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RESUMO  

  

FERREIRA, Vinícius Monteiro, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, setembro de  
2021. Avaliação do potencial nematicida de formulações comerciais à base de 
Bacillus spp. Orientador: Artur Kanadani Campos. Coorientador: Alexmiliano Vogel 
de Oliveira.   
  

  

Animais da raça Gir no Brasil e no mundo sofrem frequentemente com otite parasitária 

externa. Esta doença é causada principalmente por nematoides do gênero 

Metarhabditis spp. e pode causar desconforto, secreções purulentas, sinais 

neurológicos e morte dos animais, além de queda no desempenho produtivo e 

reprodutivo no rebanho. Diferentes bactérias do gênero Bacillus já possuem ação 

consolidada no controle de pragas agrícolas e algumas já são comercialmente 

utilizadas. O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficácia de produtos comerciais 

A, B e C, compostos por Bacillus spp. no controle in vitro de Meterhabditis sp., além 

dos modelos Panagrellus redivivus e Caenorhabditis elegans. O produto A é 

constituído por Bacillus subtilis QST-713, o produto B de B. thuringiensis CCT 1306 e 

o produto C trata-se de uma associação entre B. subtilis CCTB 04, B. pumilus CCTB 

05 e Bacillus amyloliquefaciens CCTB 09. Quando testados contra C. elegans, cepa 

N2, o produto A apresentou DL50 mínima de 0,5 ml/L, dentro de 24h e manteve-se 

altamente eficaz mesmo quando autoclavado ou diluído em PBS a 5% da 

concentração original. O produto B apresentou DL50 de 3,1 ml/L, dentro de 24h e 

manteve a grande eficácia quando autoclavado diluído em concentrações a partir de 

10%. O produto C apresentou DL50 169 ml/L, obtida em 48h, tempo máximo que 

delongou este experimento e apresentou alta eficácia apenas quando foi testado sem 

ser diluído, autoclavado ou não. Já nos ensaios com P. redivivus, o produto A 

apresentou DL50 mínima de 47 ml/L, observada em 96h e obteve alta eficácia a partir 

de quando diluído a 25% e mesmo quando autoclavado em concentração máxima. O 

produto B, obteve DL50 mínima de 165 ml/L, obtida em 120h, tempo máximo que 

delongou este experimento, e manteve alta eficácia a partir de quando diluído a 50% 

e quando autoclavado em concentração máxima. O produto C não obteve eficácia 

significativa. No caso de Metarhabditis sp., o produto A apresentou DL50 mínima de 5 

ml/L em apenas 24h e permaneceu com máxima eficácia a partir da diluição de 5%, a 

menor testada, e após autoclavado em concentração máxima. O produto B apresentou 

DL50 mínima de 2 ml/L em 24h e também apresentou máxima eficácia a partir da 



 

diluição de 5% e no produto autoclavado em concentração máxima. O produto C 

também não apresentou eficácia significativa no caso de Metarhabditis spp. A partir 

destes resultados, podemos concluir que os produtos A e B podem ser considerados 

eficientes nematicidas mesmo diluídos ou autoclavados, não só contra Metarhabditis 

spp., mas também contra outras espécies de nematoides. Apesar do produto C não 

ter se mostrado eficaz contra Metarhabditis sp. e ter se mostrado, em geral, com menor 

potencial nematicida, ele não pode ser completamente descartado para avaliação de 

nematotoxicidade em outras espécies de importância veterinária.  

  

  

Palavras-chave: Controle biológico. Nematoides. Bacillus spp. Metarhabditis spp.  

  

     



 

ABSTRACT  
  
  
FERREIRA, Vinícius Monteiro, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, September,  
2021. Evaluation of nematicidal potential of comercial formulations based on  
Bacillus spp. Adviser: Artur Kanadani Campos. Co-adviser: Alexmiliano Vogel de  
Oliveira.   
  

