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Resumo — A alta prevaléncia do nematoide gastrintestinal Haemonchus
contortus, cujo controle é dificultado pela resisténcia anti-helmintica, leva
a grandes prejuizos econdmicos na criagdo de ovinos. A genotipagem de
polimorfismos associados a resisténcia anti-helmintica em parasitas € uma
das maneiras mais precoces de deteccao da resisténcia, € o uso de amostras
em pool pode reduzir custos e tempo de processamento e beneficiar sua
aplicabilidade a campo. Entretanto, a determinagéo da frequéncia alélica de
resisténcia (R) a partir de pool de amostras € bastante desafiadora. Assim, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para a genotipagem
do polimorfismo F200Y associado a resisténcia ao anti-helmintico
benzimidazol, em pool de larvas de trés populagdes de H. contortus. Por
meio de PCR em tempo real (qQPCR), foram avaliadas as técnicas de high-
resolution melting e discriminagéo alélica com sondas de hidrélise marcadas
com fluorescéncia (FAM e HEX) seguida da analise por trés métodos (curva
sigmoide, AC, e log), utilizando-se curva padréo de DNA sintético (0, 20, 40, 60,
80 e 100% R) ou de larvas individuais (0, 50 e 100% R). A discriminagao alélica
com sondas de hidrdlise, com curva padréo de larvas individuais, seguida de
analise de fluorescéncia por log(FAM/HEX) promoveu melhor estimativa da
frequéncia do alelo de resisténcia das amostras em pool, com discordancia
variando de 2,8 a 5,0% em relacé&o aos valores observados na genotipagem
de larvas individuais. A validagéo dessa técnica de genotipagem em amostras
em pool podera ser usada para a detecgao da resisténcia anti-helmintica em
rebanhos ovinos e para a melhoria das medidas de controle da verminose,
proporcionando melhor direcionamento do tratamento anti-helmintico.

Termos para indexagao: diagndstico molecular, ovinos, resisténcia anti-
helmintica, verminose.

Benzimidazole resistance detection in pooled samples of
Haemonchus contortus

Abstract — Haemonchus contortus is a high prevalent gastrointestinal
nematode, whose control is hindered by anthelmintic resistance, leading
to economic losses in sheep production. Genotyping of anthelmintic
resistance-associated polymorphisms in parasites is an earlier method to



detect resistance, and the use of pooled samples
can reduce costs and expended time and benefit its
applicability at the field. However, determining the
resistance allele frequency (R) in pooled samples is
quite challenging. Thus, the objective of this study
was to develop a methodology for genotyping the
F200Y polymorphism associated with benzimidazole
resistance in pooled larvae from three H. contortus
populations. Based on real-time PCR (qPCR), two
methods were investigated: high-resolution melting
and allelic discrimination with fluorescent (FAM and
HEX) hydrolysis probes, followed by fluorescence
analysis through sigmoid curve, AC, and log(FAM/
HEX). Synthetic DNA (0, 20, 40, 60, 80 and 100% R)
orindividual larvae (0, 50 and 100% R) were used as a
standard curve. Allelic discrimination with hydrolysis
probes with the individual larvae standard curve and
fluorescence analysis by log(FAM/HEX) resulted
in a better estimation of R frequency in pooled
samples, varying 2.8 to 5.0% from the observed
values in genotyped individual larvae. Validating this
genotyping technique in pooled samples will allow
its use for the detection of anthelmintic resistance in
sheep flocks and improvement of nematode control
practices, providing better targeting of antihelminthic
treatments.

Index terms: anthelmintic resistance,
gastrointestinal nematodes, molecular test, sheep.

Introdugéao

Aimportancia econémica da produc¢ao de ovinos
baseia-se, principalmente, no aproveitamento
de pequenas propriedades rurais e de areas
inadequadas para a agricultura ou bovinocultura
(Sargison, 2012). Dados recentes indicam que o
Brasil possuia 21,8 milhdes de cabecas ovinas
(IBGE, 2024), mas que o rebanho nacional nao
era suficiente para atender a demanda do mercado
consumidor interno, levando a importagao anual de
4.164,86 toneladas de carne ovina (FAO, 2022).
Assim, pesquisas buscam ndo s6 aumentar a
producao de ovinos no Brasil como também levar
a reducéao de custos e aumentar a lucratividade dos
produtores.

Os principais desafios enfrentados pela
ovinocultura em regides de clima tropical sdo as
condigbes climaticas adversas, a escassez ou a
competi¢do por agua e alimentos e a alta prevaléncia
de nematoides gastrintestinais (McManus et al.,
2011). No Brasil, o parasitismo por helmintos leva a
perdas econdmicas e produtivas estimadas em US$
107,5 milhdes/ano (Chagas etal., 2022), decorrentes
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da reducdo de crescimento, ganho de peso e
qualidade da carne e da 13, além da mortalidade e
dos custos com tratamentos veterinarios.

Dentre os nematoides parasitas de ovinos,
Haemonchus contortus destaca-se como o mais
prevalente e patogénico (Waller, 2004). Trata-
-se de um parasita hematéfago de abomaso, que
pode ingerir até 30 pyL de sangue do hospedeiro
por dia, e que é altamente prolifico, uma vez que
as fémeas adultas podem depositar de trés mil a
15 mil ovos por dia (Hansen; Perry, 1994; Emery
et al.,, 2016). O controle desse helminto é feito,
principalmente, pelo tratamento anti-helmintico dos
ovinos infectados. Entretanto, apesar da diversa
gama de vermifugos comerciais, eles pertencem a
somente cinco grupos quimicos de amplo espectro:
benzimidazodis, levamisol, closantel, lactonas
macrociclicas e monepantel (Chagas et al., 2013),
sendo que o ultimo ndo é mais comercializado no
Brasil. Além disso, o facil acesso, o baixo custo
e a falta de orientagbes adequadas levaram ao
uso indiscriminado e em larga escala dos anti-
-helminticos, reduzindo a eficacia e promovendo a
resisténcia (Doyle; Cotton, 2019).

