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RESUMO

RODRIGUES, Joao Victor Facchini, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2016. Fungos Helmintéfagos Duddingtonia flagrans,
Monacrosporium thaumasium e Arthrobotrys robusta no controle de
Oesophagostomum spp. parasito intestinal de suinos. Orientador: Jackson
Victor de Araujo. Coorientador: Artur Kanadani Campos.

A produgao de suinos em sistemas semi-intensivo e extensivo constitui uma
alternativa aos sistemas tradicionais de criacdo, entretanto, a infeccdo por
helmintos parasitas pode ser favorecida. Dentre as parasitoses que acometem
0s suinos, se destacam os helmintos pertencentes aos géneros Ascaris,
Strongyloides, Hyostrongylus e Oesophagostomum, que apresentam suas
formas infectantes presentes no ambiente, causando perdas econémicas no
rebanho. Diante disso, esse trabalho teve como objetivos: Avaliar a eficacia in
vitro da formulagao fungica contendo o fungo helmintéfago Duddingtonia flagrans
sobre larvas infectantes de Oesophagostomum spp.; Observar a dindmica de
eliminacao de esporos do fungo helmintéfago Duddingtonia flagrans e avaliar a
viabilidade ap6s a passagem pelo trato gastrintestinal de suinos; Avaliar a
eficacia in vitro dos isolados dos fungos helmintéfagos Duddingtonia flagrans,
Monacrosporium thaumasium e Arthrobotrys robusta, sobre larvas infectantes de
Oesophagostomum spp. O trabalho foi dividido em dois capitulos, onde o
primeiro verificou a eficacia in vitro dos isolados de Duddingtonia flagrans,
Monacrosporium thaumasium e Arthrobotrys robusta, sobre larvas infectantes de
Oesophagostomum spp., onde todos os isolados demonstraram capacidade
predatdria eficaz sobre larvas infectantes. O segundo capitulo foi subdivido em
trés ensaios, que foi verificado a predacgao in vitro da formulacao fungica sobre
larvas infectantes de Oesophagostomum spp. em placas de Petri, em
coproculturas, e apds a passagem pelo trato gastrintestinal de suinos. Ambos os
ensaios obtiveram resultados satisfatérios, quanto a predacdo das larvas
infectantes, e os isolados fungicos suportaram a passagem pelo trato
gastrintestinal, sem perder a capacidade de predacdo sobre as larvas
infectantes. Os resultados apresentados nesse trabalho demonstram alta
eficiéncia da formulagéo fungica feita a partir do isolado de Duddingtonia flagrans
em farelo de arroz, e dos isolados Monacrosporium thaumasium e Arthrobotrys

robusta na predacgéao de larvas infectantes de Oesophagostomum spp., podendo

Xi



ser uma alternativa no controle de formas infectantes de nematoides parasitas

de suinos.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Joado Victor Facchini, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2016. Helmintofagos fungi, Duddingtonia flagrans,
Monacrosporium thaumasium and Arthrobotrys robust in control of
Oesophagostomum spp. of intestinal parasite of pigs. Advisor: Jackson
Victor de Araujo. Co-advisor: Artur Kanadani Campos.

The pigs production in semi-intensive and extensive systems constitute an
alternative to traditional farming systems, however, infection with parasitic
helminths can be favored. Among the parasites that affect pigs, stand out
helminths belonging to the genera Ascaris, Strongyloides, Hyostrongylus and
Oesophagostomum, which present their infective forms present in the
environment causing economic losses in the herd. Thus, this study aimed: To
evaluate the in vitro efficacy of fungi isolated from helmintéfagos Duddingtonia
flagrans on infective larvae of the Oesophagostomum spp.; Observing the
dynamics of elimination of spores and assessing the viability after passage
through the gastrointestinal tract of pigs; and to assess the in vitro efficacy of
fungi isolated helmintéfagos Duddingtonia flagrans, Monacrosporium
thaumasium and Arthrobotrys robust on infective larvae of the
Oesophagostomum spp. The study was divided in two chapters, where the first
verified in vitro efficacy of isolated Duddingtonia flagrans, Monacrosporium
thaumasium and Arthrobotrys robust on infective larvae of Oesophagostomum
spp., where all isolates showed predatory capacity. The second chapter
subdivided into three tests, to verified in vitro predation of fungal formulation rises
infective larvae of Oesophagostomum spp. in Petri dishes in fecal cultures and
after passage through the gastrointestinal tract of pigs. Both assays obtained
satisfactory results, and predation of infective larvae, and supporting the passage
through the gastrointestinal tract without losing predation capacity. The results
presented in this study demonstrate high efficiency of the fungal formulation
made from the isolated Duddingtonia flagrans in rice bran, and isolated
Monacrosporium thaumasium and Arthrobotrys robust in predation infective
larvae of the Oesophagostomum spp., could be an alternative to control infective

forms of nematode parasites pigs.
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1. INTRODUGAO

No Brasil, a suinocultura é uma das atividades econémicas responsaveis
pelo desenvolvimento econémico e social de muitos municipios (ABIPECS,
2012), contudo, esse setor vem sofrendo mudangas com exigéncias de mercado
ligadas ao sistema de produgdo, como a visdo do bem-estar animal e uma
producdo organica, que permite a exploracdo desta atividade em sistema
extensivo (DILL et al., 2009).

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization of he United Nations),
a suinocultura dentre as exploragbes agropecuarias € responsavel por
aproximadamente 69% do consumo mundial de agua (FAO, 2002), reconhecida
como atividade altamente poluente, sendo tema de debates e discussdes em
eventos por todo o mundo (HIGARASHI et al., 2006).

Em busca do “suino verde”, a produgao de suinos ao ar livre tem se
expandido, o que pode favorecer infec¢des por helmintos parasitas (NANSEN &
ROEPSTORFF, 1999). Durante muito tempo o controle de helmintos se baseou
unicamente no tratamento anti-helmintico. Com o aumento na taxa de
contaminagao do rebanho confinado, ou das pastagens dos rebanhos criados ao
ar livre, os anti-helminticos passaram a ser vantajosamente combinados com
medidas alternativas e sustentaveis como: utilizagdo de genéticas mais
resistentes, carboidratos fermentaveis na dieta e a fungos helmintéfagos para
eliminacao de ovos do ambiente (ROEPSTORFF et al., 2011, FERREIRA et al.,
2010).

As parasitoses intestinais constituem um dos principais fatores limitantes
a producao animal. Em suinos o problema se torna mais relevante quando o
sistema de producdo é extensivo, pois os animais estdo mais expostos aos
agentes parasitarios. Entre as parasitoses, destacam-se as nematodioses, cujos
danos a saude animal estdo relacionados aos agentes etiolégicos e
susceptibilidade do hospedeiro (MACRAE, 1993; ARAUJO, 2004). As
nematodioses produzem efeitos deletérios que influenciam na capacidade
produtiva, conversao alimentar, taxa de crescimento e também elevam os custos
com tratamentos profilatico e curativo e em casos extremos, a morte dos animais
(NANSEN & ROEPSTORFF, 1999; EIJCK & BORGSTEEDE, 2005).



Problemas relacionados a resisténcia dos parasitos aos anti-helminticos,
residuos em produtos alimenticios de origem animal e efeitos adversos no
ambiente justificam a busca por métodos alternativos de controle parasitario que
assegurem saude e seguranga dos organismos vivos, por meio de tratamentos
estratégicos baseados na epidemiologia e eliminagcdo de vermifugagcdes
desnecessarias. Dentre as alternativas de controle, se encaixa o controle
biolégico de helmintos por fungos helmintofagos (MOTA et al., 2003; BRAGA &
ARAUJO, 2014).

O controle biolégico, ndo tem atuagao sobre estagios internos do parasito,
demonstra a capacidade de atuagdo sobre os hospedeiros intermediarios,
paraténico, vetores, e os fungos nematofagos sobre estagios larvais de vida livre,
que diminuem a fonte de infeccdo aos hospedeiros finais (ARAUJO et al., 2004).
Os fungos nematofagos sao classificados como antagonistas naturais nao
somente de nematoides, mas também de cestoides e trematddeos, onde Braga
e Araujo, 2014, propuseram uma nova classificagdo, helmintéfagos, devido
varios trabalhos ja publicados que provam a eficacia sobre esses organismos,
nao se restringindo somente a nematoides, mas sim aos helmintos. Esses fungos
sao capazes de promover a captura, a morte ou até mesmo a destruicdo desses
organismos (BRAGA et al., 2007), além disso, seu uso ocasiona menos efeito

negativo no ambiente que os métodos quimicos utilizados (ARAUJO et al., 2004),



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mercado e consumo da carne suina no Brasil e no Mundo

O setor suinicola é uma cadeia produtiva responsavel por gerar empregos
no campo e na industria, com mais de quatro milhdes de postos de trabalho
sendo o setor que oferece o maior numero de empregos no agronegocio
brasileiro, gerando mais de quatro milhées de postos de trabalho (ABIPECS,
2012; USDA/ABIPECS, 2013).

