestica e Stomoxys calcitrans (SCHUSTER e SIVAKUMAR, 2013).

Os nematddeos adultos alojados no estdbmago depositam 0s ovos que sdo eliminados junto
com as fezes (NAEM, 2007). As larvas de primeiro estadio (L1) sdo ingeridas por larvas dos
muscideos que se desenvolvem nas fezes, sendo que o desenvolvimento da L1 até L3
sincronizado com a evolucdo das moscas através dos estadios larvarios, pupal e adultos
(PUGH et al., 2014). As larvas dos nematddeos se desenvolvem nos tubos de Malpighi ou nos
tecidos adiposos das larvas da mosca, logo a L2 se dirige para a cavidade geral do inseto,

onde mudam para L3. A L3 se dirige para o torax e dai para a cabeca da mosca, atingindo o
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labio, entre 15 e 16 dias (FREITAS, 1976), assim quando a mosca emerge do pupario, a L3 é
encontrada na proboscide da mosca (PUGH et al., 2014).

As larvas infectantes do nematddeo sdo transmitidas aos equideos quando as moscas
posam nos labios dos equinos, as L3 saem através da proboscide, quando entdo sdo ingeridas
pelos hospedeiros definitivos (FREITAS, 1976). Algumas larvas podem ser ingeridas junto
com as moscas que caem na dgua ou na ra¢do completando o ciclo (PUSTERLA et al., 2003).

Existem também outras formas de habronemose nos equideos: aquela denominada
conjuntival e a cutanea, que estdo associadas com a presenca de larvas nessas areas, sendo que
neste caso o0 parasito ndo completa seu ciclo de vida, resultando em problemas associados a
hipersensibilidade local (PUGH et al., 2014) com producdo de tecido de granulacdo cutanea
(AMADO et al., 2014).

As formas adultas de Habronema spp. sdo responsaveis por ocasionar gastrites catarral
crénica (SCHUSTER et al., 2010), ocasionando sinais clinicos como anorexia, transtornos

digestivos, diarreia, perda de peso progressiva (REDDY et al., 1976).

Trichostrongylus axei

Trichostrongylus axei infecta varias espécies de herbivoros com um alto potencial
patogénico em caprinos, bovinos e equideos (KATES, 1965). Os equideos se infectam com a
ingestdo de larvas infectantes (L3) de T. axei quando pastejam em &reas comuns com
ruminantes (AL ANAZI e ALYOUSIF, 2011), e realizam sua evolucdo no lumen das criptas
da mucosa do estdmago (COLLOBERT-LAUGIER et al., 2000). As larvas L3 no estdmago,
entram na fase do ciclo histotrofico ou fase tecidual, durante a qual se alimentam a custa dos
tecidos do hospedeiro. Nao hd migracdo das larvas de tricostrongilideos pelo corpo do
hospedeiro (FREITAS, 1976). O periodo pré-patente € de trés semanas (COLLOBERT-

LAUGIER et al., 2000).
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Ocasionalmente pode ocasionar quadros de gastrites (LELAND et al., 1961; JACOBS,
1986). Contudo em infeccBes pesadas, uma reacdo hiperplasica do tecido glandular com
formacgéo de placas circunscritas, principalmente no fundo do estomago, com producéo de

muco, tem sido observada (DUNN, 1978; JACOBS, 1986).

2.1.1.2 Helmintos gastrointestinais que infectam o intestino delgado
Parascaris equorum

Parascaris equorum € um nematodeo do intestino delgado de potros e equideos novos que
podem produzir patologia leve a grave (BURK et al., 2014). O animal se infecta pela ingestao
de ovos contendo a larva de segundo estadio. A eclosdo dos ovos acontece no intestino
delgado (CLAYTON e DUNCAN, 1979). As larvas penetram nas paredes do intestino,
atingem as vénulas e pela veia porta chegam ao figado. Do figado a larva é carregada, pela
circulacdo, para o coragdo e dai chega aos pulmdes onde pode ser detectada, como L4, apos
cinco a seis dias (SRIHAKIM e SWERCZEK, 1978). Rompendo os capilares, as larvas
passam para os alvéolos pulmonares, de onde atingem os bronquiolos e brénquios; em cerca
de 12 dias ap06s ingestdo do ovo, a larva pode ser encontrada na traquéia (FREITAS, 1976).
Ajudada pela expectoragdo natural, as larvas sdo expelidas e em seguida deglutidas, para
atingir o intestino delgado, onde crescem e atingem o estadio adulto em 75 dias, quando
iniciam a ovipostura (CLAYTON e DUNCAN, 1979). O periodo pré-patente deste parasito é
de 10 a 15 semanas (CLAYTON, 1986).

Niveis moderados a elevados de infeccdo podem causar sinais respiratérios e méa apetite
associados com fraqueza, diminuig¢do do crescimento, enterite e, ocasionalmente, obstrugéo e

peritonite (BOYLE e HOUSTON, 2006).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Parascaris equorum

Fonte: Lepold (2016).

Strongyloides westeri

Strongyloides westeri € um parasito de maior importancia em animais jovens (WELLS et
al., 1998). Quando um animal infectado elimina os ovos, estes sdo carreados com as fezes, 0s
quais podem evoluir de forma indireta ou também conhecido como sexual ou heterogénica e a
direta também conhecida como assexual ou homogoénica (VINEY e LOK, 2015).

No ciclo indireto as larvas de primeiro estadio (L1) eclodem do ovo nas fezes, no
ambiente, desenvolvendo posteriormente larvas rabditdides machos e fémeas de vida livre
(VINEY e LOK, 2015). As fémeas de vida livre produzem ovos que vao originar larvas
rabditoides que se desenvolvem para larvas infectantes semelhantes as do ciclo direto
(FREITAS, 1976). No ciclo direto as larvas rabditoides apo6s sofrerem as mudas, se
transformam em larvas filarioides infectantes (L3) (FREITAS, 1976). A fase adulta deste

parasito aloja-se no intestino delgado dos equideos (LYONS et al., 1973).
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Figura 2. Ciclo bioldgico de Strongyloides westeri

Fonte: Lepold (2016).

2.1.1.3 Helmintos gastrointestinais que infectam o intestino grosso.

Oxyuris equi

Os nematodeos adultos de O. equi se alojam no ceco e c6lon dos equideos (WOLF et al.,
2014), mas, as fémeas adultas no momento da ovipostura migram para o reto e depositam
seus ovos na regido perianal, onde permanecem aglutinados por uma substancia gelatinosa
(ENIGK, 1949).

Dentro dos ovos, ocorre a evolugdo para a larva infectante (L3) em trés a cinco dias
(TANG e TANG, 2009). Os equideos adquirem a parasitoses quando ingerem ovos que
acidentalmente caem nos alimentos, agua dos bebedouros, e também pela lambedura das

paredes e cama das baias contaminadas (ENIGK, 1949; TANG e TANG, 2009).
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A eclosdo dos ovos se da no intestino delgado e as larvas penetram nas criptas do ceco e
colo onde mudam para o quarto estadio. Os adultos imaturos sdo encontrados no limen
intestinal 50 dias apos infeccdo. As fémeas iniciam a postura em aproximadamente cinco
meses (FREITAS, 1976).