  

Gyr breed in Brazil and around the world often suffer from external parasitic otitis. This 

disease is mainly caused by nematodes of the genus Metarhabditis spp. and it can 

cause discomfort, purulent secretions, neurological signs and death of animals, 

besides a drop in productive and reproductive performance in the herd.  The bacteria 

genre Bacillus are widely used in biological control, as they are highly effective in 

controlling different agricultural pests. The aim of this study was to evaluate the 

effectiveness of commercial products A, B and C compounds of Bacillus sp. in the in 

vitro control of Meterhabditis sp., in addition to the models Panagrellus redivivus and 

Caenorhabditis elegans. Product A consisted of Bacillus subtilis QST-713, product B 

of B. thuringiensis CCT 1306 and product C was an association between B. subtilis 

CCTB 04, B. pumilus CCTB 05 and Bacillus amyloliquefaciens CCTB 09. When tested 

against C. elegans, strain N2, product A had a minimum LD50 of 0.5 ml/L within 24h 

and remained highly effective even when autoclaved or diluted in PBS at 5% of the 

original concentration. Product B had a LD50 of 3,1 ml/L within 24 hours and 

maintained its great efficacy when diluted in concentrations from 10% and after 

autoclaving. Product C presented DL50 169 ml/L, obtained in 48h, the maximum time 

that prolonged this experiment and showed high efficacy only when tested undiluted or 

after autoclaving. In the experiment with P. redivivus, product A had a minimum LD50 

of 47 ml/L, observed in 96h and obtained high efficacy from when diluted to 25% and 

even when autoclaved at maximum concentration. Product B obtained a minimum 

DL50 of 165 ml/L, obtained in 120h, the maximum time that prolonged this experiment, 

and maintained high efficacy from when diluted to 50% and when autoclaved at 

maximum concentration. Product C did not achieve significant efficacy. In the case of 

Metarhabditis spp., product A had a minimum LD50 of 5 ml/L in just 24 hours and 

remained with maximum effectiveness from the 5% dilution, the smallest tested, and 

after autoclaving at maximum concentration. Product B had a minimum DL50 of 2ml/L 

in 24h and also showed maximum efficacy from a 5% dilution and in the autoclaved 

product at maximum concentration. Product C also did not show significant efficacy in 



 

the case of Metarhabditis spp. From these results we can conclude that products A 

and B can be considered efficient nematicides even diluted or autoclaved, not only 

against Metarhabditis sp., but also against other nematode species. Although product 

C has not been shown to be effective against Metarhabditis spp. and having shown, in 

general, to have less nematicidal potential, it cannot be completely ruled out for 

evaluation of nematotoxicity in other species of veterinary importance.  

  

  

Keywords: Biological control. Nematodes. Bacillus spp. Metarhabditis spp.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é o quinto maior produtor de leite do mundo. A atividade leiteira tem 

grande importância econômica e social nacional, já que emprega muitas pessoas em 

mão-de-obra, além de movimentar financeiramente o mercado de insumos e os 

laticínios, especialmente em Minas Gerais, maior estado produtor do país (CONAB, 

2018; EMBRAPA). Animais de genética zebuína têm grande importância na produção 

leiteira brasileira, porque conferem ao rebanho rusticidade, fertilidade e vigor (SILVA 

et al., 2018).  

  A raça Gir origina o Girolando, quando cruzada com o gado Holandês (SILVA 

et al., 2018). A raça Gir apresenta grande susceptibilidade à doença chamada otite 

parasitária externa, que tem como um dos principais agentes etiológicos no Brasil, 

nematoides do gênro Metarhabditis (BARBOSA et al., 2016, SILVA et al., 2016; 

SOBRAL et al., 2019). A otite parasitária externa é identificada facilmente pela 

presença de secreção purulenta no pavilhão auricular, mas apresenta variados 

sintomas, desde portadores assintomáticos, até infecções no sistema nervoso e morte 

(CARDONA et al., 2012; DUARTE e HANDAM, 2004; LEITE et al., 2013). Diversos 

tratamentos são utilizados no combate à otite parasitária, mas muitos são ineficazes, 

a recidiva da doença é comum e os gastos com medicamentos tornam-se altos (LEITE 

et al., 2012, VEROCAI et al., 2007, VIEIRA et al., 1998). 

Os nematoides Caenorhabditis elegans e Panagrellus redivivus são dois 

modelos de experimentação animal amplamente utilizados em testes de toxicidade de 

substâncias (LIU et al. 2021; LUBIAN et al., 2019; SALAS et al., 2021; ORTIZ 2021). 

