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RESUMO.- A seleção e a crescente disseminação de nema-
toides resistentes aos anti-helmínticos mais comumente 
utilizados, benzimidazóis (BZs), imidazotiazóis e lactonas 
macrocíclicas (LMs), constituem um sério entrave na pro-
dução de pequenos ruminantes em todo o mundo. O uso de 
métodos eficientes e sensíveis para a detecção e o moni-
toramento da resistência anti-helmíntica no campo torna-
-se urgente, especialmente para os grupos de BZs e LMs, 
devido aos constantes relatos de resistência. A obtenção 
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de um diagnóstico preciso e precoce da resistência é extre-
mamente importante para auxiliar a tomada de decisão em 
programas de controle parasitário, com o objetivo de pre-
servar a vida útil dos produtos e limitar o desenvolvimento 
da resistência nas populações de nematoides. Os testes in 
vivo e, mais recentemente, os testes in vitro têm sido de-
senvolvidos para a detecção de nematoides resistentes aos 
principais grupos de anti-helmínticos. No entanto, a dispo-
nibilidade de testes in vitro validados e o seu uso prático 
ainda são muito limitados. Embora o teste de redução na 
contagem de ovos nas fezes (TRCOF, in vivo - indireto) seja 
o principal método de escolha para a detecção de resistên-
cia no campo, vem recebendo críticas quanto à validade dos 
resultados, e passa por significativas modificações. Além 
disso, o desenvolvimento de técnicas moleculares a partir 
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de alterações genômicas gerou avanços consideráveis nes-
sa área de investigação, com o uso de mutações nos códons 
167, 198 e 200 do gene da β-tubulina como principais SNPs 
(polimorfismos de nucleotídeo único; do inglês Single Nu-
cleotide Polymorphisms) associados à resistência aos BZs. 
A presente revisão tem o objetivo de discutir os métodos 
de diagnóstico disponíveis para a detecção de resistência 
anti-helmíntica em nematoides de pequenos ruminantes, 
destacando progressos e obstáculos para seu uso na rotina 
laboratorial e no campo.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Anti-helmínticos, resistência anti-hel-
míntica, nematoides gastrintestinais, Haemonchus contortus, ovi-
nos, testes in vivo, testes in vitro, eficácia.

INTRODUÇÃO
A alta prevalência de infecções parasitárias e a dificuldade 
de realizar um controle efetivo de nematoides gastrintesti-
nais em criações de pequenos ruminantes têm grande im-
portância devido aos prejuízos causados ao desempenho 
zootécnico e ao bem-estar animal. Nas últimas décadas, o 
uso intensivo de anti-helmínticos pertencentes aos grupos 
dos benzimidazóis (BZs), dos imidazotiazóis (levamisole, 
LEV) e das lactonas macrocíclicas (avermectinas e mil-
bemicinas, LMs) demonstrou um impacto positivo inicial 
durante uma década, mas atualmente constitui a forma 
mais desastrosa de controle, resultando na seleção e pro-
pagação de parasitos resistentes com alto índice de homo-
zigose (RR) e perda total da heterogenia para indivíduos 
suscetíveis (SS). Esse é um tema de preocupação mundial 
crescente, e representa uma ameaça ao controle parasitá-
rio de médio e longo prazo, tendo em vista a precária me-
lhoria na condição dos animais, mesmo após o tratamento. 
O controle químico continua a ser preocupante, pois é pra-
ticado com medicamentos contendo alta concentração ou 
mesmo com o uso da combinação de medicamentos, mui-
tas vezes sem critério de produção e/ou indicação para 
sua ampla utilização. Recentemente, duas novas classes de 
anti-helmínticos – monepantel (Kaminsky et al. 2008) e 
derquantel, este em combinação com a abamectina (Little 
et al. 2010) –, com novos modos de ação, foram lançados 
no mercado na Nova Zelândia, sendo uma alternativa pro-
missora para o futuro do controle de nematoides gastrin-
testinais.

Embora seja crescente o desenvolvimento e a adoção 
de programas alternativos de controle parasitário (Molen-
to et al. 2011), visando à redução da aplicação de compos-
tos químicos, as atuais medidas de controle ainda depen-
dem fortemente do uso de anti-helmínticos. Sabe-se que o 
processo de seleção de parasitos resistentes após sua ex-
posição aos produtos químicos é inevitável e, além disso, o 
desenvolvimento/comercialização de novas drogas é lento 
e excessivamente caro (Geary 2013). Assim, é de extrema 
importância prolongar a vida útil dos produtos existentes 
– antigos e novos – por meio de sua utilização estratégica/
seletiva, a fim de manter o adequado controle do parasi-
tismo.

Os relatos de resistência anti-helmíntica em nematoi-
des de pequenos ruminantes para os três grupos de drogas 

mais comumente utilizados, BZs, LEV e LMs, têm crescido 
rapidamente em diferentes regiões do mundo, incluindo 
América do Sul (Molento et al. 2011, Torres-Acosta et al. 
2012), África do Sul (Van Wyk et al. 1999), Austrália (Love 
& Coles 2002), Nova Zelândia (McKenna 2010) e Europa 
(Papadopoulos et al. 2012), representando uma séria ame-
aça à produção animal. No Brasil, o aumento de relatos de 
resistência mútipla a drogas (RMD) em vários locais, como 
as regiões Sul (Cezar et al. 2010), Sudeste (Veríssimo et al. 
2010) e Centro-Oeste (Sczesny-Moraes et al. 2010), eviden-
ciam a gravidade desse problema. Conforme verificado em 
testes de eficácia a campo, 100% das propriedades já apre-
sentam RMD (Veríssimo et al. 2010).

Buscando retardar o avanço da resistência, o uso de 
testes sensíveis para determinar o grau de eficácia de uma 
determinada droga, em uma população específica de pa-
rasitos, pode auxiliar o planejamento de estratégias de 
controle (Taylor et al. 2002), como a simples opção de uso 
de compostos que ainda permaneçam eficazes. Contudo, 
mesmo sendo de fundamental importância, o diagnóstico 
da resistência anti-helmíntica, ou da redução de eficácia 
aos anti-helmínticos, ainda não é uma realidade prática 
no campo (Torres-Acosta et al. 2012). Muito embora a re-
sistência possa ser avaliada por meio de testes in vivo e 
in vitro, a disponibilidade de testes in vitro validados para 
o diagnóstico da resistência ainda é muito limitada, com 
poucos laboratórios que oferecem esse tipo de serviço. 
Tais testes ainda apresentam limitações quanto à sua con-
fecção e ao alto nível de treinamento técnico para a inter-
pretação dos achados. Quanto ao teste in vivo controlado, 
é inviável para a condição de avaliação a campo, devido 
à necessidade de sacrifício dos animais e ao alto custo. 
Consequentemente, o teste fenotípico indireto in vivo de 
redução na contagem de ovos nas fezes (TRCOF) conti-
nua sendo o principal método de escolha para a detec-
ção de resistência (Kaplan & Vidyashankar 2012), sendo 
amplamente aceito por agências reguladoras e pela pró-
pria indústria farmacêutica, bem como para publicações 
científicas. Vários laboratórios estão trabalhando ardua-
mente para obter o diagnóstico molecular da resistência 
(Samson-Himmelstjerna et al. 2009b), mas o mecanismo 
resultante dos rearranjos genéticos ainda é considerado 
um quebra-cabeças.

