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RESUMO

VALIDACAO DO METODO FAMACHA® PARA O CONTROLE DAS
ENDOPARASITOSES GASTRINTESTINAIS EM OVELHAS DA RACA
MORADA NOVA

FERREIRA, Josiel Borges. Validacdo do método FAMACHA® para o controle das
endoparasitoses gastrintestinais em ovelhas da ra¢ca Morada Nova. 2021. 119 f. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal,
Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA), Mossor6 — RN, Brasil, 2021.

A raca Morada Nova é um importante recurso genético da regido semiarida brasileira,
que atualmente sofre com problemas relacionados a gestdo de sua populacdo e ao manejo
sanitario dos rebanhos, aumentando os indices de mortalidade e morbidade desses
animais. O objetivo desse estudo foi validar o método FAMACHA® (F®) para o controle
das endoparasitoses gastrintestinais em ovelhas da raca Morada Nova. Cento e trinta e
oito fémeas adultas foram avaliadas nos meses de marc¢o, junho, setembro e dezembro
qguanto a parametros de desempenho, parasitologicos, hematologicos e bioquimicos
séricos. A tese foi dividida em dois capitulos, o primeiro avaliando a sensibilidade e a
especificidade do sistema F© e o segundo capitulo avaliando a concordancia entre o F© e
os valores de hematdcrito sob abordagem multivariada, utilizando analises de
componentes principais e discriminante canonica. O estudo concluiu que o sistema F®
pode ser usado como uma alternativa confiavel, auxiliando na reducdo da pressdo de
selecdo de anti-helminticos em relacdo ao tratamento seletivo de rotina, para o controle
de parasitos hematdfagos e que a relagéo entre as categorias do sistema F® e as faixas de
HTC sdo semelhantes a realidade de utilizacdo proposta por VAN WYK e BATH (2002),

embora tenham padr@es de indicadores fisiopatologicos particulares.

Palavras chave: andlise multivariada; especificidade; Haemonchus contortus; racas

nativas; sensibilidade.



ABSTRACT

VALIDATION OF THE FAMACHA® METHOD FOR GASTRINTESTINAL
ENDOPARASITOSES CONTROL OF THE MORADA NOVA EWES

FERREIRA, Josiel Borges. Validation of the FAMACHA® method for gastrintestinal
endoparasitoses control of the Morada Nova ewes. 2021. 119 f. Tese (Doutorado em
Ciéncia Animal) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade
Federal Rural do Semiarido (UFERSA), Mossor6 — RN, Brasil, 2021.

The Morada Nova breed is an important genetic resource in the Brazilian semi-arid
region, which currently suffers from problems related to the management of its population
and the health management of flocks, increasing the mortality and morbidity rates of these
animals. The aim of this study was to validate the FAMACHA® (F®) method for
gastrointestinal endoparasitoses control of the Morada Nova ewes. One hundred and
thirty-eight adult females were evaluated in the months of March, June, September and
December for performance, parasitological, hematological and serum biochemical
parameters. The thesis was divided into two chapters, the first evaluating the sensitivity
and specificity of the F© system and the second chapter evaluating the agreement between
the F© and the packed cell volume (HTC) values under a multivariate approach, using
principal component analysis and canonical discriminant. The study concluded that the
F© system can be used as a reliable alternative, helping to reduce the selection pressure
of anthelmintics in relation to routine selective treatment, for the control of
hematophagous parasites and that the relationship between the system categories F® and
the HTC bands are similar to the reality of use proposed by VAN WYK and BATH
(2002), although they have patterns of particular pathophysiological indicators.

Keywords: multivariate analysis; specificity; Haemonchus contortus; native breed,;

sensitivity.
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1 INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

E comum a presenca de rebanhos ovinos de racas nativas localmente adaptadas nas
fazendas do Nordeste brasileiro (FERREIRA et al., 2017), e estes estdo dentro de uma
populacgéo total de 19,7 milhdes de animais (IBGE, 2019). As ragas Santa Inés, Rabo
Largo, Cariri, Somalis e Morada Nova, assim como 0s seus diversos cruzamentos e
grupos genéticos sdo as racas de maior destaque na regido. Naturalmente, esses rebanhos
possuem populagdes reduzidas e na maioria dos casos em processo de diminuicdo da
variabilidade genética como é o caso da raca Morada Nova (SHIOTSUKI et al., 2016;
NUNES et al., 2020).

A grande exposicdo dos animais aos agentes do ambiente natural de criacdo (clima,
relevo, vegetacdo e condicdes particulares de manejo dos sistemas de producado), permite
a maior ocorréncia de problemas sanitarios e possibilita o aparecimento de enfermidades
que aumentam os indices de mortalidade dessas populagdes, e, portanto, ocasiona uma
preocupacdo quanto aas acdes de conservacdo, melhoramento e recuperacdo dessas racas.
E interessante entender a importancia do aumento continuo de individuos dessas
populaces, a luz das recomendagfes do Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2000)

quanto a conservacdo do patrimoénio genético local.

A infeccdo por parasitos gastrintestinais €, sem ddvida, um dos problemas mais
sérios na industria ovina em todo o mundo. No estado do Ceard, onde se encontra a maior
parte da populacdo ovina da raca Morada Nova, este problema é um dos que afetam o
desenvolvimento da raca. Nestes animais, a infeccdo ocorre durante quase todo o ano,
sendo os parasitos de maior importancia os do género: Haemonchus spp, Strogyloides
spp, Oesophagostomum spp, Trichostrogylus spp, detectados por FERREIRA et al.
(2017). Diagnosticar os efeitos das infeccGes por helmintos € uma forma eficiente de
produzir informaces e gerenciar esse problema nos sistemas de producao de ruminantes
(FERREIRA et al., 2018) e em um futuro proximo exigira alternativas de estratégicas
para a avaliacdo e controle de enfermidades (ANDRONICOS et al., 2014).

Com o intuito de controlar as infecgdes por parasitos gastrintestinais em pequenos

ruminantes, algumas medidas alternativas sdo frequentemente adotadas, incluindo o
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Tratamento Seletivo Direcionado (TSD), do inglés Targeted Selective Treatment (TST).
Esta medida consiste em diagnosticar animais que necessitam de tratamento anti-
helminticos, com o objetivo de diminuir a frequéncia dos tratamentos e,
consequentemente, aumentar a populacdo refugia e prevenir o desenvolvimento de
resisténcia para os principios ativos mais utilizados. O termo refugia é utilizado para
definir um grupo de parasitos adultos que permanece no ambiente (pastagem e/ou trato
gastrintestinal do animal) sem sofrer acdo de anti-helminticos, sendo consideradas como
um estoque de parasitos susceptiveis. Um fator importante para minimizar o fenémeno
da resisténcia anti-hemintica sdo os parasitos em refugia, pois segundo VAN WYK
(2001), o aparecimento da resisténcia esta intimamente ligado ao sucesso da progénie dos
parasitos gque sobreviveu ao tratamento. As larvas em refugia permanecem com a sua
caracteristica de susceptibilidade, pois ficam livres de qualquer medida de selecdo para
resisténcia anti-helmintica (MOLENTO, 2005), contribuindo para a diluicdo dos genes
que codificam para esta caracteristica nas proximas geragdes, ou seja, 0 tamanho da
populacdo em refugia tem papel fundamental na manutencdo da eficacia das drogas,
retardando o processo de selecio (VAN WYK, 2001; BENAVIDES et al., 2015). A
medida que os critéerios do TSD se mostram mais faceis e praticos de serem

implementados, mais viaveis eles se tornam.

Contudo, apesar da atual disseminacao dos métodos de TSD, gera questionamentos
em torno da hipétese de que o sistema FAMACHA® (F°), por exemplo, “pode ndo ser
aplicavel para a raca Morada Nova” e com isso trazer sérios riscos para o futuro das
populacdes dessa raca, que atualmente luta para aumentar sua populacdo efetiva e com
isso a variabilidade genética dentro da raca, em virtude da grande eliminacdo de animais
de acordo com padré&o racial, que foi discutido por SHIOTSUKI et al. (2016) como um

fator considerado uma medida de “pioramento genético” da raga até a atual conjuntura.
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2 OBJTIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desta tese foi validar o método FAMACHA® para o controle das

endoparasitoses gastrintestinais em ovelhas da raca Morada Nova.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Medir a sensibilidade (SE) e a especificidade (SP) do sistema F®;

o Examinar a relacdo entre os escores do sistema F® e os pontos de corte dos valores
de hematocrito (HTC) em ovelhas da raca Morada Nova, usando uma abordagem

multivariada;
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3 HIPOTESE

H1 — O sistema F® pode ser usado de forma segura para reduzir a pressio por
endoparasitas hematdfagos gastrointestinais em ovelhas da raca Morada Nova, assim

como no controle do uso desnecessario de anti-helminticos.

HO — O sistema F® ndo pode ser usado de forma segura para reduzir a pressio por
endoparasitas hematofagos gastrointestinais em ovelhas da raca Morada Nova, assim

como no controle do uso desnecessario de anti-helminticos.
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4 REFERENCIAL TEORICO: CONTROLE SUSTENTAVEL DE
PARASITOS GASTRINTESTINAIS NA PRODUCAO DE OVINOS
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CONTROLE SUSTENTAVEL DE PARASITOS GASTRINTESTINAIS NA
PRODUCAO DE OVINOS

RESUMO

O manejo sanitario de ovinos € um dos pontos fundamentais para a sustentabilidade dos
sistemas de producdo, assim como dos rebanhos em sua regido especifica, promovendo a
conservacdo de racas e/ou seus cruzamentos e a manutencdo da biodiversidade nos
diferentes biomas. O uso de medidas sustentaveis visando a manutencéo dos rebanhos,
com viabilidade econémica, preservacdo do meio ambiente e conservagao dos recursos
naturais, possibilita meios para equidade social e é uma tendéncia em todo o mundo.
Associado ao controle das enfermidades, a criacdo dos pequenos ruminantes tornou-se
mais viavel e longeva. Atualmente, medidas seletivas de controle das endoparasitoses
gastrintestinais, como € o caso do uso do sistema FAMACHA® vém tomando espago nas
unidades produtivas. Essa pratica tem diminuido consideravelmente a mortalidade animal
e 0 uso indiscriminado de anti-helminticos, trazendo beneficios para os animais e para o
meio ambiente. Associada a esses fatores, também estdo as ferramentas estatisticas que
possibilitam a interpretacdo de dados e a tomada de decisdo para a mitigacdo desse
entrave. O objetivo desse referencial bibliografico é discutir a aplicabilidade e a eficiéncia
de algumas ferramentas de diagndstico e controle das parasitoses gastrintestinais, visando

a sustentabilidade dos sistemas de produgao ovinos.

Palavras chave: parasitologia; sistemas de producdo; resisténcia; ruminantes;

sustentabilidade; tratamento seletivo.
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SUSTAINABLE CONTROL OF GASTRINTESTINAL PARASITES IN THE
SHEEP PRODUCTION

ABSTRACT

The health management of sheep is one of the fundamental points for the sustainability
of the production systems, as well as of the herds in their specific region, promoting the
conservation of breeds and/or their crossings and the maintenance of biodiversity in the
different biomes. The use of sustainable measures aimed at maintaining livestock, with
economic viability, preservation of the environment and conservation of natural
resources, enables means for social equity and is a trend worldwide. Associated with
disease control, the creation of small ruminants has become more viable and long-lived.
Currently, selective control measures for gastrointestinal endoparasitoses, such as the use
of the FAMACHAZ® system, have been gaining ground in production units. This practice
has considerably reduced animal mortality and the indiscriminate use of anthelmintics,
bringing benefits to animals and the environment. Associated with these factors are also
the statistical tools that enable data interpretation and decision-making to mitigate this
obstacle. The purpose of this bibliographic reference is to discuss the applicability and
efficiency of some diagnostic and control tools for gastrointestinal parasites, aiming at

the sustainability of sheep production systems.

Keywords: parasitology; production systems; resistence; ruminants; sustainability;

selective treatment.
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4.1 INTRODUCAO

No Brasil, o efetivo de ruminantes (bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos) é
estimado em cerca de 247,1 milhdes de animais, sendo que destes, 19,7 milhdes séo
ovinos, correspondendo a mais de 10% da populacdo de pequenos ruminantes (7,47%
ovinos e 4,57% caprinos) segundo o censo realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE, 2019). Para a Food Agricultural Organization (FAO, 2008), ha uma
tendéncia a préatica pecuaria para paises que se encontram em desenvolvimento, como
énfase nas regides do Nordeste brasileiro. A maioria dos sistemas de produgédo animal,
provenientes da criacdo de ovinos desta regido, estdo inseridos no bioma Caatinga e sdo
caracterizados pelo uso de animais adaptados as regibes de clima quente, tornando a

criacdo de pequenos ruminantes exitosa.

As racas nativas de ovinos localmente adaptadas, sdo amplamente distribuidas
nessa regido. Entretanto, seus rebanhos estdo diminuidos, pela substituicdo por ovinos
exoticos especializados, principalmente para a pecuaria de carne, em razdo de
apresentarem indices produtivos quantitativamente mais atrativos para o produtor rural,
como descrito por NOGUEIRA (2009). Como consequéncia disso, 0s programas de
melhoramento genético sofrem com a reducdo na base genética dos animais. De acordo
com SHIOTSUKI et al. (2016), as ragas de ovinos brasileiros foram selecionadas de
acordo com caracteristicas morfologicas (padrdo racial), como por exemplo, pelagem,
presenca de cornos, despigmentacdo de mucosas e cascos, sendo que estas caracteristicas
ndo estdo associadas ao desempenho animal. Desta maneira, animais com potencial
produtivo sdo descartados e assim, ocorre uma diminui¢do direta na variabilidade
genética dos rebanhos. Dentro dessas perdas, podem estar animais com caracteristicas
ligadas a resisténcia ou resiliéncia a possiveis enfermidades, comuns em animais criados

nas regides tropicais brasileiras.

A criacdo de animais localmente adaptados € uma caracteristica marcante de alguns
sistemas de producdo das regiGes brasileiras e que, segundo MARIANTE e
CAVALCANTE (2000), sdo rebanhos mantidos geralmente em regime de criagdo

extensivo, expostos as condi¢Ges edafoclimaticas e aos agentes patogénicos,
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possibilitando a diminui¢do de indices zootécnicos desejaveis para a produgdo animal
(taxa de mortalidade, peso ao nascimento, peso a desmama, peso ao abate, dentre outros).

As endoparasitoses gastrintestinais representam uma das principais problemaéticas
na salde de pequenos ruminantes, principalmente para a criacdo de ovinos em regime
extensivo de criacdo. O seu impacto traduz a situacdo em perdas econémicas, que se
associam a diminuicdo produtiva, perda de peso, redugdo do consumo de alimento,
diminuigdo de taxas de fertilidade e, em casos mais severos, ocorrem altas taxas de
mortalidade (VIERA et al., 2010; COUTINHO et al., 2015; NOBRE et al., 2020). A
infeccdo por parasitos gastrintestinais esta associada a fatores como clima, ambiente,
manejo sanitario das instalacbes do proprio rebanho, resisténcia parasitaria aos anti-
helminticos e genética animal (WANG et al., 2018). Portanto, fica claro que existem

fatores muito associados ao sistema produtivo e ao manejo geral dos rebanhos.

Ha um interesse em selecionar ragas ou individuos dentro de uma populagéo animal
que apresentem marcadores fenotipicos associados a resisténcia aos endoparasitos
gastrintestinais, dando inicio ao uso das ferramentas para o melhoramento, conservacgédo
e preservacdo das racas localmente adaptadas. Desta maneira, o objetivo deste referencial
tedrico € discutir a aplicabilidade e a eficiéncia do diagnostico e controle das parasitoses

gastrintestinais, visando a sustentabilidade dos sistemas de producéo de ovinos.
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4.2 CONSERVACAO DE RECURSOS GENETICOS OVINOS LOCAIS PARA A
SUSTENTABILIDADE DOS SISTEMAS PRODUTIVOS

A “sustentabilidade” ¢ um termo que tem sido destaque na ciéncia e producao
animal e, apesar de apresentar um conceito abstrato e muito complexo, difundiu-se com
muita evidéncia. De maneira classica, a sustentabilidade pode ser conceituada como uma
condicdo que promove a longevidade, permitindo entender a importancia crucial da
relacdo simbiotica entre o meio ambiente (fauna, flora, ecossistemas, nichos ecoldgicos,
paisagens, etc.), 0s recursos naturais (agua, solo e ar) e 0 homem (DARNHOFER et al.,
2010).

A acdo antropica indiscriminada sob o0 ambiente acarreta prejuizos e diminui a vida
atil dos recursos naturais, ou seja, a sustentabilidade de qualquer que seja a atividade
tende a diminuir ao longo dos anos. O método de criacdo dos animais, bem como 0s
sistemas de producdo pecuérios, mudou drasticamente no século XX até a atualidade. A
explosdo demogréafica deu origem a uma concorréncia generalizada com outras espécies
e 0 uso das terras agricolas, influenciando o ambiente de forma geral. Segundo
NOGUEIRA (2009), tudo isso resultou em uma intensificacdo da producao, alteracfes
dos sistemas de produgdo e nos recursos genéticos utilizadas. Além disso, associadas a
esse entrave, as mudancas climaticas resultaram em aumentos na frequéncia de estresse
pelo calor, secas e inundacdes, causando efeitos adversos sobre o planeta, e

consequentemente, sobre a producédo animal e vegetal (SCHOLTZ et al., 2013).

As unidades de producdo ocupam 30% da superficie do planeta (STEINFELD et
al., 2006) e empregam cerca de 1,3 bilhdes de pessoas no mundo (TORTON, 2010),
tornam-se cada vez mais produtivas e, com isso, mais exploratérias, degradantes e
desrespeitosas com o planeta. Os sistemas pecuarios tém efeitos positivos e negativos
sobre a base de recursos naturais (agua, solo e ar), a biodiversidade, a satde publica, a

equidade social e o crescimento econdmico (WORLD BANK, 2009).

A biodiversidade, os costumes, a cultura local, o tradicional, a paisagem rural, as
plantas nativas, as racas nativas/locais (recursos zoogenéticos) sao um patrimonio de uma

localidade e devem ser utilizadas como ferramentas para mitigar problemas
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socioambientais visando a sustentabilidade local, regional e/ou mundial. TORTON
(2010) relata a importancia da pecuéria na reducéo do éxodo rural e nas possibilidades de
uso da atividade (alimentacéo, tracéo e lazer) em unidades de producao local de pequeno
porte, principalmente. Os recursos zoogenéticos da regido semiarida nordestina, assim
como acontece em outras regides, estdo completamente interligados aos sistemas de
producdo, ao ambiente em que as unidades produtivas estdo inseridas, ao estilo tradicional
dos produtores locais e a disponibilidade de mao de obra e insumos da regido
(DARNHOFER et al., 2010).

As racas locais e grupos genéticos de ovinos, além de seus cruzamentos, muitas
vezes possuem vantagens em termos de sua capacidade de cumprir fun¢es econémicas
e socioculturais atribuidas ao processo de selecdo natural. A criagdo de pequenos
ruminantes é uma caracteristica forte do perfil pecuério da regido Nordeste do Brasil;
entretanto, esta geralmente associada a bovinocultura leiteira, em sistemas de producéo
extensivos extrativistas e predatorios, geridos por agricultores familiares (SILVEIRA,
2019). Segundo a Associagéo de Criadores de Caprinos e Ovinos da regido Nordeste, as
ragcas ovinas comumente utilizadas nos sistemas produtivos sdo: Cariri, Rabo Largo,
Santa Inés, Somalis, Dorper e Morada Nova. Vale ressaltar que, qualquer raca ou grupo
genético pode ser localmente adaptado, desde que consiga sobreviver ao ambiente, sem
sofrer graves alteracdes nos seus aspectos de salde e producéo.