Os sinais clinicos mais evidentes sdo alopecia em resposta ao prurito ocasionado pela
aderéncia de grandes quantidades de ovos na regido perianal (JACOBS et al., 2016). Por outro
lado, as larvas de O. equi ao penetrar na mucosa causam reacdo inflamatéria (WOLF et al.,
2014), e como consequéncia o animal apresenta alteracbes no comportamento, retardo no
crescimento, além de alteragdes na fisiologia intestinal e imunidade do animal gerando
importantes perdas econémicas para os criadores (PEREIRA e VIANNA, 2006).

Figura 3. Ciclo biologico de Oxyuris equi

Fonte: Lepold (2016).
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Anoplocephala sp. e Paranoplocephala sp.

Dentre os cestddeos que podem parasitar equideos, Anoplocephala magna, A. perfoliata, e
Paranoplocephala mamillana sdo os mais conhecidos, sendo A. perfoliata a mais comum,
registrada mundialmente (REHBEIN et al., 2011).

Os proglotes gravidos séo eliminados nas fezes, e no ambiente, os ovos sao libertados pela
desintegracao desses proglotes (FREITAS, 1976), sendo ingeridos por acaros oribatideos dos
géneros Galumna e Scheloribates que vivem nas pastagens (TROTZ-WILLIAMS et al.,
2008). Nestes acaros a oncosfera se liberta do embriéforo, e evolui para cisticercoide em dois
ou trés meses (FREITAS, 1976). Os equideos se infectam ao ingerir acidentalmente os acaros
parasitados, que estdo presentes nas pastagens, pela acdo da mastigacédo e digestdo do acaro o
cisticercoide € liberado (FREITAS, 1976; TROTZ-WILLIAMS et al., 2008).

A. perfoliata se localiza em regiGes, tais como o ileo, ceco e célon (LYONS et al., 1986;
FOGARTY et al., 1994), A. magna e P. mamillana se localizam no intestino delgado
(FREITAS, 1976). O periodo pre-patente € de quatro a seis semanas (FREITAS, 1976).

Embora este parasito tenha sido considerado apatogénico por um longo periodo de tempo,
varios estudos tém mostrado uma forte associacao entre a infec¢do por A. perfoliata e varios
quadros de colicas, intussuscepcdo, compactacGes ileais e perfuracdes intestinais

(PROUDMAN et al., 1998; MATTHEWS et al., 2004; GASSER et al., 2005).
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Figura 4. Ciclo bioldgico de Anoplocephala sp.

Fonte: Lepold (2016).

Estrongilideos

Este grupo de parasitos estd constituido pelos grandes estrongilos e os ciatostomineos
conhecidos também como pequenos estrongilos (LICHTENFELS et al., 2008).

De modo geral, as fémeas adultas destes parasitos, se fixam na mucosa intestinal do ceco e
coélon onde logo apds pdem milhares de ovos que sdo eliminados ao exterior junto com as
fezes (STUDZINSKA et al., 2012). Em condigdes favoraveis os ovos se rompem depois de 24
a 48 horas, liberando a larva de primeiro estadio (L1), estas entram em repouso e mudam para
larvas de segundo estadio (L2), logo a larva infectante (L3) (FREITAS, 1976). Estas larvas

infectantes migram para a vegetagdo das pastagens, de onde sdo ingeridas pelos equideos e a
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rota de migracdo das larvas dentro do hospedeiro varia de espécie para espécie

(OGBOURNE, 1978).

Grandes estrongilos

Estdo compostos por 14 espécies organizadas em cinco géneros: Strongylus,
Oesophagodontus, Triodontophorus, Bidentostomum e Craterostomum (LICHTENFELS et
al., 2008). Destes o género dos Strongylus € o mais importantes e comumente conhecido,
onde estdo agrupadas as espécies Strongylus vulgaris, S. equinus, S. edentatus (MOLENTO,

2005).

Strongylus vulgaris é considerado o mais patogénico dos grandes estrongilos e conhecido
por sua extensa migracdo no sistema arterial mesentérico (ANDERSEN et al., 2013b). No
ciclo bioldgico, as larvas infectantes (L3) apds terem sido ingeridas, penetram na mucosa do
intestino, onde evoluem para larvas de quarto estddio (L4) nos primeiros cinco dias
(FREITAS, 1986). As formas L4 continuam a migracdo até atingir a Artéria Mesentérica
Cranial (AMC), local onde evoluem para o estadio de adulto imaturo (L5), ap6s o que
retornam ao limen intestinal (DUNCAN e PIRIE, 1972). Esta migracdo das larvas causa
endarterite fibrinosa com trombose pronunciada, formagéo de aneurismas, e outras alteragdes
patoldgicas das estruturas dos vasos sanguineos (DUNCAN, 1974; ANDERSEN et al., 2013b;
NIELSEN et al., 2015). O periodo pré-patente é de seis a sete meses (URQUHART et al.;
1996).

Por outro lado, as larvas (L3) de Strongylus edentatus: penetram nas paredes intestinais,
caem na circulacdo, e pelo sistema porta sdo carregadas para o figado, onde 11 ou 18 dias
apos mudam para larvas de quarto estadio (L4) e ai permanecem durante um periodo de cerca

de nove semanas (FREITAS, 1976). Posteriormente migram sob o peritonio parietal, onde
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sdo encontradas larvas L4 e adultos jovens associados a nédulos hemorrégicos. (MCCRAW e
SLOCOMBE, 1978; STUDZINSKA et al., 2012). Continuando sua evolucéo, S. edentatus:
arrastando-se pelos folhetos do mesoco6lon, atingem as paredes do ceco e colo, onde penetram
e formam nédulos hemorragicos (FREITAS, 1976; STUDZINSKA et al., 2012). Mas tarde 0s

parasitos passam para o limen intestinal, onde evolui ao estadio adulto (FREITAS, 1976).

No que concerne a infeccdo por Strongylus equinus, apds ingestdo pelo hospedeiro, as
larvas infectantes chegam até o intestino grosso, e penetrando na mucosa do ceco e do colo,
atingem a subserosa onde formam nddulos (FREITAS, 1976; STUDZINSKA et al., 2012). As
larvas L4 sdo ai encontradas e continuam sua migracdo, onde caem na cavidade peritoneal e
atingem o figado (FREITAS, 1976), no qual permanecem durante cerca de dois meses, logo
estas larvas abandonam o figado pela regido dos ligamentos hepaticos e migram pelos tecidos
proximos do pancreas (MCCRAW e SLOCOMBE, 1985), dos rins e de outros 6rgaos, onde
sofrem a quarta muda. Os adultos jovens regressam a luz intestinal, atravessando as paredes
do intestino, sem causar danos graves (FREITAS, 1976). O periodo pré-patente dessa espécie

é de oito a nove meses (URQUHART et al., 1996).

Pequenos estréngilos ou Ciatostomineos

Os ciatostomineos sdo considerados 0s parasitos mais prevalentes dos equideos
(REINEMEYER, 1986), e uma das principais causas de mortalidade nestes animais,
particularmente pela sindrome de colica (MARCHAND, 2000).