A variação em protocolos experimentais para a execu-
ção dos testes de diagnóstico da resistência, os métodos de 
análise e a interpretação dos dados, podem gerar resulta-
dos de qualidade muito variável. Assim, o desenvolvimen-
to de novos métodos e a padronização e validação dos já 
existentes são essenciais para permitir a comparação de 
dados obtidos em diferentes laboratórios, além de sua in-
clusão na rotina laboratorial (Chagas et al. 2011, Molento 
et al. 2012).

Esta revisão tem o objetivo de discutir os principais 
testes atualmente disponíveis - in vivo, in vitro e molecu-
lares - para o diagnóstico da resistência anti-helmíntica 
em nematoides gastrintestinais de pequenos ruminan-
tes, os avanços proporcionados por novas tecnologias e 
as limitações para o seu uso na rotina laboratorial e no 
campo.
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MÉTODOS PARA DETECÇÃO DE RESISTÊNCIA 
ANTI-HELMÍNTICA EM NEMATOIDES  

GASTRINTESTINAIS DE PEQUENOS RUMINANTES
Desde a recomendação de testes para detecção de resistên-
cia anti-helmíntica pela Associação Mundial para o Avanço 
da Parasitologia Veterinária (World Association for the Ad-
vancement of Veterinary Parasitology - WAAVP) (Coles et al. 
1992) e sua revisão e inclusão de métodos para discussão 
e avaliação (Coles et al. 2006), uma variedade de métodos 
in vivo e in vitro para o diagnóstico da resistência em mui-
tas espécies de nematoides foi descrita, nas últimas déca-
das. Técnicas moleculares também têm sido desenvolvidas, 
porém apenas para poucas espécies de parasitos. Assim, é 
indispensável a identificação correta das espécies de pa-
rasitos presentes no hospedeiro para a obtenção de um 
diagnóstico apropriado, particularmente quando há com-
paração entre amostras pré e pós-tratamento (Demeler et 
al. 2012b). Descrições detalhadas e orientações sobre o uso 
das principais técnicas disponíveis estão presentes em tra-
balhos anteriores (Coles et al. 1992, Taylor et al. 2002, Co-
les et al., 2006), possibilitando a execução e a avaliação dos 
testes internacionalmente. Todos os métodos possuem, em 
algum grau, limitações em termos de confiabilidade, repro-
dutibilidade, sensibilidade, aplicabilidade, interpretação 
ou custo (Taylor et al. 2002). Além disso, não abrangem de 
maneira satisfatória todos os grupos de anti-helmínticos.

O TRCOF in vivo é o método mais amplamente utiliza-
do para a detecção e o monitoramento da resistência anti-
-helmíntica. No entanto, é considerado o menos sensível 
e pouco confiável para a detecção da resistência. Trata-se 
de um teste simples, de execução relativamente fácil e que 
pode ser usado com todos os grupos de anti-helmínticos, 
independentemente do seu mecanismo de ação. A eficácia 
da droga é estimada por meio da comparação das conta-
gens de ovos de nematoides nas fezes antes e depois do tra-
tamento, sendo o tempo definido de acordo com o grupo 
testado. A população de parasitos é considerada resistente 
quando a redução é < 95%. Em comparação com o TRCOF, 
o teste controlado de eficácia, outro método in vivo, ava-
lia melhor a realidade da infecção e o efeito do composto. 
Nesse teste, animais natural ou experimentalmente infec-
tados são separados em grupos (tratamento(s) e contro-
le) e a dose do anti-helmíntico utilizado deverá ser a dose 
terapêutica recomendada pelo fabricante, cuja eficácia 
esperada é ≥99%. Após a necropsia dos animais, realiza-
-se a contagem dos parasitos presentes no hospedeiro. En-
tão, observa-se a redução ou a eliminação dos parasitos, e 
estima-se a eficácia do tratamento. Da mesma forma, se a 
eficácia for < 95%, confirma-se a presença de resistência 
anti-helmíntica. Quando há uma baixa prevalência de ne-
matoides resistentes, estes podem não ser detectados de-
vido a pequenos aumentos na dose, que podem causar a 
morte de 95% dos vermes. Assim, como a dose registada é 
frequentemente maior do que a real dose efetiva necessá-
ria para a remoção dos vermes, algum ajuste deve ser feito 
para a realização do teste controlado (Coles et al. 2006). 
Devido ao pouco uso desse teste, o mesmo não será abor-
dado em detalhes no presente artigo.

Como alternativa aos métodos in vivo, um crescente 
número de testes in vitro para a detecção de resistência 
anti-helmíntica vem sendo desenvolvido e adaptado para 
diferentes grupos de drogas. Eles são, na maioria das ve-
zes, mais rápidos, mais econômicos e menos trabalhosos 
do que os in vivo (Demeler et al. 2012a). Os métodos in 
vitro ainda anulam os efeitos causados pela interferência 
do hospedeiro no estabelecimento da infecção parasitária 
e pela variação na farmacodinâmica das drogas no animal 
(Chagas et al. 2011). No entanto, há poucos relatos de tes-
tes in vitro padronizados até o momento. Em geral, esses 
testes baseiam-se na incubação de estágios de vida livre do 
parasito em uma série de concentrações do anti-helmín-
tico, seguido da avaliação de seus efeitos sobre os nema-
toides. São geradas curvas de dose-resposta e valores de 
DL50 (dose do anti-helmíntico necessária para matar 50% 
dos parasitos) ou DL95 (dose do anti-helmíntico necessária 
para matar 95% dos parasitos). A Fig. 1 exemplifica a ob-
tenção de curvas de dose-resposta para um isolado de Ha-
emonchus contortus testado para duas drogas (ivermectina 
- IVM e moxidectina - MOX), mostrando um valor de DL50 
para MOX significativamente menor do que para IVM. Atu-
almente, os principais testes disponíveis avaliam: a eclosão 
(teste da eclodibilidade de ovos - TEO); o desenvolvimen-
to (teste de desenvolvimento larvar - TDL); a motilidade/
migração (teste de motilidade larvar e teste de inibição 
da migração larvar); e a alimentação (teste de inibição da 
alimentação larvar) (Demeler et al. 2012b). Desses, o TEO 
e o TDL são os mais comumente utilizados. Apenas o TDL 
possui um teste comercial (DrenchRite1®), disponível em 
alguns países e de custo elevado. O uso dos outros testes in 
vitro tem sido limitado principalmente à área de pesquisa 
científica, utilizando isolados de parasitos cujo estado de 
resistência ou suscetibilidade foi previamente determina-
do. O TEO consiste na incubação de ovos não desenvolvidos 

