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RESUMO

FERNANDES, Fernanda Mara, D.Sc. Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2015. CONTROLE BIOLOGICO DE NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE
BOVINOS POR MEIO DA ASSOCIAGAO DE FUNGOS HELMINTOFAGOS E
PESQUISA DE PARASITOSES INTESTINAIS EM HUMANOS NA ZONA DA MATA
DE MINAS GERAIS. Orientador: Jackson Victor de Araujo. Coorientador: Fabio
Ribeiro Braga.

O Brasil possui o segundo maior rebanho efetivo do mundo, com cerca de 200
milhdes de cabecgas. Porém, as helmintoses gastrintestinais de ruminantes sao
fatores de grande impacto na bovinocultura. O controle biolégico utilizando fungos
nematofagos surge como uma alternativa promissora no combate das helmintoses.
Trés isolados dos fungos nematofagos, Duddingtonia flagrans (AC001) Pochonia
chlamydosporia (VC4) e Arthrobotrys robusta (131) foram avaliados em condigdes
laboratoriais quanto a capacidade de predar larvas infectantes. Péletes foram
confeccionados contendo os 3 isolados e separados 2 grupos composto por 15
placas de Petri contendo AA2%. Foram adicionados 75 péletes, distribuidos sobre
as placas e incubadas a 25° C. Cerca de 3000 larvas de Haemonchus sp, Cooperia
sp. e Oesophagostomum sp. foram gotejadas sobre as placas, mantidas em estufa a
25° C e observadas diariamente, por 5 dias. Como controle, também foram
gotejadas aproximadamente 3000 larvas infectantes dos mesmos nematoides em
placas sem fungo. As larvas livres de predagdo foram recuperadas a partir do
método de Baermann. Observou-se um percentual de redug¢ao na recuperacao das
larvas de 94 % no grupo tratado em relagéo ao grupo controle (p<0,01), mostrando
serem eficientes. Em seguida os mesmos isolados foram avaliados a campo. Doze
animais foram utilizados, sendo previamente vermifugados com anti-helmintico para
bovinos e pesados, em seguida foram separados em dois grupos. No primeiro
grupo, cada animal foi tratado com aproximadamente 2 g de péletes para cada 10 kg
de animal, contendo os mesmos fungos associados, administrados 2 vezes por
semana conjuntamente com ragao comercial. No grupo controle cada animal
recebeu 2 g de péletes sem micélio adicionados a ragdo. Durante todo periodo
experimental, os animais do grupo tratado mantiveram contagem de ovos por

gramas de fezes significativamente menor (p<0,01) em relagdo aos animais do



grupo controle, com uma redugdo de 91,8%. A redugcdo do numero de larvas
infectantes recuperadas das pastagens foi de 27,5 % na distancia de 0-20 cm e de
26,7 % na distancia de 0-40 cm dos bolos fecais. A associagdo de fungos
nematofagos fornecida em matriz de alginato de sddio foi eficaz no controle dos
nematoides Haemonchus sp., Cooperia sp. € Oesophagostomum sp. por diminuir a
reinfec¢cdo devido a agédo antagdnica dos fungos sobre larvas infectantes disponiveis
nas pastagens. Infecgdes parasitarias acometem nao sé animais como também
seres humanos, tendo elevada prevaléncia em paises subdesenvolvidos. Elas sao
responsaveis por quadros clinicos variaveis podendo estar associadas a diarréia
cronica e a desnutricdo, o que pode comprometer o desenvolvimento de individuos
de diferentes faixas etarias. Este trabalho também tem por objetivo avaliar a
prevaléncia de parasitoses intestinais em pacientes atendidos em um Hospital
localizado na Zona da Mata de Minas Gerais no periodo de maio de 2007 a fevereiro
de 2015. Os exames de fezes foram realizados através da técnica de Hoffman, Pons
e Janer (HPJ). A prevaléncia das parasitoses intestinais de um total de 1.832
amostras foi de 13,85%. Entre as mulheres, 8,40% estavam parasitadas e 5,45%
nos homens. Houve associagcdo do numero de parasitoses intestinais quando
comparados com fatores socioecondmicos, sendo que 68,3% dos individuos
positivos para alguma parasitose possuia renda mensal menor que um salario
minimo. A alta prevaléncia de enteroparasitoses no Brasil deve-se entre outros
fatores, o dificil acesso ao saneamento basico e a falta de programas de educacéao

sanitaria.



ABSTRACT

FERNANDES, Fernanda Mara, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, september,
2015. BIOLOGICAL CONTROL OF GASTROINTESTINAL NEMATODES CATTLE
THROUGH FUNGI HELMINTOFAGOS ASSOCIATION AND INTESTINAL
PARASITES RESEARCH IN HUMANS IN GENERAL MINES KILL ZONE. Adviser:
Jackson Victor de Araujo. Co-adviser: Fabio Ribeiro Braga.

Brazil has the second most effective herd in the world, with around 200 million heads.
Since 2004, the country took the lead in exports, sales over 180 countries. However,
the gastrointestinal helminths of ruminants are major impact on cattle factors.
Biological control using nematophagous fungi appears as a promising alternative to
combat the gastrointestinal helminth infections from ruminants. Three strains of fungi
nematophagous, Duddingtonia flagrans (AC001), Pochonia chlamydosporia (VC4)
and Arthrobotrys robust (I131)) were evaluated under laboratory conditions as the
ability to avoid infective. Pellets were prepared containing the 3 isolated, which were
separated in 2 groups consisting of 15 Petri plates containing AA2%. 75 pellets were
added, distributed on the plates, incubated at 25 °C. Approximately 3000 larvae of
Haemonchus sp., Cooperia sp. and Oesophagostomum sp. were dripped onto the
plates, kept in an oven at 25 °C and observed daily for 5 days. As a control
technique, it was also dripped about 3000 infective larvae of nematodes in plates
without fungus. The free predation larvae were recovered from the Baermann
method. There was a reduction in the percentage recovery of the larvae of 94% in
the treated group compared to the control group (p<0.01), showing efficient. Then,
the same isolates were evaluated in field. Twelve animals were used, previously
vaccinated with anthelmintic, weighed and then separated into two groups. Each
animal in the first group was treated with approximately 2 grams of pellet per 10 kg of
body, containing the administered fungi associated twice a week, together with the
commercial feed. Each animal in the control group received 2 grams of mycelium
pellets without the fungi association added to feed. Throughout the test period, the
animals of the treated group remained egg counts per gram of feces significantly
lower (p<0.01) compared to the control group animals, reduction of 91.8%. The

reduction in the number of infective larvae recovered from pasture was 27.5% at a

Xi



distance of 0-20 cm and 26.7% at the distance of 0-40 cm from the stool bulk. The
animals of the treated group with the combination of fungi had a weight gain of
approximately 26.9% compared to the control group animals. The association
nematophagous fungi provided by sodium alginate matrix was effective in controlling
nematodes Haemonchus sp., Cooperia sp. and Oesophagostomum sp. by reducing
reinfection due to its antagonistic action of fungi on infective larvae on pastures
available. However, the parasitic infection affects not only animals but also human,
with high prevalence in developing countries. They are responsible for different
cases, being associated with chronic diarrhea and malnutrition, which can jeopardize
the development of different age groups. This work also aims to evaluate the
occurrence of intestinal parasites of patients treated in a hospital located in Minas
Gerais, Zona da Mata region, in the period from May of 2007 to February of 2015.
The stool tests were performed by technique Hoffman, Pons and Janer (HPJ). The
prevalence of intestinal parasites was 13.85% of all samples (1832 in total). About
genre, 8.40% women were parasitized, against to 5.45% of men. There was an
association of the number of intestinal parasites compared to socioeconomic factors,
where 68.3% of all infections were observed in population receiving less than the
minimum salary. The high prevalence of enteroparasitosis in Brazil, among other, is

due to the difficult access to basic sanitation and lack of health education programs.
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1. INTRODUGAO GERAL

O Brasil tem o maior rebanho bovino comercial do mundo, sendo de grande
relevancia socioeconémica. De acordo com a Food and Agriculture Organization
(FAO, 2014), o continente americano é responsavel por cerca de 36 % do rebanho
bovino produzido no mundo. O Brasil e a india possuem os maiores rebanhos,
sendo que o Brasil encontra-se em primeiro lugar na producdo. Ja os Estados
Unidos e China ocupam o terceiro e quarto lugares respectivamente.