Em termos gerais, a resisténcia € definida
como o0 aumento da proporgdo de parasitas que
sdo capazes de resistir a dosagens de farmacos
habitualmente letais a outros individuos da mesma
espécie (Sangster; Gill, 1999). Assim, as opgodes de
anti-helminticos sao limitadas, uma vez que poucos
compostos quimicos sao efetivos e que, como
H. contortus apresenta alta diversidade genética e
grande capacidade de mutagdes (Gilleard, 2013), as
populacdes rapidamente desenvolvem resisténcia a
esses compostos, levando a falhas no combate da
verminose e a consequentes prejuizos econdmicos
(Costa et al., 2007; Miller et al., 2012).

Aresisténcia anti-helmintica € uma caracteristica
genética que é transmitida ao longo das geracdes
dos parasitas e que, portanto, pode ser detectada
por testes moleculares antes que por testes in vivo
ou por outros testes in vitro (revisado por Hassan;
Ghazy, 2022). Os polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP) sado as principais fontes de variagéo
no genoma. Assim, nos parasitas, os testes
moleculares identificam polimorfismos génicos nos
sitios alvos das drogas que interferem na ligagao
e na acdo desses compostos. O polimorfismo
mais conhecido estd associado a resisténcia aos
benzimidazodis e consiste no SNP T > A no isotipo
1 do gene da B-tubulina, que leva a substituicdo de
fenilalanina por tirosina na posicao 200 da proteina
(polimorfismo F200Y) em H. contortus (Kwa et al.,
1994).
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Adeterminagao dos alelos de um SNP presentes
emum individuo pode serfeita por diferentes técnicas
moleculares de genotipagem. Em geral, os métodos
baseiam-se na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para amplificagdo de fragmento contendo o
SNP, seguida de sequenciamento ou digestdo com
enzima de restricao (PCR-RFLP), ou também pela
amplificagéo simultanea dos dois alelos na mesma
reagdo (ARMS-PCR) ou em reacgbes separadas
(AS-PCR) e observacéo do padréo de bandas apos
eletroforese (Ye et al.,, 2001; Kim; Misra, 2007).
Outras técnicas requerem equipamento de PCR
em tempo real (QPCR) e baseiam-se na detecgao
de diferengas na temperatura de melting (high-
-resolution melting - HRM) ou na hibridizacdo com
sondas marcadas com fluorescéncias especificas
para cada alelo (Shi et al., 1999; Kim; Misra, 2007).
Assim, a escolha da técnica de genotipagem
depende dos objetivos, dos equipamentos, da
escala de andlise e dos recursos disponiveis.

Apesar das técnicas baseadas em PCR
convencional serem menos onerosas, elas sdo
mais trabalhosas e demoradas em comparagéo
as técnicas em gPCR. Além disso, para que as
frequéncias alélicas e genotipicas de resisténcia
sejam estimadas, parasitas precisam ser avaliados
individualmente. Isso torna o trabalho laboratorial
bastante arduo, demorado, caro e de dificil
aplicabilidade a campo. Assim, a possibilidade de
determinar as frequéncias alélicas utilizando pool de
amostras tem o potencial de promover a expansao
do uso das técnicas moleculares e reduzir seus
custos (Breen et al., 2000).

Por ser a maneira mais precoce de detecgao da
resisténcia (revisado por Hassan; Ghazy, 2022), as
técnicas moleculares podem ser utilizadas tanto para a
identificacdo e monitoramento, quanto para a tomada
de decisdo e a aplicacdo de medidas de controle
da verminose em rebanhos ovinos, assegurando a
escolha de anti-helminticos eficazes e retardando o
desenvolvimento da resisténcia. Dessa maneira, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia
rapida e eficiente em qPCR, que seja aplicavel a pools
de larvas de H. contorfus em substituicdo a larvas
individuais, para a deteccao das frequéncias alélicas
do polimorfismo F200Y, associado a resisténcia aos
benzimidazadis.

Metodologia

Neste estudo, foram analisadastrés populagdes
de H. contortus derivadas de um experimento de
substituicdo parasitaria total (TR), parcial (PR) e
controle (C) (Bello et al., 2025). Essas populagdes
foram mantidas em ovinos hospedeiros e, para a
recuperacgao de larvas infectantes (L,), fezes foram
coletadas diretamente da ampola retal dos ovinos
e destinadas a coprocultura (Roberts; O’Sullivan,
1950), a 27°C, por 7 dias.

Apés a recuperagéo, as L, de H. contortus
foram submetidas a remocdo da cuticula,
destinadas a extracdo de DNA com solvente
organico (Niciura et al., 2012), individualmente
ou em pool de duas mil larvas, e ressuspendidas
em agua (10 pL para L, individuais e 40 pL para
pool). Para a obtengdo do pool de larvas, as
amostras foram homogeneizadas por agitacéo
e quantificadas sob microscopia optica, com
o calculo da média do numero de larvas em 10
amostras de 10 yL. O DNA do pool de larvas foi
quantificado em NanoDrop e diluido em agua para
a concentracao de 5 ng/uL.