Pesquisas sdo comumente desenvolvidas com animais localmente adaptados, na
tentativa de estabelecer um “modelo de produgdo”. Contudo, este modelo se torna
funcional quando permite a longevidade dos rebanhos, visto que estes animais
representam uma importante fonte de renda para os diferentes sistemas produtivos
(SHIOTSUKI et al., 2014; MUNIZ et al., 2016; SHIOTSUKI et al., 2016; NUNES et al.

2020) e para a manutencdo da biodiversidade do planeta.
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4.3 MEDIDAS PARA O CONTROLE E DIAGNOSTICO DE ENDOPARASITOSES
GASTRINTESTINAIS EM OVINOS

Considerada entre as enfermidades mais frequentes em ovinos, principalmente para
0S que estdo inseridos em sistemas de producdo extensivo e em regides de clima quente
e imido, com macroclimas e microclimas favoraveis a proliferacéo dos parasitos (WANG
et al., 2018), as endoparasitoses gastrintestinais sdo responsaveis pela diminui¢do de
medidas de desempenho produtivo, como: crescimento, peso corporal, eficiéncia
alimentar, producéo de leite, carne, couro e 1& (FERREIRA et al., 2017; NOBRE et al.,
2020) e reprodutivo (ISSAKOWICZ et al., 2016), além de efeitos mais especificos como:

anemia, edema submandibular e diarreia.

A maioria das infecGes por endoparasitoses gastrintestinais € mista, sendo comum
as helmintoses causadas pelas seguintes espécies: Haemonchus contortus (AMARANTE,
2004; FERREIRA et al., 2017), Trichostrongylus colubriformis, Oesophagostomum
columbianum (TAYLOR et al.,, 2010; FERREIRA et al., 2017), Cooperia ssp.,
Strongyloides papillosus (ATHAYDE et al., 2004; AMARANTE e SALES, 2007). As
acOes praticas para mitigar este problema nos sistemas de producéo animal estdo em torno
das medidas ativas de manejo sanitario, associadas aos tratamentos com anti-helminticos,

que possuem efeitos sobre os animais, €, por consequéncia, sobre o meio ambiente.

Medidas alternativas como o sistema F®, desenvolvido por pesquisadores sul-
africanos para identificar clinicamente ovinos parasitados por Haemonchus spp. e
acometidos de anemia, € uma das medidas de tratamento seletivo, TSD, das
endoparasitoses gastrintestinais em ovinos (VAN WYK e BATH, 2002). As avaliagdes
sdo realizadas de acordo com comparacfes entre um cartdo guia com a coloragdo da
conjuntiva ocular associada a uma faixa especifica de hematdcrito (VAN WYK e BATH,
2002), que direcionam a medida de tratamento seletivo para escolha dos animais que

serdo tratados ou ndo (Figura 1).
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Figura 1. Cartio-guia do sistema FAMACHA®,

No cartio guia do sistema F® sdo definidas cinco categorias, variando de 1
(coloracdo vermelho escuro) a 5 (coloracdo muito palida). Estas coloracfes representam
diferentes valores de HTC, sendo > 28, 23-25, 18-22, 13-17 e < 12% para 0s escores de
coloragdo 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente (VAN WYK e BATH, 2002). O método foi
criado levando em consideragdo a associacao entre o grau de coloracdo da mucosa ocular
e 0 HTC, onde, animais com escore F® 4 e 5 e, em alguns casos escore 3, devem receber
tratamento anti-helmintico. Esta metodologia permite o uso de anti-helminticos em
animais parasitados por vermes hemat6fagos, além de retardar o aparecimento da
resisténcia anti-helmintica (VIEIRA, 2010).

O desenvolvimento deste método teve como objetivo tornar mais pratico o
diagnostico clinico de possiveis parasitoses por nematoides hematofagos, associando-as
com possiveis graus de anemia e que, segundo IDIKA et al. (2012) funciona de forma
mais eficaz tanto em ovinos resistentes ou susceptiveis a esses parasitos, excluindo outras
espécies importantes de parasitos que afetam a producdo animal, tais como
Oesophagostomum columbianum e Trichostrongylus colubriformis por ndo serem
parasitos hemat6fagos. O uso do sistema F© deve ser cauteloso e em alguns casos obriga
a utilizacdo de outra metodologia alternativa que esteja associada ao grau de anemia dos

ovinos, como € o caso dos exames hematolédgicos (FERREIRA et al., 2018).
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Alguns estudos que avaliam a contagem de ovos e 0 método F© associados ao
ganho de peso e escore de condicdo corporal para o controle de parasitos gastrintestinais,
mostraram resultados significativos, comprovando maiores ganhos de peso e,
consequentemente, maior escore de condicao corporal (ECC) em animais com auséncia

de parasitose ou resistentes as parasitoses (IDIKA et al., 2012).

O sistema F® depende de avaliacdes subjetivas realizadas pelo observador, o que
reforca a necessidade de treinamento prévio (MAIA et al., 2015), além de ndo estar
definido especificamente para uma espécie, raca ou gendtipo, portanto, pode estar

passivel de resultados inconsistentes. Questionamentos como:

“Onde se enquadra o escore F® 3, em animais com parasitose,

sem parasitose ou com grau de parasitose intermediaria?
Ha diferenca na avaliacdo do sistema F® entre as racas?

Ha diferenca nas avaliacdes do sistema F© entre diferentes

idades?”
sdo comumente levantados.

A sensibilidade e a especificidade do sistema F© tém sido bastante estudadas, dando
enfoque a aplicagdo da metodologia em ovinos e caprinos, como é caso do estudo
realizado por SOTOMAIOR et al. (2012) e CINTRA et al. (2018), que utilizaram a idade
como um efeito de variagdo em cordeiros. Nestes estudos, foram verificados resultados
interessantes quanto ao agrupamento do escore F® 3 aos escores 4 e 5 como forma de
otimizar a sensibilidade do método. Para animais muito jovens, cordeiros, o sistema F®
ndo se apresentou como uma ferramenta de diagndstico de anemia eficaz no controle de

Haemonchus spp.

Diagnosticar os efeitos das infec¢fes por helmintos € uma forma eficiente de
produzir informacGes e gerenciar este problema na producéo de ruminantes (FERREIRA
et al., 2018). Os métodos analiticos de processamento de dados e, posteriormente,
transformacdo em informacGes, sdo cada vez mais inseridos no contexto experimental.
As abordagens multivariadas sdo propostas atuais deste contexto. Esses metodos

analiticos permitem, por meio de diversas correlacdes, entender a relacéo existente entre
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variaveis (FERREIRA et al., 2018), tracando eixos de valor decrescente de ligacao direta

entre todas elas, sendo que, na area da parasitologia existem poucos estudos.

Em um estudo particular, realizado por ANDRONICOS et al. (2014), utilizando
ovelhas infectadas experimentalmente, foram realizadas analises multivariadas para
definir algoritmos possivelmente Uteis, para classificar a capacidade de resisténcia a
infeccdo por nematoides, e constatou-se que poucas amostras foram necessarias para

aplicacdo das medidas de diagnostico e controle e a metodologia mostrou-se (til.
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4.4 CONSIDERACOES FINAIS

As maneiras pelas quais 0s ovinos eram criados, assim como 0s sistemas de
producdo pecudrios, mudaram drasticamente ao longo das décadas. O aumento
populacional deu origem a uma ampla concorréncia com outras espécies e outras
utilidades para o uso da terra, influenciando o ambiente como um todo, assim como o
ambiente em que os ovinos sao criados. Isso resultou na intensificacdo da producdo, nas
mudancas nos sistemas de producao e nas ragas e grupos genéticos utilizados. Além disso,
0 exagero no uso de drogas anti-parasitarias elevou a resisténcia pelos endoparasitos e

criou efeitos adversos sobre a salde animal e assim para a producdo pecuaria.

Em contrapartida, as duas Ultimas décadas foram marcadas pelo desenvolvimento
de técnicas e tecnologias avancadas contra as endoparasitoses gastrintestinais em
ruminantes, no entanto, ainda precisam ser estudadas e avaliadas de maneira mais
profunda, respeitando as particularidades individuais das ragas e grupos genéticos, assim

como dos sistemas de producdo animal.



38

REFERENCIAS

ANDRONICOS, N. M. A et al. one shot blood phenotype can identify sheep that resist
Haemonchus contortus challenge. Veterinary Parasitology, v. 205, p. 595-605, 2014.

AMARANTE, A. F. T. Controle da verminose gastrointestinal no sistema de produgéo
de S&o Paulo. In: CONGRESSO BRASILEIRODE ESPECIALIDADES EM
MEDICINA VETERINERIA, v. 1, Parana, Anais... 2004.

AMARANTE, A. F. T.; SALES, R. O. Controle de endoparasitoses do Ovinos: Uma

revisao. Revista Brasileira de Salude e Producdo Animal, v. 1, p. 14-36, 2007.

ATHAYDE, A. C. R. Difuséo do uso de plantas medicinais anti-helminticas na producéo
de caprinos do sistema de producdo da regido de Patos. In: 2° Congresso Brasileiro de
Extensdo Universitaria, Anais... 2° Congresso Brasileiro de Extensdo Universitaria,
Belo Horizonte, 2004.

BENAVIDES, M. V. et al. Identification of novel loci associated with gastrointestinal
parasite resistance in a Red Maasai Dorper backcross population. Plos One, v. 10,
2015.

CINTRA, M. C. R.; OLLHOFF, R. D.; SOTOMAIOR, C. S. Sensitivity and specificity
of the Famacha® system in growing lambs. Veterinary Parasitology, v. 251, p. 106-
111, 2018.

COUTINHO, R. M. A. et al. Phenotypic markers to characterize F2 crossbreed goats
infected by gastrointestinal nematodes. Small Ruminant Research, v. 123, n. 1, p.
173-178, 2015.

DARNHOFER, I. et al. Adaptiveness to enhance the sustainability of farming systems. A
review. Agronomy, v. 30, p. 545-455, 2010.

MAIA, D. et al. FAMACHAZ® system assessment by previously trained sheep and goat
farmers in Brazil. Veterinary Parasitology, v. 209, p. 202-209, 2015.



39

FAO, Food and Agriculture Organization. Pagina de acesso: http://www.faostat.fao.org.
Data do acesso: 30 de dezembro de 2020.

FERREIRA, J. B. et al. A multivariate approach to the diagnosis of gastrointestinal
infection in ewes. Veterinary Parasitology, v. 252, p. 95-97, 2018.

FERREIRA, J. B. et al. Performance, endoparasitary control and blood values of ewes
locally adapted in semiarid region. Comparative Imunology Microbiology and
Infection Diseases, v. 52, p. 23-29, 2017.

IBGE, |Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Pagina de acesso:

https://censos.ibge.gov.br/agro/2019/. Data do acesso: 03 de dezembro de 2020.

IDIKA, LK. et al. Changes in the body condition scores of Nigerian West African Dwarf
sheep experimentally infected with mixed infections of Haemonchus contortus and
Trichostrongylus colubriformis. Veterinary Parasitology, v. 188, n. 1-2, p. 99-103,
2012.

ISSAKOWICZ, J. et al. Parasitic infection, reproductive and productive performance
from Santa Inés and Morada Nova ewes. Small Ruminant Research, v. 136, p. 96-
103, 2016.

MARIANTE, A, da S.; CAVALCANTE, N. Animais do descobrimento: racas
domeésticas da historia do Brasil. Brasilia, DF: Embrapa-Assessoria de Comunicacao
Social: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2000.

MOLENTO, M. B. Avancos no diagndstico e controle das helmintoses em caprinos. |
Simpoésio Paulista de Caprinocultura. In: | Simpdsio Paulista de Caprinocultura
(SIMPAC). Anais... Multipress, Jaboticabal, p.101-110, 2005.

MOLENTO, M. B. et al. Método Famacha como pardmetro clinico individual de
infec¢Bes por Haemonchus contortus em pequenos ruminantes. Ciéncia Rural, v. 34,
p. 1139-1145, 2004.

MUNIZ, M. M. M. et al. Application of genomic data to assist a community-based
breeding program: A preliminary study of coat color genetics in Morada Nova sheep.
Livestock Science, v. 190, p. 89-93, 2016.



40

NOBRE, C. O. R. et al. Benefits of vaccination goats against Haemonchus contortus
during gestation and laction. Small Ruminant Research, v. 182, p. 46-51, 2020.

NOGUEIRA, F. R. B. Uma abordagem sistémica para a agropecuaria e a dindmica
evolutiva dos sistemas de producdo do Nordeste semi-arido. Revista Caatinga, v. 22,
n. 2, p. 01-06, 2009.

NUNES, S.F. et al. Morphometric characterization and zoometric indices of white
Morada Nova breed: the first step for conservation. Small Ruminant Research, v.
182, n. 106178, 2020.

SCHOLTZ, M. M. etal. Livestock breeding for sustainability to mitigate global warming,
with the emphasis on developing countries. South African Journal of Animal
Science, v. 43, n. 3, 2013.

SHIOTSUKI, L. et al. Genetic parameters for growth and reproductive traits of Morada
Nova kept by smollholder in semi-arid Brazil. Small Ruminant Research, v. 120, p.
204-208, 2014.

SHIOTSUKI, L. et al. The impact of racial pattern on the genetic improvement of Morada
Nova sheep. Animal Genetic Resources, Food and Agricultural Organization of
the United Nations, p. 1-10, 2016.

SILVEIRA, R. M. F. Tipologias de propriedades e relacdes entre a sazonalidade e
qualidade da &gua e do leite bovino no semiarido brasileiro. Dissertacdo (Mestrado
em Zootecnia) — Universidade Estadual Vale do Acarad. UVA, p. 100. 2019.

SOTOMAIOR, C. S. et al. Sensitivity and specificity of the Famacha® system in Sufflk
sheep and crossbred Boer goats. Veterinary Parasitology, v. 190, p. 114-119, 2012.

STEINFELD, H. et al. Livestock’s long shadow: environmental issues and options.
Rome, Italy, 2006.

TAYLOR, M. A.; COOP, R.L.; WALL, R.L. Parasitologia Veterinaria. 4%, Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2010. 1052p.

TORTON, P. K. Livestock production: recent trends, future prospects. Philosophical
transactions of The Royal Society B, v. 365, p. 2853-2867, 2010.



41

VAN WYK, J. A. Refugia — overlooked as perhaps the most important factor concerning
the development of anthelmintic resistance, Onderstepoort Journal of Veterinary
Research, v. 68, p. 55-67, 2001.

VAN WYK. J. A.; BATH, G.F. The Famacha system for managing haemonchus is in
sheep and goats by clinically indentifying individual animals for treatment.
Veterinary Research, v. 33, p. 509-529, 2002.

VIEIRA, L. S. et al. Panorama do controle de endoparasitoses em pequenos
ruminantes. Sobral: Embrapa Caprinos e Ovinos, 2010. 40 p. Documentos / Embrapa
Caprinos e Ovinos, ISSN 1676-7659; 98.

WANG, T. et al. Microclimate has a greater influence than acroclimate on the availability
of infective Haemonchus contortus larvae on herbage in a warmed temperate
environment. Agriculture, Ecosystems and Environment, v. 265, p. 31-36, 2018.

WORLD BANK. Minding the stock: bringing public policy to bear on livestock

sector development. 2009. Pagina de acesso: http://worldbank.org/.


http://worldbank.org/

42

CAPITULO Il

3) SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO SISTEMA FAMACHA® EM
OVELHAS DA RACA MORADA NOVA!

! Este capitulo é uma adaptacdo do artigo apresentado no ANEXO A (Sensitivity and specificity of the
FAMACHA® system in tropical hair sheep — Tropical Animal Health and Production)
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SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO SISTEMA FAMACHA® EM
OVELHAS DA RACA MORADA NOVA

RESUMO

O tratamento seletivo e o correto diagnostico das endoparasitoses gastrintestinais, tal
como a causa da anemia causada por endoparasitoses gastrintestinais, pode ser uma das
medidas para mitigar este problema; em outras palavras, é fundamental para aumentar a
populacéo efetiva de animais da raca Morada Nova. O objetivo desse estudo foi avaliar a
sensibilidade (SE) e especificidade (SP) do sistema FAMACHA® (F°) no diagnostico da
anemia e tratamento seletivo de endoparasitoses gastrintestinais em ovelhas da raca
Morada Nova. Foram avaliadas 562 conjuntivas de ovelhas, usando o sistema F°. Os
valores de hematdcrito (HTC) serviram como padrdo ouro para a avaliacdo clinica. Para
calcular a SE e SP do sistema F®, foram adotados diferentes critérios: animais
classificados como (1) F®4 e 5 ou (1) F®3, 4 e 5 foram considerados como anémicos e 0s
animais classificados como (I) F® 1, 2 e 3 ou (I1) F®1 e 2 foram considerados como n&o
anémicos. Trés valores padrdes de HTC (< 19%, < 18% ou < 15%), foram usados para
confirmar a anemia (testes positivos). A porcentagem de tratamentos corretos foi sempre
maior quando os escores 4 e 5 do sistema F© foram usados como critério para testes
positivos para anemia. Para todos os pontos de corte do HTC, mais animais foram
classificados como falso positivo quando avaliados usando os escores 3, 4 e 5 do sistema
F© como critério para o teste positivo para anemia e mais animais verdadeiros negativos
quando avaliados usando apenas os escores 4 e 5 do sistema F® como critério para o teste
positivo para anemia. Para ambos os critérios de teste positivo, poucos animais foram
classificados como falso negativo e verdadeiro positivo. Portanto, eliminar a classificagcdo
do escore F®3 como anémico diminui a SE e aumenta a SP para todos os pontos de corte
do HTC de ovelhas da raca Morada Nova. O sistema F® pode ser usado como uma
alternativa confiavel, reduzindo a pressao de selecdo de anti-helminticos em relacdo ao
tratamento seletivo de rotina, para o controle de vermes hemat6fagos nas ovelhas da raca

Morada Nova.

Palavras chave: Haemonchus contortus; ovinos; regido semiarida; resisténcia; tratamento

seletivo; vermes.
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SENSITIVITY AND SPECIFICITY OF THE FAMACHA® SYSTEM IN
MORADA NOVA EWES

ABSTRACT

Selective treatment and the correct diagnosis of the gastrointestinal endoparasitosis, such
as anemia caused by gastrointestinal endoparasites, may be one of the measures to
mitigate this problem; in other words, it is fundamental to increase the effective
population of individuals of the Morada Nova breed. The aim of this research was to
evaluate the sensitivity (SE) and specificity (SP) of the FAMACHA® (F®) system in
Morada Nova ewes. The conjunctivae of 562 ewes were evaluated using the F© system.
Packed cell volume (HTC) served as the gold standard for clinical F© evaluation. To
calculate the Sg and Sp of the F© system, different criteria were adopted: animals classified
as (1) F®4 and 5 or (1) F®3, 4 and 5 were considered to be anemic, and animals classified
as (1) F®1, 2 and 3, or (1) F®1 and 2 were considered to be non-anemic. Three standard
values of HTC, namely < 19%, < 18% or < 15%, were used to confirm anemia. The
percentage of correct treatments was always high when F® values 4 and 5 were used as
criteria for positive tests. For all HTC cut-off values, more animals were classified as
false positives when evaluated using F©3, 4 and 5 as criteria for a positive test and more
true negative animals when evaluated using only F®4 and 5 as criteria for a positive test.
For both sets of criteria for positive tests, few animals were classified as false negatives
and true positives. Eliminating the classification of F®3 as anemic decreased the
sensitivity and increased the specificity for all HTC cut-off values for ewes. The F®
system can be used as a reliable alternative to reduce selection pressure for anthelmintics
in relation to routine non-selective blanket treatment for worm control in Morada Nova

Ewes.