O Brasil ocupa o quarto lugar na produgao e exportacdo mundial da carne
suina (ABIPECS, 2013), sendo o maior produtor a China, somando quase 50%
da producdo mundial (GERVASIO, 2013). A Uni&o Europeia e Estados Unidos
sdo o segundo e terceiro maior produtor, respectivamente (ABIPECS, 2013).

A produgao no Brasil esta concentrada respectivamente nos estados de
Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Parana, Minas Gerais, Mato grosso, Goias
e Sao Paulo quase na mesma proporcéao (ABIPECS, 2013).

O Programa Nacional de Desenvolvimento da Suinocultura (PNDS)
criado pela Associagao Brasileira dos Criadores de Suinos (ABCS) traz novos
desafios para a suinocultura. O programa busca novos caminhos de
sustentabilidade aumentando a eficiéncia produtiva, objetivando aumentar o

consumo per capita de carne suina (LOPES, 2013).

2.2 Helmintoses que acometem os suinos

As parasitoses ocupam lugar de destaque na suinocultura, provocando
perdas dificeis de serem mensuradas, pois aumentam a morbidade e suas
consequéncias como 0 emagrecimento, retardo no crescimento e aumento do
indice de consumo alimentar, podendo levar a morte. Economicamente,
diminuem a qualidade dos produtos obtidos e aumentam os custos com anti-
helminticos e tratamentos terapéuticos complementares (RAYNAUD, 1984). A
prevaléncia e os graus de infecgbes helminticas em suinos estdo diretamente
relacionados com a higiene e o sistema de manejo (ROEPSTORFF & NILSSON,
1991). Infecgao por helmintos sao significativamente mais baixas nas granjas em
que as fezes sdo removidas diariamente (KAGIRA et al. 2008), no entanto, além

3



da remocao das fezes, a desinfecgéo do piso reduz a ocorréncia de coprofagia,
reduzindo a taxa de infecgdo dos animais e a contaminagdo na granja
(ROEPSTORFF & NILSSON 1991).

Os helmintos parasitas intestinais mais relevantes em suinos sdo: Ascaris
spp., Strongyloides spp., Hyostrongylus spp., Oesophagostomum spp. e
Trichuris spp. (WAGNER E POLLEY, 1997; NANSEN E ROEPSTORFF, 1999;
EIJCK E BORGSTEEDE, 2005).

2.3. Oesophagostomum spp.

Oesophagostomum spp. € um género de nematoide estrongilideo,
pertence a superfamilia Strongyloidea. Em suinos, a oesofagostomose deve-se,
as especies O. dentatum e O. quadrispinulatum e caracteriza-se por provocar
enterites com lesdes nodulares no intestino grosso, os quais interferem na
digestdo e absorcdo de nutrientes e afeta principalmente animais de recria,
engorda e adultos (KAUFMANN, 1996; URQUHART ET AL. 1998;
SOBESTIANSKY E BARCELLOS, 2007; DURO, 2010).

Oesophagostomum spp. possui um ciclo direto, pela ingestao de larvas
infectantes (L3) (DURO, 2010), a Infeccado por penetragdo cutanea também é
possivel em suinos (URQUHART et al. 1998). Os ovos s&o eliminados nas fezes,
e ainda dentro do ovo ocorre a formagao de larva de primeiro estadio (L1) que
em seguida saem para o ambiente, que depois de duas mudas dara origem as
L3z (KAUFMANN, 1996). Apds a ingestdo das larvas infectantes (L3), as larvas
penetram na mucosa intestinal (em qualquer segmento entre o intestino delgado
e intestino grosso). Algumas espécies, como O. quadrispinulatum, ficam no
interior de nddulos. Entre cinco e sete dias seguintes ocorre o desenvolvimento
larval para o quarto estadio (L4). Posteriormente, as L4 voltam ao lumen do
intestino onde maturam e se tornam adultos, 40 a 50 dias apds a infeccdo. Na
reinfeccao, as larvas podem permanecer nos nédulos por um periodo de até um
ano (DURO, 2010). No periparto, pode ocorrer o0 aumento na produgao de ovos
de Oesophagostomum spp. devido a alteracbes hormonais, atingindo o maximo
de postura cerca de seis a sete semanas pos-parto (DUNN; 1978). Este

fenbmeno tem a maxima importancia na infecgao dos leitées lactantes.



O diagndstico pode ser feito através de exame coproldgico, por técnicas
de sedimentacdo ou flutuagdo, e complementado por -cultura larval
(SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007). Também pode ser feita a identificacdo
do parasita através das lesdes post-mortem, onde na necropsia encontram-se
vermes adultos e nédulos na mucosa intestinal (DURO, 2010).

O controle é feito com anti-helminticos, usando drogas como piperazina,
levamizol, oxibendazole ou fenbendazole. Somada a esta pratica, é indicado
como medida profilatica, a implantacdo de programas de limpeza e desinfecgao,
com o objetivo de reduzir a possibilidade de sobrevivéncia de larvas de terceiro
estadio (SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007).

Trabalhos de prevaléncia de helmintos que relatam a presenca do
Oesophagostomum spp. ha em todo o mundo. Aguiar (2009), em um trabalho
epidemioldgico de parasitoses gastrintestinais de suinos feita a partir de fezes
de suinos naturalmente infectados de criacbes subsistentes, obteve como
resultado a presenca de 51,6% de larvas de Oesophagostomum em
coprocultura, ja estudo realizado em Ghana, coproculturas revelaram a
frequéncia de 53,3% de Oesophagostomum (PERMIN et al., 1999) e no Brasil,
85% (LIGNON, et at., 1981).

Pigi (2007), notou grande diferenca na prevaléncia do helminto em
criagdes intensiva (< 17%) para criagbes extensivas (100%) na Franga. Porém
D’Alencar et al. (2011), em trabalho epidemiolégico na Zona da Mata do Estado
de Pernambuco, Brasil, que também demonstra em seus resultados a presenca
de Oesophagostomum em fezes de suinos, demonstra que a ocorréncia ocorreu
apenas nas criagdes subsistentes, ndo havendo a presenca do helminto em
criagdes tenrificadas.

Considerando que parte do ciclo de vida desse nematoide se passa no
ambiente, medidas alternativas para controlar formas infectantes desses
nematoides sdo necessarias. Dentre essas medidas, o controle bioldgico através
de fungos helmintéfagos merece destaque (FERREIRA, 2011).

2.4. Controle Biolégico

O termo controle bioldgico se aplica a utilizagado de antagonistas naturais

disponiveis no ambiente, para diminuir a um limiar subclinico e economicamente
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aceitavel a populagao de um agente causador de perdas produtivas a atividade
pecuaria ou agricola (ARAUJO et al., 2004). Fungos helmintéfagos, demonstram
uma alternativa promissora na profilaxia das helmintoses gastrintestinais
parasitarias, através da produgdo de armadilhas responsaveis pela captura e
destruicdo dos estadios infectantes dos nematoides. O controle biolégico néo
atua sobre estagios internos de parasitos, concentra suas ag¢des sobre os
hospedeiros intermediarios, paraténicos, vetores e estagios larvais de vida livre,
diminuindo a fonte de infeccdo para os hospedeiros finais e diminuindo a
contaminagao ambiental causando menos efeitos negativos no ambiente que os
métodos quimicos (MOTA et al., 2003).

O controle biolégico apresenta vantagens como a especificidade de
organismo-alvo, facil multiplicagdo e dispersdo no ambiente, efeito prolongado
afetando até geracbes subsequentes, associagdo com drogas sem deixar
residuos ou toxicidade para animais e ambiente, menor custo e a diminuicdo do
aparecimento de resisténcia (HONER & BIANCHIN, 1987).

2.5. Fungos helmintéfagos

Fungos helmintéfagos sdo organismos sapréfitas, que podem atuar no
controle de ovos e larvas infectantes de helmintos parasitos dos animais
domeésticos. A atividade predatoria sobre os ovos e a larvas é direcionada para
o0 ambiente fecal, com producdo de armadilhas que capturam e eliminam as
formas de vida livre, diminuindo as recidivas infecgdes (LARSEN, 1999; ARAUJO
et al., 2008; BRAGA et al., 2009; BRAGA et al., 2010). Podem ser classificados
em: endoparasitas, predadores e oportunistas (parasitas de ovos) de acordo
com o modo de acdo, captura e forma de eliminacao das formas infectantes.