O sistema de producgao brasileiro favorece a infec¢ao frequente de animais com
nematoides gastrointestinal, especialmente os mais jovens, pois apresentam maior
suscetibilidade, o que representa um dos principais obstaculos para a producéo de
bovino (AMARANTE, 2009).

De acordo com Anualpec (2003) grande parte da criacédo ainda é feita em
regime de pasto, levando a constantes infeccbes por parasitos presentes nas
pastagens, causando grande impacto na producéo de carne e leite e a altos custos
nas medidas de controle, levando a perda econdmica mundial estimada em milhdes
de dodlares. As condigbes ambientais sao fatores que influenciam diretamente nas
condicbes na pastagem oferecendo condigbes favoraveis para que os estadios de
vida livre dos helmintos gastrintestinais alcancem o estadio infectante. As
nematodioses gastrintestinais tém sido entrave a producdo desses animais,
principalmente os destinados ao consumo, e tem sido referenciada como sério
obstaculo para a criacdo, ndo somente no Brasil, mas, em todo o mundo
(AMARANTE et al., 1996; ARAUJO et al., 1998).

Estratégias de controle sugerem que as vermifugacdes sejam realizadas na
maioria das vezes com anti-helminticos. Porém, essas drogas nao tém sido
totalmente eficazes, uma vez que a resisténcia parasitaria que tem sido observada
(AMARANTE et al., 2004; ARAUJO et al., 2007).

Dessa forma, medidas alternativas que possam ajudar nesse controle tém sido
cada vez mais entendidas como importantes, e nesse sentido, uma delas é a
utilizacdo de fungos nematdfagos ou helmintéfagos que tem sido eficaz na
descontaminacdo ambiental e com isso diminuindo as recidivas das infecgdes
helminticas (ARAUJO et al., 2008; BRAGA et al., 2011a).

Os fungos nematdéfagos pertencentes ao grupo dos predadores tém sido

utilizados com sucesso no controle de nematodioses de animais em condi¢cdes
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laboratoriais. A utilizagdo de formulagdes contendo massa micelial desses fungos
tem se mostrado como uma ferramenta interessante a ser empregada no controle
estratégico das verminoses (SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2010).

Existem trabalhos que demonstram a eficacia destes fungos sobre formas
evolutivas de parasitas que acometem seres humanos. No trabalho de Araujo (2008)
foi testado a agao dos fungos Duddingtonia flagrans, Monacrosporium thaumasium,
Pochonia chamydosporia e Paecilomyces lilacinus sobre ovos de Taenia saginata.
Ja no trabalho desenvolvido por Braga et al., (2007) os autores testaram a acao de
isolados fungicos sobre ovos de Ascaris lumbricoides, os resultados do trabalho
demonstraram principalmente a agédo ovicida dos isolados fungicos, os autores
observaram que houve um aumentou de forma crescente desta agdo. Ainda de
acordo com Braga et al., (2007) a importancia de estudos como estes se da pelo
fato de que a transmissao de Ascaris lumbricoides ocorre principalmente através do
ambiente contaminado e os fungos poderiam ser utilizados como ferramenta para a
descontaminagao ambiental por ovos de nematoides.

As parasitoses intestinais apresentam altos indices de prevaléncia em seres
humanos, constituindo um sério problema de saude publica em varios paises,
especialmente naqueles em processo de desenvolvimento. Grande parte dos casos
acometem populacdes de niveis socioecondmicos mais baixos e com precarias
condi¢cbes sanitarias (MACEDO, 2005). A transmissdo e a manutengdo de uma
doenca na populagdo humana sé&o resultantes do processo interativo entre o agente,
0 meio ambiente e o hospedeiro humano (NEVES, 2005). De acordo com Melo et al.
(2010) para que ocorra uma diminuicdo da prevaléncia das enteroparasitoses, seria
necessario o governo nao apenas disponibilizar o tratamento medicamentoso, mas
que também tivesse um investimento em medidas profilaticas, através da
conscientizacdo da populacdo para os bons habitos de higiene e através da

disponibilizagcdo de saneamento basico para as comunidades mais carentes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Situagao da bovinocultura

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegdcio brasileiro no

cenario mundial. O rebanho bovino brasileiro proporciona o desenvolvimento de dois



segmentos lucrativos: as cadeias produtivas da carne e leite. O valor bruto da
producdo desses dois segmentos, estimado em R$ 67 bilhdes, aliado a presenca da
atividade em todos os estados brasileiros, evidenciam a importancia econémica da
bovinocultura em nosso pais. O Brasil possui 0 segundo maior rebanho efetivo do
mundo, com cerca de 200 milhdes de cabecas. Desde 2004, o pais assumiu a
lideranca nas exportagdes, com um quinto da carne comercializada
internacionalmente e vendas em mais de 180 paises. A expectativa € que a
producédo nacional de carne bovina suprira 44,5% do mercado mundial, essa
estimativa indica que o Brasil mantera posi¢gao de primeiro exportador mundial de
carne bovina (MAPA, 2014).

As helmintoses gastrintestinais de ruminantes sao fatores de grande impacto
na bovinocultura. Os prejuizos causados por essas infecgdes envolvem queda da
producgao, retardo no crescimento do animal, custos com tratamentos e até a morte
dos animais (MOTA et al., 2003).

2.2. Parasitoses gastrintestinais de bovinos

Dentre os parasitos gastrointestinais, no sudeste do Brasil, Cooperia e
Haemonchus, sdo os nematoides mais prevalentes em bovinos, seguidos pelo
género Oesophagostomum, que aparece em terceiro lugar (ARAUJO et al., 1998).

Haemonchus placei € considerado um dos parasitos de maior ocorréncia no
Brasil, com altas taxas de morbidade. Trata-se de um parasito hematéfago que
produz lesées na mucosa do abomaso e pode causar perdas de sangue e plasma
para a luz intestinal. Infeccbes macicas podem levar a hipoproteinemia e anemia

aguda em animais jovens, causando a morte (NISHI et al., 2002).
2.3. Controle biolégico

Nas pesquisas de novas alternativas para o controle das helmintoses de
bovinos, destacam-se o desenvolvimento de vacinas, manejo de pastagens, selecéo
de animais geneticamente resistentes e o controle bioldgico, onde antagonistas
naturais atuam na redugdo de uma populagdo de pragas que causam perdas
econdmicas significativas (ARAUJO e RIBEIRO, 2003).



Dentre os mais variados antagonistas de nematdides, encontram-se
organismos como fungos, bactérias, protozoarios, virus, entre outros. Sendo os
fungos nematofagos aqueles que apresentam melhores desempenhos em pesquisa
de controle biolégico de helmintos (MACIEL et al., 2006), destacando-se dentre eles
os fungos predadores dos géneros Arthrobotrys, Duddingtonia e Pochonia (ARAUJO
et al., 2004a).

Desta forma, o controle biolégico utilizando fungos nematéfagos ou
helmintéfagos surge como uma alternativa promissora no combate as helmintoses
gastrointestinais de ruminantes, sendo capaz de predar os estagios de vida livre dos
nematoides, reduzindo assim a quantidade de larvas disponiveis no ambiente em
que os animais se alimentam e consequentemente sua reinfeccdo (ARAUJO et al.,
2004a; BRAGA et al., 2011a).

O uso desses fungos ndo busca abolir a utilizagcdo de anti-helminticos, mas,
sim realizar o controle de maneira sinérgica (LARSEN, 1999). De acordo com
Mendoza-de-Gives (1999) a maioria dos organismos estudados permanece como
curiosidades e somente algumas espécies de fungos e bactérias demonstram ter um

potencial para a utilizagdo no controle bioldgico.