Para a determinacao das frequéncias alélicas
e genotipicas do polimorfismo F200Y, inicialmente
L, individuais (n=22-24 de cada populag&o) foram
genotipadas por ARMS-PCR (Niciura et al., 2012) e
por gPCR com oligos Locked Nucleic Acid (LNA) e
sondas de hidrélise e marcadas com fluorescéncia
(Walsh et al.,, 2007). Recomenda-se o numero
minimo de 10 larvas avaliadas por amostra (Niciura
et al,, 2012). Brevemente, na ARMS-PCR, foram
usados os primers externos controle forward (79:
5-AAATAAGTCTCACCACCTGTAAAC-3)) e reverse
(RO: 5-CCAGACATTGTGACAGACACTTCA-3) e
0s primers internos para resisténcia — alelo A (Ph3:
5-CTGGTAGAGAACACCGATGAAACATA-3)) e
susceptibilidade - alelo T (RIT:
5-CAGAGCTTCGTTGTCAATACGGA-3)). A reagéo
de PCR consistiu de 1X mastermix RED (Ampligon,
A180301), 0,2 uM dos primers 79 e RO, 0,15 yM dos
primers Ph3 e RIT e 2 uL de DNA de L, individuais,
em volume de 20 pL. A termociclagem seguiu as
etapas de desnaturagao inicial a 94°C por 2 minutos,
40 ciclos de desnaturagéo (94°C), anelamento (58°C)
e extensao (72°C) por 30 segundos cada, e extensdo
final a 72°C por 10 minutos. O gendtipo de cada larva
foi atribuido pelo padrao de bandas observado apds
eletroforese em gel de 2,5% de agarose corado com
brometo de etideo, com o homozigoto resistente (RR)
apresentando bandas de 296 e 198 bp, 0 homozigoto
suscetivel (SS) com bandas de 296 e 146 bp, € o
heterozigoto (RS) com bandas de 296, 198 e 146 bp.



Para a qPCR com as sondas de hidrdlise e oligos
LNA foram utilizados os primers forward (F200Y_For:
5-CCCTTTCCGTCCATCAACTG-3) e reverse (F200Y_
Rev: 5-AGGTTGGATTTGTGAGTTTCAAAG-3’),
amplificando fragmento de 108 bp, e as sondas
para o alelo de resisténcia A (sonda R: HEX-
TGAAA+C+AT+ACT+GT+ATT+GACA-BHQ1)
e de susceptibiidade T (sonda S: FAM-
ATGAAA+CAT+T+CTG+TA+TTGA+CAA-BHQ1).
A reacao consistiu de 1X de mastermix TagPath
ProAmp (Thermofisher, A30865), 1 yM das sondas
R e S, 0,5 uM do primer F200Y_For, 1,5 uM do
primer F200Y_Rev e 2 uL de DNA de L, individuais,
em volume de 10 pL. Atermociclagem foi feita com a
pré-leitura a 60°C por 30 segundos, desnaturacao a
95°C por 2 minutos, 40 ciclos de amplificagao a 95°C
por 15 segundos e a 64°C por 1 minuto, seguidos por
pos-leitura a 60°C por 30 segundos, no equipamento
7500 Real Time PCR System (Thermofisher).
Os resultados foram analisados no software Design
& Analysis (DA2), versao 2.8. (Thermofisher).

Em seguida, foram utilizados dois pools de
larvas de cada populagao de H. contortus: o primeiro
pool (P1) foi feito a partir do DNA das mesmas L,
individuais usadas na genotipagem; e o segundo
pool (P2), analisado em duplicata, foi feito a partir do
DNA extraido de duas mil larvas de cada populagao.
A genotipagem dos pools de larvas foi feita por duas
técnicas de gqPCR: high-resolution melting (HRM)
e discriminacdo alélica com sondas de hidrolise
marcadas por fluorescéncia.

Para a HRM de amostras em pool, segundo
Capper et al. (2015) e Muneeswaran et al. (2024),
foi amplificado fragmento de 108 bp com os primers
F200Y_For e F200Y_Rev originais (Walsh et al.,
2007) e acrescidos de cauda M13 (F200Y_For_M13:
5- TGTAAAACGACGGCCAGTCCCTTTCCGTCCA-
TCAACTG-3' e F200Y_For_M13: 5-CAGGAAACAG-
CTATGACAGGTTGGATTTGTGAGTTTCAAAG-3,
respectivamente). A reagdo foi composta por 1X
de mastermix MeltDoctor HRM (Thermofisher,
4415440), 0,25 uM do primer forward, 0,75 uM do
primer reverse e 10 ng de DNA, em volume de 10
ML. A termociclagem consistiu em 95°C por 10 mi-
-nutos, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C
por 1 minuto, seguidos de curva de melting de 95°C
por 10 segundos, 60°C por 1 minuto e incremen-
-tos de 0,025°C/s de 60°C a 95°C, no equipamento
QuantStudio 6 Pro (Thermofisher) com modo de lei-
-tura padrao (“continuous”). Buscando incrementar os
resultados obtidos com o protocolo de HRM, foram
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testados os seguintes ajustes: uso de 1X EvaGreen

supermix (Biorad, 1725201), incremento de 0,5°C/s

na curva de melting e outras duas opgdes de leitura

(“step and hold” e “datapoints”).

Para a discriminagcao alélica, a qPCR com
sondas de hidrélise e oligos LNA para pool de
larvas seguiu o mesmo protocolo descrito para
L, individuais, utilizando 2 uL do P1 e 10 ng de
DNA do P2. Em seguida, a analise dos dados de
fluorescéncia foi feita por trés diferentes métodos:
a) modelagem dos dados de fluorescéncia do

ciclo um ao 40 a uma curva sigmoide de quatro

paradmetros, que corrige para variagdes na
eficiéncia de ligagdo e amplificacdo de sondas
fluorescentes diferentes (Chen et al., 2014; Zhu

et al., 2017);

b) calculo da diferenga nos valores de Ct (AC) entre
as fluorescéncias FAM e HEX (Walsh et al.,
2007); e

c) calculo do log(FAM/HEX) da fluorescéncia
detectada no ciclo 40 da gPCR (Lo et al., 2003).
Adicionalmente, dois DNA sintéticos

(gBLOCK; IDT, 000688), um contendo o alelo de

susceptibilidade (T) e outro o alelo de resisténcia (A)

para o polimorfismo F200Y foram diluidos em agua

e utilizados a concentracdo de 10 como controles

positivos nas reagdes de genotipagem por qPCR

e para a criagdo de uma curva padrao, analisada

em duplicata, contendo as concentragdes de 0, 20,

40, 60, 80 e 100% do alelo de resisténcia (R). Para

garantir a auséncia de contaminagao, reagcoes sem

DNA foram utilizadas como controles negativos.