Fungos helmintéfagos predadores de larvas e destruidores de ovos
(oportunistas) tém sido amplamente estudados, no controle biolégico dos
helmintos gastrintestinais, em condi¢des laboratoriais e a campo (BRAGA et al.,
2009; BRAGA et al., 2010). Fungos predadores produzem estruturas em forma
de anéis constritores e ndo constritores, hifas, botdes e redes bidimensionais e
tridimensionais adesivas ao longo do micélio. O aprisionamento a armadilha é

seguido pela penetracao das hifas na cuticula do nematoide (TUNLID et al, 1992)



Dentro do nematdide, ocorre o crescimento das hifas e a digestao dos conteudos
internos (TUNLID et al, 1992; MORGAN E KABANA, 1988)

Apesar de todos os avangos realizados na pesquisa de utilizagao de
fungos nematdéfagos como controladores bioldgicos de parasitos gastrintestinais
de animais domeésticos, alguns obstaculos impedem a sua completa
implementagdo. Empresas produtoras de farmacos anti-helminticos s&o
relutantes em investir em pesquisas emergentes, a menos que possuam a
certeza de retorno investido e propriedade intelectual sobre os conhecimentos
gerados (MOTA et. al., 2003).

As espécies de fungos Duddingtonia flagrans, Monacrosporium
thaumasium e Arthrobotrys robusta sao classificadas como nematofagos
(BARRON, 1977) e tém sido estudadas em todo o mundo por pesquisadores que
avaliam seu potencial como agentes controladores biolégicos de helmintos
gastrintestinais de animais domésticos (ARAUJO et al., 1998; 1999; ALVES et
al., 2003; DIMANDER et al., 2003).

O género Duddingtonia € caracterizado por produzir varios conidios na
extremidade dos conidiéforos (VAN OORSCHOT, 1985). Os conidios
apresentam um formato variando entre eliptico e ovéide apresentando um septo
mediano. A espécie D. flagrans é a mais estudada no controle das helmintoses
gastrintestinais dos animais domésticos. Esse fungo possui hifas adesivas,
produzem conidios com morfologia de 25-50 um de comprimento por 10-15 ym
de largura (COOKE & GODFREI, 1964) e produzem grande quantidade de
clamidésporos em matéria seca.

As espécies do género Monacrosporium sao caracterizadas pela
producao de apenas um conidio na extremidade do conidiéforo. Os conidios
possuem caracteristicas fusiformes, com dois a quatro septos transversais,
sendo que a célula intermediaria € maior que as da extremidade. A espécie M.
thaumasium preda nematdides por meio de redes adesivas, produz conidios
medindo entre 27-49 uym de comprimento por 15-23 ym de largura (LIU &
ZHANG, 1994).

O género Arthrobotrys possui um grande numero de espécies de fungos
nematofagos, sendo originario de amostras de solo, contudo, sua capacidade de
predar os nematoides nao foi mencionada. Todos os isolados pertencentes ao
género séo capazes de produzir armadilhas na presenga de nematodides de vida
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livre, como Panagrellus redivivus ou Turbatrix aceti. As espécies pertencentes

ao género formam conidios blasticos de até trés septos, com formato ovoide,

proliferando-se na extremidade dos conidioforos (ZHANG et al., 1996).

Braga e Araujo, 2014, propuseram a classificagcdo dos fungos em

hemintéfagos em substituicdo ao termo nematofago. Essa nova classificagao

vem a ser mais propicia em fungdo dos trabalhos ja publicados que provam a

eficacia desses fungos sobre cestoides, trematdédeos e nematoides, sendo assim

sua acao nao restrita a nematoides, e sim a helmintos.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a eficacia in vitro das espécies de fungos helmintéfagos
Duddingtonia flagrans, Monacrosporium thaumasium e Arthrobotrys
robusta sobre larvas infectantes de Oesophagostomum spp.; Avaliar a
eficacia de predacgéao in vitro da formulacéo fungica contendo a espécie
de fungo helmintofago Duddingtonia flagrans sobre larvas infectantes de
Oesophagostomum spp., € a dindmica de eliminagdo de esporos apos a

passagem pelo trato gastrintestinal de suinos.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar in vitro a predagdo dos isolados Duddingtonia flagrans,
Monacrosporium thaumasium e Arthrobotrys robusta individualmente

sobre larvas infectantes de Oesophagostomum spp;

Avaliar in vitro a predagao do fungo Duddingtonia flagrans crescido a partir
de formulagdo em farelo de arroz sobre larvas infectantes de

Oesophagostomum spp.;

Avaliar a predagdao do fungo Duddingtonia flagrans crescido em
formulacéo de farelo de arroz em coproculturas de fezes contaminadas

por ovos de Oesophagostomum spp.;



» Avaliar a passagem e viabilidade do isolado fungico Duddingtonia flagrans
presente na formulagdo em farelo de arroz, apos passarem pelo trato

gastrintestinal de suinos
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Capitulo 1
Fungos Helmintéfagos Duddingtonia flagrans, Monacrosporium

thaumasium e Arthrobotrys robusta no controle de larvas infectantes de
Oesophagostomumm spp. parasito intestinal de suinos
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Resumo

Trabalho in vitro foi realizado com os isolados dos fungos helmintéfagos
Duddingtonia flagrans (ACO001), Monacrosporium thaumasium (NF34) e
Arthrobotrys robusta (131), tendo como objetivo avaliar a eficacia de predacao
sobre larvas infectantes (L3) de Oesophagostomum spp. Uma suspenséo
contendo 2000 L3 de Oesophagostomum spp. foi gotejada sobre placa de Petri
com os fungos crescidos na superficie de Agar-agua. Houve diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os isolados testadas quando comparados ao grupo
controle sem presenca de fungo. O Isolado NF34 apresentou um percentual de
74,07%, ja o isolado 131, 70,7% de reducédo, o que estatisticamente nao houve
diferenga ao nivel 5% pelo teste Tukey, com o isolado NF34. J& o isolado AC001
apresentou 51,6% de predacdo, sendo o menos efetivo, tendo diferenca
estatistica significativa (p<0,05) quando comparado aos isolados NF34 e 131. A
partir desses resultados, os isolados fungicos AC001, NF34 e 131 foram eficazes
na predagao de L3z de Oesophagostomum spp. nos testes realizados in vitro, o
que indicam que o controle biolégico utilizando esses fungos helmintéfagos é
uma alternativa para o controle de Oesophagostomum spp. A diferenca entre os
percentuais de predacado de cada isolado nos mostram que ha variagdes na
capacidade predatdria de diferentes isolados e espécies fungicas sobre L3 de

Oesophagostomum spp.
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Abstract

In vitro study was conducted to evaluate the effectiveness of the isolates of
helmintofagos fungi Duddingtonia flagrans (AC001), Monacrosporium
thaumasium (NF34) and Arthrobotrys robusta (131), aiming to assess the
effectiveness of predation on infective larvae (L3) of Oesophagostomum spp. A
suspension containing 2000 L3 of Oesophagostomum spp. It was dripped onto
petri dishes with fungi grown on the surface of agar-water. There was a
statistically significant difference (p <0.05) between the tested isolates compared
with the control group without presence of fungus. The Isolated NF34 presents a
percentage of 74.07%. The Isolated 131, 70.7% reduction, which statistically no
difference to the level 5% by Tukey test, with isolated NF34. But the isolated
ACO001 showed 51.6% of predation, being the least effective, with statistically
significant difference (p <0.05) when compared to NF34 and |31 isolated. Based
on these results, the fungal isolates AC001, NF34 and 131 were effective in
predation L3 Oesophagostomum spp. in vitro tests, which indicate that the
biological control fungi using these helmintéfagos is an alternative to the control
L3 of Oesophagostomum spp. The difference between the percentage of
predation of individual show us that there are variations in the predatory ability of

different isolates and fungal species on L3 Oesophagostomum spp.
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1. Introdugao

O controle biolégico se aplica a utilizagdo de antagonistas naturais
disponiveis no ambiente, para diminuir a um limiar sub clinico e economicamente
aceitavel a populagdo de um agente causador de perdas produtivas a atividade
pecudria ou agricola (ARAUJO et al., 2004), e apresenta vantagens como a
especificidade de organismo-alvo, facil multiplicacdo e dispersdo no ambiente,
efeito prolongado afetando até geragdes subsequentes, associagdo com drogas
sem deixar residuos ou toxicidade para animais e ambiente, menor custo e a
diminuicao do aparecimento de resisténcia (HONER E BIANCHIN, 1987).

Dentre os antagonistas mais utilizados tem-se destaque para os fungos
nematofagos, no qual, sdo capazes de predar larvas e ovos de helmintos através
de armadilhas produzidas pelas hifas (ARAUJO et al., 2004). Varias espécies de
fungos nematofagos estdo sendo estudadas, entre elas, as espécies de fungos
Duddingtonia flagrans, Monacrosporium thaumasium e Arthrobotrys robusta
como agentes controladores bioldgicos de helmintos gastrintestinais de animais
domésticos (ARAUJO et al., 1998; 1999; ALVES et al., 2003; DIMANDER et al.,
2003).