No entanto, existem diferenças na forma de reprodução, comportamento e 

preferências por pH e temperatura (FIGUEROA, 2009; HALL et al., 2008; KOLENSKI 

et al., 2019; STIERNAGLE, 2006). Diferenças de resistência e susceptibilidade entre 

os dois nematoides a diferentes toxinas, também já foram relatadas em outros 

trabalhos (BOYD e WILLIANS, 2003; LAWS et al., 2005; WEI et al., 2003). 

Bactérias do gênero Bacillus são bactérias gram-positivas, aeróbicas, produtoras 

de esporos e originalmente saprófitas, mas muito utilizadas como controladores 

biológicos naturais (GENG et al., 2015; SANCHIS, 2011; VASEEHARAM, 

RAMASAMY, 2002). Diversos autores encontraram eficácia de Bacillus sp. contra 

diferentes pragas da produção agrícola, além de insetos de importância sanitária e 
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alguns parasitos de importância médico-veterinária (CHANDRASENA et al. 2017; 

PINEDA et al., 2011, RITCHIE et al., 2010). 

Um dos produtos, abordados nesse estudo, o produto A, é à base de Bacillus 

subtilis, isolado QST-713, na concentração de 1,3 x 107 UFC/ml é utilizado na 

agricultura como fungicida e bactericida. O produto B, é à base de Bacillus 

thuringiensis, subespécie kurstaki, cepa CCT 1306, na concentração 5 x 1010 esporos 

viáveis/ml, utilizado como inseticida. O produto C, é utilizado como inoculante do solo 

e promotor de cresciemto das plantas. Este produto é formulado á base das bactérias 

Bacillus subtilis CCTB04, Bacillus amyloliquefaciens CCTB09 e Bacillus pumilus 

CCTB05, todos na concentração mínima de 1 x 1011 endósporos/ litro. Como alguns 

autores já encontraram ação nematicida em todas as espécies de Bacillus presentes 

nos três produtos mencionados (ABD- El- KHAIR et al., 2019; XIONG et al., 2015, WEI 

et al., 2003), esperamos que estes produtos também tenham eficácia positiva contra 

os nematoides Caenorhabditis elegans, Panagrellus redivivus e Metarhabditis spp. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1. Gado Gir na atividade leiteira 

O Brasil produz cerca de 7% de todo o leite do mundo, o que lhe confere a quinta 

posição no ranking mundial de produção (EMBRAPA, 2018). Dentre as principais 

raças produtoras de leite, a raça Gir vem conquistando cada vez mais sua importância. 

Desde 1993, a produção média de leite em 305 dias de lactação duplicou e o ganho 

genético nessa característica aumenta cerca de 1% a cada ano (PANETTO, et al., 

2019). Do cruzamento do Gir com o gado Holandês, tem-se como produto a raça 

Girolando. Devido à grande capacidade de adaptação a diversos climas e sistemas, 

o gado Girolando foi muito bem aceito nos rebanhos brasileiros e atualmente produz 

80% do leite nacional (SILVA et al., 2018). 

 

2.2. Rhabditis spp. e Metarhabditis spp. 

Rhabditis é um gênero do filo nematoda, ordem Rhabditida superfamília 

Rhabditoidea e família Rhabditidae. Este é um nematoide de porte pequeno, corpo 

fusiforme com comprimento entre 1 mm e 2,8 mm de comprimento esôfago 

rabditiforme e uma pequena cavidade bucal que tem entre quatro e seis lábios curtos, 

estreitos e duas papilas cada um (TAYLOR; COOP; WALL, 2016; URQUHART et 
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al.,1998). Rhabditis spp. necessitam de sete a oito dias para completar seu ciclo de 

vida quando crescem em ágar-sangue, se estiverem em temperatura ambiente. Os 

ovos das fêmeas eclodem no interior do útero e as larvas são liberadas após 

consumirem todos os tecidos do organismo materno, até que a fêmea seja reduzida 

a mera cutícula, fenômeno conhecido como endotonquia matricida (MARTINS et 

al.,1985). 