Esta composto por aproximadamente 50 espécies de parasitos (LICHTENFELS et al.,
2008) agrupados em 14 géneros, onde o0s g@éneros Cyathostomum, Cylicocyclus e
Cylicostephanus sdo os mais comuns (MOLENTO, 2005).

Estes nematodeos possuem um ciclo de vida direto, onde os animais se infectam ao ingerir

as larvas de terceiro estadio (L3), presentes no pasto (OGBOURNE, 1978). Apds a ingestéo
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estas L3 atingem o intestino grosso, encistando-se na mucosa, local onde ocorre fase
histotrofica (OGBOURNE, 1978).

Vale salientar que mais de 90% dos ciatostomineos encistados podem tornar-se inibidos no
estadio L3 de desenvolvimento, e podem permanecer na mucosa intestinal por periodos de
quatro a 24 meses (PROUDMAN e MATTHEWS, 2000). Durante a fase parasitaria ndo
migram pelos tecidos dos hospedeiros (FREITAS, 1976). Contudo depois de evoluirem para
larvas de quarto estadio (L4), estas regressam ao lumen intestinal e atingem a maturidade
sexual no intestino grosso (Ceco e colo) (OGBOURNE, 1978). As fémeas pdem diariamente
milhares de ovos que sdo eliminados nas fezes. O periodo pré-patente é de cerca de 40 dias
(LOVE e DUNCAN, 1992).

Figura 5. Ciclo biolégico dos Estrongilideos.

Fonte: Lepold (2016).
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2.2 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DAS HELMINTOSES GASTROINTESTINAIS
DOS EQUINOS

As helmintoses gastrointestinais dos equideos apresentam distribuicdo de forma
cosmopolita em diferentes condi¢cdes geograficas e climaticas (BARRET et al., 2004;
ANDERSEN et al., 2013a), sendo as mesmas espécies de helmintos presentes em todas as
regides do planeta (NIELSEN, 2012). Apesar de as formas de criagdo dos equideos
favorecerem a grande incidéncia de infecgdes parasitarias, j& nas primeiras semanas de vida
(MOLENTO, 2005), a distribuicdo das helmintoses varia de acordo com a espécie parasitaria,
local (Tabela 1, 2), susceptibilidade do hospedeiro, fatores climaticos além da metodologia

utilizada na pesquisa (LESTER e MATTHEWS, 2014).



Tabela 1. Prevaléncia das helmintoses gastrintestinais de equideos nos diversos continentes.
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Continente | Pais Helmintos Técnica Referéncia
Asia india Gastrointestinais e pulmonares (0,23-13,19%)  Meétodo de dilui¢do de Stoll MATTO et al. (2015)
Iran Gastrointestinais (6,3-72,9%) *x TAVASSOLI et al. (2010)
Europa Alemanha  Gastrointestinais (4,0-98,4%) McMaster (OPG) HINNEY et al. (2011)
Grécia Gastrointestinais (0,4-25,6%) Técnica de Teleman, flutuacdo em PAPAZAHARIADOU et al. (2009)
zinco
Poldnia Gastrointestinais (0,25-58%) Técnica de flotacdo Filleborn SOKOL et al. (2015)
Romaénia Gastrointestinais (8,92-73,21%) McMaster (OPG) MORARIU et al. (2012)
Africa CamardGes Gastrointestinais e pulmonares (2,99 - 35,84%) McMaster (OPG) Full Born Willis LEM et al. (2012)
Etiopia Gastrointestinais (3,0-100%) McMaster (OPG) AYELE et al. (2006)
Gastrointestinais (0,7-100%) McMaster (OPG) SHEFERAW e ALEMU (2015)
Gastrointestinais (2,0-99%) McMaster (OPG) GETACHEW et al. (2010)
Lesoto Gastrointestinais (6,2-88, 2%) FECPAK UPJOHN et al. (2010)
Turquia Gastrointestinais (1,8-100%) Técnica de Filleborn's e sedimentacdo  USLU e GUCLU (2007)
América Colémbia Gastrointestinais (5,0-100%) McMaster (OPG) PRADA e ROMERO (2009)
Venezuela  Gastrointestinais (23,0-100%) Willis- Molay FORLANO et al. (2012)
México Gastrointestinais (90%) McMaster (OPG) VALDEZ-CRUZ et al. (2013)
Cuba Gastrointestinais (10,2-100%) McMaster (OPG) ROMERO et al. (2014)

** Nao especifica técnica



Tabela 2. Prevaléncia das principais helmintoses gastrointestinais de equideos em diferentes regides do Brasil.

29

Regido Estado Helmintos Técnica Referencia
Nordeste Pernambuco Gastrointestinais (4,08-85,71%) McMaster (OPG) FERREIRA et al. (2013)
Rio Grande do Norte Gastrointestinais (20-71%) McMaster (OPG) AHID et al. (2009)
Sergipe Gastrointestinais (3,45-75,86%) McMaster (OPG) ANDRADE et al. (2009)
Sudeste Rio de Janeiro Gastrointestinais (2,5-94,6%) McMaster (OPG), Sedimento- MARTINS et al. (2009)
centrifugo-flutuacdo, Ueno e
Baermann
Gastrointestinais (43,18%) McMaster (OPG) BOTELHO etal. (2012)
Sul Parana Gastrointestinais (21,95-14,6%) McMaster (OPG) FERRARO et al. (2008)
Gastrointestinais (13,3-23,3%) Hoffman HEIN et al. (2012)
Gastrointestinais (4,8-35,0%) McMaster (OPG) REGO et al. (2009)
Rio Grande do Sul Gastrointestinais (7-96,03%) Willis-Molay PICCOLI et al. (2015)
Santa Catarina Gastrointestinais (11,28-98%) McMaster (OPG) QUADROS et al. (2014)
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2.3 TRATAMENTO E CONTROLE DAS HELMINTOSES GASTROINTESTINAIS
DOS EQUIDEOS

Tradicionalmente, o controle de nematddeos gastrointestinais de equideos é realizado
através da utilizacdo de anti-helminticos pertencentes a trés classes de farmacos: 0s
benzimidazois, tetrahidropirimidinas e as lactonas macrociclicas (KAPLAN e NIELSEN
2010), sendo que as lactonas macrociclicas tipicamente constituem o anti-helmintico mais

utilizado (ALLISON et al., 2011).

Dentre o0s benzimidazois, o tiabendazol foi um dos primeiros anti-helminticos deste grupo
a ser desenvolvido (DRUDGE et al., 1963), logo apds, outros farmacos dentro deste grupo
foram introduzidos no mercado, os quais eram muito utilizados pela sua excelente atividade
na remocao dos principais nematodeos dos equideos, a baixa toxicidade e alta adaptabilidade
para serem utilizados com outras formulacdes (LYONS et al., 1999). Além disso atuam na
remocao das etapas larvarias e migratdrias dos grandes estrongilos, assim como também as
larvas encistadas dos ciatostomineos, quando aplicados em doses altas (MAFF, 1983). Na
atualidade a utilizagdo destes compostos tem sido restrita em funcdo da baixa eficécia

principalmente no tratamento de ciatostomineos (KUMAR et al., 2016).