2.4 Fungos Nematoéfagos

Fungos nematéfagos sdo cosmopolitas, ocorrendo em forma saprofita em
solos naturais ou agricultaveis e em todo tipo de matéria organica em decomposi¢ao
(SILVA et al., 2010). De acordo com Mota et al. (2003) a administracdo de fungos
nematofagos aos animais domésticos é considerada uma proposta promissora, pois
a utilizagao desses fungos tem apresentado como uma oportunidade de controle dos
estagios de vida livre de nematoides, reduzindo assim as reinfestagdes. Estes
fungos também s&do chamados de fungos destruidores de nematoides, sao divididos
em grupos e estao catalogados em mais de 150 espécies. Podem ser classificados
em quatro grupos: endoparasitas, predadores, oportunistas (parasitos de ovos) e
produtores de metabdlitos téxicos (BRAGA, 2008).

Os fungos predadores, constituem o maior grupo, caracterizando-se pela
producao de um sistema de hifas que formam uma "rede" ou "armadilha", onde
capturam as larvas vivas de nematoides parasitas com uma fase exdgena de

desenvolvimento na pastagem. Posteriormente, expansdes destas "armadilhas" ou
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"redes" penetram nas larvas, crescem e absorvem o conteudo das larvas infectantes
de diversos nematoides parasitas gastrintestinais dos animais domeésticos (BIRD e
HERD, 1994). Mesmo com grande numero de espécies de fungos, grande parte dos
estudos com fungos nematéfagos tem se concentrado em espécies pertencentes ao
grupo dos predadores (LARSEN, 2000).

Estes fungos s&o organismos amplamente estudados no controle bioldgico de
nematoides parasitos de animais domésticos, na maioria sua agao é efetivamente na
redugao da populagcado destes parasitos em condigdes laboratoriais como também
nas pastagens (ASSIS e ARAUJO, 2003). Controladores bioldgicos atuam sobre os
hospedeiros intermediarios, vetores e estagios larvais de vida livre diminuindo dessa
forma a fonte de infeccao aos hospedeiros finais, causando assim menos efeitos
negativos no meio ambiente quando comparado aos métodos quimicos (ARAUJO et
al., 2004b).

As espécies de fungos nematéfagos Duddingtonia flagrans, Arthrobotrys
robusta sao identificadas como predadoras e tém sido estudadas como agentes
controladores biolégicos de nematoides potencialmente zoonodticos, entretanto,
podem existir diferengas no mecanismo de agao desses fungos sobre os distintos
géneros de nematoides (BRAGA et al., 2009b). Ja o Pochonia chlamydosporia trata-
se de um fungo predador de ovos de nematodides que formam um aprisionamento
através de suas hifas indiferenciadas que colonizam a parede dos ovos e penetram
através de uma presséo fisica e mecanica além de atividade enzimatica (LOPEZ-
LLORCA e ROBERTSON, 1992).

2.4.1 Duddingtonia flagrans

No grupo dos fungos predadores a espécie Duddingtonia flagrans é a mais
estudada e que tem apresentado melhor resultado no controle biolégico das
helmintoses gastrintestinais de animais domésticos (BRAGA et al., 2013).

De acordo com Larsen et al., (1992) este fungo possui grande capacidade de
produzir clamiddsporos, que permanecem viaveis depois de ingeridos e eliminados
pelas fezes dos animais, colonizando-as logo apdés a sua deposicdo no solo e
predando os nematédeos por meio de hifas adesivas. Estas estruturas suportam

condicbes adversas, desta forma estdo sendo amplamente utilizados na alimentagao



de bovinos, ovinos, caprinos, equinos e suinos, germinando no solo e formando
armadilhas (SILVA et al., 2010).

O aprisionamento do nematdédeo as redes tridimensionais € seguido pela
penetracdo de suas hifas na cuticula do nematdédeo, ocorrendo dentro da larva, a
digestdo dos conteudos internos (MOTA et al., 2003). Estes fungos apresentam
conidios com formato variando entre eliptico e ovdide, e septo de tamanho médio,
que predam nematoides por meio de hifas adesivas (figura 1), produzem conidios
com morfologia de 25-50 um de largura (COOKE e GODFREI, 1964).

Figura 1: Larva infectante capturada pelo fungo nematofago Duddingtonia flagrans
(seta branca) armadilhas do isolado fungico (seta preta) (Fonte: Silva et al., 2013).

2.4.2 Pochonia chlamydosporia

No grupo dos fungos ovicidas ha um destaque para a espécie Pochonia
chlamydosporia (figura 2) que produz enzimas extracelulares do tipo serino
proteases que desenvolvem papel importante na infeccdo e na destruicdo de ovos
de geohelmintos (BRAGA, 2008). De acordo com Esteves et al., (2009) diversos
estudos demonstram que isolados deste fungo através destas enzimas ativam varios
tipos de substratos, como polissacarideos, proteinas e lipidios. Uma das vantagens
deste fungo deve-se a produgao de clamiddsporos, que sao estruturas de resisténcia
e sobrevivéncia preferencialmente utilizadas como inéculo (KERRY e BOURNE,
2002).



Figura 2: A - Hifas de Pochonia chlamydosporia (seta branca) colonizando o ovo
de Enterobius vermicularis (seta preta); B — Destruicao do ovo do nematoide pelo
fungo aos 10 dias de interacdo (Microscopia 6ptica com aumento de 40x). (Fonte:
Braga et al., 2009a).

2.4.3 Arthrobotrys robusta

A maioria dos géneros de Arthrobotrys spp. produz armadilhas em forma de
redes adesivas simples ou tridimensionais que promovem a adesao (figura 3),
imobilizagédo, penetragdo e consequentemente destruicdo das larvas (NORDBRING-
HERTZ et al., 2006).

No Brasil estudos com bovinos a campo demonstraram que a administragcao
oral de conidios deste fungo aplicado 2 vezes por semana durante 4 meses foi
capaz de reduzir o OPG (ovos por gramas de fezes) e a quantidade de vermes
(ARAUJO et al., 1998).

De acordo com Van Oorschot (1985) a espécie possui conidiéforo ereto,
podendo se apresentar ramificado, com cerca de 300 um de comprimento, com a
extremidade do conidiéforo aumentada de tamanho, normalmente carregando 6
conidios de formato ovdide, hialino, septado préximo a regido mediana, com 18-27
pm de comprimento por 8-12 um de largura. Produzem redes adesivas com

capacidade de predar nematoides.



Figura 3: 1A/B - larvas infectantes (L3) de Strongyloides venezuelensis (seta
branca) e armadilhas de fungos nematéfagos (seta preta) aos sete dias (Fonte:
Braga et al., 2011b).

2.5. Parasitoses intestinais em seres humanos

A parasitologia pode ser definida como uma ciéncia que atua no estudo dos
organismos que vivem no interior ou exterior de um hospedeiro, que fornece
alimento e abrigo, resultando em uma associagdo que podera causar danos ao
hospedeiro. Este estudo é de fundamental importancia, uma vez que, esse tipo de
infeccdo € muito frequente na populacdo mundial (CIMERMAN & CIMERMAN,
2010).

Existem diferentes tipos de parasitoses, dentre estas ha um destaque para as
enteroparasitoses, conhecidas também como parasitoses intestinais, que sao
provocadas por parasitas que habitam normalmente o intestino do hospedeiro. Entre
as principais enteroparasitoses que acometem o homem estdo a: ascaridiase,
enterobiase, esquistossomose, tricuriase, necatoriase e ancilostomiase, amebiase e
giardiase. Ambas possuindo peculiaridades que as caracterizam (ZAIDEN, 2006;
ORO et al., 2010).

De acordo com Gongalves et al. (2003), a contaminagdo humana por
enteroparasitoses € uma ocorréncia de milhares de anos. Pesquisas realizadas na
América do Sul em estudos arqueoldgicos demonstraram a presenga de

Ancilostomideos, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis,
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Entamoeba sp., Giardia duodenalis, Cryptosporidium parvum dentre outros em
mumias incaicas de mais de 500 anos.