Keywords: Haemonchus contortus; sheep; semiarid region; resistance; selective

treatment; worms.
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5.1 INTRODUGCAO

A infeccdo por nematoides gastrintestinais € uma das maiores causas da perda de
producdo em sistemas de producdo de ruminantes e que s&o particularmente importantes
em regides tropicais e subtropicais do mundo (MARTINEZ-VALADARES et al., 2013;
MPHAHLELE et al., 2018). A regido Nordeste brasileira € tradicionalmente conhecida
pelos sistemas de producao de origem familiar e neles estdo as vacas, cabras e ovelhas de
racas localmente adaptadas ou nativas, agrupadas nas unidades produtivas. Nesta regiéo,
nacleos de melhoramento genético sdo formados com a participacdo das fazendas
(ARANDAS et al., 2017), como tem acontecido com a raca Morada Nova.

Em relacdo ao controle das endoparasitoses, as fazendas ndo seguem um padréo de
controle e tratamento. Normalmente, as medidas profilaticas ndo sdo adotadas nas
pastagens nativas do bioma Caatinga, tampouco em instalagfes como os currais coletivos,
associado ao uso pouco frequente de tratamento seletivo nos rebanhos, aumentando a
prevaléncia de enfermidades, especialmente a infeccdo por parasitos gastrintestinais
(FERREIRA et al., 2017). Apesar dos produtores rurais serem conscientes quanto a
existéncia da resisténcia a drogas anti-helminticas, ndo houve um convencimento do uso
necessario dos métodos de tratamento seletivo nas fazendas. Quando um rebanho inteiro
é tratado, pode haver grande pressdo de selecdo para resisténcia na populacdo de
nematoides, dependendo dos niveis de animais reflgios naquele momento
(SOTOMAIOR et al., 2012). O manejo sustentavel das endoparasitoses nos sistemas de
producdo de pequenos ruminantes permite a manutencdo do nimero maximo de animais
livres do contato com a droga (VAN WYK, 2001).

O sistema FAMACHA® (F®) é uma ferramenta clinica de avaliagdo da anemia,
preliminarmente utilizada para o tratamento seletivo anti-helmintico individual de
animais cuja necessidade de gerenciar as infeccdes por vermes hematdfagos do género
Haemonchus contortus (VAN WYK e BATH, 2002; ARECE-GAECIA et al., 2016).
Neste método, algumas variagdes podem ocorrer nos resultados, permitindo uma serie de
diagndsticos. VariagBes quanto as ragas (MOORS e GAULY, 2009), categorias animais
e idades (CINTRA et al., 2018), avaliadores e avalia¢cbes do método (FERREIRA et al.,
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2018) podem ter efeitos sobre o resultado final. Apesar da anemia poder apresentar outras
causas (GRACE et al., 2007; OLAH et al., 2015), o método F® é um dos indicadores de
diagnostico com maior sucesso até hoje, para o uso estratégico em tratamento seletivo
contra H. contortus em pequenos ruminantes (MARTININEZ-VALADARES et al.,
2013).

A raca Morada Nova é dotada de caracteristicas adaptativas para o semiarido
brasileiro. Mesmo assim, em um periodo de aproximadamente dez anos, a populagdo
efetiva tem diminuido consideravelmente, chegando ao risco de ser extinta de acordo com
a Associacdo de Criadores de Ovinos da Raca Morada Nova. O tratamento seletivo e o
correto diagnostico dessa doenca, tal como a causa da anemia em funcdo das
endoparasitoses gastrintestinais, pode ser uma das medidas para mitigar este problema;
em outras palavras, é fundamental para aumentar a populacdo efetiva de animais. O
objetivo desse estudo foi avaliar a sensibilidade (SE) e a especificidade (SP) do sistema
F® no diagnostico da anemia e tratamento seletivo das endoparasitoses gastrintestinais
em ovelhas da raca Morada Nova, acreditando que o sistema F° pode ser usado como
uma alternativa confiavel para reduzir a pressdo de sele¢do de anti-helminticos em relacéo

ao tratamento seletivo de rotina nestes animais.
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5.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado pelo grupo de alunos, professores e colaboradores que
compde o Laboratdrio de Fisiologia Adaptativa e Recursos Genéticos da UFERSA e
Embrapa caprinos e ovinos, sendo conduzido em rebanhos de fazendas comerciais
(Figura 1) localizados no estado do Ceara, especificamente na cidade de Morada Nova
(Latitude — 5° 44’ 10”; longitude — 39° 97’ 20"; altitude 66 m) (Figura 2).

Figura 1. Rebanhos ovinos da raca Morada Nova utilizados no estudo
Rebanho 1 ' Rebanho 2

.......

..................
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Figura 2. Localizacdo geografica do Brasil, da regido nordeste brasileira, seguidas do
estado do Ceara e da cidade de Morada Nova

Equador

Oceano

o e g Atlantico
Territorio Brasileiro Sul

= Regido do nordeste brasileiro

E:stado do Ceard Rebanho: Latitude /Longitude /Altura, m
W Cidade de Morada Nova R1: -5°44°107/-39°97°207/66 m

N
R2: -5°04°177/-38°23°40/115 m e
R3: -5°09°027/-38°18°29"/39 m ° B
R4: -7°94°0527/-37°97°007/155 m % ! =

Fonte: Arquivo pessoal do autor (J. Ferreira)

O manejo geral adotado para 0s animais se baseava na alimentagdo de maneira
extensiva na vegetacdo do bioma Caatinga durante o periodo diurno e durante o periodo
noturno ocorria o recolhimento dos animais em currais coletivos, onde era disponibilizado
agua e mistura mineral ad libitum. Os animais recebiam tratamento anti-helmintico
variando os principios ativos ap6s apresentarem sinais clinicos de parasitose
gastrintestinal (magreza, pelos opacos, mucosa ocular esbranquicada, dentre outros). A
variacdo anual de temperatura ambiental, humidade relativa e precipitacdo pluviométrica

permaneceram em torno de 35,6 °C, 42,4 % e 76,1 mm, respectivamente.
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Foram consideradas as informagdes em cada uma das coletas de dados, realizadas
nos meses de margo, junho, setembro e dezembro como informagGes individuais de
diagnostico para as quatro fazendas estudadas. Portanto, foram registrados 562 dados de
escore F© - realizadas por um Gnico avaliador - em ovelhas adultas da raca Morada Nova,
com idades entre 1 e 5 anos, segundo a classificagdo cronologia dentéria determinada por
PUGH (2002).

A SE e a SP do sistema F® foram calculadas utilizando dois critérios para considerar
0S animais como anémicos ou com teste positivo para anemia: animais classificados em
escore F© 4 e 5 ou animais classificados em escores F® 3, 4 e 5. No primeiro caso, 0s
animais foram classificados nos escores F® 1, 2 e 3, considerados como ndo-anémicos ou
com teste negativo para anemia. No segundo caso, foram considerados ndo-anémicos ou
com teste negativo para anemia, os animais com escores F® 1 e 2. Os valores de HTC
serviram como padrdo ouro para confirmar a anemia e foram utilizados com base em trés
pontos de corte: < 19%, < 18% e < 15%, conforme proposto pelo estudo de SOTOMAIOR
etal. (2012). O valor de HTC de < 19% foi escolhido em virtude do intervalo normal para
0 HTC em pequenos ruminantes ser de 19-38 segundo JAIN (1986), j& o valor de HTC <
18% foi escolhido porque é o valor limite entre as categorias 3 e 4 do sistema F© (VAN
WYK e BATH, 2002) e o valor de HTC < 15% ¢ considerado um risco de vida para
ovelhas (KAPLAN et al., 2004).

Para o animal ser classificado em um diagnostico verdadeiro positivo (VP), os
animais devem ser anémicos (HTC < 15%, < 18% ou < 19%) com escores F® 4 e 5 ou 3,
4 e 5. Para serem classificado com resultado falso positivo (FP), os animais ndo devem
ser anémicos (HTC > 15%, > 18% ou > 19%) com escores de olho palido. Os animais
que estavam anémicos com escores de olhos vermelhos ou rosas (F®1e20u F® 1,2 e 3)
foram denominados como falso negativo (FN) e os animais que ndo eram anémicos com
escores de olhos vermelhos ou rosados receberam a denominacgéo de verdadeiro negativo
(VN). Para andlise parasitoldgica, as fezes foram coletadas individualmente e realizadas
a contagem de ovos (OPG) por gramas de fezes utilizando a metodologia de GORDON e
WHITLOCK (1939).

A SE e SP do sistema F® (calculadas com 95% de intervalos de confianga) foram
calculadas (VATTA et al., 2001; THRUSFIELD, 2005) como segue:
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_ VP x100
"~ VP+FN

Neste caso, SE é a proporcéo de animais identificados corretamente como anémicos
(VP) pelo sistema F®.

op VN x 100
~ VN+FP

SP é a proporcdo de animais ndo anémicos que sdo corretamente classificados como

tal (VN) pelo sistema F®.

Por fim, foi calculado o valor preditivo negativo (VPN) e o valor preditivo positivo

(VPP) usando as seguintes formulas:

FN x 100
VPN =

VN + FN

VP X 100
VPP =——

VP + FP

Os valores preditivos sdo a probabilidade de um animal ndo ser anémico quando o
escore F© ¢ negativo para anemia (NPV) ou anémico quando o escore F© é positivo para
anemia (VPP). O valor kappa (k) foi calculado usando a associagdo entre os escores F© e
0 HTC (THRUSFIELD, 2005). Os valores de k foram classificados de acordo com o
estudo de SOTOMAIOR et al. (2012) e repetidos no atual estudo da seguinte maneira: >
0,80 = concordancia excelente, 0,61-0,80 = concordancia boa, 0,41-0,60 = concordancia

moderada, 0,21-0,40 = concordancia ruim e <0,2 = concordancia péssima.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A raca Morada Nova é amplamente usada em fazendas de manejo extensivo no
bioma Caatinga e é considerada pelos produtores uma raga resistente as enfermidades que
acometem 0s pequenos ruminantes. Por se tratar de uma raga nativa, localmente adaptada
e contribuir para a sustentabilidade dos sistemas de producdo do Nordeste brasileiro,
ocorre um enorme estimulo para o desenvolvimento de estudos para entender melhor os
aspectos gerais de satde desses animais. A distribuicdo dos animais nas cinco categorias
de escore F® e suas respectivos valores de OPG s&o listados na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo (n = nimero; % = porcentagem) de ovelhas, media + desvio padrao
(1 = dp), valores da mediana, minimo e méximo para a variavel OPG, de acordo com a
categoria do escore F°

Fe1 Fe2 Fe3 Fo4 F©5
n 21 145 269 123 4
% 3,74 25,80 47,86 21,89 0,71
Média + dp 2396 +6734 812+1676 117,1+228,6 216,3+470,7 1229 +264,0
Mediana 24,0 24,0 36,0 72,0 90,0
Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Maximo 3112,0 1176,0 1124,0 3300,0 264,0

Mais de 45% dos animais foram classificados com F® 3, seguidos de 25,80% no F°
2 e 21,88% no F®4. Poucas ovelhas foram classificadas com escore F® 1 (3,73%) e F©5
(0,88%). Os limites para os valores de OPG variaram entre zero e 3300. Os parametros
de satde das ovelhas da raca Morada Nova desse estudo sofreram uma elevada influéncia
ambiental relacionada as mudancas climaticas, sendo expostas a elevadas temperaturas e
privacdes de &gua durante um longo periodo do ano, adicionalmente, também houveram
relatos de outras enfermidades nesses mesmos rebanhos (linfadenite caseosa, mastite,
ectoparasitoses e outras endoparasitoses) mantidos em regime extensivo, apresentadas no
trabalho de FERREIRA et al., (2017).

A porcentagem de classificacdes corretas (VN + VP) sdo sempre maiores quando
os valores de F® para os escores 4 e 5 foram considerados como um resultado positivo

para anemia (Tabela 2). Para todos os valores de HTC, mais animais foram classificados
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como FP quando avaliados e classificados nos escores F® 3, 4 e 5 como teste positivo
para anemia e mais animais foram classificados como VN, quando avaliados usando
apenas as classificagdes de escore F© 4 e 5 como teste positivo para anemia. Para ambos

0s testes positivos, poucas ovelhas foram classificadas como FN e VP.

Tabela 2. NUimero de resultados falso negativo (FN,) falso positivo (FP), verdadeiro
negativo (VN), verdadeiro positivo (VP) e concordancia (CC) dos resultados de
classificacdo do escore F© de acordo com diferentes critérios de avaliagdo para ovelhas
da raca Morada Nova

FN FP VN VP CcC

Teste positivo (F©3, F®4, F©5)

HTC<15 1(0,18%) 384 (68,33%) 165 (29,36%) 12 (2,14%) 177 (31,50%)
HTC<18 2(0,36%) 361 (64,23%) 164 (29,18%) 35 (6,23%) 199 (35,59%)
HTC <19 5(0,89%) 344 (61,21%) 161 (28,65%) 52 (9,25%) 213 (37,90%)
Teste positivo (F©4, F©5)

HTC <15 9(1,60%) 123 (21,89%) 426 (75,80%) 4 (0,71%) 430 (76,51%)
HTC<18 19 (3,38%) 100 (19,40%) 416 (74,02%) 18 (3,20%) 434 (77,22%)
HTC<19 32 (569%) 102 (18,15%) 403 (71,71%) 25 (4,45%) 428 (76,16%)

O indice « foi baixo para o critério de avaliacdo usando os escores F®3, 4 e 5 como
testes positivos para anemia (Tabela 3). Os limites do indice k estiveram entre 0,01 e 0,15,
indicando uma concordancia ruim para ambos os testes. A porcentagem de animais (PAV;

estimado pelos valores de HTC), PPV e NPV também estdo listados abaixo.

Tabela 3. Percentagem de ovelhas anémicas (PAV), valor preditivo positivo (VPP) e
negativo (VPN) do sistema F® (com intervalos de confianca de 95%) e valores de k ente
HTC e sistema F°

PAV (%) VPV (%) VPN (%) k

Teste positivo (F©3, F®4, F©5)

HTC<15 2,31(1,24-392) 3,03 (2,58—356) 99,40 (96,15 — 99,91) 0,01
HTC<18 6,58 (4,68 —896) 8,84 (8,09—9,46) 98,80 (95,49 — 99,69) 0,04
HTC<19 10,14 (7,77 - 12,94) 13,13 (12,03 - 14,32) 96,99 (93,25 - 98,69) 0,06
Teste positivo (F®4, F©5)

HTC<15 2,31(1,24-392) 3,15(1,40-6,94) 97,93 (97,05 - 98,55) 0,01
HTC<18 6,58 (4,68—8,96) 14,17 (10,23 —19,31) 95,63 (94,10 — 96,78) 0,13
HTC <19 10,14 (7,77 — 12,94) 19,69 (14,84 — 25,63) 92,64 (90,88 — 94,09) 0,15
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Para as ovelhas da raca Morada Nova, os valores de PAV e VPP foram mais altos
quando o HTC esteve < 19% nos dois testes positivos para anemia, ou seja, existe uma
maior probabilidade de um animal ser anémico quando o escore F® ¢ positivo para
anemia. Nos valores de VPN para os dois testes, foram encontrados valores altos para
HTC < 15%, indicando alta probabilidade destes animais ndo serem anémicos quando o
escore F© é negativo para a anemia. Apesar de todas essas justificativas para os limites de
HTC, FERREIRA et al., (2018) usou esses mesmos animais e verificou que essas ovelhas
apresentaram uma alta carga de vermes ao longo do ano (até 3300 OPG) e a presenca de
H. contortus foi verificada, entretanto, com poucas mudangas nas medidas de peso
corporal e escore de condigéo corporal. Melhor direcionamento para tratamentos efetivos
eficazes, como sugerido nos trabalhos de SOTOMAIOR et al. (2012), THOMAS e
SYAMALA (2017) e CINTRA et al. (2018), diminuem a pressdo de selecdo para anti-
helminticos em parasitas, e assim, prolongam a vida efetiva das drogas.

De acordo com SOTOMAIOR et al. (2012), os valores para SE e SP dependem dos
critérios utilizados no estudo e envolvem o manejo dos animais no sistema de producéo.
Para as ovelhas da raca Morada Nova, esses valores sdo desconhecidos. Os limites de SE
ficaram entre 30,77 e 94,59% e SP entre 30,05 e 79,80% (Tabela 4).

Tabela 4. Sensibilidade (SE) e especificidade (SP) do sistema F® (com intervalo de
confianca de 95%) de acordo com diferentes critérios de avaliacdo

SE (%) SP (%)

Teste positivo (F©3, F®4, F©5)

HTC <15
HTC <18
HTC<19
Teste positivo (F°4, F©5)
HTC <15
HTC <18
HTC<19

92,31 (63,97 — 99,81)
94,59 (81,81 — 99,34)
91,23 (80,70 — 97,0)

30,77 (9,09 — 61,43)
48,65 (31,92 — 65,60)
43,86 (30,74 — 57,64)

30,05 (26,24 — 34,08)
31,24 (27,29 — 35,40)
31,88 (27,83 - 36,14)

77,60 (73,87 — 81,02)
79,24 (75,51 — 82,63)
79,80 (76,03 — 83,22)

Quando a classificacdo do escore F©3 foi eliminada no critério de teste positivo para
anemia, os valores de SE diminuiram e a SP aumentou para todos os pontos de corte do
HTC.
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5.4 CONCLUSAO

O sistema F® pode ser usado como uma alternativa confiavel, reduzindo a presséo
de selecdo de anti-helminticos em relacéo ao tratamento seletivo de rotina, para o controle

de vermes hematt6fagos nas ovelhas da raca Morada Nova.
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CAPITULO 11l

6 AVALIACAO DO SISTEMA FAMACHA® EM OVELHAS DA RACA
MORADA NOVA SOB ABORDAGEM MULTIVARIADA?

2 Este capitulo é uma compilacdo entre dois artigos apresentados no iten ANEXO B (A multivariate
approach to the diagnosis of gastrointestinal infection in ewes - Veterinary Parasitology) e ANEXO C
(Parasitological, performance, hematological and serum biochemical parameters of tropical ewes: a
canonical study based on the relationship between FAMACHA® scores and packed cell volume — Tropical
Animal Health and Production).
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AVALIACAO DO SISTEMA FAMACHA® EM OVELHAS DA RACA MORADA
NOVA SOB ABORDAGEM MULTIVARIADA

RESUMO

Diagnosticar os efeitos das infec¢des por helmintos é uma maneira eficiente de gerenciar
esse problema em sistemas de producdo de ruminantes. A selecdo de animais em um
rebanho infectado com H. contortus envolve tradicionalmente medicGes de hematdcrito
(HTC) e, nos Gltimos anos, o sistema FAMACHA® (F®) tem sido muito usado. O objetivo
deste estudo foi avaliar a relagio entre os escores do sistema F© e as faixas HTC em
ovelhas localmente adaptadas, utilizando uma abordagem multivariada de componentes
principais (APC) e discriminante candnica (ADC). Os animais foram avaliados por meio
de caracteristicas de desempenho (Peso corporal, PC; Escore de condi¢édo corporal, ECC),
contagem de ovos por gramas de fezes (OPG), valores sanguineos e bioquimica sérica.
Para o primeiro teste, utilizando ACP, as ovelhas foram classificadas em trés categorias,
de acordo com o escore F® e as porcentagens de HCT, como segue: Grupo A (F© entre
1e2eHTC > 30%); Grupo B (escore F®3 e HTC entre 21 e 29%); Grupo C (F®4e5e
HTC < 20%). Para o segundo teste, utilizando ADC, as ovelhas foram avaliadas quanto
a relacdo de todas as varidveis do estudo de maneira simultdnea em seus agrupamentos
nas classificacdes do escore F©, com ou sem a correspondéncia entre o escore F© e os
valores de HTC. Houve uma semelhanca na relagéo entre ométodo F® e as faixas de HTC,
embora os animais tenham padrfes de indicadores fisiopatolégicos particulares. A ACP
e a ADC foram eficientes em determinar a ordem de importancia das variaveis do estudo
e classificar os diagnosticos animais, respectivamente, utilizando varidveis de
desempenho, parasitologia, parametros sanguineos e painel bioquimico sérico em ovelhas

da raca Morada Nova.