As tetrahidropirimidinas foram introduzidas no mercado a partir de 1966 para uso em
ovinos e posteriormente para outras espécies animais (HERD e MAJEWSKI, 1994). Na
espécie equina trés sais de pirantel (Cloridrato, pamoato, tartarato) mostraram ser ativos no
tratamento de nematddeos gastrointestinais de equideos (CORNWELL e JONES, 1968),
sendo relatada a eficacia do tartarato de pirantel no tratamento de parascariose, estrongilideos

(grandes e pequenos estrongilos) e oxiurideos (SUMANO e OCAMPO, 2006).

Por outro lado, a ivermectina foi o primeiro composto da classe das lactonas macrociclicas

a ser usado nos equideos em 1981 (SCRODER e SWAN, 1982) sendo a moxidectina
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introduzida na década de 90, ambas com atividade endectocida (LYONS et al., 1992). A
ivermectina pode ser muito eficaz no tratamento de estadios imaturos de pequenos e grandes
strongilos, oxiurideos, ascarideos, microfilarias de Onchocerca e larvas de Gasterophilus spp
(EGERTON et al., 1981). Estas drogas sdo muito utilizadas devido a sua alta margem de
seguranga, acdo de amplo espectro e alta eficacia sobre determinados parasitos (COSTA et al.,

1998).

Com a chegada das formulacdes anti-helminticas acessiveis e seguras, programas de
controle de parasitos baseados em tratamentos aplicados com intervalos regulares durante
todo o ano foram elaborados (DRUDGE e LYON, 1989; MATTHEE et al., 2002, O'MEARA

e MULCAHY, 2002; RELF et al., 2012) em muitas regiées do mundo.

A0 mesmo tempo em que estes programas tiveram éxito na reducdo substancial de
infeccOes parasitérias, sua disseminacdo tem contribuido no desenvolvimento da resisténcia

anti-helmintica, principalmente nos ciatostomineos (KAPLAN, 2004).

2.4 RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA

Resisténcia anti-helmintica (RA) é definida como a capacidade que tem a fracdo de uma
populacdo de parasitos para tolerar doses toxicas de substancias quimicas que sao letais para
outras populacdes da mesma especie (PRICHARD et al., 1980; SUAREZ, 2002), sendo a
herdabilidade da resisténcia a caracteristica mais importante deste fenomeno (STEAR et al.,
1999). Neste processo, a pressdo exercida pela quimioterapia elimina seletivamente os
nematddeos susceptiveis da populacdo geneticamente heterogénea, produzindo-se um
incremento de individuos portadores de genes que conferem resisténcia aos medicamentos e

sdo transmitidos para as proximas geracdes (KOHLER, 2001).
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Um fator muito importante para diminuir este fendbmeno é manter populacbes de
nematodeos refugiados (COLES, 2002), os quais sdo larvas que permanecem na pastagem
sem sofrer acdo das drogas, parasitos de animais ndo tratados e larvas hipobidticas

(VASQUEZ et al., 2007).

Quando € realizado um primeiro tratamento dito eficaz, a progénie dos parasitos
sobreviventes (resistentes) ira se desenvolver junto com a refugia (MOLENTO, 2005),
contribuindo para a diluicdo dos genes que codificam para RA nas proximas geractes (VAN
WYK, 2001). Entdo o tamanho da populacdo em refugia pode ter um papel fundamental na

manutencdo da eficacia das drogas, retardando o processo de selecdo (MOLENTO, 2005).

2.4.1 Mecanismos de desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica

Alguns individuos de uma mesma populacgdo parasitaria possuem genes que codificam para
a resisténcia contra determinadas moléculas (HODGKINSON et al., 2008). Portanto, a
resisténcia é herdada e seu desenvolvimento requer que 0s genes de resisténcia estejam
presentes, e que a expressdo destes aumente na populacdo por selecdo genética
(HODGKINSON et al., 2008). Apos varias geracOes, 0s genes que conferem resisténcia
predominam o que permite a sobrevivéncia de um alto nimero de helmintos resistentes em

uma determinada populagdo ap6s o tratamento com anti-helmintico (KOHLER, 2001).

Acredita-se que o principal mecanismo de resisténcia aos benzimidazdis envolve o proprio
modo de acdo do produto quimico, sabendo que estes se ligam com alta afinidade a proteina
B-tubulina, um componente dos microtibulos das células (LUBEGA e PRICHARD, 1990), o
que resulta na ruptura de diversas func¢des na célula (VERA, 2014). Quando existe resisténcia,

h& uma diminuicdo do efeito destes compostos sobre os microtibulos, reduzindo a ligagao de
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alta afinidade deste grupo de anti-helminticos com a proteina PB-tubulina (LUBEGA e

PRICHARD, 1990; BLACKHALL, 2011).

A resisténcia a classe dos benzimidazois (BZ) tem sido observada em nematddeos
parasitos de animais desde o inicio da década de 1960 (DRUDGE et al. 1964), e existe
evidéncia clara de que ha dois substituices de um Unico aminoacido (isto €, nos codons
F167Y e F200Y) na proteina B-tubulina de diferentes espécies de nematddeos (SILVESTRE e
CABARET, 2002; GHISI et al., 2007), estudos nos ciatostomineos de equideos relatam que
existe polimorfismo no gene B-tubulina, Isotipo 1 (BLACKHALL et al., 2006), onde é
identificada uma substituicdo de Fenilalanina por Tirosina (TAC/TTC) nos cédons 167 ou
200, sendo mais comumente identificada no cdédon 167 (BLACKHALL , 2011;

HODGKINSON et al., 2008; LAKE et al., 2009).

Por outro lado, as lactonas macrociclicas (LM) sdo consideradas os anti-helminticos mais
eficazes disponiveis na atualidade (KASCHNY et al., 2015), que exercem seus efeitos
mediante a unido dos canais de cloreto ligados ao glutamato (GIuCl) expressadas em
neurdnios e células musculares faringeas dos nematédeos (WOLSTENHOLME e ROGERS,
2005). Estes compostos se ligam aos canais de cloreto glutamato, os quais séo abertos de
forma irreversivel, aumentando a conducdo intracelular do cloro, hiperpolarizando o neurdnio
e resultando na paralisia motora do tipo flacida, eliminando o parasito (AYRES e ALMEIDA,
2002; WOLSTENHOLME e ROGERS, 2005). Acredita-se que 0 mecanismo de resisténcia
dos nematodeos as LM envolve transportadores tais como P-glicoproteinas (PGPS)
(JANSSEN et al., 2013). Os PGPS estdo localizados na membrana celular apical, e agem
como transportadores dependentes de ATP para xenobioticos hidrofobicos, tais como anti-
helminticos e diminuem a concentracéo das drogas nos seus locais alvos (KERBOEUF et al.,

2003).
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Varios isotipos de PGPS estdo normalmente presentes num organismo. Apenas dois destes,
PGP-1 e PGP-3, parecem desempenhar um papel na resisténcia a substancias tdxicas
(BROEKS et al., 1995, 1996). O PGP-A foi 0 primeiro gene encontrado para ser associado
com resisténcia contra LM em H. contortus de ruminantes (BLACKHALL et al., 1998; XU et
al., 1998). Nenhuma informacdo esta disponivel descrevendo o modo de acdo das latonas
macrociclicas em ciatostomineos, mas presume-se que a droga age de forma semelhante em

todos os nematédeos (SANGSTER, 1999).