As enteroparasitoses vém apresentando altos indices de prevaléncia,
constituindo um sério problema de saude publica em varios paises, especialmente
naqueles em processo de desenvolvimento. Grande parte dos casos acometem a
populacdo de niveis soOcio-econdmicos mais baixos e com precarias condigdes
sanitarias (MACEDO, 2005). A alta prevaléncia de enteroparistoses no Brasil se
deve ao dificil acesso ao saneamento basico e a falta de programas de educagao
sanitaria para a populagdo mais carente, resultando em altos indices de morbidade e
associando-se frequentemente a quadros de diarreia crénica e desnutricao,
comprometendo o desenvolvimento fisico e intelectual, particularmente de criangas
em idade escolar, sendo estas as mais acometidas (MELO et al., 2010). Essas
doencas apresentam uma baixa taxa de mortalidade, porém altos indices de
morbidade, sendo consideradas endémicas em paises do terceiro mundo, se
tornando deste modo um problema de Saude Publica (FONSECA e SILVEIRA,
2009).

Helmintos e protozoarios estdo entre os patégenos mais frequentemente
encontrados no Brasil, se tornando um agravo importante a saude por ocasionarem
severos danos ao individuo. Deve-se observar que, as enfermidades parasitarias,
sao indicadores do desenvolvimento socioecondmico de um pais, visto que suas
consequéncias vao além de problemas gastrointestinais tratados no campo da
medicina (NEVES et al., 2005).

Mediante os diversos fatores, € possivel observar que ha um grande descaso
pelas medidas profilaticas. Desta maneira, a prevencdo, a qualidade e a
manutencdo da saude da populagcdo devem ser vista com maior respaldo pelo
governo brasileiro, pois se trata de uma endemia, consequentemente, ndo podendo
ser desconsiderada (MARQUES et al., 2005).
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4. OBJETIVO

Objetivo geral

Avaliar a atividade dos fungos Duddingtonia flagrans, Pochonia
chlamydosporia e Arthrobotrys robusta sobre larvas infectantes de

nematoides gastrointestinais de bovinos.

Verificar a prevaléncia de parasitas intestinais em um grupo de pacientes

atendidos em um Hospital de Muriaé - Minas Gerais.

Objetivos especificos

Testar in vitro a associagdo dos fungos Duddingtonia flagrans, Pochonia
chlamydosporia e Arthrobotrys robusta sobre larvas infectantes de

nematoides gastrointestinais de bovinos.

Avaliar se houve reducao na recuperagao de larvas infectantes e do numero

de ovos por grama de fezes (OPG);

Realizar a contagem de larvas infectantes por quilograma de matéria seca

recuperadas da pastagem nos grupos controle e tratado;

Observar qual parasita foi 0 mais prevalente em seres humanos.
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CAPITULO 1

Controle de nematoides parasitas gastrintestinais de bovinos pela associacao de

fungos larvicidas e ovicidas
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Resumo

As helmintoses constituem um dos principais fatores limitantes a criagdo de bovinos,
nesse sentido algumas estratégias de controle estdo sendo estudadas em todo o
pais. Dessa forma, foram avaliados os efeitos dos isolados dos fungos nematofagos,
Duddingtonia flagrans (isolado AC001), Pochonia chlamydosporia (isolado VC4) e
Arthrobotrys robusta (isolado 131) associados em uma formulagdo peletizada em
alginato de sodio no controle de nematoides gastrintestinais. A viabilidade dos
péletes em germinar e a atividade predatoria dos fungos apds o encapsulamento
foram avaliadas in vitro. No teste in vivo dois grupos de seis bezerros cada,
mesticos holandés x zebu, de seis a nove meses de idade, foram colocados em
pastagem de Brachiaria decumbens em propriedade rural localizada no municipio de
Vigosa-MG, Brasil. Em um dos grupos cada animal recebeu 2 g de péletes em matriz
de alginato de sodio contendo massa micelial dos fungos Duddingtonia flagrans
(isolado ACO001), Pochonia chlamydosporia (isolado VC4) e Arthrobotrys robusta
(isolado 131) via oral, 2 vezes por semana, durante 6 meses. No outro grupo,
controle, os bezerros receberam 2 g de péletes sem os fungos. A porcentagem de
péletes com cultivo positivo para o fungo foi de 100%, e o percentual de redugao de
larvas infectantes in vitro foi de 94% (p<0,01), ja no teste in vivo os animais do grupo
tratado com o fungo mantiveram contagem de ovos por gramas de fezes menor
(p<0,01) em relagao aos animais do grupo controle, com redugéo de 91,8 %. Foram
observados os seguintes géneros de nematoides: Haemonchus sp., Cooperia sp. €
Oesophagostomum sp. durante todo o experimento. A redugdo do numero de larvas
infectantes recuperadas das pastagens foi de 27,5 % na distancia de 0-20 cm e de
26,7 % na distancia de 20-40 cm dos bolos fecais. A associagdo de fungos
nematofagos utilizada foi eficaz no controle dos nematoides Haemonchus sp.,

Cooperia sp. e Oesophagostomum sp.

Palavras chave: Controle biolégico; Duddingtonia flagrans;,  Pochonia

chlamydosporia; Arthrobotrys robusta; Fungos Predadores.
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1. Introdugao

O Brasil tem o maior rebanho comercial do mundo e, no 1° trimestre de 2014,
foram abatidas 8,367 milhdes de cabecas de bovinos. Esse valor foi 2,9% superior
ao registrado no 1° trimestre de 2013, de 8,128 milhdes de cabegas (IBGE, 2013).
Existe a constante preocupacdo do aumento desta produtividade e, nesse sentido
algumas estratégias estao sendo avaliadas experimentalmente em todo o pais com
essa finalidade.

As helmintoses constituem um dos principais fatores limitantes a criacao de
bovinos e o0 uso de antihelminticos foi um modo eficaz para controlar o parasitismo
de nematoides, mas estirpes resistentes a antihelminticos disponiveis surgiram.
Além do problema da resisténcia que tem sido observada, ndo somente no Brasil,
mas também em todo o mundo, ha uma crescente preocupacao mundial em relagao
a contaminantes quimicos na carne bovina, bem como o risco de contaminagao
ambiental (AMARANTE, 2004; ARAUJO, 2007; SUTHERLAND E LEATHWICK,
2011).

Pesquisas apontam para a utilizagdo de agentes bioldgicos naturais do
ambiente e, nesse contexto, a utilizagdo de fungos nematofagos tem sido destaque
ha muito tempo (DIAS, et al., 2007). O que se pretende €& diminuir o numero de
nematoides livres no ambiente e com isso se evitar recidiva de infecgao helmintica, o
que sem duvida acontece durante todo o periodo do ano (ARAUJO, 2007).

Atualmente tem sido estudada formulacdo peletizada contendo um ou mais
isolados de fungos nematéfagos (ASSIS et al., 2013). Contudo, na maioria dos
estudos era utilizada uma formulagao a base de um unico isolado. Nos ultimos anos
a associacdo de dois ou trés isolados fungicos tem sido utilizada com sucesso,
porém devido a caréncia de trabalhos na area, sugerem-se mais trabalhos que
busquem avaliar qual a melhor dose de inoculagédo de cada isolado fungico ao longo
da confeccdo dos péletes (BRAGA, ARAUJO, 2014; SILVA, et al., 2010). Dessa
forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade de uma formulacao
peletizada em matriz de alginato de sédio dos fungos predadores de nematdides,
Duddingtonia flagrans (isolado AC001), Pochonia chlamydosporia (isolado VC4) e
Arthrobotrys robusta (isolado 131) e verificar sua eficacia no controle das

nematodioses gastrintestinais de bovinos de corte.
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2. Material e Métodos

2.1. Organismos e confecgdo dos péletes

Trés isolados de fungos nematdéfagos, sendo Duddingtonia flagrans (isolado
ACO001), Pochonia chlamydosporia (isolado VC4) e Arthrobotrys robusta (isolado 131)
armazenados na micoteca do Laboratério de Parasitologia do Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, onde eram mantidos a 4
°C, ao abrigo da luz em tubos de ensaio contendo corn-meal-agar 2 %, foram
utilizados. Uma parte destes foi repicada para placas de Petri de 9 cm de diametros
contendo meio agar-agua 2 % onde o fungo cresceu por sete dias. Para induzir a
formacgao de micélio fungico, fragmentos de agar de aproximadamente 5 mm contendo
micélio e esporos dos fungos foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 150 mL de meio liquido GPY (glicose, peptona, levedura), pH 6,5 sob
agitacado de 120 rpm, no escuro em temperatura de 26 °C e por 10 dias.

