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1. INTRODUCAO

Haemonchus contortus € o principal parasito de pequenos ruminantes de
regides tropicais e subtropicais. Por ser um nematddeo prolifico e hematofago, sua
ocorréncia pode causar anemias severas em animais altamente parasitados,
levando em muitos casos ao 6bito do animal. Acometendo principalmente cordeiros
e ovelhas prenhes, cada parasito pode sugar entre 0,05 mL a 0,08 mL de sangue
por dia (BESIER et al., 2016). H. contortus esta adaptado a diversas zonas
climaticas, tendo seu desenvolvimento favorecido em locais quentes e umidos
(FLAY; HILL; MUGUIRO, 2022). As condigbes otimas para o desenvolvimento das
larvas se dao em temperaturas que variam de 22 °C a 26 °C e umidade proxima de
100% (FLAY; HILL; MUGUIRO, 2022).

Por habitar o Trato Gastrointestinal (TGIl) do hospedeiro, H. contortus
mantém uma relagdo proxima com a microbiota presente nesse ambiente
(SINNATHAMBY et al., 2018). Diversos fatores podem influenciar na composigao
das comunidades microbianas, entre eles a raga, condigbes de manejo ou nutricdo
(ELLISON et al., 2017; MCLOUGHLIN et al., 2020; YIN et al., 2021). Diferentes
autores buscaram estabelecer a relagdo entre a microbiota presente no TGl e
diferentes fendtipos de resisténcia as cargas parasitarias no mesmo rebanho
(CORTES et al., 2020; DE AGUERO et al., 2022; MAMUN et al., 2020; PAZ et al.,
2022; WATKINS et al., 2021). Ovinos com diferentes cargas parasitarias tendem a
apresentar significancias na diversidade microbiana ao longo do TGl (PAZ et al.,
2022). Além disso, € constatado que animais com baixa carga parasitaria
demonstram maior diversidade microbiana (MAMUN 2020), sugerindo que a
presenca do parasito pode desencadear graus diferentes de disbiose, associada
muitas vezes ao filo Proteobacteria (SHIN; WHON; BAE, 2015).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a predominancia dos filos presentes
em ovinos com diferentes cargas parasitarias de H. contortus usando o
sequenciamento do amplicon 16S rRNA.

2. METODOLOGIA

Vinte animais da raga Corriedale com idade aproximada de 20 meses foram
monitorados durante o periodo de dez meses, com amostras fecais coletadas
mensalmente para avaliagdo da carga parasitaria. A técnica de Gordon e Whitlock
modificada (1939) foi aplicada para contagem de ovos por gramas de fezes. Para
agrupar os animais com fenotipos de baixa e alta contagem foi empregado o teste
de Welch’'s no software GraphPad Prism 9. A identificacdo e estimagao da
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predominancia de H. contortus presentes nas amostras foram realizadas por meio
da técnica de coprocultura (ROBERTS; O’'SULLIVAN, 1950).

Posteriormente, quatro animais situados nos extremos das contagens foram
selecionados para caracterizagdo da microbiota. Amostras fecais foram enviadas
para amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA para avaliar o perfil
microbiano individual. As regides V3-V4 foram amplificadas e a preparagao das
bibliotecas seguiu protocolo da empresa Neoprospecta Microbiome Technologies
(Brasil). Os amplicons foram sequenciados em paired-end (2X300 bp) com Miseq
Reagent Kit V3 R (600 ciclos) em plataforma MiSeq Sequencing System (lllumina,
Brasil).

A analise dos dados brutos de sequenciamento foi conduzida em linguagem
R (http://www.R-project.org/) e as etapas de filtragem, modelagem de erro
paramétrico e remocao de sequéncias quiméricas foram realizadas no pacote
dada2 (CALLAHAN et al.,, 2015). A tabela de ASVs foi criada e atribuida
taxonomicamente a partir do banco de dados SILVA SSU 138 (QUAST et al., 2012).
A normalizagdo dos dados se deu por centered log-ratio (clr) e a significancia
estatistica dos filos entre os grupos foi inferida por teste de Wilcoxon para dados
nao-parameétricos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Usando o teste de Welch’s nos resultados obtidos por contagens de OPGs,
os animais foram divididos nos grupos baixa contagem (BC) e alta contagem (AC).
Para os animais AC foram encontrados valores de 3.125+583,2, enquanto os
animais BC apresentaram valores de 110£28,5.
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Figura 1. Contagem de OPG. Os dados representam as médias de OPGs dos grupos Baixa
Contagem (BC) e Alta contagem (AC) durante o periodo estudado (10 meses) avaliadas pelo teste
de Welch’s. Asteriscos (***) indica significancia estatistica entre os grupos.

A partir do teste de Wilcoxon para dados n&o-paramétricos, foram
encontrados dez filos com significancia estatistica entre os grupos (tabela 1).
Tabela 1. Filos bacterianos no TGl de ovinos naturalmente infectados por H.

contortus
Filo AC BC Valor de p
Chloroflexi - + 0,016
Cyanobacteria + - 0,00079
Elusimicrobia + - 0,0092

Fibrobacteres + - 0,00046
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Firmicutes + - 2e-10
Kiritimatiellaeota - + 0,00042
Patescibacteria - + 0,0035
Proteobacteria + - 0,00021
Synergistetes - + 0,0086

Tenericutes + - 0,019

Tabela 1. Resultados do teste de Wilcoxon para BC e AC a nivel de filos. + indica aumento para o grupo, enquanto — indica
redugéo em relagéo ao grupo oposto.

O presente estudo buscou identificar a predominancia de diferentes filos em
ovinos com cargas parasitarias distintas. A predominancia de H. contortus foi
estimada em 80% dos parasitos, de Ostertagia (14%) e Trychostrongylus spp (6%).
Dez filos apresentaram diferencas estatistica entre os grupos, sugerindo que a
composicdo da microbiota bacteriana gastrintestinal interfere na infecgao
parasitaria.

Wang 2016 identificaram os filos Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria
como os mais abundantes ao longo do TGI, resultado também encontrado em
nosso estudo. Embora a predominancia dos trés filos seja observada, diferentes
racas podem apresentar composicdes relacdes diferentes entre Firmicutes e
Bacteroidetes (CHOLEWINSKA et al., 2020).

MAMUN 2020 associaram o aumento de Firmicutes a baixa carga
parasitaria, porém nossos resultados demonstraram uma reducdo do filo em
animais BC. Filos que podem causar disbiose, como Cyanobacteria e
Proteobacteria estdao reduzidos em BC, o que corrobora estudos anteriores
(CHOLEWINSKA et al., 2020).

4. CONCLUSOES

A presenca de diferentes filos entre os animais com cargas parasitarias
distintas, AC e BC, pode auxiliar na compreensao da interagdo de Haemonchus
contortus e a microbiota gastrintestinal do hospedeiro. Nossos achados sao
promissores como uma ferramenta inovadora no controle desse nematédeo tao
importante para a ovinocultura mundial.
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