A correlagdo de Pearson entre as frequéncias
alélicas de resisténcia observadas nas larvas L,
individuais e as estimadas nas amostras do pool P1
pelos diferentes métodos de analise de fluorescéncia
foi calculada e plotada com a fungao ggcorr() do
pacote GGally (Schloerke et al., 2024) no software
R (R Core Team, 2025).

Resultados e Discussao

Frequéncias alélicas e genotipicas em larvas L,
individuais

As frequéncias alélicas e genotipicas para
o polimorfismo F200Y nas larvas L, individuais,
genotipadas por ARMS-PCR (Figura 1) e por
gPCR com sondas de hidrélise (Figura 2), estéo
apresentadas na Tabela 1. Houve concordancia de
100% entre os genotipos atribuidos as L, individuais
pelas duas técnicas.
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Figura 1. Gendtipos de larvas individuais de Haemonchus contortus para o polimorfismo F200Y por ARMS-PCR. RR:
homozigoto resistente com bandas de 296 e 198 bp; SS: homozigoto suscetivel com bandas de 296 e 146 bp; RS:
heterozigoto com bandas de 296, 198 e 146 bp; 100 bp: ladder padrao de tamanho; B: controle negativo ou branco.

Allelic Discrimination Plot
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Figura 2. Gendtipos de larvas individuais de Haemonchus contortus para o polimorfismo F200Y por discriminacéo alélica
com sondas de hidrélise marcadas com fluorescéncia em qPCR.
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Tabela 1. Numero de larvas individuais e frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo F200Y associado a resisténcia
aos benzimidazois, em Haemonchus contortus das populagdes de substituigado total (TR), parcial (PR) e controle (C).

Populagéo de H. Contortus

Frequéncia genotipica

Frequéncia alélica

RR (%) RS (%) SS (%) %R %S
TR 9 (40,9%) 10 (45,5%) 3 (13,6%) 63,6% 36,4%
PR 14 (63,6%) 7 (31,8%) 1(4,6%) 79,5% 20,5%
c 13 (53,2%) 11 (45,8%) 0 (0,0%) 77.1% 22,9%

Frequéncias alélicas de resisténcia em larvas
em pool por high-resolution melting (HRM)

Como a estabilidade térmica de um produto de
PCR é determinado pela sua sequéncia de bases,
quando ha algum polimorfismo, a estabilidade da
dupla fita é alterada, levando a diferentes padrdes de
melting (Montgomery et al., 2007). Dessa maneira, a
HRM utiliza a temperatura de melting dos amplicons
para diferenciar as variagbes genéticas existentes
(Kristensen et al., 2012).

Assim, na HRM, inicialmente foi padronizada
a reacao com DNA sintético. Para tanto, foi feita
a mistura entre DNA sintético para o alelo de
susceptibilidade T (S) e DNA sintético para o alelo
de resisténcia A (R), criando uma curva padrao
com concentracbées de 0, 20, 40, 60, 80 e 100%

do alelo R. Era esperado que a curva padrao de
melting progredisse proporcionalmente a alteracao
da concentragao do alelo R, mas a concentragao
0% R ficou acima da concentragdo 100% R e a
concentragao 40% R ficou fora das curvas formadas
pelas demais concentragbes (Figura 3). Apesar da
HRM identificar a populagéo C do pool/ 2 (C_P2) com
a frequéncia do alelo R entre 60 e 80% (Figura 3),
dentro do esperado de 77,1% encontrado para as
larvas individuais do grupo C (Tabela 1), os resultados
ndo foram confiaveis uma vez que a curva de melting
nao apresentou padrao adequado. As alteragbes
feitas ao protocolo de HRM (mastermix, temperatura
de incremento e modos de leitura) ndo melhoraram
os resultados obtidos.

Aligned Melt Curve Plot

80

704
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50

Aligned Fluorescences

30

:

Temperature (°C)

@ 0% RR @ 100% RR 20% RR

@ 40% R

@ 50%RR @ 20%RR @ variant1

Figura 3. Curva normalizada de high-resolution melting (HRM) para o gradiente de concentragdes (0, 20, 40, 60, 80 e
100%) do alelo de resisténcia do polimorfismo F200Y, utilizando DNA sintético. C_P2: pool 2 da populagdo controle de

Haemonchus contortus.
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Como os resultados obtidos com HRM nao
foram satisfatérios, foram investigadas as possiveis
causas. Inicialmente, verificamos que a mutacao
em estudo (T>A) pertence a classe IV e causa
alteragdo minima na temperatura de melting, o
que torna a analise por HRM bastante desafiadora
(Muneeswaran et al., 2024).

Em seguida, conferimos se os primers (com e
sem cauda M13) atendiam aos parametros ideais de

conteudo de 40-60% GC e temperatura de melting
de 55-65°C (Muneeswaran et al., 2024). Utilizando
o Oligo Analyzer (https:/www.idtdna.com/calc/
analyzer), observamos que o primer F200Y_For
nao possuia conteudo ideal de GC e que os primers
com a cauda M13 (F200Y_For_M13 e F200Y_
Rev_M13) ndo se enquadravam nos limites de

temperatura 6tima de melting (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise do conteudo GC e da temperatura de melting (Tm) dos primers utilizados para a genotipagem do
polimorfismo F200Y associado a resisténcia aos benzimidazéis em Haemonchus contortus por high-resolution melting.