Parasitas gênero Rhabditis são saprófitas encontrados em terras úmidas, fezes 

e material em decomposição (ASIF et al., 2013; CARDONA et al., 2012). Entretanto, 

existem algumas espécies de importância veterinária: Rhabditis bovis é o principal 

causador de otite parasitária externa, amplamente encontrado em rebanhos da África 

e alguns países da América do Sul (CARDONA et al., 2010; MSOLLA 1993, 

OBATOLU, 1999). No Brasil, as espécies descritas foram Rhabditis freitasi, Rhabditis 

blumi, Rhabditis costai (BARBOSA et al., 2016; MARTINS, 1985; SILVA et al., 2016) 

que podem causar otite parasitária externa em bovinos das regiões tropicais 

(BARBOSA et al. 2016; LEITE et al., 2013; SOBRAL et al., 2019). Em raros casos, 

nematoides do gênero Rhabditis podem infectar seres humanos e causar otite 

(TESCHNER et al., 2014) e diarreia (CAMPOS et al., 2002; MEAMAR et al., 2007; YE 

et al., 2002). 

Em 2004, Thassen et al., classificaram um novo gênero de nematoides na Índia, 

o Metarhabditis andrassyana. Segundo os autores, esse gênero se difere do gênero 

Rhabditis spp. por dentículos com botão de setose sobre as placas metastegostomais, 

estreitos e fracamente diferenciados, corpo faringeal cilíndrico e faixas de músculos 

copulatórios. Em 2011, após uma análise detalhada de morfologias, Sudhaus 

transfere algumas espécies do gênero Rhabditis e Oscheius para o gênero 

Metarhabditis. Dentre elas estão as espécies Rhabditis freitasi, Rhabditis blumi, 

Rhabditis costai, as causadoras de otite parasitária no Brasil. 

A coleta de Metarhabditis spp., nos casos de otite clínica é feita com auxílio de 

uma zaragatoa (CAMPOS et al., 2009; VEROCAI, 2009; VIEIRA et al., 1998). A 

zaragatoa, pode ser feita com uma haste de bambu de 15 cm e um chumaço de 

algodão preso na ponta. Com o auxílio da zaragatoa, executa-se a técnica de swab. 

O swab é feito por meio de movimentos rotativos dentro do pavilhão auricular. O 

algodão, com material purulento aderido, é então introduzido em um frasco de 

aproximadamente 20 mL de capacidade, que é fechado e colocado no sol. Dentro de 

poucos minutos, os nematoides (se presentes), migram do pus aderido ao algodão 
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para as paredes do tubo e podem ser vistos a olho nu. Normalmente são encontrados 

de 1 500 a 13 500 nematoides (LEITE et al., 1993; SOUZA et al., 2008).  

Nos casos de otite subclínica, o diagnóstico pode ser realizado por meio de 

lavados com jatos de água dentro do pavilhão auricular. O líquido recuperado é 

colocado em um pote fundo preto, onde os nematoides (se presentes) poderão ser 

vistos a olho nu (LEITE et al., 1994, SOUZA et al., 2008). Em ambos os métodos, o 

conteúdo obtido nas coletas pode ser conservado em álcool 70%, para o transporte 

até um laboratório e posterior observação em microscópio estereoscópico. (VEROCAI 

et al., 2009, SILVA et al., 2016). 

 

2.3. Otite parasitária externa 

A otite parasitária é um problema grave e recorrente em rebanhos bovinos das 

regiões tropicais e subtropicais do mundo que acarreta grandes perdas econômicas. 

(CARDONA et al., 2012; LEITE et al., 2012; MSOLLA et al., 1993). Este tipo de otite 

afeta o pavilhão auditivo externo de bovinos de raças zebuínas, por isso é chamado 

de otite parasitária externa (LEITE et al., 2012; SOBRAL et al., 2019; VEROCAI et al., 

2009). Casos de otite parasitária já foram contabilizados em diferentes estados 

brasileiros. Vieira et al. (1998), encontraram uma ocorrência de 78,43% de otite 

parasitária em rebanhos de gado Gir de Goiás. Duarte et al. (2001) encontraram 

60,1% dos rebanhos de Gir de Minas Gerais infectados. Já Barbosa et al. (2016) 

encontraram uma prevalência de 71,4% dos rebanhos de gado Gir de toda a região 

Norte do Brasil.  