Palavras chave: bioquimica sérica; componentes principais; discriminante canoénica;

hematocrito; hematologia; indicadores fisiopatologicos.
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EVALUATION OF THE FAMACHA® SYSTEM IN MORADA NOVA EWES
UNDER A MULTIVARIATE APPROACH

ABSTRACT

Diagnosing the effects of helminth infections is an efficient way to manage the problem
in ruminant production systems. The selection of animals in a flock infected with H.
contortus traditionally involves hematocrit (HTC) measurements and, in recent years, the
FAMACHAZ® (F®) system has been widely used. However, minor analytical changes have
been made. The aim of this study was to evaluate the relationship between the F© system
scores and HTC strips in locally adapted sheep, using a multivariate principal component
(APC) and canonical discriminant (ADC) approach. The animals were evaluated using
performance characteristics (body weight, PC; body condition score, ECC), egg count per
gram of feces (OPG), blood values and serum biochemistry. For the first test, using ACP,
the sheep were classified into three categories, according to the F® score and HCT, as
follows: Group A (F® between 1 and 2 and HTC > 30%); Group B (F© 3 and HTC score
between 21 and 29%); Group C (F® 4 and 5 and HTC < 20%). For the second test, using
ADC, the sheep were evaluated for the relationship of all study variables simultaneously
in their groupings in the F® score classifications, with or without the correspondence
between the F® score and the HTC values. There was a similarity in the relationship
between the F© method and the HTC bands, although the animals have particular
pathophysiological indicator patterns. ACP and ADC were efficient in determining the
order of importance of the study variables and classifying animal diagnoses, respectively,
using performance variables, parasitology, blood parameters and serum biochemical

panel in Morada Nova ewes.

Keywords: serum biochemical; principal components; canonical discriminant; packed

cell volume; hematology; physiopathology indicators.
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6.1 INTRODUCAO

A infeccdo por helmintos € um problema que afeta as ovelhas, causando perdas
econdmicas significativas, especialmente quando associado a m& nutricdo e
administragdes inapropriadas de principios anti-helminticos ou mesmo dos tratamentos
seletivos direcionados. Como alguns helmintos sdo parasitos hematofagos, os sinais
clinicos podem ser evidentes, dentre eles estdo: diminuicdo do peso corporal, condigdo
corporal deficiente, anemia, hipoproteinemia, sinais de apatia, edema submandibular e
aumento da ingestdo de agua, provavelmente para compensar a perda de peso corporal
(FITZPATRICK, 2013; COUTINHO et al., 2015).

Diagnosticar os efeitos das infecgdes por helmintos é uma maneira eficiente de
produzir informac6es e gerenciar esse problema em sistemas de producdo de ruminantes.
As medicBes do percentual de hematdcrito (HTC) assim como a identificacdo de animais
com coloragdo da mucosa ocular palida utilizando o sistema FAMACHA® (F°), sio
indicadores de infecgéo por parasitos do género Haemonchus. Em pequenos ruminantes,
o sistema F© é usado para identificar ovinos que apresentam anemia (VAN WYK e
BATH, 2002) e tem sido usado em uma ampla variedade de condi¢des (racas ovinas e
seus cruzamentos, diferentes idades e sexos, condic¢des do sistema de producao, condicdes
edafoclimaticas e outras).

Segundo ANDRONICOS et al. (2014), o controle efetivo sobre parasitos
gastrintestinais da pecuaria do futuro exigira diversas estratégias de combate e até mesmo
convivéncia. Para determinar as reais limitagdes do método F®, diferencas entre espécies,
racas (MOUROS e GAULY, 2009), ambientes (FERREIRA et al., 2017), categorias e
idades dos animais (MAHIEU et al., 2007; SOTOMAIOR et al., 2012) e sistemas de
producdo (REYNECKE et al.,, 2011), fatores cada vez mais especificos devem ser

investigados.

Por se tratar de uma variavel com elevado nivel de subjetividade e além disso, ser
classificatoria, o escore F® foi por muito tempo avaliado de maneira isolada, sem o auxilio
de outras variaveis, associando-se minimamente as variaveis continuas, como por

exemplo o proprio valor de HTC. Na verdade, os escore F® sdo até hoje uma extenséo
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dos valores continuos de HTC, surgindo como forma de otimizar o diagndstico dos
animais anémicos e possivelmente acometidos por parasitos hemat6fagos. Mas, sera que
podemos é possivel generalizar os intervalos de HTC para diferentes espécies ou racas?
O que se V& na cartela do método F© retrata exatamente o padrdo de HTC da categoria,
determinado por VAN WYK e BATH, (2002)? O fato é que as decisdes tomadas a partir
de diagndsticos inconsistentes oferecem riscos, principalmente quando se trata de uma
populacdo ovina com base genética diminuida, como é o caso da raca Morada Nova
(NUNES et al., 2020).

Apesar de consideravelmente antigo, os estudos multivariados foram muitas vezes
deixados para tras, por serem considerados de dificil realizacdo e entendimento. No
entanto, atualmente é umas das maneiras mais coerentes de associacdo entre variaveis de
diferentes caracteristicas (continuas e discretas). Até 0 momento, pouco se estudou dentro
dessa tematica utilizando uma abordagem multivariada, podendo citar os trabalhos de
JOHNSTONE et al. (1998) que interpreta de maneira comparativa a carga de parasitos
em animais usando aleatorizacdo e variaveis candnicas e STOREY et al. (2017), que
valida o método F© para camelideos no sul dos EUA. Portanto, o objetivo deste estudo
foi avaliar a relacdo entre os escores do sistema F® e os pontos de corte do HTC em
ovelhas localmente adaptadas, utilizando uma abordagem multivariada de componentes

principais (APC) e discriminante candnica (ADC).
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6.2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos utilizados neste estudo estiveram em conformidade com
Comité de Etica em Uso Animal da UFERSA, Mossor6, RN (Protocolo 23091003895/n°
2014-71).

Foram utilizadas 138 ovelhas adultas da raca Morada Nova, de quatro rebanhos
(Figura 1) localizados na cidade de Morada e inseridos no nucleo de conservagéo de raga
no estado do Ceara, Brasil (Figura 2). Um total de 562 observagdes foram realizadas. A
posicao geografica e o nimero de informacg6es de cada rebanho estdo expressos na tabela
1.

Figura 1. Rebanhos ovinos da raca Morada Nova utilizados no estudo
Rebanho1 | Rebanho 2

......
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Figura 2. Localizacdo geografica do Brasil, da regido nordeste brasileira, seguidas do
estado do Ceara e da cidade de Morada Nova

Equador

Oceano

o e g Atlantico
Territorio Brasileiro Sul

= Regido do nordeste brasileiro

E:stado do Ceard Rebanho: Latitude /Longitude /Altura, m
W Cidade de Morada Nova R1: -5°44°107/-39°97°207/66 m

N
R2: -5°04°177/-38°23°40/115 m e
R3: -5°09°027/-38°18°29"/39 m ° B
R4: -7°94°0527/-37°97°007/155 m % ! =

Fonte: Arquivo pessoal do autor (J. Ferreira)

Tabela 1. Posigdo geografica (latitude, longitude e altitude), nimero de animais e niUmero
de informac6es de cada rebanho avaliado no municipio de Morada Nova - CE

Rebanho  Latitude Longitude  Altitude (m) n°de animais  n° de dados
1 -5°44°10”  -39°97°20” 66 32 3384
2 -05°04°17” -38°23°40” 115 40 3720
3 -5°09°02”  -38°18°29” 39 40 4008
4 -7°94°052”  -37°97°00” 155 26 2376

As avaliacdes foram realizadas durante os meses de marc¢o, junho, setembro e

dezembro. A escolha dos meses utilizados foi devido aos eventos de solsticio e equindcio
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que marcam o inicio das estacdes do ano. Apesar da localizagdo experimental apresentar
medidas de latitude baixa, que teoricamente ndo apresentam diferenga pronunciada de
fotoperiodo, variaveis meteoroldgicas como, temperatura, umidade relativa, precipitacéo
pluviométrica, além de variaveis relacionadas a vegetacao e relevo, podem se modificar
com menor intensidade. As variaveis meteoroldgicas estdo expressas na tabela 2,

notando-se que houve uma variagdo consideravel entre os meses estudados.

Tabela 2. Variaveis meteorolégicas do municipio de Morada Nova — CE
Varidveis meteoroldgicas

Meses do ano Tar, °C UR, % Pp, mm
Marco 35,5 40,5 56,0
Junho 33,7 51,1 153,0
Setembro 36,4 38,0 0,0
Dezembro 37,1 40,15 19,5

Tar = Temperatura do ar; UR = umidade relativa; Pp = precipitacio pluviométrica
Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (2015)

As fémeas utilizadas no estudo estavam em idade reprodutiva (1 — 5 anos) e
saudaveis, mediante os testes clinicos e laboratoriais e haviam recebido seu ultimo
tratamento anti-helmintico pelo menos seis semanas antes do inicio do estudo. Em todas
as épocas do ano, os animais passaram o dia alimentando-se na vegetagdo do bioma
Caatinga — que possui predominantemente uma vegetacdo arbustiva-herbéacea e em areas
mais abertas, 0s animais se alimentam de cactos e bromélias durante os periodos de seca
— e, a noite, foram alojadas em um curral coletivo, onde receberam sal mineral e 4gua ad
libitum. As médias anuais de temperatura do ar, umidade relativa e precipitacdo
pluviométrica foram de 35,6 ° C, 42,4% e 76,1 mm, respectivamente.

Todos os animais foram avaliados quanto as seguintes caracteristicas:

o Desempenho: peso corporal (PC) e ECC (MACHADO et al., 2008);

o Exames parasitoldgicos: contagem de ovos nas fezes (OPG) (GORDON e
WHITLOCK, 1939)

o Anemia: sistema F©® (VAN WYK e BATH, 2002) — realizado por apenas um
avaliador;

o Hematologia: concentracdo de hemoglobina (CH), HTC, volume corpuscular

médio (VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e leucocitos
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(LE) — Mediante a coleta de sangue utilizando sistema a vacuo por venopungdo da jugular,
extraindo-se uma amostra de sangue total em tubo de 5 mL contendo como anticoagulante
(EDTA), e logo apoés realizou-se o exame utilizando o analisador automatico Labtest
Diagnostica SA - Lagoa Santa, MG, Brasil;
o Painel bioquimico sérico: glicose (GLI), colesterol (COL), triglicerideos (TRI),
ureia (URE), creatinina (CRE), proteina total (PT), aloumina (ALB), globulina (GLO),
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) - Mediante a coleta
de sangue utilizando sistema a vacuo por venopuncdo da jugular, extraindo-se uma
amostra de sangue total em tubo de 5 ml contendo gel separador, para a obtencao do soro.

Para as analises estatisticas e a correta aplicacdo das tecnicas multivariadas,
verificaram-se 0s seguintes pressupostos: 1° auséncia de outliers multivariados, 2°
normalidade das varidveis independentes, 3° linearidade das relacdes, 4° auséncia de
multicolinearidade entre variaveis independentes e matrizes de dispersdo. As duas
funcdes discriminantes estavam no nivel de significancia estatistica parcial R? e F.

As analises estatisticas foram divididas em dois tipos de testes: 1 — Utilizando
analises de componentes principais (ACP); 2 — Utilizando anélises discriminantes

candnicas (ADC).

Teste 1

No primeiro teste os animais foram classificados em trés categorias de acordo com
os resultados da classificacdo do sistema F© e do HTC, como segue: Grupo A (F® entre
1e2eHTC >30%); Grupo B (F® 3 e HTC entre 21 e 29%); e Grupo C (F®entre 4e5e
HTC <20%). Estes intervalos foram feitos propositalmente de maneira mais distinta para
ndo eliminar observacdes que ndo se agrupassem em um dos trés grupos, como segue a
categorizacdo proposta por VAN WYK e BATH (2002) descrita na tabela 3.
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Tabela 3. Correspondéncias entre a categoria classificagdo do sistema F® e a porcentagem
de HTC em ovinos

F© Limites de HTC (%)
1 > 28

2 23 - 27

3 18 — 22

4 13-17

5 <12

Fonte: VAN WYK e BATH (2002)

A ACP foi usada como ferramenta estatistica para observar a distribuicdo dos
animais e das varidveis, ambas avaliadas pelos autovalores e autovetores (variancias) de
acordo com os grupos estabelecidos. A analise discriminante foi realizada com apoio dos
procedimentos STEPDISC para determinar quais varidveis tinham maior poder
discriminante. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando PRIMER 6 e
PERMANOVA + (PRIMER-E Ltd., Plymouth, Reino Unido).

Um modelo linear geral de analise de variancia também foi utilizado para as
variaveis continuas afim de verificar alguma diferenca entre grupos. As variaveis OPG e
LE foram transformadas utilizando logaritmo (log 10x + 1) por se tratarem de variaveis

com elevado coeficiente de variacao.

Teste 2

Para o segundo teste foi realizado um estudo canénico para as classificacdes do
sistema F®. Um total de 16.047 informacdes, organizadas em duas planilhas do Microsoft
Excel® (2017), considerando todas as informagdes, porém, utilizando um critério de
eliminagcdo de informagbes para uma delas: a correspondéncia entre os resultados
classificados como verdadeiros positivos para anemia entre o método F® e os valores de
HTC, descritos pelo estudo de VAN WYK e BATH (2002) e citados na tabela 3.

As variaveis das duas bases de dados foram submetidas a analises descritivas
(Média * desvio padrdo; Minimo; Maximo; Coeficiente de variacdo) para identificar as
particularidades de cada um deles em sua respectiva base de dados, exceto escores F© e
ECC que ndo devem ser tratados como dados continuos segunda recomendacdo de

MAHIEU (2017), portanto séo descritos utilizando histogramas de frequéncia. Assim
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como na analise anterior o OPG e o LE foram transformados usando logaritmo para
normalizar a distribuicdo dos dados.

A ADC foi realizada para classificar animais de acordo com os grupos de variaveis
([1] OPG; [2] PC e ECC; [3] Exames hematologicos; [4] Exames bioguimicos séricos;
[5] Todas as variaveis) de acordo com a correspondéncia do sistema F© ou sem associado
a confiabilidade do HTC e para verificar a capacidade discriminatoria das variaveis
originais. Todas as analises estatisticas foram realizadas no Statistical Package for the
Social Sciences - SPSS, versdo 20, 2010 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste 1

A tabela 4 mostra os valores médios do PC, OPG, hematologia e bioquimica sérica
de ovelhas da raga Morada Nova, de acordo com os diferentes grupos formados a partir
das faixas de HTC e classificagOes do escore F®. A média de PC nio mudou entre os trés
grupos. Foi verificado um aumento sequencial para as médias de OPG-9 1+ (A < B < C),
acompanhado de uma diminuicao nas médias de CH e HE. Para os indices hematimetricos
foi observado o oposto, sendo as médias de MCV, MCH e MCHC maiores no grupo A e

menores no grupo C.

Tabela 4. Médias + desvio padrdo (i £ dp) para o PC, OPG, hematologia e bioquimica
sérica em diferentes grupos de HTC e escore F© em ovelhas da raca Morada Nova

Variavel Unidade  Grupos

A (n =166) B (n=269) C(n=127)

F®1-2/HTC>30% F°3/HTC21-29% F°4-5/HTC >20%
PC kg 30,04 £ 0,36 30,53+ 0,45 30,73+ 0,52
OPGLo9 10+ gyos/g 101,23 + 24,282 117,14 + 19,07 ® 212,96 + 27,76 °
CH x10%ul  9,32+0,162 8,60+0,12° 7,47+0,18°¢
HE g/dL 10,18 £0,13" 9,86 +0,10° 9,00+£0,14%
MCV fl 29,45+0,34% 31,26 +0,27° 31,39+0,39°
MCH pg 11,19+£0,19°2 11,90 +£0,15° 12,47 +0,21°
MCHC g/dL 36,86 + 0,69 ® 37,45+0,30° 39,73+0,44°
LERoo 10+ x10%mL  7031,92 + 262,45 6363,12 + 206,17 7254,01 + 300,06
GLI mg/dL 53,54 +0,31° 51,58 +1,03 % 47,89 +£1,50°
COoL mg/dL 76,86 + 1,64 74,28 1,29 74,14 £ 1,87
TRI mg/dL 21,30+ 0,54 20,91+0,42 21,50+ 0,61
URE mg/dL 47,02 +0,94° 47,92 +0,74° 43,88 +1,08%
CRE g/dL 1,09 £ 0,02 1,07 £0,02 1,07 £ 0,02
PT g/dL 7,82+0,12 7,63+0,10 7,56 £0,14
ALB g/dL 4,32 +0,04 4,33 £0,03 4,33 £0,05
GLO g/dL 1,89 + 0,04 1,96 + 0,04 2,02+0,05
AST uU/L 136,64 + 2,86 134,35+ 2,22 134,72 + 3,23
ALT U/L 28,48+0,89° 26,32+0,70%® 23,81+1,02°
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OPG: contagem de ovos; PC: peso corporal; CE: concentracdo de hemoglobina; HE: hemécias; VCM:
volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo de hemoglobina
corpuscular média; LE: leucdcitos; GLI: glicose; COL: colesterol; TRI: triglicerideos; URE: ureia; CRE:
creatinina; PT: proteina total; ALB: albumina: GLO: globulina; AST: aspartato aminotransferase; ALT:
alanina aminotransferase

Letras diferentes entre colunas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (5% de probabilidade)

Teoricamente, por serem o grupo de maior atencdo quanto as medidas de controle
das endoparasitoses gastrintestinais, é interessante notar que apenas 4 (3,14%) das
ovelhas que comp®e o grupo C, de acordo com as recomendacdes de VAN WYK e BATH
(2002) e levando em consideracao um teste positivo para anemia (HTC < 12%), associado
a uma classificacéo do sistema F® mais alto (F© 5), precisariam urgentemente ser tratadas
com anti-helmintico. De acordo essas mesmas recomendacdes, 109 (85,82%) das ovelhas
deste mesmo grupo, receberiam desnecessariamente tratamento anti-helmintico, por
serem classificadas com escore F© 4, no entanto, apresentando valores de HTC acima de
18%. O limiar de avaliacdo entre as classificagdes do sistema F® e assim, o diagndstico
positivo para anemia em ovinos, trata-se de um fator decisivo para o tratamento seletivo
dos animais e que influencia na longevidade do uso de um mesmao principio ativo de anti-
helmintico usado para combater helmintoses. Os erros frequentes nestas avaliaces
possibilitam o0 aumento da resisténcia dos parasitos frente aos anti-helminticos, tornando
a populacdo de parasitos susceptiveis menor e trazendo riscos para as ovelhas da raca

Morada Nova.

Entre as variaveis do painel bioquimico sérico, GLU, URE e ALT apresentaram
médias menores no grupo C e maiores no grupo A. Todas as outras variaveis ndo
diferiram entre os grupos. Verificou-se que estas variaveis nao se alteraram ou se alteram
pouco na raca estudada, resultado que corrobora como o estudo de FERREIRA et al.
(2019), que estratificou os animais, usando efeitos como idade e ECC. O fato destes
animais enfrentarem privacdes de agua e de alimentos durante alguns meses do ano nas
regibes semiaridas brasileiras poderia justificar as mudangas pontuais para essas

variaveis.

As analises multivariadas sdo as ferramentas estatisticas mais adequadas para
estimar associacoes (CABARET e HOSTE, 1998). Na figura 3 (todos os grupos juntos

em uma biplotagem) e na figura 4 (grupos separados em cada biplotagem), 0s grupos
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diferem pouco, 0s pontos pertencentes aos trés grupos estdo espalhados uniformemente,

indicando que ha pouca variacao entre eles.