Fig.1. Curvas de dose-resposta obtidas com o Teste de Migração 
de Larvas em Ágar com o isolado SP1503Ovi2011 de Hae-
monchus contortus usando ivermectina (IVM, linha sólida) e 
moxidectina (MOX, linha tracejada). As barras de erro indicam 
o erro padrão. As barras de erro não são vistas quando as di-
ferenças entre os valores observados para todas as concen-
trações testadas foram iguais ou muito próximas de 0 (zero) 
(Fortes et al. 2013).
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em concentrações crescentes do anti-helmíntico, e pode 
ser usado com sucesso para a detecção de resistência aos 
BZs (Samson-Himmelstjerna et al. 2009a), cuja ação impe-
de o embrionamento e a eclosão de ovos de nematoides. 
Para outras drogas anti-helmínticas sem nenhuma ativida-
de ovicida, como LMs ou LEV, ainda faltam testes in vitro 
altamente satisfatórios para a detecção de resistência. Uma 
dose discriminante - dose que impede a eclosão de 99% 
dos ovos suscetíveis - também pode ser usada, ao invéz de 
DL50, sendo estimada a porcentagem de ovos resistentes em 
amostras de fezes, aumentando a sensibilidade do ensaio 
(Coles et al. 2006). Já o TDL baseia-se no desenvolvimento 
de ovos de parasitos em larvas de terceiro estágio (L3). Uma 
série de versões do TDL já foi desenvolvida para a detecção 
de resistência a todas as classes de anti-helmínticos, usan-
do soluções líquidas ou ágar como base para o teste. A dose 
discriminante também pode aumentar a sensibilidade e 
simplicidade do teste.

Nos últimos anos, métodos de diagnóstico molecular 
da resistência anti-helmíntica a partir de alterações genô-
micas têm sido desenvolvidos, trazendo avanços conside-
ráveis nessa área de investigação. Em geral, os testes mo-
leculares possuem maior sensibilidade e especificidade e 
podem fornecer ferramentas poderosas para superar mui-
tas das desvantagens dos métodos acima referidos, mas 
requerem pesquisas adicionais para serem usados como 
uma ferramenta universal prática no campo. A sensibilida-
de - capacidade de detectar os indivíduos verdadeiramente 
positivos, ou seja, diagnosticar corretamente os doentes 
- e a especificidade - capacidade de detectar os indivídu-
os verdadeiramente negativos, ou seja, diagnosticar cor-
retamente os sadios - são importantes indicadores para a 
avaliação de um teste diagnóstico. É considerado o melhor 
teste aquele que apresenta alta sensibilidade e alta espe-
cificidade, fornecendo poucos resultados falso-positivos e 
falso-negativos, que pode ser obtido com o aprimoramento 
das técnicas moleculares e dos métodos de análise padrão.

Vários estudos vêm sendo feitos buscando a determi-
nação de marcadores genéticos para a resistência anti-
-helmíntica, incluindo a identificação de polimorfismos 
de nucleotídeo único (SNPs, do inglês Single Nucleotide 
Polymorphisms) para avaliar frequências alélicas em popu-
lações (Samson-Himmelsjerna 2006). Até o momento, tes-
tes moleculares estão disponíveis apenas para o grupo dos 
BZs, em algumas espécies de nematoides de ovinos. Me-
todologias utilizando a reação em cadeia pela polimerase 
(PCR) têm sido estabelecidas para a avaliação da presença, 
ausência ou quantificação de SNPs associados à resistên-
cia aos BZs no isotipo 1 do gene da β-tubulina, alvo des-
sas drogas. A elucidação insuficiente sobre os mecanismos 
moleculares envolvidos na resistência ao LEV e às LMs em 
nematoides, drogas de resistência poligênica, torna mais 
complexo e desafiador o desenvolvimento de marcado-
res moleculares para o diagnóstico da resistência a esses 
compostos. Estudos baseados em diagnóstico imunológico 
utilizando ELISA para a detecção de antígeno em parasitos 
também já foram sugeridos. Recentemente, foram detec-
tadas diferenças de expressão de proteína entre isolados 
de Haemonchus contortus resistente e suscetível à IVM por 

meio de análises de proteômica de fingerprinting (Hart et 
al. 2012), sugerindo ser uma possível base para fenotipa-
gem molecular ou marcadores de resistência.

Técnicas in vivo
Teste de Redução na Contagem de Ovos nas Fezes 

(TRCOF). O TRCOF, segundo recomendações da WAAVP 
(Coles et al. 1992), é considerado o método de escolha para 
o monitoramento da eficácia anti-helmíntica devido à sua 
fácil execução e interpretação, sendo realizado com uma 
sequência de exames de contagem de ovos por grama de 
fezes (OPG). Quanto à OPG, trata-se de um teste fenotípico 
cuja contagem depende diretamente do efeito do hospedei-
ro, e é considerado indireto, pois reflete a postura de ovos 
das fêmeas, que depende do efeito da resposta imune do 
hospedeiro. Entretanto, sua execução e/ou interpretação 
tem sido dificultada por um conjunto de fatores que serão 
detalhados a seguir. O TRCOF é considerado confiável so-
mente quando há mais de 25% de vermes resistentes em 
uma população (Martin et al. 1989), e dados obtidos mais 
recentemente não mostraram uma alta reprodutibilidade 
do teste (Miller et al. 2006). Assim, o valor diagnóstico do 
teste para situações de emergência e baixa prevalência da 
resistência é limitado. A pouca importância dada à intera-
ção hospedeiro-parasito de acordo com cada espécie ani-
mal e parasitária, a viabilidade do teste em condições de 
campo e as indicações de concentração para a contagem de 
ovos são outros fatores limitadores importantes (Levecke 
et al. 2012).

As recomendações referentes ao delineamento do estu-
do e à dimensão da amostra podem ser de difícil obtenção 
no campo. Assim, buscando garantir resultados favoráveis 
com o TRCOF, Levecke et al. (2012) desenvolveram um mé-
todo que permite aos pesquisadores adaptarem seu projeto 
de estudo conforme uma ampla gama de condições de cam-
po. A inclusão de um grupo não tratado (controle) no teste, 
para observação de alterações naturais que possam ocor-
rer na contagem de ovos durante o período, pode não ser 
prática em muitas situações. Além disso, o uso de médias 
aritméticas das contagens de ovos nas fezes dos mesmos 
animais antes e após a administração do anti-helmíntico, 
ao invés de aleatoriamente, pode proporcionar resultados 
mais confiáveis (Dobson et al. 2012).