Em suinos, a oesofagostomose deve-se, as espécies O. dentatum e O.
quadrispinulatum e caracteriza-se por provocar enterites com lesées nodulares
no intestino grosso, os quais interferem na absorgdo de nutrientes e afeta
principalmente animais de recria, engorda e adultos (KAUFMANN, 1996 ;
SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007; DURO, 2010). A suinocultura € uma
das atividades econbémicas responsaveis pelo desenvolvimento econémico e
social de muitos municipios brasileiros, ocupando o quarto lugar na producao e
exportacao mundial da carne (ABIPECS, 2012; 2013). Contudo, esse setor vem
sofrendo mudancas com exigéncias de mercado ligadas ao sistema de
producdo, como a visao do bem-estar animal e uma produgao organica, que
permite a exploracdo desta atividade em sistema extensivo, o que favorece a
contaminagdo dos animais por helmintos (MACRAE, 1993; DILL et al., 2009).

O presente trabalho teve como objetivo, avaliar a eficacia in vitro dos
isolados fungos helmintéfagos Duddingtonia flagrans (AC001), Monacrosporium
thaumasium (NF34) e Arthrobotrys robusta (131), sobre L3 de

Oesophagostomum spp.
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2. Material e Métodos

2.1. Obtencao de larvas infectantes de Oesophagostomum sp. de suinos

Fezes de fémeas suinas com 18 meses de idade provenientes da zona
rural de Santana de Cataguases, Minas Gerais, Latitude: 21° 16’ 59" Sul e
Longitude: 42° 33’ 31” Oeste, naturalmente infectadas com Oesophagostomum
spp., foram coletadas diretamente da ampola retal. Coproculturas com 20g de
fezes foram confeccionadas em copos plasticos através da mistura de
vermiculita com fezes na proporgdo de 2:1 e agua destilada. Apds a
homogeneizac&o do material, as coproculturas foram incubadas em BOD a 25
°C por 14 dias. As larvas infectantes foram recuperadas através do método de

Baermann.

2.2. Isolados Fungicos

Discos de cultura dos isolados fungicos AC001, NF34 e [31 foram
retirados dos tubos de cultivo mantido em laboratério de parasitologia do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais,
e repicados para placas de Petri com nove cm de didmetro, contendo meio corn-
meal-agar 2% (CMA 2%). As placas foram incubadas em estufa BOD a 25°C,
em auséncia de luz. Apds sete dias, das bordas das coldnias crescidas, discos
de aproximadamente quatro mm de didmetro foram repicados para placas de

Petri com 5 cm de didmetro contendo agar-agua 2% (AA 2%).

2.3. Ensaio experimental:

Foram formados 3 grupos tratados, com 10 repetigdes para cada isolado
fungico. Estas placas foram mantidas em estufa BOD por sete dias a 25°c e em
auséncia de luz. No sétimo dia, 400 microlitros (ul) de uma suspensao contendo
2000 larvas infectantes (L3) de Oesophagostomum spp. foi gotejada sobre o
meio de cultura. O grupo controle foi constituido por placas de Petri contendo AA

2% sem presenca de material fungico, também com 10 repeticdes.
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As placas foram incubadas novamente em BOD a 25°C em auséncia de
luz durante sete dias, para promover a interacdo das L3 com os esporos
presentes. Ao final, as placas foram retiradas da incubacéo, e a suspensao
contendo AA 2% com as L3 ndo predadas foram retiradas com auxilio de uma
espatula metalica e submetido a técnica de Baermann em um funil com agua a
37°c apods 24 horas de sedimentacao esponténea. O conteudo foi centrifugado
trés vezes em tubos de ensaio por cinco minutos a 1.500 rotagdo por minuto
(rpm). Em seguida, foi descartado o sobrenadante sem a presencga de larvas, e
o volume dos tubos igualado para trés mililitros (mL),.Apds a agitacdo da
suspensao de L3, o numero de larvas foi estimado em cinco aliquotas de 50ul.
A taxa de predacao foi estimada comparando-se a média do numero de larvas

recuperadas nos grupos tratado e controle.

2.4. Analise estatistica

Foram realizados os testes paramétricos de Tukey e Dunnett ao nivel de
5% de significancia pelo programa SAEG — Sistema para Analises Estatisticas,
Versao 9.1. A porcentagem de reducgédo (%R) das médias de L3 recuperadas

(NLar) foi calculado a partir da formula:

% R = (NLar grupo controle — NLsr grupo tratado) x 100

NLszr grupo controle

3. Resultados

Na Figura 1 e tabela 1 estdo apresentados os numeros meédios de larvas
recuperadas por placa e os respectivos percentuais de redugao para cada

isolado.
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Tabela 1: Valores médios de larvas infectantes recuperadas (NL3r) por placas
(N=10) e percentual de reducédo apds sete dias de interagdo entre os isolados
fungicos Duddingtonia flagrans (AC001), Monacrosporium thaumasium (NF34) e

Arthrobotrys robusta (131) e Ls de Oesophagostomumm spp.

Tratamento NLar % Reducgao
Controle 1925a -
ACO001 930*b 51,6
131 564*c 70,70
NF34 499*c 74,07
CV % 27,01

As médias com asteriscos na coluna diferem da testemunha ao nivel de 5% pelo teste de
Dunnett.

As média que apresentam uma mesma letra na coluna n&o diferem entre si ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.

CV - Coeficientes de Variagao

O Isolado NF34 apresentou um percentual de 74,07% de reducéo de L3
de Oesophagostomum spp. aos sete dias de interagéo. O Isolado |31 apresentou
aos sete dias 70,7% de redugédo, o que estatisticamente ndo houve diferenga
(p>0,05) com o isolado NF34. Ja o isolado AC001 apresentou 51,6% de
predacao, sendo o menos efetivo, apresentando diferenga significativa (p<0,05)
quando comparado aos tratamentos NF34 e 131. No entanto, quando os
tratamentos com os isolados foram comparados com o grupo controle, sem

presencga de fungos, todos apresentaram diferenga significante.

4. Discussao

Os resultados do presente trabalho demonstram que, o isolado AC001, foi
menos eficaz na predagao de Ls de Oesophagostomum spp, demonstrando
diferenga estatistica significativa (p<0,05) quando comparados aos tratamentos
com NF34 e I31. Ferreira (2011), trabalhou com o mesmo género de nematoide,

em teste in vitro, com os isolados AC001, 131 e SF53 (Monacrosporium sinense),
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e nao foi observado diferenga (p>0,01) entre os tratamentos, o que ndo corrobora
com o presente trabalho, no qual apesar de o isolado SF53 n&o ter sido utilizado,
este, pertence ao mesmo género que o isolado NF34.

Em estudo in vitro sobre L3 de Strongyloides westeri, Araujo et al, (2010),
utilizando os mesmos isolados dos mesmos géneros, observaram que nao
houve diferengca (p>0,05) para os trés tratamentos, apresentando diferenca
apenas quando os mesmos foram comparados ao grupo controle, 0 que nao se
assemelha aos resultados do presente trabalho

Diferencas em resultados de predacao por fungos helmintéfagos podem
ser justificados, pela diferenga nos nematoides utilizados em ensaios
experimentais, onde diversos estudos demonstram varia¢gdes na atividade
predatdria de fungos sobre nematoides (GRONVOLD et al.,1996; Larsen et al.,
2000). Particularidades individuais de cada nematoide, como caracteristicas de
cuticulas podem interferir na predacdo de fungos helmintéfagos sobre as Ls
(MENDOZA-de-GIVES et al., 1999)

De acordo com Nansen et al. (1988), quanto maior a mobilidade dos
nematoides, maior € o estimulo para o fungo produzir armadilhas. Dependendo
da espécie de nematoide, o mesmo pode ter mais ou menos mobilidade, o que
pode ter contribuido para que um dos isolados produzissem menos armadilhas.
No entanto, o presente trabalho ndo conciliou isso por trabalhar apenas com L3

de Oesophagostomum spp.