Figura 3. Plotagem bidimensional da ACP para os diferentes grupos de classificacao
usando 0 HTC e o escore F° de ovelhas da raca Morada Nova
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entre 4 ¢ 5 ¢ HTC <20%)

Figura 4. Plotagem bidimensional da ACP para os diferentes grupos de classificagcdo
usando 0 HTC e o escore F° de ovelhas da raca Morada Nova
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(A) Grupo A (F® entre 1 € 2 e HTC > 30%); (B) Grupo B (F® 3 e HTC entre 21 e 29%); (C) Grupo C (F©
entre 4 ¢ 5 ¢ HTC <20%)

A figura 5 mostra a distribuicdo das variaveis de toda a populacdo de ovelhas do
estudo e os dois autovetores explicaram 35,4% da variacdo dos dados. As variaveis mais
discriminatorias na populacdo de ovelhas da raca Morada Nova foram, em ordem de
importancia, HC, HE, CHCM, HCM, GLI, CRE, ECC, URE, AST, OPG 9101  A| T,
MCV, LE, COL, GLO, ALB, PT, PC e TRI. A figura 6 mostra a distribuicéo das variaveis

em uma plotagem bidimensional de ACP para cada grupo estudado. Os dois autovetores
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explicaram 75,6%, 68,1% e 79,2% das variacbes totais entre as caracteristicas

examinadas para os grupos A, B e C, respectivamente.

Figura 5. Plotagem bidimensional da ACP para todas as varidveis do estudo, nos
diferentes grupos de classificacdo usando 0 HTC e o escore F© em ovelhas da raga Morada
Nova
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PC: peso corporal; OPG: contagem de ovos; HE: concentracdo de hemoglobina; VCM: volume corpuscular
médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracéo de hemoglobina corpuscular média;
LE: leucocitos; GLI: glicose; COL: colesterol; TRI: triglicerideos; URE: ureia; CRE: creatinina; PT:
proteina total; ALB: albumina: GLO: globulina; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase

Figura 6. Plotagem bidimensional da ACP para todas as varidveis do estudo, nos
diferentes grupos de classifica¢do usando 0 HTC e o escore F© em ovelhas da raca Morada
Nova
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PC: peso corporal; OPG: contagem de ovos; HE: concentracdo de hemoglobina; VCM: volume corpuscular
médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média;
LE: leucocitos; GLI: glicose; COL: colesterol; TRI: triglicerideos; URE: ureia; CRE: creatinina; PT:
proteina total; ALB: albumina: GLO: globulina; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase
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Os escores de classificagdo do sistema F® e os valores de HTC mostraram-se
critérios efetivos para diferenciar grupos com diferentes diagndsticos, uma vez que a
maioria dos animais do estudo apresentaram alteracdes entre os grupos, principalmente
para os parametros hematoldgicos. Para usar o sistema F® como ferramenta de
diagndstico de anemia, causada por parasitos hematdfagos em ovinos, sob a orientagao
de VAN WYK e BATH (2002) é de segura importancia manter registros adequados,

principalmente das classificacdes do sistema F°.

Teste 2

Os valores descritivos de cada variavel para as duas bases de dados, a primeira sem
0 uso da concordancia entre o sistema F® e os valores de HTC (D1) e a segunda usando
a concordancia entre o sistema F© e os valores de HTC (D2) s&o apresentadas nas tabelas
5 e 6, respectivamente. A variacdo média de cada uma das variaveis é pequena para 0s
dois bancos de dados, assim como nas frequéncias para os escores F° (Figura 7) e ECC
(Figura 8).

Tabela 5. Médias = desvio padrdo (U * dp), minimos (Min.), maximos (Max.) e
coeficientes de variacdo (CV) para o PC, OPG, hematologia e bioquimica sérica, sem
utilizar a correspondéncia entre o HTC e escore F© em ovelhas da raca Morada Nova

Variavel Unidade Média £ dp Min. Max. CV (%)
PC kg 30,48 + 6,17 3,00 45,00 20,23
OPGloy 10x+1 ovos/g 1,33+ 1,06 0 3,52 79,44
RBC x105/pl 7,91+ 1,96 4,03 12,27 24,72
HE g/dL 9,00 £ 1,27 5,50 12,20 14,06
MCV fl 29,71 £ 4,08 22,00 37,00 13,75
MCH pg 11,95+ 2,62 8,50 26,00 21,92
MCHC g/dL 39,81 +£4,43 32,50 55,50 11,13
LELog 10%+1 x10%/mL 3,75+£0,51 0 6,96 13,53
GLI mg/dL 51,68 + 15,99 13,00 112,00 30,93
COL mg/dL 74,44 £ 28,73 34,00 314,00 38,60
TRI mg/dL 21,02+ 6,29 10,00 43,00 29,93

URE mg/dL 44,64 + 10,82 23,00 80,00 24,23
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CRE g/dL 1,07 £ 0,26 0,20 1,80 24,30
PT g/dL 7,68+1,79 2,50 13,00 23,29
ALB g/dL 4,24 +0, 56 3,20 5,80 13,27
GLO g/dL 1,93 +0,52 0,47 4,30 26,75
AST uU/L 132,73+38,01 1,00 324,00 28,64
ALT u/L 27,65+ 11,14 11,00 85,00 40,29

OPG: contagem de ovos; PC: peso corporal; HE: concentracdo de hemoglobina; VCM: volume corpuscular
médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média;
LE: leucdécitos; GLI: glicose; COL: colesterol; TRI: triglicerideos; URE: ureia; CRE: creatinina; PT:
proteina total; ALB: albumina: GLO: globulina; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase

Tabela 6. Médias + desvio padrdo (M * dp), minimos (Min.), maximos (Max.) e
coeficientes de variagdo (CV) para PC, OPG, hematologia e bioquimica sérica, utilizando
a correspondéncia entre o HTC e escore F© em ovelhas da raca Morada Nova

Variavel Unidade Média £ dp Min. Max. CV (%)
PC kg 30,33+5,72 14,92 46,10 18,87
OPGlLoy 10%+1 ovos/g 1,29 +1,02 0 3,52 78,99
RBC x105/uL 8,56 +£2,11 2,81 16,20 24,63
HE g/dL 9,76 £ 1,67 2,70 15,48 17,14
MCV fl 30,75+ 4,48 22,00 50,00 14,58
MCH pg 11,82 £ 2,45 8,29 34,00 20,71
MCHC g/dL 38,28 + 5,04 13,60 69,30 13,17
LELeg 10x+1 x10%/mL 3,74 +0,50 0 6,96 13,35
GLI mg/dL 51,33 £ 16,95 9,00 147,00 33,02
COL mg/dL 75,01 £21,12 23,00 314,00 28,15
TRI mg/dL 21,16 £6,91 8,00 61,00 32,67
URE mg/dL 46,74 £ 12,25 10,00 97,00 26,20
CRE g/dL 1,08 £ 0,26 0,20 1,80 24,08
PT g/dL 767+1,61 2,30 13,00 20,95
ALB g/dL 4,33 £ 0,52 2,20 6,50 11,95
GLO g/dL 1,95+0,58 0,43 9,45 29,52
AST U/L 135,11 + 36,32 1,00 324,00 26,88
ALT u/L 26,39 + 11,63 2,00 158,00 44,06

OPG: contagem de ovos; PC: peso corporal; HE: concentracéo de hemoglobina; VCM: volume corpuscular
médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média;
LE: leucocitos; GLI: glicose; COL: colesterol; TRI: triglicerideos; URE: ureia; CRE: creatinina; PT:
proteina total; ALB: albumina: GLO: globulina; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase
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Figura 7. Frequéncias de classificacbes do escore F© nas bases de dados sem utilizar a
correspondéncia entre HTC e F® (A) e utilizando a correspondéncia HTC e F° (B)
(V) B)
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Nota: O gradiente de cores representa os resultados do escore F®, onde verde significa negativo para
anemia, vermelho positivo para anemia e tons amarelados/alaranjados niveis intermediarios de anemia

Figura 8. Frequéncia de classificagbes do ECC nas bases de dados sem utilizar a
correspondéncia entre HTC e F® (A) e utilizando a correspondéncia HTC e F® (B)
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Nota: O gradiente de cores representa os resultados do ECC, onde verde significa um 6timo de vermelho
significa um péssimo ECC e tons amarelados/alaranjados significam ECC intermediario

As classificagdes para CDA sdo mostradas nas tabelas 7 e 8. Quando o OPG (1) foi
utilizado para a classificagdo dos animais no escore F°, as ovelhas foram concentradas
entre os escores 3 e 4 para D1 e, para D2, as ovelhas foram classificadas e distribuidos
nas categorias 2, 3 e 4. Quando outros grupos de variaveis foram utilizados, neste caso, 0
PC e 0 ECC (2), os parametros sanguineos (3) e o painel bioquimico sérico (4), a

classificagdo foi distribuida entre todas as categorias de escores F°.
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Tabela 7. NUmero e porcentagem de animais classificados em cada grupo de acordo com
a classificacdo do sistema F®, sem utilizar a correspondéncia entre HTC e F®

Categoria FO©

Fo1 F©2 F°3 F°4 F°5
(1) OPG
F°1 0(0%) 0 (0%) 20 (95,2%) 1 (4,8%) 0 (0%)
F© 2 0(0%) 0 (0%) 143 (98,6%) 2 (1,4%) 0 (0%)
F°3 0(0%) 0 (0%) 265 (98,5%) 4 (1,5%) 0 (0%)
F© 4 0(0%) 0 (0%) 117 (95,5%) 6 (5%) 0 (0%)
F°5 0(0%) 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
(2) PCeECC
F°1 0(0%) 0 (0%) 20 (95,2%) 1 (4,8%) 0 (0%)
F© 2 0(0%) 7 (4,8%) 135 (93,1%) 3(2,1%) 0 (0%)
F° 3 0(0%) 7 (2,6%) 260 (96,7%) 2 (0,7%) 0 (0%)
FO© 4 0(0%) 2 (1,6%) 121 (98,4%) 0 (0%) 0 (0%)
F°5 0(0%) 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
(3) Parametros hematoldgicos
F°1 0(0%) 1(4,8%) 20 (95,2%) 0 (0%) 0 (0%)
F© 2 0(0%) 13 (9%) 128 (88,2%) 4 (2,8%) 0 (0%)
F° 3 0(0%) 11(4,1%) 240 (89,2%) 18 (6,7%) 0 (0%)
FO 4 0(0%) 3(2,4%) 99 (80,5%) 21 (17,1%) 0 (0%)
F°5 0(0%) 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
(4) Painel bioquimico sérico
FO1 1(4,8%) 1(4,8%) 19 (90,4%) 0 (0%) 0 (0%)
F© 2 0(0%) 15(10,3%) 128 (88,3%) 2 (1,4%) 0 (0%)
F° 3 0(0%) 10(3,7%) 247 (91,8%) 12 (4,5%) 0 (0%)
FO 4 0(0%) 6 (4,9%) 109 (88,6%) 8 (6,5%) 0 (0%)
F°5 0(0%) 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
(5) Todas as variaveis
FO1 2(9,5%) 3(14,3%) 15 (71,4%) 1 (4,8%) 0 (0%)
FO 2 1(0,7%) 43(29,7%) 97 (66,8%) 4 (2,8%) 0 (0%)
F© 3 0(0%) 24(8,9%) 220 (81,8%) 25(9,3%) 0 (0%)
FO 4 0(0%) 3(2,4%) 87 (70,7%) 33 (26,8) 0 (0%)

Fo5 0(0%) 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
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Tabela 8. NUmero e porcentagem de animais classificados em cada grupo de acordo com

a classificacdo do sistema F®, utilizando a correspondéncia entre HTC e F®

Categoria F©

Fo1 F©2 F°3 F°4 F°5
(1) OPG
Fo1 0 (0%) 7(87,5%)  0(0%) 1(12,5%) 0 (0%)
F©2 0 (0%) 70 (97,2%) 0 (0%) 2 (2,8%) 0 (0%)
F°3 0 (0%) 56 (83,6%) 10 (14,9%) 1 (1,5%) 0 (0%)
FO 4 0 (0%) 13(72,2%) 2(11,1%) 3(16,7) 0 (0%)
F°5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
(2) PCeECC
Fo1 0 (0%) 5(62,5%) 3(37,5%) 0 (0%) 0 (0%)
F©2 0 (0%) 46 (63,9%) 26 (36,1%) 0 (0%) 0 (0%)
F°3 1 (1,5%) 30 (44,8%) 36 (53,7%) 0 (0%) 0 (0%)
F© 4 0 (0%) 6 (33,3%) 12 (66,7%) 0 (0%) 0 (0%)
F°5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
(3) Parametros hematoldgicos
F°1 5(62,5%) 3(37,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
F° 2 0 (0%) 71 (98,6%) 1 (1,4%) 0 (0%) 0 (0%)
F°3 0 (0%) 1 (1,5%) 65 (97%) 1(1,5%) 0 (0%)
F°4 0 (0%) 0 (0%) 1 (5,6%) 17 (94,4%) 0 (0%)
F°5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
(4) Painel bioquimicos sérico
Fe1 1(12,5%) 6 (75%) 1(12,5%) 0 (0%) 0 (0%)
F© 2 1 (1,4%) 52 (72,2%) 19 (26,4%) 0 (0%) 0 (0%)
F°3 0 (0%) 23 (34,3%) 42 (64,7%) 2 (3%) 0 (0%)
F© 4 0 (0%) 5(27,8%) 10 (55,6%) 3(16,7%) 0 (0%)
F°5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
(5) Todas as variaveis
Fe1 6 (75%) 2 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
F© 2 0 (0%) 70 (97,2%) 2 (2,8%) 0 (0%) 0 (0%)
F°3 0 (0%) 1 (1,5%) 66 (98,5%) 0 (0%) 0 (0%)
F°4 0 (0%) 0 (0%) 1 (5,5%) 17 (98,5%) 0 (0%)
F°5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

As duas fungdes candnicas discriminantes dos dois bancos de dados (D1 e D2) séo

apresentadas na figura 9. As variaveis mais importantes para a classificagéo individual do

animal em cada classificagdo do sistema F® para D1 foram HE, HTC, MCV, ECC e PC
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(62,5%) e para D2, HTC, HE e CE (92,1%). A dificil identificacdo dos cinco grupos na
figura 9-A deve-se a pouca relagdo entre as varidveis do D1, sendo classificados de
maneira muito semelhante; no entanto, para D2) as variaveis apresentaram um perfil mais

definido e os grupos da classificacdo mais visiveis (Figura 9-B).

Figura 9. Plotagem bidimensional para a ADC nas bases de dados sem utilizar a
correspondéncia entre HTC e F© (A) e utilizando a correspondéncia entre HTC e F® (B)
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As investigacdes quanto ao uso do sistema F® em ovinos tornaram-se frequentes a
fim de testar a eficiéncia do método em diferentes ragas. Esse estudo é uma abordagem
atualizada para a avaliacdo do sistema F® em ovelhas da raga Morada Nova, utilizando
uma abordagem estatistica multivariada. Os resultados demonstram que a
correspondéncia entre as classificagdes do escore F® e o HTC tem relevancia para o
tratamento seletivo de ovelhas da raca Morada Nova, com algumas ressalvas. Estudos
classicos como o de VAN WYK e BATH (2002) impulsionaram o uso desse método, que
¢ até hoje considerado uma medida sustentavel de tratamento seletivo de ovelhas
acometidas por endoparasitos hematéfagos do género H. contortus. No entanto, os
estudos utilizam ferramentas de andlise que consideram, na maioria das vezes, apenas o
HTC como “padrdo ouro” na identificagdo correta do grau de anemia dos animais e
acabam nao considerando outras caracteristicas morfofisiologicas que podem ocorrer no
organismo e que sdo identificadas por outras variaveis. Em nosso estudo, assim como
FERREIRA et al. (2018) e ZARAGOZA-VERA et al. (2019), ha uma busca em entender
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a funcionalidade e a relagdo que as outras varidveis apresentam com o grau de anemia e,
assim com os escores F®, percentuais de HTC, OPG, ECC, parametros hematoldgicos e
painel bioquimico sérico de ovelhas.

Em comparacdo com um tratamento que leva em consideragdo uma estimativa
pontual, ou seja, valores Unicos e imdveis de categorizagio dos escores F© e HTC para
tratamento de animais, a consulta em estudos com valores de referéncia criados para uma
raca ou espécie apresentam grande aplicabilidade e permitem maior confiabilidade. O
tratamento convencional contra endoparasitos gastrintestinais estimulou fortemente o uso
massivo de anti-helminticos na producdo de pequenos ruminantes. Ja, o uso do sistema
F® como tratamento seletivo, baseia-se na investigacdo preliminar e categorizagéo
individual do animal nos escores do sistema F© 3 a 5, e posterior confirmagio da anemia
pelos valores de HTC (VAN WYK e BATH, 2002).

A eficiéncia do método F© em ovelhas tropicais brasileiras, especificamente da raga
Morada Nova, foi verificada por FERREIRA et al. (2019), avaliando-se pontos de corte
nos escores 3, 4 e 5 em diferentes valores de HTC (15, 18 e 19%) como testes positivos
para anemia. ZARAGOZA-VERA et al. (2019) também identificaram o uso consistente
do HTC para diagnosticar o impacto dos nematdides na salde de ovelhas das racas
Blackbelly, Pelibuey e Katahdin no México. Em regibes semiaridas, a infeccdo por
endoparasitos gastrintestinais apresenta padrdes particulares e sazonais, variando de
acordo com a clima, principalmente. No entanto, as ovelhas inseridas em ambientes aridos
ou semiaridos, com elevadas faixas de temperaturas e baixa umidade, convivem com uma
elevada carga de parasitos gastrintestinais ao longo do ano, principalmente no periodo
chuvoso (FERREIRA et al., 2017; EKE et al., 2019).

O ECC é uma medida préatica que indica as reservas energéticas de um animal
(IDIKA et al., 2012; SOTO BARRIENTOS et al.,, 2018), no entanto, foi usada
anteriormente como um indicador da intensidade da infeccdo por endoparasitos
gastrintestinais, sendo verificada a relacdo com a contagem de OPG (CORNELIUS e
BESIER, 2014; TORRES-ACOSTA et al., 2014). Por se tratar de uma medida corporal,
0 ECC pode retratar a influéncia simultanea de varios fatores, inclusive parasitoldgicos
(TORRES-ACOSTA etal., 2014). No entanto, a qualidade e/ou a quantidade de alimentos
para atenderem as exigéncias produtivas e reprodutivas devem ser o ponto fundamental
quando se trata dessa varidvel (SOTO BARRIENTOS et al., 2018). Houve uma variagao
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de 2,0 44,5 para o ECC, independentemente da correspondéncia entre HTC e escore F°,
como mostrado na figura 8. No que diz respeito ao uso da classificacdo de ECC como
efeito foram relatados resultados divergentes (ALHAMADA et al., 2017; FERREIRA et
al., 2019) e o seu uso foi sugerido para identificar animais resistentes aos nematoides
(COUTINHO et al., 2015). Um animal anémico avaliado sob uma abordagem cléssica,
com HTC < 17% e classificagio do escore F© entre 4 e 5 segundo VAN WYK e BATH
(2002), em hipotese, teria um ECC baixo. Nas bases de dados foram encontrados 6,2%
de animais anémicos com um bom ECC.

A influéncia dos parasitos gastrintestinais, nas mudancas dos parametros
hematol6gicos e painel bioquimico sérico em pequenos ruminantes é uma maneira
confiavel de avaliar o estado de saude dos animais (OHAERI e ELUWA, 2011).
Inteirando que, 0 objetivo deste estudo ndo foi recomendar o uso de variaveis especificas
para investigar as mudancas nos escores F® em populagdes ovinas e sim, encorajar a
investigacdo acerca de outras variaveis que possam influenciar e explicar essas
modificagcdes. Assim, os resultados da aplicacdo dos métodos descritos neste estudo
provavelmente variardo para diferentes populagdes de animais e ambientes. Nesse estudo,
0s pardmetros hematol6gicos como HE, HC, HTC, VCM, HCM, CHCM e LE
modificaram-se pouco de acordo com 0s grupos com e sem a correspondéncia entre
categoria de classificagdo do escore F© e HTC. No entanto, em relacdo a normalidade de
acordo com valores de referéncia, o grupo que levou em consideragdo a correspondéncia
entre HTC e a categoria F© apresentou um melhor padrdo clinico segundo os valores
determinados por JAIN (1993) e o mesmo acontece para o0 painel bioquimico sérico de
acordo com KANEKO et al. (2008).