A avaliação do teste pode ser prejudicada devido às va-
riações na correlação entre a contagem de ovos nas fezes 
e a carga parasitária adulta entre as diferentes espécies de 
parasitos. Foi encontrada uma boa correlação para H. con-
tortus (Roberts & Swan 1981, Chagas et al. 2013), porém 
não para T. colubriformis (Sangster et al. 1979), Ostertagia 
circumcincta (Martin et al. 1985) e Nematodirus spp. (Mar-
tin et al. 1985). Palcy et al. (2010) relataram uma baixa sen-
sibilidade do teste para a detecção de T. axei, cuja postura de 
ovos é muito baixa. Assim, a ocorrência de variação intra e 
interespécies na fecundidade e agregação dos ovos nas fezes 
pode afetar a interpretação do TRCOF (Levecke et al. 2012).

Algumas drogas podem causar uma supressão tempo-
rária na postura de ovos, levando a uma superestimativa 
da eficácia anti-helmíntica se avaliada durante esse perío-
do. Portanto, recomenda-se que amostras fecais sejam co-
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letadas 3-7 dias após o uso de LEV, 8-10 dias para BZs e 
entre 14-17 dias para LMs. Somente quando for utilizada 
moxidectina (MOX), uma LM, as fezes deverão ser coleta-
das após 21 dias. Quando mais de um tipo de droga estiver 
sendo avaliado, o período de 14 dias deverá ser empregado 
(Coles et al. 2006). Após o tratamento anti-helmíntico, de-
ve-se ter atenção com os locais onde os animais serão man-
tidos, se pasto ou piquete, devido à possibilidade de rápida 
reinfecção. Uma redução superior a 95% no TRCOF indica 
que o uso do anti-helmíntico ainda deve ser benéfico em 
programas de controle parasitário, mas uma pequena por-
centagem de vermes sobreviventes pode indicar um pro-
blema de resistência, que pode aumentar com tratamentos 
subsequentes, e precisa ser monitorado.

A precisão do TRCOF depende da sensibilidade da téc-
nica adotada para a contagem de ovos de nematoides nas 
fezes, sendo que a maioria dos métodos atualmente dis-
poníveis ainda não é precisa (Demeler et al. 2012b). O uso 
da técnica descrita por Gordon & Whitlock modificada (câ-
mara McMaster com detecção de 50 OPG) pode não detec-
tar um baixo número de ovos, dificultando o diagnóstico 
de resistência precoce e de pequenas alterações na eficá-
cia de uma droga (Kaplan & Vidyashankar 2012). Assim, 
acredita-se que é necessária a adoção de um novo método 
para contagem, que ofereça maior sensibilidade e precisão 
(Demeler et al. 2012b). Diferentes reduções percentuais 
na contagem de ovos podem ser obtidas, dependendo do 
tipo de contagem, devendo-se adotar um padrão dos mé-
todos de cálculo. Porém, como existem muitas variações na 
técnica de OPG, sua padronização é dificultada (Coles et al. 
1992). Alguns laboratórios utilizam pool de amostras de 
fezes e outros realizam contagens individuais para a obten-
ção de um valor médio. Ambas as abordagens têm vanta-
gens e desvantagens, e a definição do melhor procedimento 
para a contagem de ovos nas fezes é importante. Por exem-
plo, enquanto o teste de OPG – desenvolvido para contagem 
de ovos em ovinos – pode ser a melhor opção para amos-
tras individuas de ovinos, o teste FECPAK® pode ser melhor 
para um pool de amostras (Coles et al. 2006). Já a lâmina 
FLOTAC® é usada em uma técnica recentemente descrita 
que também apresentou uma melhora significativa com 
relação à sensibilidade (Rinaldi et al. 2011, Molento et al. 
2012). Estudos recentes vêm sendo feitos com um sistema 
mini-FLOTAC, mostrando uma diminuição significativa na 
média e no desvio padrão de valores em comparação com 
a técnica de Gordon & Whitlock (Molento et al. 2012). As 
diferenças na fecundidade entre as espécies de helmintos 
também demandam diferentes métodos de contagem (Le-
vecke et al. 2012). Outro aspecto relevante é que apesar de 
a OPG ser altamente variável, ela geralmente é feita a partir 
de uma única contagem por animal pré e pós-tratamento, 
ao invés de triplicatas para reduzir a variabilidade (Kaplan 
& Vidyashankar 2012).

Em geral, as populações de nematoides compreendem 
várias espécies, sendo essencial identificar quais estão 
envolvidas e, assim, avaliar o efeito de uma droga em di-
ferentes espécies nas populações. Como os ovos nas fezes 
não podem ser diferenciados morfologicamente (exceto o 
Nematodirus), recomenda-se que coproculturas de amos-

tras pré e pós-tratamento sejam conduzidas separada-
mente para o desenvolvimento dos ovos até L3 (Roberts 
& O’Sullivan 1950). A identificação das larvas geralmente 
é feita utilizando-se um guia simplificado para consulta 
(Ueno & Gonçalves 1998), mas é necessária experiência 
técnica devido à dificuldade e pouca confiabilidade asso-
ciada ao método. Além disso, as necessidades para incuba-
ção e desenvolvimento das larvas diferem entre as espécies 
de nematoides, e as condições das coproculturas podem 
favorecer o desenvolvimento de uma espécie e prejudicar o 
de outra. Por isso, as condições devem ser as mesmas para 
coproculturas pré e pós-tratamento. Recomenda-se que as 
amostras não devem ser mantidas a 4ºC por período acima 
de 24 horas, para que não haja interferência na incubação 
dos ovos de H. contortus e Cooperia (McKenna 1998). Re-
centemente, Roeber et al. (2012) sugeriram um ensaio de 
PCR previamente avaliado (98% de sensibilidade e 100% 
de especificidade) para ser usado como alternativa à técni-
ca de coprocultura, sendo que o primeiro foi considerado 
menos trabalhoso e mais rápido.

Na prática, outros fatores ainda podem prejudicar a 
interpretação dos dados obtidos com o TRCOF e reduzir a 
especificidade do teste, como as diferenças metodológicas 
entre os laboratórios, a incorreta administração de medica-
mentos, falhas de equipamentos, erro nas doses de drogas 
e produtos de má qualidade. Para aperfeiçoar o TRCOF, es-
tudos vêm sendo feitos com base em comparações de mé-
todos de contagem de ovos nas fezes (Rinaldi et al. 2011), 
programas estatísticos (Dobson et al. 2012), além de outras 
questões como o período para a realização de amostragens 
e a manipulação e conservação das amostras. Há ainda 
questionamentos sobre o grau de sensibilidade do TRCOF, 
e sobre como os resultados podem ser relacionados com os 
dados obtidos a partir de testes in vitro (Coles et al. 2006), 
a fim de aprimorar o seu uso.