Primer Concentragao (uM) Tamanho (bp) GC (%) Tm (°C)
F200Y_For 0,25 20 55,0% 61,8
F200Y_Rev 0,75 24 37,5% 62,8
F200Y_For_M13 0,25 38 52,6% 74,8
F200Y_Rev_M13 0,75 41 41,5% 72,1

Em vermelho estdo destacadas as condi¢des fora das ideais.
Para que sejam diferenciados na HRM, observamos que os amplicons para o alelo
os amplicons precisam apresentar diferengas T e para o alelo A apresentaram a mesma

na temperatura de melting de pelo menos 1°C
(Muneeswaran et al., 2024). Assim, a termodinamica
dos amplicons para os alelos T e A foi investigada
no uMelt (https://www.dna-utah.org/umelt/quartz/
um.php; Dwight et al., 2011) (Figura 4). Esse
software permite a utilizagdo de diferentes métodos
de corregado de termodindmica e, na maioria deles,

70

W-oF/ aT- 65,674 [ §

60

50

40

-dF / dT

30

20

temperatura predita de melting (Tabela 3). A Gnica
diferenca detectada foi 0,5°C de diferenga na
temperatura de melting entre os amplicons,
estimada com correcéo de Weber (2015) (Tabela
3), no entanto, esse valor é inferior a diferenga
minima necessaria para a correta diferenciagéo
dos amplicons por HRM.

Thermodynamics UnilediSU(1228) A

Free [Mg™] mM

Mono’ mM

DMSO

Salt Correction

Resailitas: Medium - 0.50 °C ~

RUN UMELT

EXPORT DATA

60 65 70 75 80 85 90

Temperature (°C)

Sequence >> GC Content = 43%, Length = 108bp

CCCTTTCCGTCCATCAACTGETAGAGAACACCGATGARACATTCTGTATTGACAACGAAGCTCTGTATGATATCTGC
TTCCRCACTTTGARACTCACAAATCCAACCT

95

100 P ]
\/’ N&o sou um robd

Figura 4. Software uMelt usado para a analise preditiva da temperatura de melting de amplicons para a genotipagem por

high-resolution melting.
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Tabela 3. Termodinamica dos amplicons para os alelos Ae T do polimorfismo F200Y em Haemonchus contortus com os

primers forward e reverse sem ou com cauda M13.

Amplicon Tamanho (bp) Tm-SL(°C) Tm-BD(°C) Tm-SU(°C) Tm-HU (°C) Tm - WE (°C)
Alelo T 108 82,5 79,5 86,0 84,0 82,5
Alelo A 108 82,5 79,5 86,0 84,0 83,0
Alelo T_M13 143 85,0 81,5 88,0 86,0 85,0
Alelo A_M13 143 85,0 81,5 88,0 86,0 85,5

Parametros de termodindmica segundo: SL (SantalLucia Junior, 1998), BD (Blake; Delcourt, 1998), SU (Sugimoto et al., 1995),

HU (Huguet et al., 2010) e WE (Weber, 2015).

Esses achados demonstram que a genotipagem
do polimorfismo F200Y (T>A) por HRM com os
primers utilizados, com ou sem cauda M13, é inviavel.
Por esse motivo, avaliamos a aplicabilidade da
gPCR com sondas de hidrolise para a genotipagem
e a determinacao da frequéncia alélica de resisténcia
utilizando pool de larvas.

Frequéncias alélicas de resisténcia em larvas
em pool por discriminacdo alélica com sondas de
hidrélise marcadas com fluorescéncia e analise em
curva sigmoide de quatro parametros

Apds a qPCR com as sondas de hidrdlise, os
dados de fluorescéncia foram avaliados por trés
diferentes métodos. O primeiro método consistiu na
utilizagdo dos dados brutos de fluorescéncia para
o calculo da razado de fluorescéncia transformada
(k') no ponto de inflexdo baseada numa curva
sigmoide de quatro parametros (Chen et al., 2014).
Adicionalmente, para reduzir o viés da estimativa
do parametro causado pelo numero variavel de
ciclos de PCR na fase de platd, os dados brutos de
fluorescéncia foram ajustados a curva sigmoide duas
vezes, a primeira com todos os pontos (40 ciclos de

gPCR), e a segunda com um slope ap6és o ponto de
inflexdo (ciclo b + ¢) (Chen et al., 2014).

Para tanto, os dados de fluorescéncia obtidos
do ciclo um ao ciclo 40 para cada amostra foram
modelados a seguinte fungdo sigmoide (Equacao 1):
a

— + Yo
b
1+exp_(x7)

y(x) = (Equagdo 1),

em que:

X é o ciclo da qPCR,

y(x) é a fluorescéncia bruta do ciclo x,

y0 é a fluorescéncia background (fluorescéncia
do primeiro ciclo),

a é a altura maxima da curva (diferenca entre
fluorescéncia do ultimo ciclo e a fluorescéncia do
primeiro ciclo),

b é a primeira derivada maxima da fungéo (ponto
de inflexao da curva), e

¢ € a inclinagao (slope) da curva.