ApOs este periodo, o material fungico cultivado foi retirado com a ajuda de uma alga
de platina estéril. Os residuos do meio de cultivo foram retirados com auxilio de papel
filtro qualitativo e a massa micelial pesada para ser empregada na confecgao de
péletes em matriz de alginato de sodio na proporcdo de 5.7 g de cada fungo seguindo
metodologia descrita por Walker e Connick, (1983) e modificado por Lackey et
al.,(1993).

2.2. Ensaio experimental in vitro

Para avaliacdo da germinacao dos fungos foram utilizadas 30 placas de Petri de
9cm de didmetro contendo 20 ml de agar-agua, contendo 5 péletes distribuidos em
cada placa, que foram incubados a 25° C por 7 dias. Apds este periodo foi calculado
o percentual de péletes a partir dos quais houve formacéao de colbnias.

Ja para a avaliagao da atividade predatdria foram separados 2 grupos, um grupo
tratado composto por 15 placas de Petri de 9 cm de didametro e contendo 20 ml de
agar-agua, e um grupo controle, composto por 15 placas contendo 0 mesmo meio
de cultura. No grupo tratado foi adicionado no momento da confeccao dos péletes os
3 isolados fungicos, ja no grupo controle os péletes também foram confeccionados

contendo os fungos que posteriormente foram autoclavados a 120 °© C por 15
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minutos. Foram distribuidos 5 péletes por placa, em ambos os grupos. As placas
foram incubadas em cémara incubadora a 25° C, e o crescimento do fungo a partir
de cada péletes foi observado durante 5 dias.

Trés mil larvas de Haemonchus sp. (72%), Cooperia sp. (25%) e
Oesophagostomum sp. (3%) foram gotejadas sobre as placas dos grupos. Essas
foram mantidas em camara incubadora a 25° C. As larvas livres de predacao foram
recuperadas a partir das placas de Petri utilizando o método de Baermann.

O percentual de redugao de larvas do grupo tratado em relagédo ao controle foi

calculado de acordo com a férmula abaixo:

% reducao= (média de larvas do controle - médias de larvas do tratamento) x 100

média de larvas do controle

2.3 Ensaio experimental in vivo

O experimento foi conduzido em uma fazenda localizada no municipio de Vigosa,
estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil latitude 20° 45’ 20” S, longitude 42° 52’ 40”
W, entre os meses de novembro de 2013 a maio de 2014.

Doze bovinos, mesticos holandés x zebu com idade média de 12 meses e peso
médio de 200 Kg, foram vermifugados com anti-helmintico (albendazol 10% 7,5mg/Kg).
Vinte dias apds o tratamento com o anti-helmintico, foi feito o OPG de todos animais e
foi dividido aleatoriamente em dois grupos com 6 animais cada e distribuidos em dois
piquetes com 7,0 hectares cada de Brachiaria decumbens com historico de pastejo por
animais naturalmente infectados por nematoéides parasitos gastrintestinais de bovinos.

No primeiro grupo cada animal foi tratado com aproximadamente 2 g de péletes
para cada 10 kg de animal, contendo os fungos associados (AC001 + VC4 + [31)
administrados 2 vezes por semana conjuntamente com ragdo comercial. J& no grupo

controle cada animal recebeu 2 g de péletes sem micélio adicionado a racéo.

2.4. Colheita e processamento do material fecal

Semanalmente, apods a introducdo dos animais nos pastos amostras de fezes de
todos os animais de cada grupo foram coletadas diretamente do reto. Nessas
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amostras foram determinadas as contagens de ovos por grama de fezes (OPG)
descrita segundo a técnica Gordon e Whitlock (1939) e modificada por Ueno e
Gongalves (1998). A cada 15 dias, coproculturas foram realizadas com 20 g de fezes
misturadas com vermiculita e levadas a cdmara incubadora a 26 °C durante 8 dias
para obtencdo de larvas infectantes, que posteriormente foram identificadas
conforme Keith (1953).

2.5. Amostras de pastagem

A cada 15 dias, duas amostras de pastagem (0-20 e 20-40 cm de disténcia do
bolo fecal) foram coletadas dos piquetes dos grupos tratados e controle em (W) a
partir de seis pontos alternados, de acordo com Raynaud e Gruner (1982). Amostras
de 500 g de pastagem foram utilizadas, para recuperar as larvas infectantes (L3)
seguindo a metodologia descrita por Lima (1989) e posteriormente foram contadas e
identificadas segundo critérios estabelecidos por Keith (1953). As amostras de
pastagem foram colocadas em estufa a 100° C até atingir peso constante. Os dados

obtidos foram transformados no numero de larvas por quilograma de matéria seca.

2.6.Dados climaticos

Os dados climaticos referentes as médias de temperaturas maximas € minimas
mensais e precipitagcdes pluviais mensais foram registradas diariamente em uma
estacdo meteoroldgica especializada no Campus da Universidade Federal de
Vigosa-MG, Brasil.

2.7. Andlise estatistica

Os dados obtidos no ensaio experimental foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA) e, posteriormente, ao teste de Tukey com 1% de probabilidade

utilizando o software Bioestat 5.3.

As médias das contagens de ovos por gramas de fezes (OPG), dos nematoides

recuperados nas coproculturas e das L3 das pastagens dos grupos de animais, durante

0os seis meses de experimento, foram convertidos para médias mensais.

Posteriormente os dados foram transformados para log (x+1) e em seguida os
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resultados foram analisados por andlise de variancia (teste F) a 1 e 5 % de

probabilidade. Todas as analises foram realizadas utilizando o software BioEstat 3.0.
3 Resultados

Os isolados fungicos usados no presente trabalho mostraram-se eficazes na
predacao de larvas infectantes de nematdides de terceiro estagio (L3) em condicdes
laboratoriais, durante o periodo experimental. As placas do grupo tratado (AC001 +
131 + VC4) mantiveram recuperagdo de larvas menor (p<0,01) que as placas do
grupo controle (sem fungo). O percentual de redugdo no numero de larvas foi de
94% nas placas do grupo tratado em relagcdo ao grupo controle. Nas placas
inoculadas com os péletes com fungos, foi observada a esporulagao dos fungos
predadores.

Durante o periodo experimental, os animais do grupo tratado mantiveram OPG
menor (p<0,01) que os animais do grupo controle (figura 1). A média de redugao do
OPG de todos os meses nos animais do grupo tratado em relagéo ao grupo controle
foi de 91,8 %. O primeiro més experimental (novembro/2013) foi marcado por um
percentual de reducao de OPG de 83,6 % nos animais tratados com a formulagao.
As maiores diferengas foram observadas nos meses de fevereiro (96,4 %), margo
(96,4 %) e abril (97,1 %) (figura 2).

Nas coproculturas dos animais dos grupos tratados e controle (Figura 3 A e B) foi
observado a recuperagédo de larvas infectantes, com diferengas (p<0,01) durante
todo o experimento. No grupo de animais tratado com a associagcao fungica
(AC001+VC4+I31) os géneros com maior prevaléncia foram Haemonchus sp. (60,5
%) seguido pelos géneros Cooperia sp. (33,0 %) e Oesophagostomum sp. (6,5 %).
O grupo controle (sem tratamento fungico) os géneros observados também foram
Haemonchus sp. (59,4 %) seguido pelos géneros Cooperia sp. (35,2 %) e
Oesophagostomum sp. (5,4 %).

Na figura 4 sdo demonstrados os resultados do numero de L3 recuperadas das
pastagens. O percentual de redugdo do numero de larvas na distancia de 0-20 cm
entre os grupos foi de 27,5 % e na distancia de 20-40 cm foi de 26,7 %. Porém, nao
houve diferenca (p>0,05) no numero de larvas infectantes recuperadas por
quilograma de matéria seca recuperadas da pastagem entre os grupos. O numero

de L3 recuperadas nas distancias de 0-20 cm e de 20-40 cm do bolo fecal para o
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grupo de animais tratado foi menor quando comparado com o do grupo controle,
sendo que o maior numero de larvas infectantes foi recuperado na distancia de 0-20
cm do bolo fecal.