5. Conclusao

Os isolados fungicos AC001, NF34 e 131 foram eficazes na predagao de
Ls de Oesophagostomum spp. nos testes realizados in vitro, porém esses
resultados nos mostram que pode haver variacdes na capacidade predatoria de
diferentes isolados e espécies fungicas sobre Lz de Oesophagostomum spp. A
partir desses resultados, novos estudos com esses isolados e outros devem ser
realizados para identificagdo do melhor fungo na predagédo de parasitas

intestinais de suinos
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Capitulo 2

Fungo Helmintéfago Duddingtonia flagrans formulado em farelo de arroz
no controle de Oesophagostomum spp. parasito intestinal de suinos
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Resumo

Foram realizados 3 ensaios experimentais com uma formulagdo fungica em
farelo de arroz, com a espécie do fungo helmintéfago Duddingtonia flagrans,
isolado AC001, na concentragdo de 1x10° clamidésporos/g. Ensaio 1 avaliou o
crescimento do género Duddingtonia presente na formulacéo, e a predagéo do
mesmo em placas de Petri sobre larvas infectantes (L3) de Oesophagostomum
spp, onde foi semeado 0,1g da formulagdo contendo 100.000 clamiddsporos e
gotejada uma suspensao de 2000 larvas em cada placa de Petri. No ensaio 2,
foi avaliada a capacidade predatoria do isolado Duddingtonia flagrans presente
na formulagao em coproculturas a partir de massa fecal contendo 9200 ovos de
Oesophagostomum spp.. A concentracdo da formulagdo utilizada foi
padronizada para 100 clamiddsporos por ovo, totalizando 92.000 clamiddsporos
por coprocultura. No ensaio 3, foi realizado o teste de passagem da formulagao
fungica pelo trato gastrintestinal dos leitdes, avaliando-se a capacidade
predatdria do isolado Duddingtonia flagrans sobre L3 de Oesophagostomum spp.
Foram utilizados 24 suinos machos, 12 individuos para cada grupo, sendo um
grupo tratado, onde cada animal recebeu uma dosagem de 5g da formulagao
para 10kg de peso vivo, equivalente a dose de 9.500.000 clamiddsporos por
animal. No grupo controle os animais receberam a formulagéo autoclavada a 120
°C por 15 minutos. Apés o fornecimento da formulagao, foram coletadas fezes
nos intervalos de tempo: 12, 24, 36, 48, 60, e montado 5 placas por animal para
cada coleta, totalizando 60 amostras. Em cada placa de petri, foi gotejada uma
suspensao de 1000 larvas e 2g de fezes de cada animal. Os ensaios 1 e 2
tiverem diferenga estatistica em nivel significancia (p<0,01) pelo teste F quando
comparados o grupo tratado ao grupo controle, onde foi observado no grupo
tratado de ambos os ensaios um percentual de redugao de larvas infectantes de
74,18% e 88,38 respectivamente. No ensaio 3 foi observada diferencga estatistica
entre o grupo tratado e o grupo controle em todos os horarios de coleta, em nivel
significancia (p<0,01). Com relagéo aos periodos de coleta, ndo houve diferenga
estatistica ao longo do tempo no grupo tratado (p>0,05). Os resultados obtidos,
demonstram que o isolado fungico AC001 formulado em farelo de arroz teve
eficacia na predacao de L3 de Oesophagostomum spp. nos testes realizados in
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vitro, e apos a passagem pelo trato gastrintestinal, sem perda de viabilidade,

sendo assim uma alternativa no controle de Oesophagostomum spp. de suinos.
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Abstract

It was made three experimental tests carried out with a fungal formulation rice
bran, with the species of fungus helmintéfago Duddingtonia flagrans isolated
ACO001, in concentration 1x106 chlamydospores / g. On assay 1 evaluated the
growth of the genus Duddingtonia present in the formulation, and the predation
even in Petri plates on infective larvae (L3) of Oesophagostomum spp, which was
sown 0.1g of the formulation containing 100,000 chlamydospores and dripped a
2000-larvae suspension each Petri dish. In assay 2 was evaluated predatory
ability of the fungal isolate Duddingtonia flagrans present in the formulation in
stool cultures from fecal mass containing 9200 eggs of oesophagostomum spp.,
the concentration of the formulation used was standardized to 100
chlamydospores per egg, totaling 92,000 chlamydospores by fecal culture. In
assay 3, it was carried out the walk test of fungal formulation from the
gastrointestinal tract of piglets, evaluating the predatory capacity of the fungal
isolate Duddingtonia flagrans gender over L3 Oesophagostomum spp. were used
24 male pigs, 12 individuals for each group, and a group treated where each
animal received a dose of 5 g of formulation for 10 kg live weight equivalent dose
of 9,500,000 chlamydospores per animal. In the control group animals received
the formulation autoclaved at 120°C for 15 minutes. After delivery the formulation,
feces were collected at time intervals: 12, 24, 36, 48, 60, and mounted five boards
per animal for each collection, totaling 60 samples. In each petri plate, a
suspension was dripped 1000 larvae and 2 g of feces of each animal. The assays
1 and 2 have statistical difference in level of significance (p<0,01) by the F test
when comparing the group treated with the control group, which was observed in
the group treated both tests several infective larvae reduction percentage of
74.18% and 88, 38 respectively. In assay 3 was observe a statistical difference
between the treated group and the control group in all collection times in
significance level (p<0.01). Regarding the collection periods, there was no
statistical difference over time in the treatment group (p>0,05). The results
demonstrate that the fungal isolate AC001 formulated in rice bran have efficacy
in killing L3 Oesophagostomum spp. in vitro tests, and after passing through the
gastrointestinal tract without loss of viability, as well as an alternative in control of

Oesophagostomum spp of the pigs.
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1. Introducgao

No Brasil, o setor suinicola gera empregos no campo e na industria, com
mais de quatro milhdes de postos de trabalho, um setor que oferece o maior
numero de empregos no agronegécio brasileiro (ABIPECS, 2012;
USDA/ABIPECS, 2013).

As parasitoses intestinais sdo um agravo na produgao animal, em suinos
o problema se torna mais relevante quando o sistema de produgao € extensivo,
pois 0s animais estdo mais expostos aos agentes parasitarios (Macrae, 1993;
Araujo, 2004). Entre as parasitoses, destacam-se as nematodioses, como a
Oesofagostomose, causada pelo Osephagostomum spp., cujos danos a saude
animal estdo relacionados a susceptibilidade do hospedeiro (Macrae, 1993;
Araujo, 2004).

As nematodioses produzem efeitos deletérios que influenciam na
capacidade produtiva, conversdo alimentar, taxa de crescimento e também
elevam os custos com tratamentos profilatico e curativo e em casos extremos, a
morte dos animais (Nansem e Roepstorff, 1999; Eijck e Borgsteede, 2005).
Durante muito tempo o controle de helmintos se baseou unicamente no
tratamento anti-helmintico. Com o aumento na taxa de contaminagao do rebanho
confinado, ou das pastagens dos rebanhos criados ao ar livre, os anti-helminticos
passaram a ser vantajosamente combinados com medidas alternativas e
sustentaveis como: utilizagdo de genéticas mais resistentes, carboidratos
fermentaveis na dieta e a microfungos para eliminagcao de ovos do ambiente
(Roepstorff et al., 2011, Ferreira et al., 2010).

Fungos helmintéfagos sé&o estudados no controle de ovos e larvas
infectantes de helmintos parasitos dos animais domésticos. A atividade
predatodria é direcionada para o ambiente fecal, com producao de armadilhas que
capturam e eliminam as formas de vida livre, diminuindo as recidivas infeccbes
(Larsen, 1999; Araujo et al., 2008; Braga et al., 2009; Braga et al., 2010). A
espécie Duddingtonia flagrans € caracterizada por produzir conidios na
extremidade dos conidiéforos e produzem grande quantidade de clamidésporos
em matéria seca (Van Oorschot, 1985), sendo a espécie mais estudada no

controle das helmintoses gastrintestinais dos animais domésticos.
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O presente trabalho teve como objetivo, avaliar a eficacia in vitro da
formulacao fungica contendo o fungo helmintéfago Duddingtonia flagrans, e a
dindmica de eliminagédo de esporos apos a passagem pelo trato gastrintestinal

de suinos.

2. Material e Métodos
2.1. Ensaios experimentais

Trés ensaios experimentais, foram realizados. No ensaio experimental 1,
avaliou-se o crescimento da espécie Duddingtonia flagrans presente na
formulacéao fungica feita a partir de farelo de arroz, e a predagdo do mesmo em
Placas de Petri sobre larvas infectantes (L3) Oesophagostomum spp. No ensaio
experimental 2, avaliou-se a capacidade predatoria da espécie Duddingtonia
flagrans presente na formulagao fungica em coproculturas feitas a partir de fezes
coletadas de animais naturalmente infectados por Oesophagostomum spp. Ja o
ensaio experimental 3, foi realizado a passagem pelo trato gastrintestinal da
formulacdo fungica, avaliando-se a capacidade predatéria da espécie

Duddingtonia flagrans presente na formulagdo sobre Oesophagostomum spp.

2.2. Formulagao fungica

Foi utilizado um isolado do fungo Duddingtonia flagrans (AC001) mantido
na micoteca do laboratério de parasitologia do departamento de veterinario da
Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil, mantido em tubos de
ensaio a 4°C contendo o meio corn-meal-agar 2% (CMA 2%) em auséncia de luz
durante 10 dias. Para a formacao de micélios foi retirado discos de cultura que
foram repassados para frascos Erlenmeyers contendo 50 microlitros (mL) do
meio liquido dextrose 2% de acordo com técnica descrita por Silva
et. al (2013a).