2.4.2 Resisténcia anti-helmintica em ciatostomineos

O primeiro caso de resisténcia anti-helmintica no mundo foi relatado em H. contortus de
ovinos a uma formulacao de fenotiazina (DRUDGE et al.,1964), no entanto, a resisténcia aos
trés principais grupos de anti-helminticos tem aumentado dramaticamente nos nematodeos de
ovino e caprinos em varias partes do mundo (WOLSTENHOLME et al., 2004). Na atualidade
a resisténcia aos anti-helminticos em nematddeos gastrointestinais de equideos tem se tornado
um fendmeno mundial (LESTER et al., 2013; CERNEA et al., 2015; MARTINEZ-
VALLADARES et al., 2015), principalmente nos ciatostomineos que sdo considerados 0s

parasitos mais prevalentes (FISCHER et al., 2015).



35

Tabela 3. Resisténcia anti-helmintica em ciatostomineos nos diversos continentes.

Continente

Pais

Anti-helmintico

FBZ VM YR Referéncia
Oceania Austrélia X POOK et al. (2002)
Asia india X KUMAR et al. (2016)
Turquia X CIRAK et al. (2004)
Ucrénia X LAWSON et al. (2015)
X KUZMINA e KHARCHENKO (2008)
Europa Alemanha X WIRTHERLE et al. (2004)
X X TRAVERSA et al. (2009) a
X FISCHER et al. (2015)
Dinamarca X X CRAVEN et al. (1998)
NIELSEN et al. (2013)
Eslovaquia X VARADY et al. (2000)
X CERNANSKA et al. (2009)
Finlandia X X NAREAHO et al. (2011)
Franca X X TRAVERSA et al. (2012)
Inglaterra X X LESTER et al. (2013)
Italia X X TRAVERSA et al. (2007)
X X X TRAVERSA et al. (2009) a
X TRAVERSA et al. (2009) b
Reino Unido X X COMER et al. (2006)
X X RELF et al. (2014)
X X X TRAVERSA et al. (2009) a
X X STRATFORD et al. (2013)
Suécia X X LIND et al. (2007)
Suica X MEIER e HERTZBERG (2005)
Africa Africa do Sul X DAVIES e SCHWALBACH (2000)

FBZ: Fenbendazole IVM: Ivermectina PYR: Pirantel X: Resisténcia presente
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Continente | Pais Anti-helmintico Referéncia
FBZ IVM PYR
América Canada X SLOCOMBE e COTE (1977)
X SLOCOMBE e DE GANNES (2006)
X SLOCOMBE et al. (2008)
Estados X X LYONS et al. (2001)
Unidos
X TARIGO-MARTINIE et al. (2001)
X X KAPLAN et al. (2004)
X LYONS et al. (2008)
X ROSSANO et al. (2010)
X LYON etal. (2011)
X GARCIA et al. (2013)
Argentina X CERUTTI et al. (2012)
Brasil X X X MOLENTO et al. (2008)
X X CANEVER et al. (2013)
X FELIPPELLI et al. (2015)

FBZ: Fenbendazole IVM: Ivermectina PYR: Pirantel X: Resisténcia presente
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

e Determinar a frequéncia de helmintos gastrointestinais e avaliar a eficacia dos
principais produtos anti-helminticos usados em equinos submetidos a diferentes

regimes de criagéo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar as principais espécies de helmintos gastrointestinais que acometem 0s
equinos através da técnica de FLOTAC;
e Avaliar a eficicia de ivermectina e fenbendazole no tratamento de ciatostomineos

parasitando equinos através do teste de redugdo na contagem de ovos fecais.



CAPITULO I

Diagnosis of gastrointestinal helminths of horses under different husbandry

systems using FLOTAC technique
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Diagnosis of gastrointestinal helminths of horses under different husbandry systems
using FLOTAC technique

ABSTRACT

Gastrointestinal parasites (GI) of horses can cause significant and potentially life
threatening disease. Clinical signs presented by horses infected with GI parasites may include,
weight loss, diarrhea and colic syndrome. The aim of this study was to detect GI helminths of
horses under different husbandry systems by FLOTAC technique. Fecal samples of horses (n
= 170) of different ages, genders, breeds and husbandry systems were analyzed. The
coproparasitological analysis revealed a general positivity of 87.1% (148/170). Being that the
Strongyles were the most frequent 97.97% (145/148), followed by Parascaris equorum,
Oxyuris equi, Strongyloides westeri and Anoplocephala perfoliata. The highest positivity was
observed in the extensive system (100%) followed by the semi-intensive system (87.7%) and
the intensive system (82.5%). Adult females (94.68%) from extensive systems were more
parasitized than male horses. In conclusion, the management system does not influence the
worm prevalence in horses. The FLOTAC is a simple and sensitive technique for diagnose of

gastrointestinal helminths in horses.

Keywords: FLOTAC, helminths, copromicroscopic techniques, horses
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INTRODUCTION

Equine industry, involving business, sport, gaming, entertainment, or recreation is an
important activity that contributes towards the economies of various countries (TRAVERSA
et al., 2009). Brazil is home to approximately 5.7 million horses and other equids and the
handling and the sanity of these animals (IBGE, 2016), especially regarding helminth
infections, are commonly observed among animals exposed to pasture (NIELSEN, 2012).

Equids are hosts of a great number of gastrointestinal helminths species, particularly
large and small strongyles, ascarids, lungworm, pinworms, threadworm and tapeworms
(MOLENTO, 2005; ANDERSEN et al., 2013). On the other hand, little is known about the
husbandry systems under which the horse are kept and the impact of helminth infections of
horses under different management systems.

Although the variety of tests for the detection of the diagnosis of helminthic disease, the
accurate diagnosing of parasitic infections is important both for individual animal
management and for epidemiological studies (CRINGOLI et al., 2010). In fact, the accuracy
of the technique depends on the sensitivity of the method used.

Recently, a technique known as FLOTAC has been used to detect gastrointestinal
parasites of animals and humans (CRINGOLI et al., 2013). This method is a multivalent
technique for making qualitative and quantitative diagnoses of parasites in stool samples,
based on floatation of eggs, oocysts and/or larvae using saturated solutions (CRINGOLI et al.,
2010). It is important to highlight that this technique is able to detect levels as low as one egg
per gram of feces, thus making it highly sensitive (RINALDI et al., 2010).

Therefore, the aim of this study was to detect the intestinal helminths of horses under
different husbandry systems by using FLOTAC technique. In addition, the importance and

applicability of this method have been discussed.
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MATERIAL AND METHODS

Study area

This study was conducted from April to September 2015. The animals used in this research
were raised in different types of husbandry systems. Being, two farms of an extensive system
(Recife, 08°03'14" S e 34°52'52" W; e Gravata, 08°12'35" S e 35°34'10" W), two farms of a
semi-intensive system (Surubim, 7° 50" 60" S e 35° 45' 18" W; e Bodoc6 07°46'14" S e
39°55'41" W) and two farms of an intensive system Moreno, 8° 7' 4" S e 35° 5' 35" W e
Limoeiro 02°5220" S e 35°26'23" W) in the state of Pernambuco, northeastern region of
Brazil.