A modelagem dos dados de fluorescéncia a curva
sigmoide foi feita tanto no software R, com a fungéo
nis() do pacote stats (R Core Team, 2025) fornecendo
0s parametros de partida a, b, ¢ e y0 (Figuras 5 e 6),
quanto com a ferramenta “solver” do Excel (Figura 7)
minimizando a soma de quadrados dos residuos.
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# primeiro ajuste FAM

yOFAM = amostral[l,"Fam"]

aFAM = amostra[40,"FaM”] - yOFaMm
X = amostraicycle

y= amostraiFAM

# Modelo
fitmodel <- nls(y ~ (a/(1 + exp(-(x-b)/c)))+d, start=list(a=aFaM,b=35,c=4,d=y0FaM))
10 fitmodel

(=T = Tt I = R (R R WU SN

12 # Coeficientes da funcio

13 params=coef (fitmodel)

14 params

15 params[2]+params[3] # bFAM + cFAM

16

17 # Funcdo para visualizacdo dos dados
18 - sigmoid = function(params, x) {

19 (params[1] / (1 + exp(-(x-params[2])/params[3]))) + params[4]
20- }

Al

22  # yisualizacdo

23 yl <- sigmoid(params,x)

24 plot(y,col=" "} #Dados brutos

25 Tlines(yl,col=" "} #Primeiro ajuste

26

27 # segundo ajuste FaM, modelo, coeficientes e visualizacdo
28 yOFAM = amostral[l,"Fam"]

29  aFaM = amostral(round(params[2]+params[3])),"Fam”] - yOFaMm
30 x = amostraicycle[l:(round(params[2]+params[3]))}]

31 y= amostraifFaM[1l:(round(params[2]+params[3]))]

32

33 fitmodel2 =- nls(y ~ (a/(1 + exp(-(x-b)/c)})+d, start=1list(a=aFam,b=35,c=4,d=y0Fam))
34  fitmodel2

33  params2=coef (fitmodel2)

36 params2

£

38 y2 <- sigmoid(params2,x)

39 plot(y,col=’ "} #Dados brutos

40 lines(yl,col=" "} #Primeiro ajuste

41 lines(y2,col=" "} #segundo ajuste

42

Figura 5. Cddigos no software R para o ajuste dos dados de fluorescéncia de qPCR a uma curva sigmoide de quatro
parametros.

800000

760000

720000

Index

Figura 6. Dados brutos de fluorescéncia (circulos vermelhos) por ciclo de gPCR e primeiro (linha verde) e segundo (linha
azul) ajuste dos dados a curva sigmoide.
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Figura 7. Dados brutos de fluorescéncia (circulos vermelhos) por ciclo de gPCR e primeiro (linha verde) e segundo (linha

azul) ajuste dos dados a curva sigmoide.

Apbs a obtengdo dos dados de a, b e ¢ (Equagéo
1) do segundo ajuste a curva sigmoide para cada
fluorescéncia (FAM e HEX), arazao (R’) foi calculada
por meio de uma das duas seguintes equagdes:

a) Para os dados em que bFAM foi menor que
bHEX (bFAM < bHEX), utilizou-se a Equacao 2:

R'= 0,5 x 244 y (1 4+ oxp(~LEaMbHED)) (Equacko 2)
AHEX CHEX

em que:
R’ é a razao entre as fluorescéncias para FAM
e HEX,

a.,, € a altura maxima da curva ajustada para
FAM,

a,., € a altura maxima da curva ajustada para
HEX,

b.,, € a primeira derivada maxima da fungao
para FAM,

b,., € a primeira derivada maxima da fungao
para HEX, e

C,ex € @ inclinagéo da curva para HEX.

b) Para os dados em que bFAM > bHEX, utilizou-
-se a Equacao 3:

aram 1
R =2x X
apex 14+ exp(—(bHEX_bFAM))
CFAM

(Equacao 3)

em que:
R’ é a razdo entre as fluorescéncias para FAM
e HEX,

a.,, € a altura maxima da curva ajustada para
FAM,

a,., € a altura maxima da curva ajustada para
HEX,

b,., € a primeira derivada maxima da fungéo
para HEX,

b.,, € a primeira derivada maxima da fungdo
para FAM, e

Cr.y € @ inclinagéo da curva para FAM.

Emseguida, foicalculadaarazaodefluorescéncia

ajustada (k') pela Equacgéo 4, expressa por:

K== (Equacgéo 4)

R'+1

em que:
k’ é razao de fluorescéncia ajustada, e

R’ é a razéo entre as fluorescéncias para FAM
e HEX.

Alguns dados da curva padrao (uma replicata de

80% R e as duas replicatas de 0% R) e dos pools
de larvas um (P1) das trés populagées (TR, PR e
C) néo se ajustaram a curva sigmoide, pois o ponto
de inflexdo estimado para a curva foi superior ao
numero de ciclos de gPCR (ou seja, superior a 40).
Isso pode ser devido ao numero insuficiente de ciclos
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utilizados na qPCR ou a concentracdo insuficiente bom coeficiente de determinacgao (R? = 0,95) (Figura
de DNA na reagao. 8). Em seguida, a equagéo predita pela regressao

A regressédo linear dos dados de k' da curva linear foi utilizada para o calculo das frequéncias
padrao de DNA sintético pela concentragéo do alelo do alelo R nas amostras em pool (Tabela 4), que
de resisténcia (20, 40, 60, 80 e 100% R) apresentou também foram plotadas no grafico (Figura 8).

y=0.935-000663 x, R*=0.95

60
Frequencia do Alelo R

Figura 8. Regressao linear da fluorescéncia ajustada (k’) pela frequéncia do alelo de resisténcia do polimorfismo F200Y
na curva padrao de DNA sintético e sobreposi¢cao das amostras de pool de Haemonchus contortus (em vermelho) a curva.
TR: substituicéo total; PR: substituicdo parcial; C: controle; P2a e P2b: duplicatas do pool 2 (P2) de DNA extraido de duas
mil larvas.

Observou-se que as frequéncias para o alelo R estimadas pela curva sigmoide para as larvas em pool do
P2 foram muito inferiores as frequéncias observadas pela genotipagem de L, individuais (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia observada (FreqR_obs) e estimada (FreqR_est) do alelo de resisténcia do polimorfismo F200Y
nas amostras em pool de Haemonchus contortus das popula¢des de substituicdo total (TR), parcial (PR) e controle (C),
calculadas por ajuste a curva sigmoide de quatro parametros, AC, e log(FAM/HEX), usando curva padrao de DNA sintético
(gBLOCK) ou de L, individuais.