Posteriormente, o micélio foi filirado e colocado juntamente com gréos de
arroz em bandejas plasticas de tamanho 30x30 centimetros (cm), mantidos a
26°C e, ap6s 21 dias, triturado para a formacao de uma farinha de arroz. Os
clamidosporos contidos na formulagdo foram contados em uma cémara de

Newbauer de acordo com técnica descrita por Silva et al., (2015), obtendo uma
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concentragdo final de 1x108 esporos/grama (g) de farelo de arroz. Durante o
periodo de realizacdo dos ensaios experimentais, a formulacido foi mantida em

sacos plasticos fechados, sob refrigeracéo a 7°c.

2.3. Obtencao de larvas infectantes de Oesophagostomum sp. de suinos

Apo6s a contencgéo fisica, fezes de fémeas suinas com 18 meses de idade
provenientes da zona rural do Santana de Cataguases, Minas Gerais,
naturalmente infectadas com Oesophagostomum spp., foram coletadas
diretamente da ampola retal. Coproculturas com 20g de fezes foram
confeccionadas em copos plasticos através da mistura de vermiculita com fezes
na proporcao de 2:1 e agua destilada. Apdés a homogeneizagcdo do material, as
coproculturas foram incubadas em BOD a 25°C por 14 dias. As larvas infectantes
foram recuperadas através do método de Baermann com agua a 37°c apods 24

horas.

2.4. Animais

Foram utilizados 24 suinos machos com 60 dias de idade, peso médio de
19Kg, fornecidos pela Granja de Nutricdo de Suinos do Departamento de
Zootecnia (DZO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), 12 utilizados para
formacgdo de grupo tratado e 12 para o grupo controle. Estes animais foram
alocados em gaiolas individuais da Granja de Nutricdo da Universidade Federal

de Vigosa, Minas Gerais.

2.5. Teste in vitro da formulagao fungica contendo o fungo Duddingtonia

flagrans sobre L3 de Oesophagostomum spp.

O crescimento de esporos e predagao da formulagao fungica contendo o
fungo helmintdfago Duddingtonia flagrans foi realizado em superficie de placas
de Petri com cinco cm de diametro preenchidas com Agar-Agua 2% (AA 2%). O
experimento foi realizado com dois grupos: tratado, contendo farelo de arroz
mais esporos fungicos (formulacao fungica), e controle, contendo apenas farelo
de arroz autoclavado. Para cada grupo foram realizadas 12 repetigdes.
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A formulacgao fungica contendo D. flagrans, foi semeada sobre a superficie
de AA 2% no volume de 0,1g, tendo uma concentragdo de 100.000
clamidésporos para o grupo tratado. Para o grupo controle, a formulagédo passou
por trés processos de autoclavagem para garantir a auséncia de esporos. Em
seguida, as placas foram incubadas a 26+1°C em BOD por 14 dias. No 14° dia,
653 microlitros (uL) de uma suspensdo contendo 2000 mil Ls de
Oesophagostomum spp. foi gotejada sobre o meio de cultura. Além disso, no
grupo controle foi realizado a visualizagdo das placas para a confirmagao da
auséncia de esporos.

As placas foram incubadas novamente em BOD a 26+1°C durante sete
dias para promover a interagdo das L3 com o fungo crescido apds 24 dias de
incubacéao. Ao final dos sete dias, as placas foram retiradas da incubacéo, e a
suspensao contendo AA 2% com as L3 ndo predadas foram retiradas com auxilio
de uma espatula metalica e submetido a técnica de Baermann com agua a 37°C
que promove a migragao das larvas do meio de cultura para a agua permitindo
a concentracao destas em tubos de ensaio acoplados em um funil apés 24 horas
de sedimentacdo espontanea. O conteudo foi centrifugado por trés vezes em
tubos de ensaio por cinco minutos a 1.500 rotagdo por minuto (rpm). Em seguida,
foi descartado o sobrenadante sem a presenca de larvas, e o volume dos tubos
igualado para trés mL, e o numero de larvas estimado em cinco aliquotas de
50ul. A taxa de predacao foi estimada comparando-se a média do numero de

larvas recuperadas nos grupos tratado e controle.

2.6. Teste utilizando a formulagao fungica contendo o fungo Duddingtonia

flagrans em coproculturas positivas para Oesophagostomum spp.:

Foram coletadas fezes suinas diretamente da ampola retal de animais
naturalmente infectadas com Oesophagostomum spp.. Em seguida, foi
realizado a técnica de contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de acordo
com Gordon & Whitlock para verificar a presenca de ovos nas fezes coletadas.
Foi realizado para se estimar a quantidade de ovos, cinco repeticdes da técnica
de OPG, obtido em seguida uma média final de 920 ovos/g de fezes.

Coproculturas de 10g de fezes com 9.200 ovos foram confeccionadas em
copos plasticos através da mistura com 10g de vermiculita.
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Para a formacgédo do grupo tratado, foi adicionado as coproculturas, a
formulacéo fungica na concentragao de 100 clamiddsporos/ovo de acordo como
descrito por Bird e Herd (1995), totalizando 92.000 clamiddsporos por
coprocultura em 0,9g de formulagéao fungica, mais agua destilada. O célculo para
estimar a concentragdo da formulagdo a ser inoculada nas coproculturas foi
baseada na concentragéo estimada de 1x108 de clamiddsporos/g. Para o grupo
controle foi adicionado as coprocultura, 0,9g da formulagdo autoclavada, sem
presenca de esporos fungicos e agua destilada. Cada grupo teve 12 repeticoes.

Apo6s a homogeneizacdo do material, as coproculturas foram incubadas
em BOD em auséncia de luz a 26x1°C por 21 dias. Ao final dos 21 dias, as L3
foram recuperadas através do método de Baermann. O conteudo foi centrifugado
trés vezes em tubos de ensaio por cinco minutos a 1.500 rpm. Em seguida, foi
descartado o sobrenadante sem a presenca de larvas, e o volume dos tubos
igualado para trés mL, e o numero de larvas estimado em cinco aliquotas de
50ul. A taxa de predacéao foi estimada comparando-se a média do numero de
larvas recuperadas nos grupos tratado e controle.

Apds a recuperagao das Ls ndo predadas pela técnica de Baermann, foi
retirado do grupo tratado, 1g de cada coprocultura feita, e colocado em placas
de Petri com 6¢cm de didametro contendo AA 2% para verificar a presencga do
fungo crescido nas coproculturas. As placas foram incubadas em BOD a 26£1°C
durante sete dias em auséncia de luz. Ao final dos sete dias, foi realizado a leitura
das placas em microscopio de luz (10x).

As L3 recuperadas das corproculturas do grupo controle pelo método de
Baermann com funial e agua a 37°C, que nao tiveram contato com esporos
fungicos, foram utilizadas para testar a predagao dos esporos crescidos nas
placas de Petri feitas a partir das amostras retiradas das coprocultura referente
ao grupo tratado, que tinha a presenga da formulagao fungica com o isolado
ACO001.
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2.7. Teste de passagem pelo trato gastrintestinal de suinos da formulagao

fungica contendo o fungo Duddingtonia flagrans:

Para o teste de passagem pelo trato gastrintestinal nos suinos, foi utilizada
a formulacgao fungica produzida a partir de farelo de arroz composto pelo isolado
ACO001 na concentragdo de 1x10° clamidésporos/g da formulagao.

Foram selecionados para o experimento 24 suinos machos com média de
peso de 19 quilogramas (Kg), sendo 12 utilizados para formagao de grupo
tratado e 12 para o grupo controle.

Antes de iniciar o experimento, foi coletado fezes de todos animais, e
realizado o teste de OPG para verificar se havia presenca de infecgao
parasitaria, sendo o resultado negativo para todos. Estes animais foram
mantidos por trés dias em gaiolas suspensas individuais, essas com gavetas na
parte traseira para coleta de fezes, tendo assim separacao de local para fezes e
urina. Os animais tinham acesso a agua a vontade e rag¢ao fornecida duas vezes
ao dia, sendo a quantidade semelhante a todos. A racao fornecida aos animais
era livre de qualquer produto quimico, para que nao houvesse interferéncia nos
resultados, sendo essa fabricada em niveis nutricionais indicada a fase de
produgdao em que 0s animais estavam.

A formulagao foi fornecida aos animais na proporgao de 5g para 10Kg de
peso vivo. Para o grupo tratado, essa propor¢ao gerou uma quantidade total
fornecida aos animais de 9,5g, equivalente a 9.500.000 clamiddsporos, visto que
a concentragdo estimada foi de 1x10° clamidosporos/g. Para o grupo controle,
foi fornecido a mesma quantidade em gramas, de 9,5, porém de farelo de arroz
autoclavado, sem presenca de esporos fungicos.