Em relagdo ao clima observado durante o periodo experimental as médias
mensais de temperatura e precipitagdo pluvial estdo representadas na figura 5. A
temperatura média durante o periodo experimental foi de 21,6 °C, a minima de 17,5

°C e a maxima de 28,3 °C.

4 Discussao

Este trabalho é o primeiro relato da associacédo de D. flagrans (AC001), A.
robusta (131) e P. chlamydosporia (VC4) em uma formulagao peletizada.

A germinagdo de estruturas reprodutivas foi observada somente nos fungos
predadores, o que pode estar relacionado a fungistase, que pode atuar impedindo o
crescimento e desenvolvimento de alguns fungos (BONONI, 1998).

No trabalho realizado por Ayupe (2014) o autor observou uma incompatibilidade
dos isolados 131 de A. robusta e AC001 de D. flagrans avaliados em conjunto, sendo
que o primeiro apresentou um desenvolvimento superior ou inibiu o crescimento do
outro. Os autores discutem que quando aplicados associados podem ser de
utilizacao limitada. Porém, a formulagdo aqui testada continha além dos isolados
citados por Ayupe (2014) o P. chlamydosporia (VC4), desta forma este tipo de
interagcéo e condicdo até entdo ndo havia sido testada.

De acordo com Araujo et al., (2004) para se escolher um fungo nematéfago
deve-se levar em consideragcado nao so testes in vitro, mas também testes a campo.
Silva et al., (2014) avaliaram a eficacia do D. flagrans (AC001) e do Monacrosporium
thaumasium (NF34a), administrados na mesma formulagéo aqui testada. Os animais
tratados apresentaram uma redugdo no numero de ovos e de larvas infectantes (p
<0,05).

No teste a campo, o percentual de reducdo do OPG foi observado no primeiro
més de tratamento, demonstrando dessa forma que o associado fungico foi
possivelmente mais eficaz quando comparado com apenas um fungo.

Ja no trabalho realizado por Luns (2013) onde os autores testaram a associagao
de D. flagrans e M. thaumasium em vacas, o numero de ovos por grama de fezes

(OPG) nao diferiu (p> 0,05) entre os grupos controle e tratado. O presente trabalho
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estd em acordo com os resultados registrados por Guimardes (1977) no qual
verificaram reducédo de OPG superior a 70 % em animais do grupo tratado, porém, a
associacao utilizada por eles foi somente entre os fungos D. flagrans e M.
thaumasium.

Em relacdo ao percentual de larvas infectantes verificadas nas fezes, os
resultados do presente trabalho concordam com os de Dias et al., (2007) que
obtiveram resultados semelhantes com bovinos no sudeste do Brasil. Ja no trabalho
realizado por Assis et al., (2013), foi possivel observar que a formulagao utilizada
contendo o D. flagrans foi eficaz no controle de Trichostrongylus sp., com percentual
de reducdo no OPG de 56,7 % e um percentual significativo na reducao de larvas
nas pastagens. No mesmo trabalho de Assis et al., (2013), as larvas recuperadas
foram as mesmas aqui encontradas, sendo Cooperia sp., Haemonchus sp. e
Oesophagostomum sp., com diferenca entre os resultados dos animais tratados com
o fungo e os do grupo controle, desta forma os dados s&o correspondentes. De
acordo com Lima et al., (1985), os géneros Cooperia sp. Haemonchus sp. e
Oesophagostomum sp. sdo os nematoides mais prevalentes no sudeste do Brasil,
sendo 0s mesmos aqui observadas.

Em relagdo ao numero de larvas recuperadas nas pastagens, o resultado esta de
acordo com o trabalho de Assis et al., (2013), que relataram maior numero de larvas
recuperadas dentro da distancia de 0-20 cm confirmando que poucas larvas migram
das fezes nas distancias de 20-40 cm.

Em relagédo as variagdes climaticas de acordo com Guimaraes (1977) e Lima et
al., (1985) as temperaturas médias de 16 a 20 °C s&o adequadas para o
desenvolvimento de larvas de nematoides parasitas de bovinos. Segundo Boom e
Sheath (2008) a precipitagcdo minima necessaria para o desenvolvimento de larvas
no ambiente € de 50 mm. O més de maio foi marcado pelo menor valor de
precipitacao pluvial, sendo de 8,4 mm?3. Consequentemente houve menor numero de

larvas recuperadas nas distancias de 0-20 cm e 20-40 cm dos bolos fecais.

5. Conclusao

O tratamento dos animais com o associado fungico em péletes de alginato de
sédio contendo os fungos Duddingtonia flagrans (isolado AC001), Pochonia

chlamydosporia (isolado VC4), Arthrobotrys robusta (131) foi eficaz na redugéo de
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infeccbes parasitarias ocasionadas por Haemonchus sp., Cooperia sp. e

Oesophagostomum sp.
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7. Anexos
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Figura 1: Médias mensais das contagens dos ovos por gramas de fezes (OPG) dos
animais do grupo tratado com os fungos Duddingtonia flagrans (isolado AC001),
Pochonia chlamydosporia (isolado VC4) e Arthrobotrys robusta (isolado 131) e dos
animais do grupo controle, coletados no periodo de novembro de 2013 a maio de
2014 no Brasil.
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Figura 2: Percentual (%) de redugdo das contagens de ovos por grama de fezes
(OPG) dos animais grupo tratado com a associagdo fungica de Duddingtonia
flagrans (isolado AC001), Pochonia chlamydosporia (isolado VC4) e Arthrobotrys
robusta (isolado 131) comparando com os animais do grupo controle no periodo de
novembro de 2013 a maio de 2014 no Brasil.
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Figura 3 A e B: Média mensal de larvas infectantes de nematdides parasitos
gastrintestinais (Haemonchus sp., Cooperia sp. e Oesophagostomum sp.)
recuperadas de coproculturas dos animais do grupo tratado com associagao dos
fungos Duddingtonia flagrans (isolado AC001), Arthrobotrys robusta (isolado 131) e
Pochonia chlamydosporia (isolado VC4) (A) e do grupo controle (péletes sem fungo)
(B) coletadas no periodo de novembro de 2013 a maio de 2014 no Brasil.
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Figura 4 A e B: Média mensal do numero de larvas infectantes (L3) de nematdides
por Kg de matéria seca de pastagem (Brachiaria decumbens) coletados dos pastos
dos animais dos grupos tratados com a associagao fungica Duddingoniia flagrans
(isolado ACO001), Pochonia chlamydosporia (isolado VC4) e Arthrobotrys robusta
(isolado 131) e dos animais do grupo controle, nas distancias de 0 a 20 cm (A) e de
20 a 40 cm do bolo fecal (B) avaliados no periodo de novembro de 2013 a maio de
2014 no Brasil.
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Figura 5: Médias das temperaturas maximas (T Max °C) e minimas (T Min °C)
mensais e precipitagdes pluviais registradas nos meses de novembro de 2013 a
maio de 2014, Vigosa no estado de MG, no Brasil.



CAPITULO 2

Parasitoses intestinais em humanos na Zona da Mata de Minas Gerais
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Resumo

A elevada prevaléncia de parasitoses intestinais em paises subdesenvolvidos é
responsavel por quadros clinicos variaveis. Frequentemente essas parasitoses se
encontram associadas a diarreia cronica e a desnutricdo podendo comprometer o
desenvolvimento de individuos de diferentes faixas etarias. O presente trabalho teve
por objetivo avaliar a ocorréncia de parasitoses intestinais em pacientes atendidos
em um Hospital localizado na Zona da Mata de Minas Gerais, no periodo de maio de
2007 a fevereiro de 2015. Os exames de fezes foram realizados através da técnica
de Hoffman, Pons e Janer (HPJ). A prevaléncia das parasitoses intestinais de um
total de 1.832 amostras foi de 13,85%. Entre os helmintos mostraram-se mais
prevalentes: Strongyloides stercoralis (0,49%), Ascaris Ilumbricoides (0,33%),
Ancylostoma sp. (0,27%), Taenia sp. (0,11%), Hymenolepis nana (0,11%) e
Enterobius vermiculares (0,05%). Em relacdo aos protozoarios Giardia lamblia
(5,29%) foi o mais observado, seguido por Endomilax nana (3,49%), Entamoeba coli
(3,33%), Entamoeba histolytica (0,38%). Entre as mulheres 8,40% estavam
parasitadas, ja em relagdo aos homens, foi observado um total de 5,45% de
infectados. E importante ressaltar a importancia de medidas preventivas com o

objetivo de diminuir a disseminagao das enteroparasitoses.