FreqR_est

FreqR_obs Pool de F':eqR—.eSt FreqR_est FreqR_est log(FAM/ FIREE] G
H. contortus sigmoide log(FAM/
L larvas AC, gBLOCK AC L HEX)
3 gBLOCK t ts HEX) L
gBLOCK 3
TR_P1 . 44,6% 56,1% 52,8% 66,4%
TR 63,6%
TR_P2 44.7% 41,2% 50,3% 56,3% 71,7%
PR_P1 . 43,4% 54,0% 58,0% 74,5%
PR 79,5%
PR_P2 37,9% 39,8% 48,0% 55,7% 70,9%
C_P1 . 42,7% 52,9% 56,5% 72,1%
C 77,1%
C_P2 42,7% 40,1% 48,5% 57,3% 73,4%

P1: pool 1 das larvas genotipadas individualmente; P2: pool 2 de DNA extraido de duas mil larvas de Haemonchus contortus.
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Devido a baixa capacidade preditiva obtida
com a curva padrao de DNA sintético, foi avaliado
se os dados de fluorescéncia obtidos com as
L, individuais poderiam ser usados como curva
padrao, considerando as amostras SS como 0%
R, as amostras RS como 50% R e as amostras
RR como 100% R. Entretanto, esses dados n&o
puderam ser ajustados a curva sigmoide devido ao
ponto de inflexao ter sido superior a 40 ciclos.

Frequéncias alélicas de resisténcia em larvas
em pool por discriminacdo alélica com sondas de
hidrélise marcadas com fluorescéncia e analise de
ACi

y=-11.9+0265x, R* =091

deltaCt

50
Frequencia do Alelo R
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Para o segundo método de avaliagdo dos
dados de fluorescéncia da qPCR, foram utilizados
os valores de AC, (CtFAM - CtHEX) (Walsh et al.,
2007). As frequéncias estimadas para o alelo R nas
amostras em pool (Figura 9), usando as diluigbes
do DNA sintético como curva padrao (R? = 0,91),
foram menores que os valores observados para as
larvas individuais (Tabela 4). A utilizagdo do AC, das
L, individuais como curva padrdo levou a melhor
coeficiente de determinacdo (R? = 0,96) (Figura 10),
mas as amostras em pool ainda apresentaram valores
estimados da frequéncia do alelo R menores que a
frequéncia observada a partir da genotipagem de L,
individuais (Tabela 4).

100

Figura 9. Regressé&o do valor de AC, entre FAM e HEX pela frequéncia do alelo de resisténcia do polimorfismo F200Y
da curva padrdo de DNA sintético e sobreposicédo das amostras de pool de Haemonchus contortus (em vermelho). TR:
substituicdo total; PR: substituicao parcial, P1: pool 1 das L, individuais.

Frequéncias alélicas de resisténcia em larvas
em pool por discriminacdo alélica com sondas de
hidrélise marcadas com fluorescéncia e analise de
log(FAM/HEX)

No terceiro método de avaliagéo, foi calculado o
log(FAM/HEX) da fluorescéncia no ciclo 40 da gqPCR
(Lo etal., 2003). Aregressao linear de log(FAM/HEX)

pela concentragdo do alelo de resisténcia (0, 20, 40,
60, 80 e 100% R) utilizando DNA sintético resultou
em menor coeficiente de determinagao (R? = 0,87) e,
também, ndo conseguiu estimar adequadamente as
frequéncias do alelo de resisténcia nas amostras em
pool (Figura 11 e Tabela 4).
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y=-892+0.158x, R®=0.96

&

deltaCt

50
Frequencia do Alelo R

o
[
o

Figura 10. Regressédo do AC, entre FAM e HEX pela frequéncia do alelo de resisténcia do polimorfismo F200Y da
curva padrdo de larvas L, individuais e sobreposigdo das amostras de pool de Haemonchus contortus (em vermelho).
TR: substituigdo total;, PR: substituicdo parcial; C: controle; P1: pool 1 das L, individuais; P2: duplicatas do pool 2 de

DNA extraido de duas mil larvas.

4
20- “y=178-00132x, R2=087

log{FAM /HEX]

75 100

0 25

50
Frequencia do Alelo R

Figura 11. Regresséao linear log(FAM/HEX) pela frequéncia do alelo de resisténcia do polimorfismo F200Y da curva
padrdo de DNA sintético e sobreposi¢cao das amostras de pool de Haemonchus contortus (em vermelho) a curva.
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Ja o uso da regressao linear dos dados de
log(FAM/HEX) pela frequéncia do alelo R com a curva
padréo utilizando larvas L, individuais (0, 50 e 100%
R) resultou em R? = 0,94 (Figura 12). A equagao
resultante conseguiu estimar as frequéncias do alelo de
resisténcia para as amostras em pool, principalmente
para as amostras do pool 1 (P1), que foi composto
pelas mesmas larvas genotipadas individualmente, e
apresentou diferencas de 2,8 a 5,0% entre os valores
estimados e observados (Tabela 4).

L]
y=164-000851 x, R*=0.94

log(FAMHEX)

0 25

50
Frequencia do Alelo R
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Correlagéo entre as estimativas de frequéncias
alélicas por diferentes métodos

Adicionalmente, na comparagao entre os dois
ultimos métodos de analise de fluorescéncia,
observamos valores mais altos de correlagéo entre
as frequéncias alélicas observadas nas larvas L,
individuais e as frequéncias estimadas por log(FAM/
HEX) para as amostras em pool do P1 (Figura 13).