Figure 1. Map of study areas
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Fecal samples analysis
Fecal samples were collected (n = 170; 76 males and 94 females) and sent in for
analysis. A total of 25 samples were obtained from horses reared using the extensive system,

65 from the semi-intensive system and 80 from the intensive system. Most of the animals
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used in this study were between four and fifteen years old (110/170), followed by animals
from one to four years old (55/170) and, to a lesser extent, old animals (5/170).

Identify and faecal egg counts were carried out using a FLOTAC dual technique
(CRINGOLI et al., 2010). Briefly, four grams of feces were homogenized in 36 ml of water
and then were centrifuged and the supernatant was removed. In order to promote the eggs
flotation solutions of sodium chloride (sd. 1.200) and saturated zinc sulfate (sd. 1.350), were
used. The method was performed in accordance with the instructions reported in the original
description.

Data were analyzed through the Student’s T test using the InStat software (GraphPad

Software, Inc., 2000).

RESULTS

The overall results showed that 87.1% (148/170) of the samples analyzed were positive
for the presence of eggs of gastrointestinal parasites. In particular, the animals reared in the
extensive system showed 100% (25/25) of positivity, followed by those in the semi-intensive
system 87.7% (57/65), and finally-intensive 82.5% (66/80).

The helminths most commonly detected in this study were those belonging to the
Strongylidae family (small and large strongyles), which accounted for 97.97% (145/148),
followed by Parascaris equorum (18.92%; 28/148), Oxyuris. equi (8.78%; 13/148) and
Strongyloides westeri (7.43%; 11/148). Conversely, Anoplocephala. perfoliata (0.67%) was
less frequently reported (Table 1).

The presence of eggs of gastrointestinal helminths was higher in mares (94.68%; 89/94)

than males (77. 63%; 59/76) (P < 0.002).
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Table 1. Frequency of gastrointestinal parasites in horses according of type of breeding

Parasite Type of breeding Egg per Frequence
Extensive Semi- Intensive  Intensive gram/X % (n/N)

Anaplocephala perfoliata - 1/57 - 64/64 0,67% (1/148) a
Oxyuris equi 5/25 3/57 5/66 832/64 8,78% (13/148) b
Parascaris equorum 8/25 15/57 5/66 3080/110 18,9% (28/148) ¢
Strongylidae Family 25/25 57/57 63/66 98600/680 97,97% (145/148) d
Strongyloides westeri 5/25 3/57 3/66 392/35,6 7,43% (11/148) e
Total %/(n/N) 100% 87,7% 82, 5%

(25/25) (57/65) (66/80)

Different letters in the same column indicate significant differences in the frequency of
parasites (p<0.0001) and type of breeding (p<0.002).
(-) absence of parasites

DISCUSSION

In this study, the overall occurrence of helminthic infection was 87.1%, independently
of husbandry system, which was considered high, compared with other studies such as those
conducted by EHIZIBOLO et al. (2012), where reported just 11.9% of positivity in Nigeria,
REHBEIN et al. (2013) that reported 77.5% in Germany, MATTO et al. (2015), 20.63% in
Maharashtra in India, SOKOL et al. (2015), 64.3% in Poland and ALMEIDA et al. (2004)
which reported 36.9% of positivity in Rio Grande do Sul, Brazil.

The most commonly helminths detected in this study was those belonging to the
Strongylidae family, followed by the species P. equorum and O. equi. These data corroborate
the findings from other studies, which showed that these parasite species are commonly found
in horses (EHIZIBOLO et al., 2012; ADEPPA et al., 2014), Regardless of the husbandry
systems.

All the systems studied showed high levels of positive animals indicating that any
breeding system presents risks of infection by gastrointestinal parasites which disagree with
Molento, (2005), who indicated that the type of husbandry systems can be important to

gastrointestinal parasites in horses.
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In this study was reported the high prevalence of Strongyles parasites in extensive and
semi-intensive systems. In fact, Strongyles eggs may reach up to 100% in some horse’s
populations (AYELE et al., 2006; SHEFERAW & ALEMU, 2015), being observed a higher
percentage of these parasites in animals breeding in husbandry systems with pasturage
included (FRITZEN et al., 2010; SOKOL et al., 2015).

The occurrence of P. equorum was low in this study, principally in extensive and
intensive production system, possibly due that, the infection in adult horses is an unusual
finding. The infection is more common in young animals (HINNEY et al., 2011) because the
protective immunity against this parasite develops after the age of six months (CLAYTON,
1986). The prevalence of P. equorum infection was higher at the semi-intensive system where
the cleaning and disinfection of stall horses were poor and the animals can be infected daily.

The prevalence of O. equi was higher in extensive and intensive systems because
animals can infected through grassing and stall horse, as they may ingest the parasite eggs by
licking walls where infected animals came in contact and in the grass with some eggs that
could be eliminated with feces (ENIGK, 1949).

Interestingly, Anoplocephala sp. presented low occurrence (1.1%). This parasite was
identified in animals from semi-intensive systems with availability of pastures in small areas,
resulting in consumption of fresh grass and therefore more likely to ingest cysticercoids in the
intermediate hosts compared with animals from extensive production (PAPAZAHARIADOU
etal., 2009).

Curiously, the lower occurrence of Strongyloides westeri (7.43%) was observed in
extensive husbandry system. The grazing animals, particularly foals (LYONS et al., 1973) are
always exposed to parasites (KUMAR et al, 2013) and threadworm has been found in the

foals
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In general, the parasite load of helminth infections also is influenced by factors as age
and gender of the animals and eggs excretion of helminthes were found be higher in females
than males horses. This can be explained because females are subjected to different
management regardless breeding system, mainly in the postpartum which are brought to the

grass, being more prone to parasitic infections.

In conclusion, the FLOTAC technique can be applied for diagnose of gastrointestinal
parasites in horses, being that the frequency of gastrointestinal helminths it is not influenced

by husbandry system.
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Anthelmintic efficacy of two commercial products against cyathostomins (Nematoda:

cyathostosminae) in horses

ABSTRACT

The control of the cyathostomins in horses is based on the use of anthelmintic products of
several kinds. However, the indiscriminate use of these products has generated resistance to
benzimidazoles and more recently to macrocyclic lactones. In this study was evaluated the
efficacy of the two anthelmintic products used in the treatment of horses cyathostomins.
Animals (n = 70) from five different farms of the state of Pernambuco were treated with
commercial products based on ivermectin and fenbendazole. Efficacy was determined by
calculating the percentage of fecal egg reduction count at days zero, seven, 14 and 21 after
treatment. Fenbendazole showed low efficacy in 100% of the studied properties, while
ivermectin presented resistance in only 25% of the farms. The results of this study revealed
a high degree of anthelmintic resistance of FBZ in all farms studied. Although the resistance
against both FBZ and IVM was detected in one farm, the efficacy of ivermectin against

strongyle nematodes was still sufficient in this study.