A maioria das ovelhas ndo apresentou sinais de leucocitose quando observamos 0s
animais verdadeiramente positivos para anemia em ambos os bancos de dados. Usando
como ponto de corte um HTC < 19% e escores F® 3 e 4, como nos trabalhos de
SOTOMAIOR et al. (2012) e FERREIRA et al. (2019b), e em hipétese, uma elevada
carga de parasitos hemat6fagos, obtivemos médias corrigidas de LE de 3,69 e 3,84 x103
mL, com e sem a correspondéncia do escore F© e HTC, respectivamente.

Uma das nossas hipoteses para o presente resultado encontrado nesse estudo, esta
em torno do quantitativo de observacgdes em cada banco de dados. Para variaveis como a

OPG, a variagdo da estimativa da contagem de ovos para uma amostra diminui & medida
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que o nimero de contagens aumenta (VIDYASHANKAR et al., 2012), ou seja, existe um
padrdo de resposta de uma populacdo mais bem definido. Acreditamos que para as outras
varidveis também possa ocorrer o0 mesmo, onde um namero maior de amostragens ou
informacdes permitem um padrdo mais bem definido de resposta. As duas funcdes
discriminantes candnicas permitiram essa classificacdo individual muito presente. O
agrupamento de animais mais bem definido em cada plotagem bidimensional é um indicio
de caracteristicas iguais ou préximas de cada grupo de classificacdo de escore F® e HTC,
tracando em cada grupo perfis bem definidos das outras variaveis em questdo (OPG,
pardmetros sanguineos e painel bioquimico sérico). De maneira geral, a uso de outras
variaveis para a avaliacdo da condicdo de anemia de ovelhas brasileiras, podem ser
melhor avaliadas, pois os padrdes de HTC e F© descritos por VAN WYK e BATH (2002),

guando avaliados corretamente, permite sucesso no tratamento seletivo do rebanho.



81

6.4 CONCLUSOES

Os resultados mostraram que houve uma semelhanca na relagio entre método F® e
0 HTC, embora os animais tenham padrdes de indicadores fisiopatoldgicos particulares.
Este estudo introduz novos tipos de analises estatisticas e permite o diagndstico por meio
de correlagbes entre variaveis relacionadas a salde animal; no entanto, possibilitard
estudos futuros mais aprofundados. A ACP e a ADC foram eficientes em determinar a
ordem de importancia das varidveis do estudo e classificar os diagndsticos animais,
respectivamente, utilizando varidveis de desempenho, parasitologia, parametros

sanguineos e painel bioquimico sérico em ovelhas da raca Morada Nova.
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7  CONCLUSOES FINAIS

O sistema F® pode ser usado como uma alternativa confiavel, destacando a
importancia de se tratar os animais com escore de F© 3 para conseguir alta sensibilidade
do método e auxiliar na reducdo da pressdo de selecdo de anti-helminticos em relagdo ao
tratamento seletivo de rotina, para o controle de parasitos hematofagos nas ovelhas da

raca Morada Nova.

A relagdo entre as categorias do sistema F© e as faixas de HTC sdo semelhantes a
realidade de utilizacéo proposta por VAN WYK e BATH (2002), embora tenham padrdes
de indicadores fisiopatologicos particulares. A avaliacdo das variaveis de desempenho,
parasitologia, pardmetros sanguineos de hematologia e painel bioquimico sérico podem
auxiliar no diagnostico e controle das endoparasitoses gastrintestinais; portanto,
possibilitard estudos futuros mais aprofundados acerca da interferéncia dessas variaveis

nas mudancas dos escores de anemia diagnosticados pelo método F©.
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LIMITACOES E DIFICULDADES

Assim como a maioria das pesquisas realizadas em campo, mais especificamente
em fazendas comerciais, ha uma dificuldade no controle geral dos efeitos a serem
estudados, como por exemplo, as variagdes climaticas, a gestdo do manejo geral
dos rebanhos, a localizacéo territorial dos rebanhos na fazenda (perto de aguadas
ou currais de recolhimento). Esses fatores podem ter efeito sobre o nivel de
infestagdo por parasitas em geral e alterar a saude dos rebanhos, assim como os
resultados do estudo. Reiterando que, apesar dessa preocupacao no controle desses
efeitos, nos pareceu muito interessante avaliar experimentalmente a realidade nua
e crua das fazendas, tornando o trabalho com uma caracteristica particular frente a

outros estudos encontrados na literatura.

A limitacdo no que se refere a eficiéncia do avaliador em identificar corretamente

0 escore F®, também nao foi considerada neste estudo.

O processamento das fezes para determinagdo da contagem de OPG e da
coprocultura eram um dos Ultimos exames a serem realizados entre a coleta e a
entrega no laboratorio, no entanto, as fezes eram armazenadas em recipiente
térmico até o recebimento no laboratério em que foram realizadas as analises. Esse

fato pode ter efeito sobre a contagem de ovos e de larvas.

Pelo efetivo de animais e de rebanhos da raca diminuido, elevados custos de
materiais de coleta e analises, dificuldade com transporte oriundo da universidade,
além de problemas orcamentarios, fizera com que o0s bancos de material genético
(amostras de sangue total), que seriam utilizados posteriormente para as analises de
associacdo gendmica ampla, ndo atingiram a quantidade suficiente para

continuacéo do projeto experimental.

O desenho experimental do estudo ¢ “incomum” aos da maioria das pesquisas
realizadas na atualidade e isso se torna um “problema” quando se pensa em publicar
os resultados. No entanto, as novas abordagens de avaliagéo e o0 “re-desenhamento”

do projeto inicial para elaboragdo dos manuscritos, facilitando a publicacéo.
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ANEXOS

ANEXO A - Sensitivity and specificity of the Famacha®© system in tropical hair sheep
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Abstract

The aim of this research was to evaluate the sensitivity and specificity of the FAMACHA® (F®) system in Morada Nova ewes.
The conjunctivae of 562 ewes were evaluated using the F® system. Packed cell volume (PCV) served as the gold standard for
clinical F evaluation. To calculate the sensitivity and specificity of the F system, different criteria were adopted: animals
classified as (I) F© 4 and 5 or (II) 3, 4, and 5 were considered to be anemic and animals classified as (I) F© 1, 2, and 3, or (II) 1 and
2 were considered to be non-anemic. Three standard values of PCV, namely, <19%, <18%, or < 15%, were used to confirm
anemia. The percentage of correct treatments was always high when the F© values 4 and 5 were used as criteria for positive tests.
For all the PCV cut-off values, more animals were classified as false positives when evaluated using F® 3,4, and 5 as criteria for a
positive test and more true negative animals when evaluated using only F© 4 and 5 as criteria for a positive test. For both sets of
criteria for the positive tests, few animals were classified as false negatives and true positives. Eliminating the classification of F”
3 as anemic decreased the sensitivity and increased the specificity for all the PCV cut-off values for the ewes. The F system can
be used as areliable alternative to reduce selection pressure for anthelmintics in relation to routine non-selective blanket treatment

for worm control in the Morada Nova ewes.
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Gastrointestinal nematodes are the main cause of production
losses in small ruminant production systems and are particu-
larly important in all regions across the tropical and sub-
tropical countries (Martinez-Valladares et al. 2013;
Mphahlele et al. 2018). The northeastern Brazilian region is
traditionally known for its family agricultural model, in which
cattle, sheep, and goats, usually from locally adapted breeds,
are grouped into productive units. In this region, centers for
genetic improvement were formed with the participation of
farmers from the region (Arandas et al. 2017), as what has
happened for the Morada Nova breed.

With respect to endoparasite control, the farmers do not follow
a pattern for control and treatment. Normally, no prophylactic
measures are adopted in the pastures or into the facilities, and
selective treatment is not used in flocks, increasing the prevalence
of diseases, especially gastrointestinal endoparasites (Ferreira
et al. 2017). Although the farmers are aware of the existence of
parasite resistance to drugs, they are not fully convinced of the
need to use a selective treatment method on their farms. When an
entire flock is treated, there can be great selection pressure for
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resistance in nematode populations, depending on the levels of
refugia at the time (Sotomaior et al. 2012). The sustainable man-
agement of endoparasites in animal production systems allows
for the maintenance of the maximum number of animals without
contact with the drug (Van Wyk 2001).

The FAMACHA® (F®) system is a clinical evaluation tool
for anemia, used primarily for selective anthelmintic treatment
of only those individual animals who cannot manage unaided
under field conditions of severe Haemonchus contortus chal-
lenge (Van Wyk and Bath 2002; Arece-Garcia et al. 2016). In
this method, some variations can occur in the results, allowing
for different diagnoses. Variations among breeds (Moors and
Gauly 2009), animal categories and ages (Cintra, Ollhoff and
Sotomaior 2018), evaluators and assessments (Ferreira et al.
2018), and management systems (Ferreira et al. 2017) may
have an effect on the results. Although anemia can have other
causes (Grace et al. 2007; Olah et al. 2015), the FAMACHA®
system is one of the most successful diagnostic indicators to
date for use in selective treatment strategies for H. contortus
control in small ruminants (Martinez-Valladares et al. 2013).

The Morada Nova breed is endowed with adaptive charac-
teristics for the Brazilian semiarid. Nevertheless, over the last
10 years, the effective population significantly decreased such
that the breed is considered at risk of extinction, according to
the Morada Nova Breeders Association. Selective treatment
and the correct diagnosis of diseases, such as anemia caused
by gastrointestinal endoparasites, may be one of the measures
to mitigate this problem; in other words, it is fundamental to
increase the effective population of individuals of the Morada
Nova breed. Considering the high risk of anthelmintic resis-
tance and the challenge of parasitic diagnosis, the present re-
search was conducted to evaluate the sensitivity (Sg) and spec-
ificity (Sp) of the F system to anemia diagnosis and sclective
treatment of endoparasitosis in the Morada Nova ewes.

The research was performed by the Research Group of
Adaptive Physiology and Conservation of Genetic
Resources, located at the Federal University of Semiarid,
Mossord, in the northeastern region of Brazil. The research
was conducted on commercial farms located in Morada Nova
city (latitude — 5° 44’ 10”; longitude —39° 97’ 20"; altitude
66 m). The management system used for all properties was
extensive during all times of the year, in which the animals
spent the day feeding on the native pasture of the Caatinga

biome. During the night, they were gathered into a collective
facility, where they received mineral salt and water, as de-
scribed by Ferreira et al. (2017). The vegetation is predomi-
nantly shrub-herbaceous and, in more open areas, cacti and
bromeliads are used as animal feed during dry periods. The
annual averages of air temperature, relative humidity, and pre-
cipitation are 35.6 °C, 42.4%, and 76.1 mm, respectively.

Five hundred and sixty-two 1-5-year-old Morada Nova ewes
were evaluated using the F® system. The Sg and Sp of the F®
system were calculated using two criteria to consider an animal
as anemic or a positive test: animals classified as F€ 4 and 5 or
animals classified as F© 3, 4, and 5. In the first case, animals F©
1, 2, and 3 were considered non-anemic, or a negative test. In the
second case, the negative test, or non-anemic, would be animals
classified as F€ 1 and 2. The PCV values served as the gold
standard to confirm anemia and were used based on three cut-
off points: <19%, < 18%, and <15, as proposed by Sotomaior
et al. (2012). The PCV value of < 19% was chosen because the
normal range for PCV in small ruminants is 19-38 (Jain 1986);
the PCV value of <18% was chosen because it is the limiting
value between categories 3 and 4 of the FAMACHA® system
(Van Wyk and Bath 2002); and the PCV value < 15% in sheep is
considered to be life-threatening (Kaplan et al. 2004).

To be considered a true positive (7p), animals were anemic
(PCV <15%, < 18%, or < 19%) with pale eye scores (F°4and 5
or F” 3, 4, and 5) and to be considered a false positive (Fp),
animals were not anemic (PCV > 15%, > 18%, or > 19%) with
pale eye scores. The animals that were anemic with red or pink
eye scores (F® 1 and 2 or F® 1, 2, and 3) were named false
negative (Fy), and the animals that were not anemic with pink
or red eye scores were the true negative (7). For parasitological
analysis, feces were collected from each animal for measurement
of the egg per gram (EPG) of feces count (Gordon and Whitlock
1939), which is sensitive for 20 EPG upwards.

The Sk and Sp (with the 95% confidence intervals) were
calculated (Vatta et al. 2001; Thrusfield 2005) as follows:

_Tex 100

L) Rt
E Tp+ Fn

(1)

In the case of the F€ system, Sy, is the proportion of anemic
animals correctly identified as anemic by the F® classification
(Tp) among all real anemic animals.

Table 1 The distribution (number

and percentage) of ewes, mean = FAMACHA® F®1 F®2 F®3 F94 F®5

standard deviation (SD), median,

and the minimum and maximum N 21 145 269 123 04

values of egg per gram (EPG) of % 3.74 25.80 47.86 21.89 0.71

feces, according to the Mean = SD 239.6=673.4 81.2+167.6 117.1£228.6 216.3+470.7 122.9+264.0

FAMACHA™ category )
Median 24.0 24.0 36.0 72.0 90.0
Minimum 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Maximum 3112.0 1176.0 1124.0 3300.0 264.0
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Table 2 The number and
percentage of false negative (£y), Fn

Fp T 7 cc

false positive (£p), true negative

(IN), true positive (7p), and Positive test (F® 3, F® 4, F° 5)

384 (68.33%)
361 (64.23%)

165 (29.36%)
164 (29.18%)

12 (2.14%)
35(6.23%)

177 (31.50%)
199 (35.59%)

344 (61.21%) 161 (28.63%) 52(9.25%) 213 (37.90%)
123 (21.89%) 426 (75.80%) 4(0.71%) 430 (76.51%)
109 (19.40%) 416 (74.02%) 18 (3.20%) 434 (17.22%)
102 (18.15%) 403 (71.71%) 25 (4.45%) 428 (76.16%)

correct classification (CC) results PCV <15% 1(0.18%)
o) © ©
of the leMAFTHA (%) system, PCV < 18% 2 (0.36%)
according to different evaluation
criteria between the packed cell PCV =19% 5 (0-89%)
volume (PCV) and the F® system Positive test (F© 4, F© 5)
for ewes PCV <15% 9 (1.60%)
PCV =18% 19 (3.38%)
PCV <19% 32 (5.69%)
TN x 100
P = @)
N+ Fp

Sp is the proportion of non-anemic animals that are correct-
ly classified as such (7y), among all real non-anemic sheep.

Finally, we calculate the negative predictive value (NPV)
and positive predictive value (PPV); the following formulas
were used:

Tn x 100

NPV =——— 3
Tx+ Fx &)
Tp x 100

PPV=— 4
Tp+ Fp ()

The predictive values are the probability that an animal is
not anemic when the F© score is negative for anemia (NPV),
or anemic, when the F€ score is positive for anemia (PPV).
The kappa (k) value was calculated using the association be-
tween the F© scores and PCV (Thrusfield 2005). The values of
 were ranked according to Sotomaior et al. (2012), in the
following manner: > 0.80 = very good agreement, 0.61-0.80
= good agreement, 0.41-0.60 = moderate agreement, 0.21—
0.40 = fair agreement, and < (.2 = poor agreement.

The Morada Nova breed is widely used in extensive
farming and is considered resistant to local diseases.
Because it is a locally adapted breed and contributes
to the sustainability of the Brazilian northeast produc-
tion system, many research studies are being developed
to better understand these animals. The distribution of

animals into the five F© categories, and their respective
EPG values, is listed in Table 1. More than 45% of the
animals were classified as F® 3, and about 20% were
recorded as F® 2 (25.80%) and F® 4 (21.88%). Few
animals were classified as F® 1 (3.73%) and F® 5
(0.88%). The EPG values ranged from zero to 3300.
The Morada Nova ewes in this study suffer a very
strong environmental influence, due to exposure to high
environmental temperatures and water shortages during
a long period of the year, in addition to disecases that
may be present in the flocks (caseous lymphadenitis,
mastitis, ectoparasitosis, and endoparasitosis) when kept
in an extensive rearing regime, as has been highlighted
in the work of Ferreira et al. (2017).

The percentage of correct classification (7 + 7p) was al-
ways higher when the F values of 4 and 5 were considered to
be positive tests (Table 2). For all the PCV values, more ani-
mals were classified as Fp when evaluated with F© 3, 4, and 5
as criteria for a positive test and more animals were classified
as Ty when evaluated using only F© 4 and 5 as criteria for a
positive test. For both positive tests, few animals were classi-
fied as Fyy and 7

The & index was lower for the evaluation criteria of F®
values 3, 4, and 5 as positive tests (Table 3). The x index
ranged between 0.01 and 0.15, indicating poor agreement in
both tests. The percentage of anemic animals (PAA; estimated
by PCV values) and the PPV and NPV values are listed in
Table 3. For the Morada Nova ewes, PPV was higher when

Table 3 The percentage of

anemic animals (PAA) and the PAA (%) PPV (%) NPV (%) K
positive (PPV) and negative 5
(NPV) predictive values of the Positive test (F© 3, F© 4, F“ 5)
FAMACHA® (FTQ) system (with PCV =15% 2.31(1.24-3.92) 3.03 (2.58-3.56) 99.40 (96.15-99.91) 0.01
95% confidence intervals)and the  pey < 184, 6.58 (4.68-8.96) 8.84 (8.09-9.46) 98.80 (95.49-99.69) 0.04
kappa (x) value between the
packed cell volume (PCV) and PCV <19% 10.14 (7.77-12.94) 13.13 (12.03-14.32) 96.99 (93.25-98.69) 0.06
the F® system Positive test (F® 4, F© 5)
PCV <15% 2.31(1.24-3.92) 3.15(1.40-6.94) 97.93 (97.05-98.55) 0.01
PCV <18% 6.58 (4.68-8.96) 14.17 (10.23-19.31) 95.63 (94.10-96.78) 0.13
PCV £19% 10.14 (7.77-12.94) 19.69 (14.84-25.63) 92.64 (90.88-94.09) 0.15
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Table 4 The sensitivity (Sg) and specificity (Sp) of the FAMACHA®
(F€) system (with 95% confidence intervals), according to different
evaluation criteria between the packed cell volume (PCV) and the F®
system for ewes

S (%) Sp (%)

Positive test (F® 3, F® 4, F® 5)

PCV £15% 9231 (63.97-99.81) 30.05 (26.24-34.08)

PCV <18% 94.59 (81.81-99.34) 31.24 (27.29-35.40)

PCV <19% 91.23 (80.70-97.09) 31.88 (27.83-36.14)
Positive test (F® 4, F® 5)

PCV =£15% 30.77 (9.09-61.43) 77.60 (73.87-81.02)

PCV <18% 48.65 (31.92-65.60) 79.24 (75.51-82.63)

PCV <19% 43.86 (30.7457.64) 79.80 (76.03-83.22)

PCV <19 in the two positive tests (i.e., there is a greater
probability of an animal being anemic when the F® score is
positive for anemia). In the NPV values of the two tests, the
higher values were found for PCV <15, indicating a higher
probability that an animal would not be anemic when the F®
score is negative for anemia. Despite all these justifications for
the changes in PCV levels, Ferreira et al. (2017) and Ferreira
ctal. (2018), who used these same animals, verified that these
sheep presented a high load of worms throughout the year (up
to 3300 EPG) and the presence of H. contortus was found,
however, with few changes in performance variables, such as
the body weight and body condition score. Better targeting for
more effective selective treatment, as in the research of
Sotomaior et al. (2012), Thomas and Syamala (2017), and
Cintra, Ollhoff, and Sotomaior (2018), reduces the pressure
of selection by anthelmintic on parasites and thus prolongs the
effective life of drugs.