Palavras chave: Enteroparasitoses; Protozoarios; Minas Gerais - Brasil.
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1. Introdugao

Entre as principais parasitoses que acometem seres humanos destacam-se a
ascaridiase, enterobiase, esquistossomose, tricuriase, ancilostomiase, amebiase e
giardiase (ZAIDEN, 2006; ORO et al., 2010). De acordo com Gongalves et al.,
(2003) a contaminagdo humana por enteroparasitas € uma ocorréncia de milhares
de anos.

As enteroparasitoses apresentam baixa taxa de mortalidade, porém altos
indices de morbidade e sao consideradas endémicas em paises em
desenvolvimento, se tornando deste modo um problema de Saude Publica
(FONSECA,; SILVEIRA, 2009). A alta prevaléncia no Brasil se deve ao dificil acesso
ao saneamento basico e a falta de programas de educacgdo sanitaria para a
populacdo mais carente, resultando em altos indices de morbidade e associando-se
frequentemente a quadros de diarreia cronica e desnutricao, podendo comprometer
o desenvolvimento fisico e intelectual (MELO et al., 2010). Representam um dos
mais sérios problemas de saude publica, em razdo do grande numero de pessoas
acometidas e das diversas alteragdes organicas que podem ocasionar. As precarias
condicbes socioecondmicas e higi€nicas sanitarias sao fatores importantes que
contribuem para sua elevada prevaléncia no Brasil (BARCANTE et al., 2008).

A relevancia de estudos como este se da por constituir-se como um
importante instrumento na promocéao e protecao a saude. Dessa forma, o presente
trabalho teve por objetivo verificar a prevaléncia de parasitoses em pacientes
atendidos em um Hospital localizado no municipio de Muriaé-MG, Zona da Mata de

Minas Gerais.
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2. Metodologia

2.1 Amostras parasitoldgicas

A amostragem foi realizada no periodo de maio de 2007 a fevereiro de 2015,
com pacientes atendidos em um Hospital localizado no municipio de Muriaé/ Minas
Gerais Brasil, latitude 21° 07’ 50” S, longitude 42° 21’ 59” W. Esse Hospital recebe
pacientes de todos municipios da Zona da Mata de Minas Gerais. Os dados foram
obtidos pelo setor administrativo apdés a assinatura de um termo de livre
consentimento esclarecido (ANEXO), e as informacgbdes foram obtidas através do
Banco de Dados Oracle versao 10G com Ferramenta de Manipulagao de Banco
SQL Tools 1.6.

2.2 Critério de inclusao

Todos os exames parasitologicos de fezes que foram executados no hospital
durante o referido periodo foram incluidos. Desta forma a amostra ficou formada por
1.832 pacientes.

Os procedimentos de identificagdo das amostras foram realizados no Laboratério
de Analises Clinicas do Hospital utilizando técnicas de sedimentagao espontanea
(Hoffman Pons e Janer - HPJ) de acordo com metodologia descrita por Lutz (1919) e
aperfeicoada por Hoffmann, Pons e Janer (1934).

As amostras foram colhidas em recipiente plastico contendo solugédo conservante
MIF (Mercurio, lodo e Formol) e os pacientes foram considerados positivos quando

era verificada a presenga de qualquer enteroparasita (helmintos ou protozoarios).

3. Resultados e Discussao

Dos 1.832 exames parasitolégicos de fezes provenientes de pacientes atendidos
(internos e externos) no Hospital de Muriaé-MG de maio de 2007 a fevereiro de
2015, a prevaléncia das parasitoses intestinais nas amostras analisadas foi de
13,85%. Os helmintos mostraram prevaléncia de Strongyloides stercoralis (0,49%),

Ascaris lumbricoides (0,33%), Ancylostoma sp. (0,27%), Taenia sp. (0,11%),
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Hymenolepis nana (0,11%) e Enterobius vermicularis (0,05%). Em relacédo aos
protozoarios, Giardia lamblia (5,29%) foi o mais prevalente, seguido por Endolimax
nana (3,49%), Entamoeba coli (3,33%) e Entamoeba histolytica (0,38%), como pode

ser observado na Tabela 1:

Quadro 1. Prevaléncia das enteroparasitoses de pacientes atendidos em um
Hospital da Zona da Mata de Minas Gerais, entre os meses de maio de 2007 a
fevereiro de 2015.

Quantidade
de Percentagem

Descrigao amostras

Exames Positivos 254 13,85%
Exames Negativos 1578 86,15%
Total de Exames 1832 100,00%
Giardia lamblia 97 5,29%
Endolimax nana 64 3,49%
Entamoeba coli 61 3,33%
Strongyloides stercoralis 9 0,49%
Entamoeba histolytica 7 0,38%
Ascaris lumbricoides 6 0,33%
Ancylostoma sp. 5 0,27%
Hymenolepis nana 2 0,11%
Taenia sp. 2 0,11%
Enterobius vermicularis 1 0,05%

No presente trabalho, a maior prevaléncia foi observada para protozoarios, o
que pode indicar uma deficiéncia no tratamento da agua utilizada para consumo
humano, uma vez que grande parte desses podem resistir a determinados
tratamentos deficientes. A legislagao brasileira, reconhece o impacto desses agentes
e recomenda através da Portaria 518/2004 a pesquisa de Cryptosporidium e Giardia
em aguas que sao utilizadas para o abastecimento publico.

De acordo com os resultados, o parasita que apresentou uma maior
prevaléncia foi Giardia lamblia, com 97 casos positivos (5,29%). O alto indice de
infeccdo por G. lamblia pode indicar as condicbes socioecondmicas pelas quais
estes pacientes vivem, uma vez que o protozoario apresenta como via de
transmissao a fecal-oral. Outro importante ponto é o fato de que alguns animais
podem hospedar a G. lamblia, podendo ocorrer a contaminagéo da agua por fezes
desses, sendo assim uma outra forma de transmissdo para seres humanos. O

exame parasitologico de fezes constitui a melhor maneira de estabelecer o
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diagnostico da giardiase, por ser um metodo ndo invasivo, de facil execugéo, baixo
custo e por utilizar equipamentos de facil disponibilidade. A giardiase € uma infecgéo
intestinal de distribuicdo universal, afetando tanto paises desenvolvidos como
subdesenvolvidos (BRITO e BASTOS, 2006).

Cimerman e Cimerman (2003) discutem que a prevaléncia mundial da
giardiase é elevada, revelando 40% no Peru, 35% no Egito, 32,5% na Australia, 21%
na Tailandia, 20% na india, Guatemala e Cuba, 16% nos Estados Unidos e 28,5%
no Brasil.

A prevaléncia das parasitoses intestinais encontrada no presente trabalho foi
inferior quando comparada a outros estudos, todavia os estudos diferem em relagao
a idade dos pacientes. Como no trabalho realizado em uma creche da rede
municipal de Sao Paulo, onde os autores concluiram que de 147 criangas
estudadas, 93 (63,3%) apresentaram cistos de G. lamblia nas fezes. Trabalhos
desenvolvidos com criancas podem apresentar um maior numero de parasitoses,
isso pode ser justificado principalmente pelo habito de recreagdo (GUIMARAES;
SOGAYAR, 2001). Outro estudo realizado no Laboratério de Parasitologia e
Doengas Parasitarias da PUCRS, foi diagnosticado a prevaléncia de parasitos
intestinais, cujos valores para G. lamblia foram de 39,06% (FIGUEIREDO, et al.,
2011).