) 100

Figura 12. Regresséo linear log(FAM/HEX) pela frequéncia do alelo de resisténcia do polimorfismo F200Y das amostras
de L, individuais e sobreposigéo das amostras de pool de Haemonchus contortus (em vermelho) a curva.

predCtL3

o .

predLoglL3

predLogDNA

Figura 13. Correlagéo de Pearson entre os valores da frequéncia do alelo R observados nas larvas L, individuais (obs) e
estimados para o pool 1 por log(FAM/HEX) (predLog) e por AC, (predCt) com curva padréo de DNA sintético (DNA) e de

larvas individuais (L,) de Haemonchus contortus.
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Espera-se que o coeficiente de determinacéao de
uma curva padrao seja superior a 0,99, o que nao
foi alcangado com o método log(FAM/HEX) usando
L, individuais como curva padréo (Figura 12). Para
melhorar essa medida de acuracia, seria necessario
padronizar as concentragbes das L, individuais
usadas na qPCR, o que nao foi feito devido ao
pequeno volume de DNA extraido por larva (10 pL).
Além disso, a curva padrao deveria apresentar pelo
menos cinco pontos e ndo somente os trés pontos
(0, 50 e 100% R) obtidos com as larvas L, de
gendtipos SS, RS e RR, respectivamente. Assim,
uma alternativa seria a padronizagdao do uso de
produtos purificados e quantificados de PCR de L,
individuais de gendtipos RR e SS em mistura seriada
com diferentes razdes entre os dois alelos (Bang-Ce
et al., 2004).

Uso de DNA sintético como curva padréao

Detectamos que, para os diferentes métodos de
analises, os resultados obtidos com a curva padrao de
larvas individuais foram melhores que os obtidos com
DNA sintético (Tabela 4). Assim, investigamos se o
uso do DNA sintético como curva padrao € adequado
para a determinacdo das frequéncias alélicas das
larvas em pool. Para tanto, utilizamos os resultados do
melhor método de analise (log(FAM/HEX)) e plotamos
as concentragdes do DNA sintético a regressao linear
obtida para a curva padr&o de L, individuais (Figura 14).
Observamos que os dados das concentragdes 0, 80 e

O0R
Y BRE64-000851 x, R* =094

log(FAM/HEX)
.
N
5
N
5
a

100% R de DNA sintético ficaram fora da curva obtida
com L, individuais (Figura 14). Isso indica que o DNA
sintético ndo gerou uma curva padrao adequada para
a determinacao das frequéncias alélicas das amostras
de pool e, por isso, nos diferentes métodos de analise
com curva padrdo de DNA sintético, as frequéncias de
resisténcia foram subestimadas (Tabela 4).

Oligonucleotideos sintéticos, em diluigbes seriadas,
tém sido utilizados com sucesso para a quantificacao
do numero de copias em gPCR (Mufoz-Calderdn
et al., 2021; Han et al., 2023). Entretanto, no nosso
caso, a curva padrao nao foi feita pela diluicdo seriada
do DNA sintético, mas sim por diluigdo entre dois DNA
sintéticos diferentes, um contendo o alelo T e o outro
o alelo A. Na literatura, a quantificagdo de frequéncias
alélicas de amostras em pool é feita a partir da diluicao
de amostras de DNA de individuos homozigotos
(Bang-Ce et al., 2004) ou de populagdes homozigotas
(Walsh et al., 2007). Assim, ndo foram encontrados,
na literatura, estudos utilizando DNA sintético como
curva padrao para a quantificacdo de frequéncias
alélicas em gPCR de amostras em pool. Sabe-se que
a qualidade e a pureza do DNA extraido, decorrente
do uso de diferentes matrizes ou métodos de extragéo
e carreando potenciais inibidores, podem interferir na
gPCR (Xu et al., 2019). Assim, esses fatores podem ter
contribuido para as diferengas nos resultados obtidos
com DNA sintético em comparagao aos obtidos com
larvas L, individuais ou em pool, que s&o provenientes
de cultura de fezes e que foram submetidas a extragéo
de DNA com solvente organico.

80R
TTBOR
100R
100R

Frequencia do Alelo R

Figura 14. Regresséo linear log(FAM/HEX) pela frequéncia do alelo de resisténcia do polimorfismo F200Y das amostras
de larvas L, individuais (0, 50 e 100% R) de Haemonchus contortus e sobreposi¢do das concentragbes do alelo de
resisténcia em DNA sintético (0, 20, 40, 60, 80 e 100% R, em duplicata; em amarelo).
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Conclusoes

1) Concluimos, portanto, que a frequéncia alélica de
resisténcia para o polimorfismo F200Y, associado
a resisténcia aos benzimidazdis, em H. contortus,
pode ser confiavelmente estimada a partir de
amostras em pool utilizando-se discriminagao
alélica com sondas de hidrélise em gqPCR, curva
padréo contendo L, individuais de gendtipos SS
(0% R), RS (50% R) e RR (100% R) e analise
dos dados de fluorescéncia com base na razéo
log(FAM/HEX). E importante ressaltar que uma
curva padrao de DNA sintético ndo é adequada
para determinar a frequéncia alélica em amostras
em pool de larvas de H. contortus nas condigdes
do presente estudo (com larvas obtidas de
coproculturas e com DNA extraido com solvente
organico).

2) Para a completa validagdo dessa técnica como
ferramenta de diagndstico da resisténcia anti-
-helmintica e sua aplicagao pratica em campo,
estudos adicionais sdo cruciais. Novos estudos
devem abordar, especificamente, a otimizacao
da concentragdao de DNA e do numero de ciclos
na gPCR, a ampliagdo do tamanho amostral e
do numero de replicatas, a avaliagdo de maior
amplitude de frequéncias alélicas de resisténcia,
considerando que a sensibilidade da técnica pode
variar em fungdo da frequéncia dos alelos, e o
potencial uso de produtos purificados de PCR de L,
individuais em dilui¢des seriadas como curva padrao.
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