Key words: Equine, anthelmintic resistance, cyathostomins, diagnosis.
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INTRODUCTION

Horses are host of a great number of gastrointestinal parasite species, where the
cyathostomins are considered the most important nematodes, due to their high prevalence and
pathogenic potential at both larval and adult stages (LESTER et al., 2013). Theses parasites
have a primary importance in equine medicine, for their worldwide distribution and impact on
health and performance of infected animals (HEIDI and WADE, 2009). It is important to
highlight the syndrome known as larval cystostominosis characterized by colic followed of
diarrhea and weight loss (MATTHEWS et al., 2004), and adult cyathostominosis associated
with mild diarrhea (LIND, 2005).

Currently, the control of cyathostomins infections is based on the use of systematic
anthelmintic treatments based on frequent application of products belonging to three different
classes: benzimidazoles, tetrahydropyrimidines and macrocyclic lactones (VON SAMSON-
HIMMELSTJERNA, 2012). Regular anthelmintic treatment is necessary for protection
against this parasitic infection because immunity against cyathostomins is slow to develop
and incomplete (KLEI and CHAPMAN, 1999).

However, the unrestricted access of commercially available anthelmintics, inexpensive
and easily administered, to have exerted high selection pressures on the parasite populations
for resistance (KAPLAN, 2002). Being that, since the 1960s, the anthelmintic resistance to
benzimidazoles has been reported (DRUDGE e and ELAM, 1961) and more recently to
pyrantel and ivermectin (CHAPMAN et al., 1996; MOLENTO et al., 2008).

Considering the lack of data on anthelmintic resistance in horses of Brazil, the
objective of this study was to evaluate the efficacy of ivermectin and fenbendazole used for

the control of cyatostomins in horses in the Pernambuco state, Brazil.
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MATERIAL AND METHODS

e Study area

The study was carried from January to June of 2016, in five different farms located in
the Metropolitan region of Recife (8°03'14"S 34°52'51"0) and the Zona da Mata (07° 30' 19"

S 35°19'06™ W) of Pernambuco State, Brazil.

¢ Investigative questionnaire

An investigative questionnaire was applied in each farm studied, to identify and evaluate
the management practices used in the control of gastrointestinal helminths of horses (Annexed
2, 3).

e Animals

Initially, fecal samples of 208 horses of Manga Larga and Quarter Mile breeds were
examined by FLOTAC technique. Then, a total of 70 animals of with twelve months of age or
more and with Faecal Egg Count (FEC) superior to 100 eggs/gram of Strongylidae were

selected.

e Experimental groups and administration of anthelmintic products

No anthelmintic treatments were performed in selected animals in the three months before
the trial. Ten days after the first collection and copromicroscopic evaluation, the experimental
groups were formed: Group | - seven animals treated with fenbendazole (FBZ) and Group Il -
seven treated animals with ivermectin (IVM), on each property, totaling 70 animals. The
animals were treated with each of the anthelmintics according to the manufacturer

recommendation.
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e Sample collection and laboratory analyzes

Individual fecal samples were collected directly from the equine rectal. Samples were
stored at 8° C until laboratory for processing by the FLOTAC technique (CRINGOLI et al.,
2010).

In addition, in order to confirm the presence of cyathostominae larvae, coprocultures were
performed in all fecal samples (ROBERT and O'SULLIVAN (1950) and the cyathostominae
larvae were identified by using morphological keys (BEVILAQUA et al., 1993).

The individual FECs of each horse was determined at day zero (day of treatment), seven,
14 and 21 days after treatment, in order to observe the reduction in counting and evaluate the
effectiveness of the treatments applied.

e Data analysis

The Fecal Egg Count Reduction Test (FECRT) was carried out according to the
recommendations of the World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology
(WAAVP) and Coles et al. (1992). In order to determinate the faecal egg count the FLOTAC
technique was used. Percentage reductions in the fecal egg count were determined for each
treatment group with the following formula: 100 x (pre-treatment EPG arithmetic mean —
post-treatment EPG arithmetic mean/pre-treatment EPG arithmetic mean).

Presence of resistance to FBZ or IVM in each farm studied was considered when values
less than 95% were obtained in FECRT and a confidence limit (LCL) lower than 90% (POOK

et al., 2002; KAPLAN and NIELSEN, 2010; CANEVER et al., 2013).

RESULTS
All farms studied showed resistance to fenbendazole with efficacy ranging from 38.8 to
91.0%. Despite the good efficacy of ivermectin in 80% of the farms studied, resistance was

observed in one property (Table 1).
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The larvae (L3) identification revealed that cyathostomin were the most prevalent in
pre and post treatment whit an average of 97% and 100%, respectively.

Table 1. Efficacy of ivermectin and fenbendazole in the properties studied.

Properties Ivermectin Fenbendazole
FECRT (%) LCL (%) (%) LCL (%)
A 92.1 84.9 38.9 -27.0
B 99.8 98.2 45.5 -1.9
C 100 100 91.0 86.0
D 100 100 90.4 88.3
E 95.0 97.9 70.3 45.3

The main management practices identified in 100% of the farms that presented resistance
to FBZ, were treatment at short intervals and inadequate or improper dosing. In the property
that showed resistance to IVM it was observed that, anthelmintic treatments were applied in
all animals without regard to fecal eggs count, age, weight or presence of clinical signs in

animals.

DISCUSSION

Resistance to FBZ was observed in 100% of the properties studied, proving that
benzimidazole resistance is already widespread in the studied areas. Similarly, previous
studies has been report the inefficiency of this compound in the treatment of cyathostomins in
several regions of the world such as in Oceania (POOK et al., 2002), Asia (CIRAK et al.,
2004, KUMAR et al., 2016), Africa (DAVIES and SCHWALBACH, 2000), Europe
(TRAVERSA et al., 2012; LESTER et al., 2013; RELF et al., 2014; STRATFORD et al.,
2014; FISCHER et al., 2015) and Americas (ROSSANO et al., 2010; GARCIA et al., 2013).
On the other hand, in Brazil the resistance to FBZ in equine parasites has been observed in the
states of Parand (MOLENTO et al., 2008; CANEVER et al., 2013), Rio Grande do Sul
(BELMONTE et al., 2009), Minas Gerais, Rio de Janeiro and S&o Paulo (CANEVER et al.,

2013).
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Fenbendazole, which came on the market in the 1960s, showed efficacy in the removal of
main nematodes with low toxicity and easy administration (LYONS et al., 1999). Young et al.
(1999) and Kaplan et al. (2004) determined the reduction of the efficacy of FBZ against
cyathostomins observing that, the short interval of treatments and use of low doses for
prolonged periods are important factors in the installation of resistance phenomena. In fact, in
the present study was observed that treatments with short intervals were commonly identified
in all properties that showed resistance.