According to Sotomaior et al. (2012), the different
values for Sg and Sp are found, depending on the
criteria employed and the management system. For the
Morada Nova breed, these values were unknown. Sp
ranged from 30.77 to 94.59% and Sp from 31.88 to
79.80% (Table 4). Eliminating F® 3 as criteria for ane-
mic decreased the Sp and increased the Sp for all the
PCV cut-off values for the ewes.

This study concluded that the F© system can be used as a
reliable alternative, reducing the selection pressure for anthel-
mintic in relation to routine non-selective blanket treatment
for worm control in the Morada Nova ewes.

Acknowledgments The authors acknowledge the students from the
Research Group of Adaptive Physiology and Conservation of Genetic
Resources of Federal University of Semiarid and the partnership with
the Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR).

Funding information This study was financed by the EMBRAPA Sheep
and Goats (Brazilian Agricultural Research Corporation) and in part by
the Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior-
Brasil (CAPES)-Finance Code 001.

@ Springer

Compliance with ethical standards

Conflict of interest The authors declare that they have no conflict of
interest.

Publisher's note Springer Nature remains neutral with regard to jurisdic-
tional claims in published maps and institutional affiliations.

References

Arandas, J.H.G., Alves, A.C.G., Faco, O., Belchior, E.B., Shiotsuki, L.,
Leite, PM.B.A. and Ribeiro, N.M., 2017. Do traditional shecp
breeders perform conscious selection? An example from a partici-
patory breeding program of Morada Nova sheep, Tropical Animal
Health and Production, 49, 1-9

Arece-Garcia, J., Lopez-Leyva, Y., Gonzilez-Garduiio, R., Torres-
Herndndez, G., Rojo-Rubio, R. and Marie-Magdeleine, C., 2016.
Effect of selective anthelmintic treatments on health and production
parameters in Pelibuey ewes during lactation, Tropical Animal
Health and Production, 48, 283-287

Cintra, M.C.R., Ollhoft, R.D. and Sotomaior, C.S., 2018. Sensitivity and
specificity of the FAMACHA®© system in growing lambs,
Veterinary Parasitology, 251, 106-111

Ferreira, J.B., Bezerra, A.C.D.S., Guilhermino, M.M., Leite, J.H.G.M.,
Silva, W.E., Paiva, R. D.M., Barbosa, T.N., Sousa, E.R. and
Faganha, D.A.E., 2017. Performance, endoparasitary control and
blood values of ewes locally adapted in semiarid region,
Comparative Immunology, Microbiology & Infection Diseases,
52,23-29

Ferreira, J.B., Paiva, R.D.M., Bezerra, A.C.D.S., Sousa, E.R. and
Faganha, D.A.E., 2018. A multivariate approach to the diagnosis
of gastrointestinal infection in ewes, Veterinary Parasitology. 252,
95-97

Gordon, H.M. and Whitlock, H.V., 1939. A new technique for counting
nematode eggs in sheep faeces, Journal of the Council for Scientific
and Industrial Research, 12, 50-62

Grace, D., Himstedt, H., Sidibi, 1., Randolph. T. and Clausen, P.-H., 2007.
Comparing FAMACHA® eye color chart and hemoglobin color
scale tests for detecting anemia and improving treatment of bovine
trypanosomosis in West Africa. Veterinary Parasitology, 147, 26-39

Jain, N.C.,1986. Schalm’s Veterinary Haematology (4 ed. Lea & Febiger,
Filadélfia)

Kaplan, R M., Burke, J.M., Terril, T.H., Miller, l.E., Getz, W.R., Mobini,
S.,Valencia, E., Williams, M.J., Williamson, L.H., Larsen, M. and
Vatta, A.F., 2004. Validation of the FAMACHA® eye color chart for
detecting clinical anemia in sheep and goats on farms in the southern
United States. Veterinary Parasitology. 123, 105-120

Martinez-Valladares, M., Martinez-Pérez, J.M., Robles-Pérez, D.,
Cordero-Pérez, C. and Famularo, M.R., 2013. The present status
of anthelmintic resistance in gastrointestinal nematode infections
of'sheep in the northwest of Spain by in vivo and in vitro techniques.
Veterinary Parasitology, 191, 177181

Moors, E. and Gauly, M., 2009. Is the FAMACHA chart suitable for
every breed? Correlations between FAMACHA® scores and differ-
ent traits of mucosa colour in naturally parasite infected sheep
breeds, Veterinary Parasitology. 166, 108-111

Mphahlele, M., Tsotetsi-Khambule, A.M., Mocrane, R, Mashiloanc,
M.L. and Thekisoe, O.M.M., 2018. Risk factors associated with
occurrence of anthelmintic resistance in sheep of resource-poor
farmers in Limpopo province, South Africa. Tropical Animal
Health and Production, 51, 1-9

92



Trop Anim Health Prod

Olah, S., Van Wyk, J.A., Wall, R. and Morgan, E.R., 2015.
FAMACHA®: A potential tool for targeted selective treatment of’
chronic fasciolosis in sheep. Veterinary Parasitology, 212, 188-192

Sotomaior, C.S., Rosalinski-Morais, F., Costa, A.R.B., Maia, D.,
Monteiro, A.L.G. and Van Wyk, J.A., 2012. Sensitivity and speci-
ficity of the FAMACHA® system in Suffolk sheep and crossbred
Boer goats, Veterinary Parasitology, 190, 111-119

Thomas, M. and Syamala, K.. 2017. Sensitivity and specificity of the
FAMACHAG® system in attapady black goats of kerala. Indian
Journal of Small Ruminant, 23, 20-207

Thrusfield, M.V., 2005. Veterinary Epidemiology, (3rd ed. Blackwell.
Cambridge)

Van Wyk, J.A., 2001. Refugia — overlooked as perhaps the most impor-
tant factor concerning the devel F anthelminti i

of
Onderstepoort Journal of Veterinary Research, 68, 55-67

Van Wyk, J.A. and Bath, G.F., 2002. The FAMACHA® system for man-
aging haemonchosis in sheep and goats by clinically identifying
individual animals for treatment, Veterinary Research, 33, 509-529

Vatta, A.F., Letty, B.A., Van der Linde, M.J., Van Wijk, E.F., Hansen,
J.W. and Krecek, R.C., 2001. Testing for clinical anacmia caused by
Haemonchus spp. in goats farmed under.resource-poor conditions in
South Africa using an eye colour chart developed for sheep.
Veterinary Parasitology, 99, 1-14

@ Springer

93



94

ANEXO B — A multivariate approach to the diagnosis of gastrointestinal infection in

ewes

s

ELSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/vetpar

Veterinary Parasitology 252 (2018) 95-97

Contents lists available at ScienceDirect

Veterinary Parasitology

Short communication

A multivariate approach to the diagnosis of gastrointestinal infection in )
ewes =

a,b, s

Josiel Borges Ferreira

, Renato Diégenes Macedo Paiva

a,b
)

Ana Carla Diégenes Suassuna Bezerra®, José Ernandes Rufino de Sousa®,
Débora Andréa Evangelista Facanha®

* Departament of Animal Science, Universidade Federal Rural do Semidrido, Mossord, RN, Brazil
® post Graduate in Animal Science, Universidade Federal Rural do Semidrido, Mossord, RN, Brazil

ARTICLEINFO

ABSTRACT

Keywords:

Adaptation

FAMACHA ®system
Pathophysiological indicators
Principal components analysis
Native sheep

Diagnosing the effects of helminth infections is an efficient way to manage the problem in ruminant production
systems. Selection of animals in a flock that are infected with H. hus has i lly involved differential
packed cell volume measurements (PCV), and in recent years, the FAMACHA® system has been used. However,
few small analytical changes have been made. The objective of this study was to examine the influence of
different diagnoses linked to packed cell volume (PCV) and FAMACHA® system scores in native ewes, using a
multivariate approach. Ewes were classified into three categories according to their score in the FAMACHA®
system (FS) and their packed cell volumes (PCV) as follows: Group AG (FS between 1 and 2 and PCV = 30%);
Group BG (FS score of 3 and PCV between 21 and 29%); Group CG (FS between 4 and 5 and PCV = 20%). The
animals were evaluated using performance characteristics, parasitological examinations, blood values and serum
biochemistry. The data show that the use of a multivariate approach for different diagnoses using the
FAMACHA® system and PCV measurements gives similar results, although they have particular pathophysio-

logical indicator patterns.

1. Introduction

Infection by helminths endoparasites is a major problem affecting
sheep, which causes significant economic losses, especially when as-
sociated with poor nutrition, bad management and inappropriate an-
thelminthic treatments. As helminths are blood-sucking parasites,
clinical signs may be evident, such as decreased body weight and body
condition score, anemia, hypoproteinemia, signs of apathy, sub-
mandibular edema, and increased water intake, probably to compen-
sate for the loss of body weight (Fitzpatrick, 2013; Coutinho et al.,
2015).

Diagnosing the effects of helminth infections is an efficient way to
produce information and manage this problem in ruminant production
systems. The diagnosis of animals infected with Haemonchus initially
involved differential packed cell volume measurements (PCV), and in
recent years, the FAMACHA® system. However, few small analytical
changes have been made. In small ruminants, the FAMACHA® system
(Van Wyk and Bath, 2002) can be used to identify sheep suffering from
anemia and has been used in a wide variety of conditions.

According to Andronicos et al. (2014), effective control over

* Corresponding author.
E-mail address: jjosielborges@hotmail.com (J.B. Ferreira).

https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2018.02.015

gastrointestinal parasites of livestock in the future will require an
armory of available options, rather than a reliance on one or two
strategies. To determine the real limitations of this method, different
species, variations among breeds (Moors and Gauly, 2009), environ-
ments (Ferreira et al., 2017), animal categories and ages (Mahieu et al.,
2007) and gestation systems (Reynecke et al, 2011) must be in-
vestigated. The objective of this study was to examine the influence of
different diagnoses linked to packed cell volume (PCV) measurements
and the FAMACHA® system in native ewes using a multivariate ap-
proach.

2. Material and methods

Five hundred and sixty two (562) female ewes of the Morada Nova
breed were used, aged 3-4 years, from a herd in the region of Morada
Nova (Latitude — 544’10 Longitude —3997720”; Altitude 66 meters),
Ceard, Brazil. They were satisfactorily healthy and had received their
last anthelmintic treatment at least six weeks before the beginning of
the study. At all times of the year, the animals spent the day feeding on
native Caatinga, and at night were gathered into a collective corral,

Received 16 November 2017; Received in revised form 14 January 2018; Accepted 2 February 2018
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where they received mineral salt and water, as described in the study by
Ferreira et al. (2017). The vegetation is predominantly shrub-herbac-
eous and in more open areas, the animals feed on cacti and bromeliads
during dry periods. The annual averages of air temperature, relative
humidity and precipitation were 35.6 °C, 42.4% and 76.1 mm, respec-
tively.

All animals were evaluated for the following characteristics —
Performance: body weight (BW) and body condition score (BCS)
(Machado et al., 2008); Parasitological examinations : fecal egg counts
(FEC) in eggs per gram of feces (epg) (Gordon and Whitlock, 1939) and
FAMACHA® system (Molento et al., 2004); Blood values: hemoglobin
concentration (HE), packed cell volume (PCV), mean corpuscular vo-
lume (MCV), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and
leukocytes (WBC); Serum biochemistry: glucose (GLU), cholesterol
(CHO), triglycerides (TRI), urea (URE), creatinine (CRE), total protein
(TP), albumin (ALB), globulin (GLO), aspartate aminotransferase (AST)
and alanine aminotransferase (ALT).

The animals were classified into three categories according to the
results of the FAMACHA® system (FS) and PCV as follows: Group AG
(FS between 1 and 2 and PCV = 30%); Group BG (FS of 3 and PCV
between 21 and 29%); and Group CG (FS between 4 and 5 and
PCV = 20%).

A general linear model of analysis of variance was used when ca-
tegorical and quantitative variables were studied. The FEC and leuko-
cyte values were log transformed [log 10(x + 1)] for statistical analysis.
The data presented in Table 1 are the untransformed arithmetic means.
The statistical tests performed included multivariate analyses. To detect
differences between the experimental groups and identify variables
with greater discriminatory power, principal component analysis (PCA)
was used. Relative importance was assessed by eigenvalues (variances).
Discriminant analysis was performed with support from STEPDISC
procedures to determine which variables had greater power to dis-
criminant. All statistical analyses were conducted using PRIMER 6 and
PERMANOVA + (PRIMER-E Ltd., Plymouth, UK).

3. Results and discussion
Table 1 shows the average results from the performance indicators,

Table 1
Mean and standard error of per
related diagnoses.
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parasitological examinations, blood values and serum biochemistry
evaluations of the ewes in each of the groups, based on the FAMACHA®
system (FS) and the packed cell volume (PVC) results. There was an
increase in FEC (p > .05) in the CG group compared with the AG
group. Among the blood variables, RBC and HE were lower (p > .05)
in the CG group, and progressively increased in the BG and AG groups.
For the hematimetric indices the opposite trend was observed, and the
means of MCV, MCH and MCHC were highest (p > .05) in the AG
group and lowest in the CG group.

Throughout the experiment only 3.14% of animals in the CG group
needed to be treated, as their PCV was = 14.37% and the score in the
FAMACHA® system was at level 4 or 5.

Among the serum biochemistry variables, GLU, URE and ALT were
lowest (p > .05) in the CG group, and highest in the AG group. The
other variables did not differ significantly between the groups. It was
verified that the serum biochemical variables of did not change in the
studied breed (reference values for ewes), yet these animals facing
deprivations of water and food during some months of the year in the
Brazilian semiarid regions (Ferreira et al., 2017).

Multivariate analyses provide a more suitable tool for estimating
associations (Cabaret and Hoste, 1998). In Fig. 1a, the groups differ
little in the plot, some points belonging to the CG and BG groups are
located away from the center of the group, indicating that there is little
variation between the groups. Fig. 1b shows the principal component
analysis (PCA) for the traits studied: performance, parasitological ex-
aminations, blood values and serum biochemistry for each animal in
their respective diagnostic group. Animals with FEC had higher Fa-
macha system scores, and higher values for WBC, MCV and MCH, ac-
companied by lower values for GLU and TP. These two autovectors
explained 68.3% of the total variation among the traits examined. The
most discriminatory variables in the ewes population were (in order of
importance: RBC, PCV, HE, MCHC, MCH, GLU, FS, CRE, BCS, URE, AST,
FEC, ALT, MCV, WBC, CHO, GLO, ALB, TP, BW and TRI.

In this study, FAMACHA® system scores and PCV proved to be ef-
fective criteria for differentiating groups with different diagnoses, as
the majority of animals in the study showed real changes, especially in
the blood panel. However, in order to use the FAMACHA® system as a
diagnosis tool in livestock (Van Wyk and Bath, 2002), it is necessary to

blood values and serum biochemistry in different groups to packet cell volume (PVC) and FAMACHA; system

Variable Unit Groups

AG (n = 166) BG (n = 269) CG (n =127)

FS 1-2 / PCV = 30% FS 3 / PCV 21-29% FS 4-5/PCV = 20%
BW kg 30.04 = 0.36 30.53 + 0.45 30.73 + 0.52
FEC epg 101.23 + 24.28 117.14 + 19.07" 212.96 * 27.76"
RBC x10'%/L 9.32 = 0.16" 8.60 = 0.12" 7.47 + 0.18°
HE g/dl 10.18 = 013" 9.86 + 0.10" 9.00 + 0.14
MCV fl 29.45 = 0.34" 31.26 + 0.27" 31.39 + 0.39"
MCH P8 11.19 = 0.19" 11.90 + 015" 12.47 + 0.21°
MCHC g/dl 36.86 = 0.69" 37.45 + 0.30° 39.73 + 0.44"
WBC x10%/ml 7031.92 + 262.45 6363.12 + 206.17 7254.01 *+ 300.06
GLU mg/dl 53.54 + 0.31" 51.58 * 1.03™ 47.89 + 1.50"
CHO mg/dl 76.86 = 1.64 74.28 + 1.29 74.14 * 1.87
TRI mg/dl 21.30 = 0.54 20.91 + 0.42 21.50 + 0.61
URE mg/dl 47.02 = 0.94" 47.92 + 0.74" 43.88 + 1.08”
CRE g/dl 1.09 + 0.02 1.07 + 0.02 1.07 + 0.02
TP g/dl 7.82 + 0.12 7.63 = 0.10 7.56 + 0.14
ALB g/dl 4.32 + 0.04 4.33 + 0.03 4.33 + 0.05
GLO g/dl 1.89 + 0.04 1.96 + 0.04 2.02 * 0.05
AST u/l 136.64 * 2.86 134.35 + 2.22 134.72 + 3.23
ALT u/l 28.48 = 0.89" 26.32 + 0.70™ 23.81 + 1.02"

Note: BW: body weight; FEC: fecal egg counts; HE: ion; MCV: mean volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular he-

lobi WBC: y

; GLU: glucose; CHO: cholesterol; TRI: triglycerides; URE: urea; CRE: creatinine; TP: total protein; ALB: albumin: GLO: globulin; AST: aspartate

aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase. Different letters between columns indicate significantly different values by Tukey’s test (5% significance level). FEC and WBC values
were transformed by log 10(x = 1) prior the statistical analysis. Data shown are untransformed arithmetic means.
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Fig. 1. PCA plot based on performance, parasitological examinations, blood values and serum bi

variable included in PCA analysis.
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Total explained variance is 68.3% (axis I and axis II explained variance are 43.8% and 24.5%, respectively).

FEC, fecal egg counts; FS: FAMACHA® score; BW, body weight; BCS: body score; HE: i ; PVC: packet cell volume; MCV: mean corpuscular volume;
MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean h lobi WBC: leukocytes; GLU: glucose; CHO: cholesterol; TRI: triglycerides; URE: urea; CRE:
creatinine; TP: total protein; ALB: albumin; GLO: globulin; AST: aspartate ALT: alanine Total explail variance is 68.3% (axis I and axis Il explained

variance are 43.8% and 24.5%, respectively.

maintain proper records.

The data in the present study show that the use of a multivariate
approach for different diagnoses using the FAMACHA® system and PCV
measurements gives similar results, although they have particular pa-
thophysiological indicator patterns. This study introduces new types of
analyses and allows diagnosis using correlations among variables re-
lated to animal health; therefore, it will enable future studies.

Van Wyk and Reynecke (2011)
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ANEXO C — Parasitological, performance, hematological and serum biochemical parameters
of tropical ewes: a canonical study based on the relationship between FAMACHA® scores
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Abstract This study aimed to evaluate the parasitological, performance, hematological and serum
biochemical parameters of tropical ewes infected with gastrointestinal parasites in their natural
environment, according to agreement of the Famacha® (F€) score and packed cell volume (Pcv) using
a canonical discriminant approach. The Morada Nova ewes were individually monitored by assessing
parasitological parameters (eggs per gram of feces, Eps; F® score), performance (body weight, Bw;
body condition score, Bes), hematological parameters (red blood cells, Rec; hemoglobin concentration,
He: Pcv; mean corpuscular volume, Mcy:; mean corpuscular hemoglobin, Mcu; mean corpuscular
hemoglobin concentration, Mcrc; white blood cells, Wgc) and serum biochemical panel (glucose, Gru:
cholesterol, Cro; triglycerides, Trr; urea, Ugg; creatinine, Cge; total protein, Tp; albumin, Ars;
globulin, Gro; Aspartate aminotransferase, Asr; alanine aminotransferase, Arr). The original
spreadsheet (D;) which contained all the data was duplicated and only the values considered 'true' (D2)
were maintained based on the relationship between F® system and the Pcv values as proposed by
literature. The variables of both databases were subjected to descriptive analyzes and the effect of F©
classification was verified for continuous variables. A canonical discriminant analysis was carried out
afterwards to verify the discriminatory capacity of the variables of the two databases. A significant
reduction in He and Pcv in both treatments (D; and D,) was observed as the F® score increased up to
F°4. The animals were more distributed among almost all the F® score categories in canonical
classifications when blood parameters were used, mainly from D, in which the most important
variables were Mcv, Mcuc, Rsc and Wge. The two discriminant canonical functions using all D; and
D; variables were significantly different (P < 0.001). The most important variables for individual
animal classification in each of the F® scores in D; are Rgc, Pcv, Mcv, Bes and Bw (62.5 %), while
Pcv, Rec and He for D; are important for the individual animal classification in four F€ scores (92.1
%). This study showed that tropical ewes changed their parasitological, performance, hematological

and serum biochemical parameters according to correspondence between the F© system and the Pcv.