Técnicas in vitro
Teste de eclodibilidade de ovos (TEO). O método foi 

descrito, inicialmente, por Le Jambre (1979), e um protoco-
lo padronizado foi adotado pela WAAVP (Coles et al. 1992).  
O TEO tem sido utilizado com várias modificações por uma 
série de pesquisadores, para a detecção de resistência a BZs 
e LEV. Um protocolo-padrão para a detecção de resistên-
cia aos BZs está disponível (Samson-Himmelstjerna et al. 
2009a), e laboratórios de toda a Europa utilizam a mesma 
metodologia. A maioria dos estudos que avaliaram o uso 
do TEO para a detecção de nematoides resistentes aos BZs 
mostrou uma boa concordância com os resultados obtidos 
com o TRCOF em ovinos (Várady et al. 2006, Díez-Baños et 
al. 2008) e bovinos (Demeler et al. 2012a). Isso indica que o 
teste representa uma alternativa confiável e precisa para o 
TRCOF, além de ser mais prático e economicamente viável.

O tiabendazol (TBZ) é a droga de escolha para a reali-
zação do teste por possuir uma solubilidade relativamente 
elevada em água. Sua estabilidade a longo prazo em solu-
ções de DMSO não é conhecida, mas quando as diluições são 
feitas em água pode haver uma redução das concentrações 
esperadas. Como a sensibilidade ao TBZ diminui na medi-
da em que os ovos se desenvolvem, as fezes destinadas ao 
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exame devem ser manipuladas até três horas após a coleta 
ou armazenadas anaerobicamente (Coles et al. 2006). Isso, 
muitas vezes, representa uma grande limitação ao uso do 
TEO no diagnóstico de rotina.

Porcentagens de ovos eclodidos para cada concentração 
do fármaco, curvas de dose-resposta e valores de DL50 po-
dem ser determinadas com essa técnica. Utilizando-se uma 
dose discriminante, pode-se obter a porcentagem de ovos 
eclodidos (resistentes ao BZs) na amostra. Dados obtidos 
com isolados suscetíveis de H. contortus, T. circumcincta e 
Trichostrongylus colubriformis mostraram uma dose discri-
minante de 0,1 µg/ml de TBZ. Testes de campo também já de-
monstraram que ovos de outras espécies sensíveis (Cooperia 
e Oesophagostomum) não eclodem com essa concentração. 
Usando esse critério, acredita-se que possam ser detectados 
apenas 2 a 3% de ovos resistentes (Coles et al. 2006). Na Es-
panha, a dose discriminante única foi utilizada para avaliar 
o estado de resistência aos BZs no nordeste do país, aumen-
tando a sensibilidade do TEO (Calvete et al. 2011).

Alguns fatores em investigação e que podem influen-
ciar os resultados obtidos com o TEO, incluem: diferentes 
fontes de água utilizada (destilada, desionizada ou água da 
torneira); grau de limpeza dos ovos (presença de detritos); 
e o método de dissolução da amostra (p.ex. DMSO e água) 
(Coles et al. 2006). Como os ovos são muito frágeis e sen-
síveis à variação de temperatura, a detecção de tais fatores 
é essencial para que diferentes laboratórios possam obter 
resultados igualmente eficazes.

Teste de desenvolvimento larvar (TDL). O TDL foi 
relatado primeiramente por Coles et al. (1988) para a de-
tecção de resistência a BZs e LEV.  Muitas variações do teste 
foram publicadas descrevendo seu uso para a detecção de 
resistência de várias drogas anti-helmínticas em nematoi-
des de ovinos (Hubert & Kerboeuf 1992, Gill et al. 1995). 
Um teste comercial (DrenchRite1®) foi desenvolvido na 
Austrália para determinar a resistência contra BZs, LEV e 
LMs em nematoides de ovinos e caprinos, porém é pouco 
utilizado e expressivamente caro para o uso em rotina. O 
TDL em microágar (do inglês MALDT, micro-agar larval de-
velopment test) foi descrito em detalhes (Coles et al. 2006) 
e, assim como o TEO, foram encontrados resultados em 
boa concordância com dados obtidos após a realização do 
TRCOF (Leathwick et al. 2006, Várady et al. 2006). O teste 
tem demonstrado ser confiável para BZs e LEV (Taylor et al. 
2002, Coles et al. 2006) e, recentemente, foram relatados 
resultados comparáveis e confiáveis para detectar a resis-
tência à IVM em H. contortus (Dolinská et al. 2012).

Utilizando o MALDT descrito por Coles et al. (2006), 
Dolinská et al. (2012) distinguiram facilmente isolados de 
H. contortus suscetíveis e resistentes à IVM, obtendo uma 
probabilidade aproximada de 87% para o diagnóstico po-
sitivo em uma população com apenas 2-4% de vermes re-
sistentes. Nesse estudo, dois fatores foram indicados por 
contribuir para a falta de sensibilidade do teste: a forma de 
apresentação da IVM e seus análogos, pois esses podem ter 
diferentes potências contra diferentes espécies de nema-
toides gastrintestinais; e a correlação entre dados obtidos 
em testes in vitro MALDT e in vivo TRCOF, sabendo que o 
último pode apresentar resultado questionável.

A dose letal de 50% (DL50) determinada para nema-
toides suscetíveis de ovinos foi de 0,02µg/ml para TBZ e 
0,5µg/ml para LEV. Contudo, pesquisas adicionais são ne-
cessárias para confirmar esses valores no TDL (Coles et al. 
2006). Essa prova é considerada relativamente frágil, pois 
requer fezes frescas (enviadas ao laboratório em sistema 
anaeróbio), sendo as condições de armazenamento as que 
mais afetam o desenvolvimento dos ovos e o bom desem-
penho do teste (Demeler et al. 2010). Ao contrário do TEO, 
para o TDL a idade dos ovos utilizados não importa, e as 
larvas são obtidas para a diferenciação de espécies. A prin-
cipal vantagem do TDL é a sua capacidade de avaliação si-
multânea de resistência a várias drogas (BZs, LEV e LMs), 
em uma mesma placa.

Para os testes in vitro, grandes quantidades de dados 
precisam ser coletadas para definir um Procedimento Ope-
racional Padrão (POP) com as possíveis interpretações. É 
preciso ainda determinar a relação entre esses testes pa-
dronizados e o TRCOF. Embora o TDL funcione para o diag-
nóstico de resistência aos BZs, parece não ser tão satisfató-
rio quanto o TEO (Coles et al. 2006).

Testes de motilidade e migração larvar. Os testes de 
motilidade e migração larvar podem ser usados para ava-
liar o efeito dos anti-helmínticos que causam paralisia na 
musculatura somática dos parasitos. A motilidade de larvas 
pode ser determinada por meio de observação, detectores 
eletrônicos (instrumentos que medem o grau de refração 
da luz e fornecem um índice de motilidade) ou migração 
através de peneiras. A grande necessidade de se obter um 
diagnóstico confiável para a resistência às LMs tem estimu-
lado o desenvolvimento de testes que avaliam a motilidade 
dos parasitos utilizando essas técnicas.