On the other hand, IVM was effective in 80% of the properties, coinciding with reports of
some authors that indicated the efficacy of macrocyclic lactones (MLS) in the treatment of
gastrointestinal parasites of horses (SLOCOMBE et al., 2008; NIELSEN, 2009; TRAVERSA
et al., 2009; TRAVERSA et al., 2012; LESTER et al., 2013). However, one of only five
properties studied showed resistance to VM, similar to other studies that demonstrated the
reduction in the efficacy of these compounds in several regions of the world (LYONS et al.,
2008; TRAVERSA et al., 2009; NAREAHO et al., 2011; LYON et al., 2011; RELF et al.,
2014; PEREGRINE et al., 2014), including Brazil (MOLENTO et al., 2008; CANEVER et
al., 2013; FELIPPELLI et al., 2015).

In the farm with resistance to IVM has been showed, it was observed that anthelmintic
program was implemented in all animals, regardless of weight, being thus a factor that
contributes to selection pressure on the parasite population and consequently favoring the
development of anthelmintic resistance (HODGKINSON et al., 2008).

Crusade resistance was identified in the property that showed resistance to VM, since it
also presented resistance to FBZ. This phenomenon develops when occur a decrease in
efficacy simultaneously to two anthelmintic compounds with different mechanism of action

(MARQUEZ LARA, 2003). Possibly this is due to the limited number of anthelmintic
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products available for the treatment of gastrointestinal helminths of horses (CANEVER et al.,
2013), combined with the management of anthelmintic products.
In conclusion, the results of this study revealed that, the use of fenbendazole in the

anthelmintic treatment in horses is not indicated in the studied properties.
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ANEXO 1

Universidade Federal Rural de Pernambuco

UFRPE

Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,
Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comissio de ética no uso de animais - CEUA

Licen¢a para o uso de animais em experimentaciio e/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco,

no uso de suas atribuigdes, autoriza a execugdo do projeto descriminado abaixo. O presente projeto

também se encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Numero da licenga 011/2016
Numero do processo 23082.022039/2015
Data de emissdo da licenga 15 de Fevereiro de 2016

Titulo do Projeto

Diagnéstico da resisténcia anti-helmintica em
ciatostomineos (nematoda-cyathostominae) parasitando

equideos nos Estados de Pernambuco .

Finalidade (Ensino, Pesquisa,

Extensdo)

Pesquisa

Responsével pela execugdo do

projeto

Leucio Camara Alves

Colaboradores

Irma Yaneth Torres Lopez ; Edson Moura da Silva; Victor
Fernando Santana Lima; Neurisvan Ramos Guerra ; Maria

Aparecida da Gléria Faustino .

Tipo de animal e quantidade total

autorizada

Equideo : total de 196 animais (Machos e fémeas)

[0 dgercovo UFRE piof e Matleyoe Amorim

Prof. Dra. Marfeyhe José Afonso Accioly Lins Amorim
(Coordenadora da CEUA-UFRPE)

W Coordenadora CEUA



ANEXO 2

FICHA DE IDENTIFICACAO

DATA: N°

Nome do Proprietério
Local Telefone

Nome do animal Raca

Sexo Capa Idade

Condigédo corporal

Magro 1 boa 1 obeso 1

Peso Frequéncia Cardiaca: Frequéncia Respiratoria:

Grupo Anti-helmintico Dose

Dia -10 Dia0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

OPG




ANEXO 3

QUESTIONARIO: INVESTIGACAO DE RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA EM
EQUINOS

Propriedade N°

Nome da Propriedade:
Proprietario:
Responsavel:
Municipio: Cidade:

1. PROPIEDADE

Area total da propriedade:
Tipo de explorag&o:
Cria e Reproducéo ( ) esportes ( ) exposicdo ( ) Trabalho ( )
Cria outro tipo de animais:  sim () ndo ()
Bovinos ( ) Caprinos ovinos ( ) Suinos ( ) Awves () outros:

2. MANEJO

Sistema de criacao

Pastoreio Extensivo ( ) semiextensivo ( ) estabulado ( )
Os animais ficam estabulados: sim ( ) nédo ( )

Se a resposta fosse sim, quanto tempo?

Apenas na noite () Todotempo ( ) Sé noverdo ()

Manejo da pastagem

Faz rodizio de pastagens: sim ( ) ndo ( )

Faz tratamento dos pastagens antes de introduzir animais: sim ( ) ndo ( )
Divide pasto com outras espécies? Sim ( ) ndo ( ) Quais?
Qual € o tipo de pastagem que possui?

Faz fertilizag8o da pastagem: sim () ndo ()
Qual é o tipo de fertilizante usado:

() Minerais/ inorgénicos

( ) Esterco

( ) Residuos orgénicos

( ) outros, quais?
No caso de usar esterco, faz compostagem antes de lancgar as fezes ao pasto:
Sim () ndo ()

J& tem observado vermes no pasto? Sim () ndo ( )

Manejo do estabulo
Quantos piquetes tem?

Existe algum tipo de ordem de utilizac8o dos piquetes de acordo com as categorias animais?

() Uso de mesmao piquete para éguas lactantes e seus potros por anos consecutivos

() Rodizio de piquetes

() Ndo existe ordem de utilizacdo de piquetes.

H4 desinfecéo dos piquetes? Sim ( ) ndo ()

Qual é a frequéncia de retirada de esterco do estabulo/baia? ( ) Diariamente ( ) Periodos Irregulares




Manejo sanitario
Protocolo com animais recém adquiridos:

( ) Tratados assim que chegam na propriedade e isolados por dias.
() Apenas isolados por dias.
( ) S&o misturados ao restante do plantel sem tratamento.
() Outro:
Colocam algum tipo de tratamento aos animais novos? Sim ( ) ndo ( )
Qual?
3. ANIMAIS
Raca Numero de Numero de NuUmero de Numero de TOTAL
fémeas machos prenhes potros

4. TRATAMENTO ANTIPARASITARIO

Como é feita a vermifugacao dos animais?

() Todos os animais do rebanho na mesma ocasido

() Somente alguns animais ou lotes

Qual a freqiéncia de aplicagdo de vermifugos utilizada?

( ) Mensal () Anual

( ) A cada 2 meses () Sempre que necessario com base em exames de fezes

( ) A cada 3 meses ( ) Em animais com sinais clinicos de verminose

( ) A cada 4 meses ( ) Estratégica (ex. éguas antes do parto e potros no desmame)
( ) Semestral ( ) Néo utilizo vermifugo

Outra:

Qual ou quais sdo os principal produto anti-helmintico usado na propriedade?

Como escolhe o medicamento antiparasitario?
() Indicagéo do técnico Veterinario

() Balconista de agropecuéaria ou Cooperativa
( ) Pelo melhor prego

() Vendedor na fazenda

( ) Propaganda (revista, TV, folder, etc).
Outros:

Quando troca de vermifugo?

( ) A cada vermifugagdo

( ) De acordo com teste de eficacia do vermifugo
() Quando o produto ndo faz mais efeito

( ) De acordo com orientacao do veterinario

( ) Sem critério

5. RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA

Sabe 0 que € resisténcia aos produtos antiparasitarios? Sim ( ) ndo ()
Alguma vez suspendeu um produto anti-helmintico devido a que tinha diminuido sua efetividade? Sim ()
ndo () Quais?