O segundo agente mais encontrado no grupo estudado foram cistos de
Endolimax nana, totalizando 64 (3,49%) pacientes positivos. Em um trabalho
realizado por Lodo et al., (2010) em que os autores verificaram a prevaléncia de
enteroparasitoses no interior paulista, relataram positividade para casos de
protozoarios ndo patogénicos, entre eles a Endolimax nana (44,7%). Os resultados
do trabalho corroboram com os encontrados no presente trabalho.

Cistos de Entamoeba coli apresentaram 3,33% de positividade. A prevaléncia
de protozoarios foi superior a de helmintos, o que tem sido demonstrado em outros
trabalhos, como o de Belo et al., (2012) e de Maia et al., (2014).

De acordo com Menezes e t al., (2013) Endolimax nana e Entamoeba coli sao
considerados organismos comensais, podendo ser indicadores de precariedade dos
servicos de saneamento basico, devido sua transmissao ser fecal-oral, mesma forma
de contaminagao de outros parasitos, como a G. lamblia. O fato da G. lamblia ter

sido o protozoario com maior prevaléncia (5,29%) pode ser justificado por uma
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possivel deficiéncia no tratamento de agua da regido. Desta forma este dado pode
ser usado como um forte indicador de contaminagéo fecal da agua consumida.

Em relagdo aos helmintos, Strongyloides stercoralis (0,49%) foi o mais
prevalente, seguido por Ascaris lumbricoides (0,33%), Ancylostoma sp. (0,27%),
Taenia sp. (0,11%), Hymenolepis nana (0,11%) e Enterobius vermiculares (0,05%).
Strongyloides stercoralis € um nematddeo intestinal cuja prevaléncia pode variar
bastante. Normalmente a infecgdo pode ser assintomatica, porém em alguns casos
pode-se manifestar com extrema gravidade associada a mortalidade (VADLAMUDI
et al., 2006).

A prevaléncia de A. lumbricoides esta associada a precarias condigbes
sanitarias, sendo um importante indicador do estado de saude de uma populacéo.
Alguns fatores sao capazes de interferir em sua prevaléncia, tais como: area
geografica estudada, tipo de comunidade, nivel socioecondmico, acessibilidade a
bens e servigos, estado nutricional, idade e ocorréncia de predisposicédo a infeccao
parasitaria (COSTA et al., 1998).

Ja a baixa prevaléncia de Enterobius vermiculares (0,05%) pode ser
justificada pelo método que foi utilizado para o diagndstico e a faixa etaria do grupo
pesquisado. Uma vez que o método de sedimentagédo espontanea néo € de grande
sensibilidade nos casos de suspeita de enterobiase e a faixa etaria mais acometida
por esta parasitose sao criangas com idade de 5 a 14 anos de idade (NEVES, 2005).

Um trabalho desenvolvido no municipio de Piau, em Minas Gerais,
demonstrou uma predominancia dos mesmos parasitas aqui encontrados, sendo os
Ancilostomideos e Giardia os mais prevalentes, ambos com 13,7 % (MARINHO,
2008).

Em relagdo ao sexo dos pacientes, 1.172 (64%) eram constituidos por
mulheres, sendo 32% com idade de 28-40 anos e 68% com idade entre 40-68 anos.
Seiscentos e sessenta pacientes (36%) eram do sexo masculino, sendo que 17%
com idade entre 37-50 anos e 83% com idade entre 50-74 anos. Em relagéo a
prevaléncia das parasitoses, constatou-se que 8,40% das mulheres estavam
parasitadas sendo os protozoarios os mais encontrados. Em relacdo aos homens, foi
observado um total de 5,45% de infectados. Em ambos os sexos a faixa etaria mais
acometida com alguma parasitose foi entre pacientes com idade entre 40-68 anos

nas mulheres e 50-74 entre os homens.
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Parasitas intestinais estdo presentes no ambiente atingindo a populagéo
humana principalmente através da ingestdo de alimentos e agua contaminada.
Paciente mais velhos encontram-se mais propensos a apresentar alteragcdes no seu
estado de saude frente a um agressor (externo ou interno), principalmente pelo uso
de muitos medicamentos, podendo assim dificultar o tratamento especifico das
parasitoses devido as interagdes medicamentosas e agravamento dos efeitos
colaterais, tornando-se alvo maior de doencas (MURAI, 2005).

De acordo com Campos et al., (2002), a presenga do endoparasito pode estar
significativamente associada as precarias condigdes socioeconémicas e ambientais,
entre estes fatores. A alta prevaléncia de enteroparistoses no Brasil se deve ao dificil
acesso ao saneamento basico e a falta de programas de educagao sanitaria. Dessa
forma, vale ressaltar a importdncia de medidas preventivas com o objetivo de

diminuir a disseminacao de enteroparasitoses e melhorias de condi¢cbes de saude.
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5. ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa:

Nome do Pesquisador:

Nome do (s): Orientador(a):

1.

2
3.
4

Natureza da pesquisa:

Participantes da pesquisa:

Envolvimento na pesquisa:

Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa néo traz complicagdes legais.
(especificar aqui possiveis riscos e desconfortos gerados durante a pesquisa). Os
procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa
com Seres Humanos conforme Resolucido no. 196/96 do Conselho Nacional de Saude.
Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade.

Confidencialidade: todas as informacdes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente o (a) pesquisador (a) e o (a) orientador (a) terdo conhecimento
dos dados.

Beneficios: ao participar desta pesquisa a sra (sr.) ndo tera nenhum beneficio direto.
Entretanto, esperamos que este estudo traga informagdes importantes sobre (...), de
forma que o conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa possa (...), onde
pesquisador se compromete a divulgar os resultados obtidos. A sra (sr.) ndo tera
nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como nada sera pago por

sua participagao.

Apds estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar
desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem.

Obs: Nao assine esse termo se ainda tiver duvida a respeito.

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto
meu consentimento em participar da pesquisa. Declaro que recebi copia deste termo de
consentimento, e autorizo a realizagdo da pesquisa e a divulgacado dos dados obtidos neste
estudo.

Nome do Participante da Pesquisa

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Orientador
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CONCLUSOES

1. Observou-se no teste in vitro um percentual de reducdo na recuperacdo das
larvas de 94 % nas placas de petri do grupo tratado em relagdo ao grupo controle
(p<0,01).

2. O tratamento dos animais com associagcdo fungica foi eficaz para controlar
infecgdes ocasionadas por Haemonchus sp., Cooperia sp. € Oesophagostomum sp.
Mantiveram contagem de ovos por gramas de fezes (OPG) menor (p<0,01) quando
comparado o grupo tratado com os animais do grupo controle, com um percentual
de redugao de 91,8 %.

3. A prevaléncia das parasitoses intestinais de 1.832 amostras foi de 13,85%, sendo
os protozoarios os mais encontrados. A alta prevaléncia de enteroparistoses no
Brasil se deve ao dificil acesso ao saneamento basico e a falta de programas de

educacgao sanitaria.
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CERTIFICADO

A Comissao de Etica no uso de Animais — CEUA/UFV certifica que o processo
n° 38/2014, intitulado “Controle biolégico de nematoides gastrintestinais em bovinos
por meio da associagcdo de fungos Helmintdéfagos dos géneros Duddingtonia,
Pochonia e Arthrobotrys”, coordenado pelo professor Jackson Victor de Araujo do
Departamento de Veterinaria, estd de acordo com a Legislagdo Vigente (Lei N°
11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolugdes Normativas editadas pelo
CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e a Utilizagao
de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia
preconizada pelo CONCEA/MCTI, portanto sendo aprovado por esta Comissdo em
23/06/2014, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number
38/2014, named “Biological control of gastrointestinal nematodes in cattle through
the association of fungi of the Helmintéfagos genere Duddingtonia, Pochonia and
Arthrobotrys”, is in agreement with the a ctual Brazilian legislation (Lei N° 11.795,
2008), Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian
Practice Guideline for the Care and Use of Practice the Euthanasia recommended by
CONCEA/MCTI therefore being approved by the Committee on June 23, 2014 valid

for 12 months.
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