Testes mensurando a paralisia larval foram desenvolvi-
dos para a detecção de resistência ao LEV e ao morantel 
(Martin & LeJambre 1979). Sutherland & Lee (1990) des-
creveram uma modificação desse teste para a detecção de 
resistência ao TBZ. Gill et al. (1991) relataram um teste 
de migração para a detecção de resistência à IVM em H. 
contortus e, mais tarde, em Trichostrongylus colubriformis 
e T. circumcincta (Gill & Lacey 1998), mas a avaliação da 
motilidade das larvas foi muito subjetiva. Assim, foi feita a 
avaliação e validação do uso de ágar e de peneiras para a 
separação de L3 migrantes (sobreviventes) e não migrantes 
(mortas) para uma quantificação confiável (D’assonville et 
al. 1996, Kotze et al. 2006). Além desses, uma grande varie-
dade de testes semelhantes de migração de larvas foi pu-
blicada, sendo adaptadas para o uso de diferentes drogas 
e espécies de nematoides de ovinos (Wagland et al. 1992, 
Douch & Morum 1994, Molento & Prichard 2001). No en-
tanto, em nenhum desses trabalhos houve a publicação de 
dados referentes à repetibilidade de resultados obtidos 
dentro de um mesmo laboratório e/ou à reprodutibilidade 
de resultados entre laboratórios distintos. Isto se faz ne-
cessário, pois pode significar um melhor monitoramento 
da eficácia das LMs, entre outras drogas, em menor tempo 
e sem o uso de animais experimentais como, por exemplo, 
no teste controlado.

Um teste de inibição da migração larvar (TIML) para 
a detecção de resistência à IVM em nematoides de rumi-
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nantes foi padronizado na Europa (Demeler et al. 2010), 
permitindo a separação das larvas móveis das imóveis por 
meio da migração através das peneiras. O mesmo protocolo 
foi realizado em seis laboratórios de cinco países, mostran-
do resultados altamente reprodutíveis, e fornecendo uma 
ferramenta útil para o monitoramento da resistência à IVM 
em nematoides de ruminantes.

A aplicabilidade do teste no campo, onde infecções mis-
tas de parasitos ocorrem comumente, ainda precisa ser mais 
bem estudada, sendo necessários estudos que possibilitem 
a diferenciação das espécies (Kotze et al. 2006). Um estu-
do mostrou uma boa concordância dos resultados obtidos 
a partir do TIML com o TRCOF em bovinos (Demeler et al. 
2012a), demonstrando o potencial uso do TIML. O método 
também foi utilizado para avaliar a eficácia in vitro de IVM 
e MOX em isolados de Cooperia sp. (Almeida et al. 2013) e 
em isolado de H. contortus (Fortes et al. 2013), mostrando 
ser um teste possivelmente útil para a avaliação de eficácia 
da IVM. Em comparação ao TDL, o TIML é um exame fácil e 
simples, possível de ser realizado na maioria dos laborató-
rios. Além disso, o TIML requer larvas de terceiro estágio, 
que podem ser facilmente obtidas a partir de coproculturas, 
e mantidas em geladeira até o seu uso (Demeler et al. 2010).

A motilidade de larvas e adultos de nematoides, após in-
cubação com anti-helmínticos, também pode ser estimada 
por meio de um instrumento que mede o grau de refração 
da luz e fornece um índice de motilidade. O movimento dos 
parasitos causa uma variação dos sinais luminosos refleti-
dos e recebidos pelo fotodetector. Os efeitos anti-helmín-
ticos in vitro sobre H. contortus resistentes aos BZs foram 
detectados utilizando esse medidor de micromotilidade 
(Folz et al. 1987). Recentemente, um medidor de micromo-
tilidade também foi utilizado com eficiência para avaliar a 
ação de IVM sobre parasitos adultos de C. oncophora (De-
meler et al. 2010).

Testes de alimentação. Estudos têm sido realizados 
para determinar o efeito sobre a alimentação do parasito 
após tratamento anti-helmíntico em larvas e adultos. O tes-
te de inibição da alimentação larvar (TIAL) foi usado para 
diferenciar isolados monoespecíficos de nematoides resis-
tentes e suscetíveis à IVM (Alvarez-Sánches et al. 2005) e 
isolados de campo resistentes e suscetíveis, compostos 
principalmente por Teladorsagia circumcincta (Martínez-
-Valladares et al. 2012). Em um estudo realizado no noro-
este da Espanha, os valores de resistência ao LEV e às LMs 
encontrados com o TIAL foram semelhantes aos obtidos 
pelo TRCOF, porém foram feitos em diferentes rebanhos 
(Martínez-Valladares et al. 2013). Díez-Baños et al. (2008) 
avaliaram a eficácia anti-helmíntica no campo e encontra-
ram um valor mais elevado de resistência às LMs utilizando 
o TIAL (10%), comparado ao TRCOF (3%). Isso indica que 
o teste in vitro tem o potencial de detectar a resistência à 
classe de drogas mais comumente utilizada.

TÉCNICAS MOLECULARES PARA O  
DIAGNÓSTICO DA RESISTÊNCIA

Muito se tem investido para o desenvolvimento de um 
método diagnóstico de parasitos resistentes utilizando 

técnicas moleculares. Entretanto, devido ao carácter ex-
tremamente poligênico das populações, pesquisadores 
continuam sendo desafiados a descobrir o mecanismo de 
resistência das drogas e divulgar um ou mais candidatos 
a marcador específico. O principal mecanismo molecular 
associado à resistência aos BZs em nematoides tricostron-
gilídeos de pequenos ruminantes envolve uma mutação – 
transversão T >A, modificando o códon TTC para TAC – que 
leva à substituição do aminoácido fenilalanina por tirosina 
na posição 200 (polimorfismo Phe200Tyr) no isotipo 1 do 
gene da β-tubulina, em isolados resistentes de H. contortus, 
T. colubriformis e O. circumcincta (Kwa et al. 1994, 1995, 
Elard et al. 1996, 1999, Silvestre & Humbert 2000). Tal poli-
morfismo também tem sido associado à resistência às LMs 
(Mottier & Prichard 2008). Já foram descritas outras mu-
tações, menos frequentes: no códon 167 (Phe167Tyr) em 
H. contortus e T. circumcincta (Silvestre & Cabaret 2002), 
modificando também o códon TTC para TAC; e no códon 
198 (Glu200Ala), que codifica alanina em vez de glutamato 
em isolados resistentes, em H. contortus resistente a BZs 
(Ghisi et al. 2007, Rufener et al. 2009a), alterando o códon 
GAA para GCA. Essas mutações nos códons 167, 198 e 200 
podem, então, ser utilizadas como marcadores para a de-
tecção de resistência aos BZs nesses parasitos, sendo im-
portante conhecer os efeitos da associação entre os SNPs 
e o nível de homozigoze/heterozigose presente (Silvestre 
& Cabaret 2002, Barrère et al. 2012). Barrère et al. (2012) 
indicam que os testes de resistência para BZs no campo de-
veriam avaliar a heterozigose dos SNPs 167 e 200 para ob-
ter melhores resultados. Protocolos de PCR convencional 
e em tempo real (rt-PCR) foram analisados para a detec-
ção de SNPs nos códons 167 e 200 na β-tubulina (Samson-
-Himmelstjerna 2006). Para a determinação da resistência 
associada ao códon TAC na posição 200, técnicas de PCR-
-RFLP (restriction fragment length polymorphism ou poli-
morfismo de comprimento de fragmentos de restrição) 
foram desenvolvidas para H. contortus (Tiwari et al. 2006) 
e T. circumcincta (Shayan et al. 2007). A técnica de pirose-
quenciamento também se mostrou rápida e adequada para 
a detecção múltipla de SNPs (Samson-Himmelstjerna et al. 
2007). A quantificação dos alelos de resistência/susceti-
bilidade no DNA extraído de pool de larvas de nematoides 
pode ser feita usando as técnicas de PCR em tempo real e 
pirosequenciamento, permitindo uma avaliação sensível, 
confiável e economicamente acessível do nível de resistên-
cia em populações de H. contortus no campo (Höglund et al. 
2009, Samson-Himmelstjerna et al. 2009b).