Keywords: anemia, H. contortus, Morada Nova breed, multivariate analysis, natural infection,

targeted selective treatment.
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1. Introduction

Locally-adapted small ruminant flocks on farms in the Brazilian Northeast is very common.
Crioula, Santa Inés, Morada Nova, Somalis Brasileira and Barriga Negra breeds, as well as other
tropical breeds are commonly found in the region and are often successfully raised in animal
production systems (Albuquerque and Ianella, 2016). Due to the great exposure of these animals to
natural environment agents (e.g., climate, vegetation, ectoparasites and endoparasites), and the
particular characteristics of these flocks, especially regarding the decreasing number of animals
(Nunes et al., 2020), there is concemn regarding mitigation actions to increase individuals of these
breeds regarding conservation of the local genetic heritage (Ministry of the Environment’s
recommendations, 2000)

Infection with gastrointestinal parasites (GIN) is undoubtedly one of the most serious
problems in the sheep industry around the world. This is a problem which affects the development of
the Morada Nova breed, presenting GIN almost throughout the year, with the main worms being of the
following genera: Haemonchus ssp., Strongyloides spp., Oesophagostomum spp., and
Trichostrongylus spp. (Ferreira et al., 2017). Diagnosing the effects of helminth infections is an
efficient way to produce information and manage this problem in ruminant production systems
(Ferreira et al., 2018) and many available options to evaluate diseases will be required in the near
future (Andronicos et al., 2014). Therefore, multivariate analysis is one of the options for these types
of studies (Bell et al., 2019).

Clinical disease development or diseases causing death or sickness in animals are affected
through parasite feeding activities or the physical presence, migration and associated host immune
response (Asmare et al., 2016). The conjunctivae color of sheep during the course of fatal
haemonchosis changes from deep red in healthy sheep through shades of pink to practically white,
followed by modifications of the packed cell volume (Pcv) (Van Wyk and Bath, 2002). Pioneer studies
assembled an association between conjunctival colors and Pcv values in sheep to create the

FAMACHA® (F®) system, which is currently widely used (Bath et al., 1996; Van Wyk and Bath,
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2002). The F® system can be used as a reliable alternative to reduce selection pressure for
anthelmintics in relation to routine non-selective blanket treatment for worm control in tropical ewes
(Ferreira et al., 2019a), following the recommendations when H. contortus is the predominant parasite
(Moors and Gauly, 2009).

Two justifications are evidenced for implementing the F® system in sheep: the first is a way to
control H. contortus infection (Malan et al., 2001; Van Wyk and Bath, 2002; Mahieu et al., 2007;
Molento et al., 2009) and the second is to reduce using anthelmintic drugs (Bath, 2011; Hoste et al.,
2011). Both justifications support sustainability in animal production systems. There is great adequacy
and easy application of the F® system in Brazilian farms. For sustainable implementation in farms,
methods for identifying those animals in danger of being severely affected by worms have to be
practical and inexpensive enough to use on large flocks of animals repeatedly at the peak of the worm
season, as occurs in the Brazilian semi-arid region. Thus, the following question arises: Do the fixed
classifications of F© score and Pcy values depict variations in the parasitological, performance,
hematological and serum biochemical parameters of tropical ewes?

Thus, this study aimed to evaluate the parasitological, performance, hematological and serum
biochemical parameters of tropical ewes infected with gastrointestinal parasites in their natural
environment according to the agreement of the F® score and Pcv using a canonical discriminant

approach.

2. Material and methods
All procedures used in this study are in accordance with the ethical standards and have been
approved by the Ethics Committee on Animal Use the Federal Rural University of the Semi-arid

Region — UFERSA/Mossoro, Rio Grande do Norte, Brazil (Protocol No. 23091003895/2014-71).

2.1. Study location, animals and characterization of farms
This study was carried out in four commercial farms in the city of Morada Nova, Ceara,

Brazil (5°06'S; 38 “22"W; 66 m a.s.l) under equatorial semi-arid conditions. The annual averages of air
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temperature, relative humidity and annual precipitation are 35.6 °C, 42.4 % and 350 mm, respectively
(INMET, 2016). Variations naturally occur between the months of the year, with January to June
being classified as rainy months and July to December classified as dry months.

A total of 35 adult ewes of the Morada Nova breed aged three to four years were evaluated on
each farm. The ewes spent the day feeding on native Caatinga at all times of the year, and they were
gathered into a collective facility in the evening where they received mineral salt and water ad libitum
(Ferreira et al., 2017). The vegetation is predominantly shrub-herbaceous and the animals feed on cacti

and bromeliads in more open areas during the dry period.

2.2. Collected data
The data were collected from four flocks with a mean of 35 animals in each flock during
different months of the year: March, June, September and December. Data collection of each animal

was repeated at four months; however, the data history of each animal was not evaluated.

2.2.1. Parasitological parameters

The color of the conjunctiva was evaluated following the recommendations of the
FAMACHA?® system (Van Wyk and Bath, 2002) by a trained evaluator (D. Faganha). Fecal samples
were simultaneously taken directly from the rectum, stored in plastic tubes and transferred to the

laboratory for counting the eggs (Fec) per gram in the feces (Epc) (Gordon and Whitlock, 1939).

2.2.2. Performance
Body weight (Bw) was measured using a digital scale with two decimal places and an
accuracy of + 100 g, and body condition score (Bcs) with a visual scale, varying from 1 to 5 (Machado

et al., 2008).

2.2.3.  Hematological parameters
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The blood collection was performed using a collection system in vacuum tubes of 10 mL with
anticoagulant ethylenediaminetetraacetic acid. The red blood cell (Rsc, x 10° mL), hemoglobin
concentration (Hg, g dL™), packed cell volume (Pcv, %), mean corpuscular volume (Mcv, f7), mean
corpuscular hemoglobin (Mcw, pg), mean corpuscular hemoglobin concentration (Mcrc, g dL™) and
white blood cell (Wgc, x10° mL™?) values were measured using an automatic analyzer (Labtest

Diagnostica SA — Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil)

2.2.4.  Serum biochemical parameters

The serum collection was performed using a system in vacuum tubes of 10 mL with plasma
separating gel (VIDA Biotecnologia, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil). The glucose (Gru, mg dL
1, cholesterol (Cro, mg dL?), triglycerides (Tr;, mg dL™), urea (Ugg, mg dL ), creatinine (Cgg, g dL°
1), total protein (Tp, g dL?), albumin (Ars, g dL?), globulin (Gro, g dL?), aspartate aminotransferase
(Ast, U L) and alanine aminotransferase (Arr, U L) values were measured in an automatic

biochemical analyzer (HumaStar 80, Weibaden, Germany).

2.3. Databases and statistical analyses

A total of 520 data statistics for 21 variables (Database 1; D;) were organized into one
Microsoft Excel® 2017 spreadsheet. The spreadsheet was subsequently duplicated and only the values
considered 'true' were maintained based on the relationship between the F® system and the Pcv values
(Database 2; D) as proposed by literature (Van Wyk and Bath, 2002). The F® score is given by an
observer by comparing the color of the mucous membrane of the lower eyelid with a color chart
printed on a plastic cardboard with five color levels as described in Table 1. The eyelid color may vary
continuously with Pcv.

The variables of both databases were subjected to descriptive analyzes (mean + standard
deviations, interquartile range, minimum and maximum) to identify the particularities of each of them
in their respective database (Tables 2 and 3), except for F® scores and Bcs which should not be

handled as numerical data (Mahieu, 2017). The F€ score was used as an independent variable, while
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the Bcs, which is a discreet variable, was represented using charts and frequency histograms,
respectively, to identify the quantity of animals in each score.

A variance analysis (ANOVA) was performed followed by the Tukey test (P < 0.05) to
monitor changes in variables under study in D; and D, The F® system scores were considered to be a
fixed effect. Finally, a canonical discriminant analysis (CDA) was carried out to allocate animals into
groups [(/) Parasitology; (2) Performance; (3) Hematology; (4) Serum biochemical panel] according
to the correspondence of the F® score with (D>) or without (D), the reliability of the Pcv and to verify
the discriminatory capacity of the original variables. The data were standardized in Z score to perform
the CDA based on the diversity of scale units of the variables under study. The discriminant power of
the variables was evaluated by eigenvalue, % of explained variance, canonical correlation (rc), Wilks’
Lambda statistic, P-value, and standardized canonical function coefficients of traits when choosing the
most representative group variables of the two discriminant functions, both plotted on a two-
dimensional graph showing the centroid of the three clusters and the relation between them (Fig. 3).
The CDA was performed by simultaneous procedure. All statistical analyzes were performed in the

Statistical Package for the Social Sciences - SPSS, version 20, 2010 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. Results

The descriptive values of each variable in the two databases, the first (D;) without using the
agreement between the F® system and Pcv, and the second using the agreement between the F© system
and the Pcv (D2), can be seen in Tables 2 and 3, respectively: in addition, the comparison between the
mean values of each variable according to the F© system categories. It is interesting to note that the
number of animals is proportional according to the Bcs classification in D; (Fig. 1A) and D» (Fig. 1B),
but only F®3 has a similar animal classification between the two databases for F® scores (Fig. 2). Only
the Epc and the Wgc had higher amplitude measurements in the two databases, which naturally occur
with this type of variable. The number of animals in each Bes and F® category were proportionally
similar between D; and D. There was a reduction (P < 0,05) in Hg, Pcv in both treatments (D; and Dy)

as the F® score increased up to F©4. There were changes (P < 0.05) to the hematological variables in
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D., except for Wgc, according to the F® system category and following towards a more evidenced
condition of H. contortus infection. Non-significant differences (P > 0.05) were observed for the
means of the biochemical serum panel, except for Cuo and Gro for D; and Uge and Tp for D».

The canonical classifications and main variables are shown in Table 4. The ewes were
concentrated between scores 3 and 4 for D; when Epc was used for classifying the ewes in the F®
score, while the ewes were classified and distributed in the F® score 2 and 3 for D> when Epg and Bw
and Bcs were used. However, the classification was more distributed among almost all the F® score
categories when blood parameters were used, mainly from D in which the most important variables
were Mcv, Mcuc, Mcv and He for hematological variables and Tp, Ars and Gro for the serum
biochemical panel.

The two discriminant canonical functions using all variables of both databases (D; and D)
were significantly different (P < 0.001) and are presented in Fig. 3. The most important variables for
individual animal classification in each of the F© scores in D; are Rgc, Pcv, Mcv, Bes and Bw (62.5%),
while Pcv, Rec and Hg for D> are important for the individual animal classification in four F® scores
(92.1%). The difficult identification of the five groups in Fig. 3-A is due to the little relation between
the D, variables, and animals are classified very similarly; however, the variables in D> (Fig. 3-B)
presented a more defined profile and the classification groups are more visible. The values presented

for the first function in both figures reinforce the results, with a high difference between D; and D;.

4. Discussion

Investigations into the use of the F® system in sheep have become frequent in order to test the
method’s efficiency in different breeds. This study is an updated approach to evaluate the F® system in
Brazilian tropical sheep using a multivariate approach. Our results demonstrate that the
correspondence between the Pcv and the F® system is relevant for the selective treatment of Morada
Nova ewes, with some caveats. Classic studies by Bath et al. (1996) and Van Wyk and Bath (2002)
have promoted the use of this method, which is still considered a sustainable measure of selectively

treating ewes affected by hematophagous endoparasites of the H. contortus genus. However, the vast
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majority of studies use analysis tools which in most cases only consider Pcv as the “gold standard” in
correctly identifying the anemia degree of the animals and do not consider other morphophysiological
characteristics which may occur in the body. In our study, as well others (Ferreira et al., 2017;
Zaragoza-Vera et al., 2019; Bell et al., 2019) there is a search to understand the functionality and
relationship that other variables present with the degree of anemia.

Compared to a treatment which takes into account a point estimate, i.e. single and immovable
values for categorizing the F© and Pcv scores for animal treatment, consulting studies with reference
values created for a breed or species has great applicability and enables greater reliability.
Conventional treatment against GIN strongly stimulated the massive use of anthelmintics in small
ruminant production systems. On the other hand, the use of the F® system as a selective treatment is
based on preliminary investigation and individually categorizing the animal by the F© system scores 3
to 5, and subsequent confirmation of anemia by the Pcy values (Van Wyk and Bath, 2002).

The efficiency of the F© method in Brazilian tropical ewes, specifically of the Morada Nova
breed, was verified by Brazilian researchers (Ferreira et al., 2019a) by evaluating cut-off points in
scores 3, 4 and 5 in different Pcvs (15, 18 and 19%) as positive tests for anemia. Moreover, the
resistance in the Morada Nova ewes indicates a low need for deworming (Toscano et al., 2019).
Zaragoza-Vera et al. (2019) identified the consistent use of Pcv to diagnose the impact of nematodes
on the health of Blackbelly, Pelibuey and Katahdin sheep. Infection by gastrointestinal endoparasites
presents particular and seasonal pattems in semi-arid regions, mainly varying according to climate.
However, sheep inserted in arid or semi-arid zones with high air temperatures and low humidity live
with a high load of gastrointestinal parasites throughout the year, especially in the rainy periods (Idika
etal., 2012; Ferreira et al., 2017).

In this study, eliminating a large amount of information observed for the second database (D)
forces a result which enables a better view of the relationship between the studied variables. However,
changes in the sheep’s performance, serum biochemical panel, hematological, and parasitological
parameters were generally very proportional, despite the fact that many agreement errors between the

F® system and the Pcv are evidenced in Dy. It is very difficult to visually differentiate between the
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different class, especially since the observation conditions are never standardized and vary according
to the illumination (hour, shade, weather conditions, position of the animal and the observer in relation
to the light source), as well as the pressure exerted to reveal the eyelid, or the integument color. In
addition, the Pcv measurement itself is subject to uncertainty.

Bcs is a practical measure which indicates the energy reserves of an animal (Idika et al., 2012;
Soto-Barrientos et al., 2018), however it was previously used as a GIN intensity indicator, and its
relationship with Epg count has been verified (Cornelius et al., 2014). As it is a body measurement,
Bcs may portray the simultaneous influence of various factors, including parasitological factors
(Torres-Acosta et al., 2014). However, the quality and/or quantity of feed to meet productive and
reproductive requirements should be the cornerstone when it comes to Bcs (Soto-Barrientos et al.,
2018). There was a variation from 2.0 to 4.5 for Bcs in our animals, regardless of the correspondence
between Pcy and F® system, as shown in Fig. 1. The canonical study did not allow to observe great
relations between the body indicators (Bcs and Bw) and the groups formed according to the F€ system
and the Pcv, for which there would be a high overlapping error within animals which would receive
anthelmintic treatment without need according to the results of this relationship. Divergent results
have been reported regarding the use of Bcs classification as an effect (Ferreira et al. 2019b), despite
its use having been suggested to identify nematode-resistant animals (Coutinho et al., 2015). An
anemic animal evaluated under a classical approach with Pcv < 17% and a F® score between 4 and 5
according to the F® classification (Van Wyk and Bath, 2002) would be predicted to have a low Bes.
However, 1.53% (8) and 11.69% (7) anemic animals were found for D1 and D2, respectively, with
good Bcs found in our database.

The influence of gastrointestinal parasites on hematological and biochemical serum parameter
changes in small ruminants is a reliable way to evaluate the health status of animals (Ohaeri and
Eluwa, 2011; Bordoloi et al., 2012; Bell et al. 2019) and thereby help to better understand the
pathogenesis of anemia, especially in the absence of other possible factors which may influence these
changes. It is important to emphasize that the aim of this study was not to recommend the use of

specific variables to investigate changes in F® scores in sheep populations, but rather to encourage
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research into other variables which may influence and explain these changes. Thus, the results of
applying the methods described herein will likely vary for different animal populations and
environments. Hematological parameters such as Rec, He, Pcv, Mcv, Mcr, Mcuc and Wee changed in
our study according to the groups with and without the correspondence between the F® and Pcv
category. However, the group which considered correspondence between Pcv and category F€
presented a better clinical pattern (Jain, 1993) regarding normality according to reference values, and
the same happens for the biochemical serum panel (Kaneko et al., 2008). The correct classification
rates of the CDA for hematology were the highest for both databases, mainly in D, and the main
variables for the success of the classification were Mcuc, Mcu, Mcv and Hg. This result shows the
importance of this group of variables to assist in the diagnosis and treatment of GIN, as also evidenced
by Bell et al. (2019). Most sheep showed no leukocytosis signs when we observed the animals truly
positive for anemia in both databases using a cut-off point of Pcyv < 19% and F® 3 and 4 scores
(Sotomaior et al., 2012; Ferreira et al., 2019a), with and without the correspondence between Pcv and
the F® category.

It is estimated that H. contortus can suck around 0.03 mL of blood/day, in addition to causing
blood leakage from the attachment site (Bordoloi et al., 2012). According to Soulsby (1976), the
bloodletting activities of H. contortus, in addition to reducing the He concentration, cause a decrease
in Rec and Pcv. The He and Rgc values of Brazilian tropical ewes reduced significantly between F€ 1
and 5 for the two databases, and these changes were accompanied by the increase in the Wsc. Infected
animals lose large quantities of serum proteins into the gut (Bordoloi et al., 2012), and a decrease of Tp
and Ugg in ewes of F© 4 and 5 categories was reported in this study.

For variables such as Fec, the egg count estimate variation decreases as the number of counts
increases (Vidyasshankar et al., 2012), meaning there is a response pattern from a better-defined
population. We believe that the same may also happen for the other variables, as a larger number of
samples or more information enables a better defined response pattern. The two CDA functions
enabled this individual classification herein, as observed in Fig. 3-B. The best-defined grouping of

animals in each two-dimensional plot is an indication of the same or close characteristics of each F®

11

107



291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

and Pcv classification group, showing well-defined profiles of the other variables in question in each
group (Epc, blood parameters and biochemical serum panel). The use of other variables to evaluate the
anemia condition of Brazilian sheep such as parasitological characteristics, performance,
hematological and biochemical parameters should be better evaluated, since the Pcv and F® patterns
proposed by Van Wyk and Bath (2002) are enough for successful flock treatment when correctly

evaluated.

5. Conclusion

The parasitological, performance, hematological and serum biochemical parameters of
Brazilian tropical ewes changed according to correspondence between the F€ system and the Pcy. The
F® system can be used as a reliable alternative for worm control in Morada Nova ewes and other
variables can reinforce this diagnosis, mainly in paying attention to the evaluation aspects associated
with the evaluator of the method. We can additionally identify the great functionality of canonical

statistical methods as a new approach in disease studies.
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Table 1. Correspondence between FAMACHA® (F°) category and the packed cell volume (Pcv, %)

class according to Van Wyk and Bath (2002).

E® Pcv range
1 >28

2 23 -27

3 18 -22

4 13-17

5 <12
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(A) Database 1: without using the
agreement between the F® system and the
Pcy (520 evaluations)
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Figure 1. Number of animals according to body condition score (Bcs) classification in two databases.

22



(A) Database 1: without using the
agreement between the F® system and the
Pcy (520 evaluations)
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452  Figure 2. Number of animals according to the FAMACHA® (F®) score classification in two databases.
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(A) Database 1: without using the (B) Database 2: using the agreement
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453  Figure 3. Bi-dimensional plot for discriminant canonical analysis for all variables in two databases.
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