Os animais receberam a formulagdo uma unica vez, no primeiro dia de
confinamento, sendo referenciado como dia 0 (D0O), e em seguida dado
sequencia o fornecimento diario de ragao aos animais. Posteriormente foram
realizadas coletas de fezes nos intervalos de 12; 24; 36; 48; 60 horas (h) apds a
administracdo da formulagao fungica. As fezes coletadas em cada intervalo
foram homogeneizadas e colocado 2g no centro da Placa de Petri contendo AA
2%, juntamente com uma aliquota de 385ul de suspenséao contendo 1000 L. Foi

confeccionado cinco placas por animal por intervalo de coleta, totalizando 60
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amostras por intervalo por grupo. As placas foram incubadas em BOD a 26+1°C
em auséncia de luz por 21 dias.

Ao final, as placas foram retiradas da incubacao, e a suspensao contendo
AA 2% com as L3 ndo predadas foram retiradas com auxilio de uma espatula
metdlica e submetido a técnica de Baermann, O conteudo foi lavado e
centrifugado por trés vezes em tubos de ensaio por cinco minutos a 1.500 rpm.
Em seguida, foi descartado o sobrenadante sem a presenga de larvas, e o
volume dos tubos igualado para 3 mL, e o numero de larvas estimado em cinco
aliquotas de 50ul. A taxa de predacéao foi estimada comparando-se a média do

numero de larvas recuperadas nos grupos tratado e controle.

2.8. Analise estatistica

No ensaio experimental 1 e 2, para analise das médias de L3 recuperadas
comparando grupo tratado com grupo controle, foi realizado o teste F ao nivel de
5% de significancia. Para o ensaio experimental 3, foram realizados o teste
paramétrico de Tukey ao nivel de 1% de significancia, e andlise de regressao
para os intervalos de periodos de coletas (12, 24, 36, 48, 60) pelo programa
SAEG - Sistema para Analises Estatisticas, Versdo 9.1. A porcentagem de
reducado (%R) das médias de Ls recuperadas (NLsr) foi calculado a partir da

formula:

% R = (NLar grupo controle — NLsr grupo tratado) x 100

NLsr grupo controle

3. Resultados

3.1. Teste in vitro da formulagao fungica contendo o fungo Duddingtonia
flagrans sobre L3 de Oesophagostomum spp.

Ao final dos 14 dias de incubagcdo com auséncia de luz, verificou-se o
crescimento fungico sobre a superficie de Agar no grupo tratado, ja no grupo

controle que havia sido semeado a formulagdo autoclavada, auséncia de
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esporos fungicos e contaminacdo. No grupo tratado, foi visualizado em 100%

das placas a presenca do fungo Duddingtonia flagrans. (Figura 1).
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Figura. 1- Esporos fangicos do fungbuddingtonia flagrans crescidos a partir da
formulacdo fungica feita em farela de arroz semeados em placas de Petri de 9cm de
diametro. Estruturas de reproducéo fungica formaﬁs ( cIamidéQoros, conidios e

i hifas) sado evidenciados por setas pretas.

O numero médio de larvas recuperadas do grupo tratado e controle, e os
respectivos percentuais de reducao para cada tratamento sdo demonstrados na
Tabela 1. Apds sete dias de interacdo entre Oesophagostomum spp. € a
formulacdo fungica, foram observados diferenga em valores absolutos e
estatisticos ao nivel de significancia (p<0,01) no numero médio de larvas

recuperadas entre os grupos tratado e controle.

Tabela 1: Valores médios de larvas infectantes recuperadas (NL3R) por placas
(N=12) e percentual de redugédo (%R) apds sete dias de interacdo entre

Oesophagostomumm spp. e formulagao fungica contendo o fungo AC001.

Tratamento NL3R % R
Controle 1445a -
Formulagao Fungica 373b 74,18
CV % 31,06

As médias diferem entre si pelo teste F ao nivel de significancia (p<0,01)

CV - Coeficiente de Variagao
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Ao longo dos sete dias de interacdo entre fungo e L3 de
Oesophagostomum spp. foi possivel observar larvas presas em armadilhas em

leitura feita por microscopia de luz (10x).

3.2. Teste utilizando a formulagao fungica contendo o fungo Duddingtonia

flagrans em coproculturas positivas para Oesophagostomum spp.

Na tabela 2, esta apresentado o numero médio de larvas recuperadas por

repeticoes e os respectivos percentuais de redugéo para cada tratamento.

Tabela 2: Valores médios de larvas infectantes recuperadas (NLsR) nas
coproculturas (N=12) e percentual de reducao (%R) apds 21 dias de interagéao
entre formulagdo fungica contendo o fungo Duddingtonia flagrans (Isolado

AC001) em farelo de arroz e ovos (9.200) pertencentes a Oesophagostomum

spp.

Tratamento NL3R % R
Controle 7734a -
Formulagdo Fungica 898b 88,38
CV % 84,94

As médias diferem entre si pelo teste F ao nivel de significancia (p<0,01)

CV - Coeficiente de variagao

Diferencas estatisticamente significativas (p<0,01) foram observadas na
capacidade predatéria da formulacdo fungica quando comparado ao grupo
controle, sem presenca de fungo, evidenciada pelo NL3R das coprocultura.

Quando retirado a amostragem da coprocultura para verificacdo do
crescimento de esporos, foi observado a presenca de esporos do género
Duddingtonia (Figura 2 A). Apos ser verificado que houve crescimento de
esporos, e a interagdo de 7 dias com as L3 recuperadas do grupo controle, foi

observado L3 presas em armadilhas (Figura 2 B).
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Figura. 2- (A) Presenca de esporos fungico®deldingtonia flagrans em placas de Petri

de 9cm de didmetro apds recuperadas pela técnica de Baermann, com estruturas formadas

como os conidios nas pontas dos conidiofaros; (B) Larva@es#phagostomum spp.

presas em armadilhas

3.3. Teste de passagem pelo trato gastrintestinal de suinos da formulagao

fungica contendo o fungo Duddingtonia flagrans

A presenca do fungo Duddingtonia flagrans foi observada nas placas
feitas com fezes dos animais do grupo tratado, juntamente com L3 presas em
armadilhas e ja predadas (Fig. 3), e nas referentes ao grupo controle a auséncia
do fungo, com L3 livre sobre a superficie do A.A 2% (Fig. 4). Apds a passagem
da formulagao fungica contendo o AC001 pelo trato gastrintestinal de suinos, foi
verificado a eficacia de predacéo de L3 de Oesophagostomum spp. em todos os
intervalos de tempo em que as fezes foram coletadas. O percentual de redugao
verificado foi de: 46,97% (12h), 63,25% (24h), 44,4% (36h), 47,67% (48h),
55,87% (60h). Diferenca estatistica foi observada quando comparado o grupo
tratado ao grupo controle, em nivel significancia (p<0,001). Nas placas de Petri
referente ao grupo tratado, foi observado em todas as placas referente a todos
os horarios a presenca do isolado fungico D. flagrans, enquanto no grupo
controle nao foi verificado presenca desse fungo helmintéfago.

Com relacao aos periodos de coleta, ndo houve diferenca estatistica ao
longo do tempo no grupo tratado (p=0,05).

Na tabela 3 estdo apresentados os numeros médios de larvas

recuperadas por placa e os respectivos percentuais de reducéao.
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Tabela 3: Valores médios e desvio padrao de larvas infectantes recuperadas
(NL3R) de Oesophagostomum spp. em placas de Petri de 9 cm de diametro nos
periodos de tempo 12, 24, 36, 48, 60, entre grupo tratado com a presenga do
isolado fungico Duddingtonia flagrans (AC001) formulado em farelo de arroz e

grupo controle (sem fungo).

Tempo (H)
12 24 36 48 60

Formulagdo 333,33 + 108,32** 183,33 + 104,38** 283,33 + 148,16 236,67 + 165,03** 263,33 + 114,99**

Tratamentos

Controle 628,33 + 279,8° 498 + 150,02° 509,09 + 128,87° 451,91 + 154,53° 596,36 + 215,3°

Médias que apresentam letra diferente na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de 1% de
significancia pelo teste de Tukey. Médias com asteriscos na mesma linha nao diferem entre si

ao nivel de 1% de significancia pelo teste de Tukey

O presente trabalho, relata pela primeira vez dentre ensaios realizados, a

passagem da espécie D. flagrans formulada em farelo de arroz pelo trato

gastrintestinal de suinos.

Fig. 3— Presenca de esporos flngicof ( clamidéspo¥bs e conidios) e Larvas de
Oesophagostomumspp. presas em armadilh* () emplacas de Petri de 9 cm de diametro
em Agar-Agua 2% feitas com fezes dos animais referentes do grupo tratado, sobre a

superficie de Agar-Agua 2% ap0s 14 dias de interagao.
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Fig. 4— Larvas deDesophagostomum spp. em placas de Petri de 9 cm de diametro sobre
a superficie de Agar-Agua 2% referente ao grupo controle em auséncia de fungos em 21

dias de interacao.