Muito embora não se tenham testes moleculares dispo-
níveis para LMs, LEV ou tetra-hidropirimidinas em quais-
quer espécies de parasitos, a base molecular da resistência 
para tais drogas recebe muita atenção e estudos. Foi rela-
tado que quatro conjuntos de proteínas contribuem para 
a resistência ao LEV em Caenorhabditis elegans, sendo que 
o principal foco dos estudos para a expressão ou detecção 
de polimorfismos associados à resistência ao LEV em ne-
matoides são os receptores de acetilcolina nicotínicos (nA-
ChR) (Martin et al. 2012). Foi demonstrado que proprie-
dades de ligação ao receptor de LEV em H. contortus não 
sofreram variação significativa com a resistência à droga e, 
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a partir de análises de sequência e de RFLP em um gene nA-
ChR (hca1) em várias populações de H. contortus resisten-
tes ao LEV, foi observado polimorfismo, mas sem associa-
ção com a resistência (Hoekstra et al. 1997). Com relação às 
LMs, o mecanismo de resistência parece ser complexo, as-
sociado a muitas mutações em diferentes loci. Estudos su-
gerem que a resistência à IVM pode envolver alterações em 
transportadores de drogas, como a glicoproteína-P (P-gp, 
do inglês P-glycoprotein) e canais de cloro controlados pelo 
glutamato (Xu et al. 1998, Wolstenholme & Rogers 2005). A 
resistência à IVM também tem sido associada a alterações 
alélicas no isotipo 1 do gene da β-tubulina, o locus chave 
envolvido na resistência aos BZs, e a proteínas associadas 
à resistência a múltiplas drogas (MRP, do inglês multi-drug 
resistance), juntamente com membros da família de trans-
portadores do tipo ABC (do inglês ATP binding cassete) (Xu 
et al. 1998, Bourguinat et al. 2007, Prichard 2007).

Recentemente, o monepantel foi introduzido no mer-
cado da Nova Zelândia como o primeiro membro da nova 
classe de drogas sintéticas nematocidas chamada Deriva-
dos de Amino Acetonitrila (AADs, do inglês Amino-Aceto-
nitrile Derivatives). O alvo do monepantel (um nAChR es-
pecífico de nematoide da subfamília DEG-3) e um conjunto 
de mutações associadas à sensibilidade reduzida a AADs 
em H. contortus também foram descritos (Kaminsky et al. 
2008, Rufener et al. 2009b). Tais conhecimentos genéticos 
poderão ser úteis para o diagnóstico molecular da resistên-
cia. Contudo, como as mutações neste caso foram induzi-
das por seleção experimental, e enquanto não há isolados 
de parasitos de campo resistentes ao monepantel, não está 
claro se elas serão de importância prática (Demeler et al. 
2012b).

Diagnóstico de resistência aos BZs em tricostrongi-
lídeos. Como o teste de genotipagem de uma única larva ou 
verme adulto é muito trabalhoso e relativamente caro, os 
testes moleculares devem ser desenvolvidos para PCR em 
tempo real ou pirosequenciamento, a fim de torná-los ade-
quados e viáveis ao uso na rotina laboratorial com amostras 
de campo. Somente com um diagnóstico baseado no uso de 
pool de amostras de DNA de larvas, será possível disponibi-
lizar os testes de resistência molecular para uso rotineiro. 
A pesquisa para o desenvolvimento de testes moleculares 
pode ser justificável principalmente para espécies em que 
o problema da resistência é amplamente distribuído, além 
de auxiliar a busca por estratégias de manejo que possam 
retardar o desenvolvimento de resistência.

Para se iniciar o diagnóstico de resistência com amos-
tras de campo, é feita a amplificação no isotipo 1 do gene 
da β-tubulina para obter uma quantidade suficiente de 
DNA, por meio de duas PCRs consecutivas (nested-PCR). 
Segue-se, então, com a identificação das espécies T. circu-
mcincta, H. contortus e T. colubriformis, a partir da análise 
de polimorfismo nos locais de restrição da enzima RsaI 
no segmento amplificado desse gene, usando a técnica de 
RFLP. Esse método apresentou a vantagem de superar as 
limitações de identificação morfológica dos estágios larvais 
de espécies de nematoides (Coles et al. 2006). Larvas de T. 
colubriformis armazenadas por um mês a 4ºC foram cor-
retamente genotipadas, enquanto larvas de T. circumcincta 

mantidas em nitrogênio líquido foram menos eficiente-
mente amplificadas. Assim, é recomendado o uso de larvas 
“frescas” para a obtenção de resultados confiáveis.

O princípio do diagnóstico de resistência aos BZs de-
pende de um sistema de amplificação por mutação refratá-
ria (ARMS, do inglês Amplification Refractory Mutation Sys-
tem). Essa técnica permite a genotipagem de SNPs, usando 
um conjunto de quatro iniciadores (dois iniciadores não 
específicos - primers controle, e dois específicos de alelo - 
primers internos), consistindo em uma reação de PCR ale-
lo-específica (Fig. 2). Como mostra a referida figura, foram 
utilizados dois primers controles (forward e reverse) e dois 
primers internos específicos (um forward, que se liga a um 
alelo, e um reverse, que se liga ao outro alelo), resultando 
em três diferentes padrões de bandas (um controle e dois 
específicos). A concentração de iniciadores pode alterar a 
especificidade da PCR, e deve ser verificada com grande 
precisão, a fim de garantir uma eficiente competição en-
tre os iniciadores. Isolados de parasitos reconhecidamente 
suscetíveis e resistentes devem ser utilizados como padrão 
e testados para validar a genotipagem de populações des-
conhecidas (Coles et al. 2006).

Fig.2. Genotipagem de SNPs pela técnica de PCR alelo-específica 
ou PCR baseada no sistema de amplificação por mutação re-
fratária (ARMS) (Fortes 2011).

Foi determinado que o limite de detecção da resistên-
cia aos BZs, por meio de diagnóstico molecular, seja com 
um número de 100, 50, 35 e 20 parasitos para, respecti-
vamente, 4, 8, 10 e 12% de vermes resistentes na popula-
ção, a fim de encontrar pelo menos um indivíduo resistente 
(p=0,002) (Elard et al. 1999). Em uma população mista de 
nematoides, a frequência de alelos dependerá da propor-
ção de espécies na população, e a identificação de genóti-
pos resistentes homozigóticos em quaisquer espécies po-
deria sugerir a presença de resistência (Coles et al. 2006).

Ainda são poucas as informações de correlação entre a 
presença de mutações associadas à resistência e a eficácia 
de droga esperada, dificultando a interpretação clínica dos 
dados moleculares. Recentemente, Höglund et al. (2009) 
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encontraram altas frequências alélicas associadas à resis-
tência (códon 200 no isotipo 1 do gene da β-tubulina em 
H. contortus) em 19 rebanhos de ovinos dos 45 testados, 
enquanto o TRCOF detectou resistência ao albendazol em 
apenas dois rebanhos. Em três rebanhos cuja eficácia da 
droga pelo TRCOF foi de 100, 99 e 97%, foram encontra-
das frequências muito altas de alelos resistentes de 95, 97 e 
100%. A disparidade nos resultados sugere ser muito difí-
cil definir recomendações ideais para medidas de controle 
parasitário com base exclusivamente em dados molecula-
res (Kaplan & Vidyashankar 2012).

Como mostrado, os testes moleculares parecem ser 
mais sensíveis que o TRCOF na detecção da presença de re-
sistência anti-helmíntica em um rebanho. Mas o significa-
do prático da resistência genotípica relacionada à eficácia 
esperada da droga, principalmente para produtos de um 
mesmo grupo, ainda não está claro. É comum a técnica de 
TRCOF detectar resistência a um anti-helmíntico e, ao mes-
mo tempo, alta eficácia a outro do mesmo grupo. Uma vez 
que marcadores moleculares de resistência aos BZs não são 
específicos de uma só droga, o uso de dados moleculares 
para a escolha de drogas a serem utilizadas no campo ain-
da exige uma maior compreensão (Kaplan & Vidyashankar 
2012). Os autores discutiram ainda outros pontos críticos: 
quando a resistência a um grupo de drogas é multi-alélica, 
torna-se necessário conhecer a contribuição relativa de 
cada alelo para a manifestação do fenótipo; a resistência a 
qualquer droga é espécie-específica, mas as infecções mis-
tas nos animais são muito comuns, sendo necessário o de-
senvolvimento de testes moleculares capazes de detectar 
resistência em múltiplas espécies, ou testes separados para 
as espécies importantes.

A grande dificuldade para o diagnóstico com base mole-
cular, é ter a certeza de que a mutação associada a resistên-
cia à determinada droga seja a única mutação responsável 
em uma espécie particular. Esse desafio pode ser exempli-
ficado pela existência de mais de um ponto de mutação de 
resistência aos BZs em certos nematoides de ovinos. No 
caso das LMs, se as diferentes espécies de nematoides têm 
diferentes mecanismos para impedir a ação das drogas, a 
dificuldade para o desenvolvimento e a utilização de tes-
tes torna-se ainda maior. No entanto, como não há nenhum 
teste in vitro de confiabilidade reconhecida para a resis-
tência às LMs, a necessidade de testes moleculares é muito 
grande (Coles et al. 2006).

CONSIDERAÇÕES FINAIS
A maioria das estratégias de controle de nematoides gas-
trintestinais empregadas em criações intensivas de ovinos 
e caprinos ainda depende do frequente uso de anti-helmín-
ticos. No entanto, o grande número de relatos de parasitos 
resistentes a um ou mais anti-helmínticos utilizados vem 
inviabilizando os programas de controle sanitário. É evi-
dente a necessidade de adoção de estratégias sustentáveis, 
incluindo o controle químico, ambiental e imunológico, vi-
sando substituir os esquemas baseados no uso exclusivo 
de anti-helmínticos, para diminuir a pressão de seleção na 
população de parasitos. Novos conceitos, como a manuten-
ção da população de parasitos em refugia, não expostos a 

anti-helmínticos, obtida principalmente com o uso de tra-
tamento seletivo dos animais, precisam ser amplamente 
difundidos entre produtores e profissinais da área.

Como visto, a rapidez com que ocorre a propagação da 
resistência anti-helmíntica, com o comércio de animais, é 
preocupante e reforça a necessidade urgente de testes diag-
nósticos sensíveis e economicamente acessíveis para a de-
tecção e o monitoramento da resistência. Devido ao grande 
impacto que a resistência possui em relação à produção e 
ao bem-estar de pequenos ruminantes, torna-se cada vez 
mais importante o seu diagnóstico preciso e precoce. Faz-
-se necessário aprimorar os métodos conhecidos às condi-
ções dos produtores, com a inclusão de testes para detec-
tar a resistência na rotina de programas sanitários, como o 
TRCOF. Para isso, uma série de testes in vitro ainda precisa 
ser padronizada, a fim de permitir sua correta execução 
e interpretação em diferentes laboratórios. Infelizmente, 
os esforços para a obtenção do diagnóstico da resistência 
anti-helmíntica e a conscientização de profissionais da área 
acerca desse problema ainda são insuficientes.

Espera-se que o uso crescente de modernas técnicas 
de sequenciamento genômico (o genoma completo do H. 
contortus será publicado em breve, Beech 2013) propicie 
avanços na compreensão do mecanismo molecular (ou me-
canismos moleculares) da resistência anti-helmíntica, per-
mitindo o aprimoramento de técnicas de monitoramento 
rápido. A obtenção de um diagnóstico da resistência mais 
precoce e acessível no campo pode auxiliar a tomada de 
decisão quanto à escolha do tipo de estratégia de controle 
parasitário a ser utilizado. Para isso, é extremamente im-
portante haver orientação profissional adequada aos pro-
dutores sobre o uso racional de anti-helmínticos, buscando 
manter a eficácia das drogas e retardar o fenômeno da re-
sistência. Recomenda-se que, tanto o pesquisador como o 
profissional ligado à área de sanidade, tenha interesse na 
leitura das recomendações técnicas. Deve-se utilizar o TR-
COF uma vez ao ano, com o objetivo de monitorar a eficácia, 
e substituir produtos que apresentem percentuais abaixo 
de 80%. Espera-se que, com isso, possa-se contribuir para 
a sustentabilidade da pecuária nacional, visando obter 
melhores condições de saúde, tanto para os animais como 
para a comunidade.
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