4. Discussao

4.1. Teste in vitro da formulagao fungica contendo o fungo Duddingtonia

flagrans sobre L3 de Oesophagostomum spp.

O resultado do ensaio, demonstrou que a formulagao fungica foi eficaz na
predacdo de L3 de Oesophagostomum spp, com percentual de predacdo de
74,18%, sugerindo que essa formulagcdo pode ser utilizado no controle de

Oesophagostomum spp.

Para obtencao desse percentual de predacgao, o presente trabalho utilizou
uma concentragdao da formulacdo de 100.000 clamidésporos para 2000 L3 de
Oesophasgostomum spp. Braga et al (2009), utilizando 1000 conidios do isolado
ACO001 sobre 1000 Ls de Ciastotomineos demonstraram uma eficiéncia de
predacao de 93,64%. Apesar do presente trabalho utilizar mais larvas infectantes
€ uma quantidade maior de clamiddsporos, ndo demonstrou um percentual de
reducao maior, porém sao trabalhos com nematoides diferentes. Segundo os
autores Jansson & Nordbrig-Hertz (1980), Balan & Gerber (1972), fungos
nematofagos podem formar armadilhas em respostas a diversos fatores, como

por exemplo a presenca de nematoides ou das substancias liberadas por eles,
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condigbes de cultivo e fontes de nutricdo e agua. Campos, (2006), também
utilizando a mesma espécie de fungo, porém com isolado diferente, obteve
resultados de percentual de reducado de larvas infectantes de Haemonchus
contortus e Strongyloides papillosus de 81,52% e 99,51%. No presente trabalho,
essa foi a primeira interagéo observada entre o fungo D. flagrans formulada em
farelo de arroz e parasitos de suinos.

A atividade predatéria de fungos helmintéfagos apresenta variagbes, que
s&o comuns e observadas em diversos estudos (ARAUJO et al., 1993, 1994).
Nematoides possuem particularidades diferentes em suas cuticulas, o que pode
ser um fator determinante na habilidade do fungo em preda-los (MENDOZA-de-
GIVES et al., 1999)

4.2. Teste utilizando a formulagao fungica contendo o fungo Duddingtonia

flagrans em coproculturas positivas para Oesophagostomum spp.

Nesse ensaio utilizou a formulag&o fungica contendo o fungo D. flagrans
na concentragdo de 100 clamidosporos por ovo, em coproculturas de suinos
naturalmente infectados para Oesophagostomum spp., o0s resultados
demonstraram reducéo de 88,38% de L3 recuperadas por método de Baermann
apo6s 21 dias de interagdo. Ainda foi feito um pool das coproculturas e retirado
uma pequena amostra para visualizagao dos isolados fungicos em placas.

Os resultados do presente trabalho, sdo similares ao descrito por Bird e
Herd (1995), onde o resultado encontrado foi de 93,9% de reducgéo, utilizando a
mesma concentragao de esporos de D. flagrans sobre L3 de ciatostomineos.

Em outro trabalho, no qual também foi utilizado esporos de AC001 em
coproculturas naturalmente infectadas com ovos de Oesophagostomum spp. o
percentual de reducgao foi de 75,3% (FERREIRA, 2011). Quando comparamos
os resultados deste trabalho ao do presente trabalho, € observado que a
formulacao fungica foi bastante efetiva em controlar L3 de Oesophagostomum
spp. em matéria organica. No entanto, € importante lembrar, que no trabalho de
Ferreira, (2011), a interagdo foi feita utilizando uma concentracdo de 1000
esporos de ACO001 por coprocultura, enquanto que no presente trabalho, a
interacao foi de 9000 clamiddsporos por coprocultura, podendo este fato, ter

contribuido para um maior percentual de predagao.
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A eficacia do isolado AC001 presente na formulacdo na predacgao de L3
nas coproculturas feitas a partir de fezes contaminadas pode ser explicada por
Cooke & Godfrei (1964), que mencionam que fungos helmintéfagos produzem

grande quantidade de clamidésporos quando presentes em matéria seca.

4.3. Teste de passagem pelo trato gastrintestinal de suinos da formulagao

fungica contendo o fungo Duddingtonia flagrans

Nesse ensaio foi demonstrado que o isolado fungico AC001 formulado em
farelo de arroz foi eficiente na predacdo de Ls apds a passagem pelo trato
gastrintestinal de suinos, sem perder a viabilidade. Os resultados obtidos,
corroboram com estudo realizado por Ferreira (2011), que também realizou o
teste de passagem do isolado AC001 no controle de Oesophagostomum spp.
em suinos, porém o micélio fungico do isolado, foi administrado em formulacéo
de pélete, sendo confeccionado em matriz de alginato de sédio, enquanto no
presente trabalho, o isolado foi administrado em farelo de arroz, formulado com
clamidésporos na concentragao de 9.500.000 por animal.

Em relagcdo a comparacéo realizada no grupo tratado ao longo dos
horarios em que as coletas foram feitas, foi observado que n&o houve diferenca
estatistica entre os horarios de coleta, apés administracdo da formulacao
fungica. Dessa forma, observamos que desde o primeiro horario (12h) de coleta
até a ultima (60h) o fungo demonstrou acao na predacao de Ls. Dentre alguns
estudos realizados com testes de passagem pelo trato gastrintestinal em animais
domésticos, Araujo et al. (2010) (Equinos), Silva et al. (2013b) (Bovinos), Tavela
et al. (2013) (Equinos), Carvalho et al. (2009) (Caes), ambos nao avaliaram se
houve ou nao diferenca estatistica significativa na média de redug¢ao de L3 entre
os horarios do mesmo grupo, sendo o presente estudo o primeiro a realizar tal

analise.

Tavela et al. (2013), avaliou a eficacia in vitro da predacéo de
Ciatostomineos pelos fungos Duddingtonia flagrans e Monacrosporium
thaumasium, associados em dois grupos de tratamento, um em concentracéo de
50g contendo cada fungo, e outro em 100g, apdés passagem pelo trato

gastrintestinal de equinos. Ambos os grupos avaliados tiveram diferenca
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significativa quando comparado ao grupo controle, porém, ao ser avaliado os
dois grupos tratados, ndo houve diferenga significante (p>0,01) entre as
diferentes concentracées administradas. No presente trabalho, o intervalo de
coleta de fezes de 24h obteve o melhor resultado de reducao de L3 (63,25%)
quando comparado aos outros intervalos de coleta, enquanto Tavela et al. (2013)
no grupo tratado de concentragdo de 50g obteve no intervalo de coleta de 48h
sua melhor reducéo, e no grupo de concentragédo de 100g, o intervalo melhor foi
de 60h, ambos com 92% de reducéo.

Carvalho et al. (2009), trabalharam com diferentes isolados fungicos em
passagem trato gastrintestinal em caes, dentre eles o isolado AC001, também
utilizado no presente trabalho. Nesse trabalho, os autores observaram que o
intervalo de melhor reducdo de Ls de Ancylostoma spp. foi de 48h apos a
passagem do fungo pelo trato gastrintestinal, obtendo 50,8%, enquanto o
presente trabalho no mesmo intervalo de coleta de 48h obteve um percentual de
reducao de 47,7%, sendo o melhor intervalo o de 24h, com redugao de 63,25%.

O presente trabalho utilizou suinos de aproximadamente 50 dias de vida,
e segundo Chamone et al., (2010), a habilidade do suino de cumprir fungdes de
digestédo e absorgao dependera da capacidade fisica do intestino, da natureza e
quantidade de secre¢des, que aumentam com o avancar da idade do animal.
Sendo assim, animais de idade mais avancadas que os dos utilizados no
presente trabalho, podem apresentar valores diferentes de eliminagdo de
esporos fungicos. Ainda assim, de acordo com Zanotto el al. (1995), o tempo de
passagem de volume pelo trato gastrintestinal dos suinos, juntamente com a
eficiéncia da digestdao, € sempre influenciado pelo grau de moagem dos

alimentos e a composi¢ao da nutricao fornecida.

5. Conclusao

O isolado fungico AC001 formulado em farelo de arroz teve eficacia na
predacao de L3 de Oesophagostomum spp. nos testes realizados in vitro, onde
demonstrou excelente atuacéo no teste realizado em coprocultura, feita a partir
de fezes contaminas.

A formulacdo fornecida aos animais, tem agado in vitro sobe L3 de

Oesophagostomum spp. apos a passagem pelo trato gastrintestinal, sem perda
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de viabilidade. Novos trabalhos devem ser realizados utilizando a formulagao a

partir de isolados fungicos na predacao de parasitas gastrintestinais de suinos.
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