O principal agente causador da otite em bovinos é o nematoide Metarhabditis 

spp. Entretanto, ainda há relatos de otite externa causada por outros parasitas ao 

redor do mundo: Os ácaros Raillietia auris e Dermanyssus avium; o carrapato Otobius 

magnini, a larva Stephanofilaria zahaeeri, e a mosca Chrysomia bezziana (DUARTE 

e HANDAM, 2004). Leite et al. (2013) ainda citam a capacidade de potencialização 

dos efeitos da otite em animais infectados concomitantemente por Metarhabditis e 

Railiettia. 

 As raças Gir e Indubrasil são as mais afetadas por esse problema devido a 

presença de um pavilhão auricular muito longo e penduloso, que forma um microclima, 

com temperatura e umidade ideais para o desenvolvimento de parasitas (DUARTE et 

al., 2001; LEITE et al., 1993; VIEIRA et al., 1998). Além disso, essa mesma estrutura 

auricular favorece um acúmulo de cerúmen que, associada à presença de pelos e 
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proliferação de outras bactérias, como Staphylococcus spp., Corynebacterium bovis, 

Pseudomonas spp. e Streptococcus spp. Todo esse conteúdo torna-se um importante 

substrato para a proliferação de parasitas (MSOLA, 1986; VEROCAI et al., 2007). 

Infecções no meato acústico interno e médio também podem causar otite parasitária 

no meato acústico externo (ROSEMBERGER e STÖBER, 1993). 

Animais com otite parasitária aparentam desconforto e podem apresentar abano 

frequente da cabeça, bem como coceira nas orelhas com o membro pélvico e perda 

de apetite (DUARTE e HANDAM, 2004; LEITE et al., 2012). Outros sintomas da 

doença são inchaço ao redor dos olhos e orelhas, inflamação no linfonodo parotídeo, 

sensibilidade ao toque, lacrimejamento dos olhos, secreção auricular purulenta de 

leve a severa. Nos casos mais severos de secreção, esta pode vir acompanhada de 

mal odor e com presença de moscas (LEITE et al., 2013; SILVA et al., 2016; SOBRAL 

et al., 2019). 

Em situações mais raras, a otite parasitária externa pode também acarretar 

sintomatologia nervosa. Os principais sintomas são hemiplegia facial e movimentos 

circulares na direção do lado afetado, dificuldade de mastigação e nos casos mais 

agravados esses animais se deitam no chão e apresentam movimentos de pedalagem 

até a morte (BARBOSA et al., 2016; MSOLLA et al., 1993, VEROCAI et al., 2007). Os 

achados em necropsia mais encontrados são inflamação no meato acústico externo, 

presença de conteúdo purulento no pavilhão auricular, comprometimento do ouvido 

médio e interno, ruptura da membrana timpânica, presença de abcesso cerebral e 

ingurgitamento dos vasos cerebrais (CAMPOS et al., 2009). Além disso, o aumento 

no intervalo de partos, a diminuição na produção de leite e o aumento dos gastos com 

remédios podem interferir negativamente na performance econômica dos rebanhos 

de animais com otite parasitária (MSOLLA et al., 1987; BARBOSA et al., 2016; 

MSOLLA et al., 1987; VIEIRA et al., 1998). 

Alguns animais, especialmente os mais jovens podem ser portadores 

assintomáticos de otite parasitária externa. Os sintomas tendem a ser mais frequentes 

à medida em que o animal envelhece (DUARTE e HAMDAN, 2004; LEITE et al., 2013; 

MSOLLA et al., 2013). A presença de cornos também é um fator agravante para a 

formação de otite parasitária externa, pois aumentam a compressão do pavilhão 

auricular e com isso, dificultam a aeração e reduzem a umidade do meato acústico 

(DUARTE et al., 2001).  
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Msolla et al., 1993 evidenciam como principal forma de transmissão da otite 

parasitária os banhos de imersão dos animais em carrapaticidas. Obutolu et al. (1999), 

não só indicam o papel das moscas na transmissão da otite parasitária, como também 

indicam um crescimento na taxa de infecção nos períodos mais quentes e úmidos do 

ano em Zimbábue, devido a uma maior população de moscas. Verocai et al. (2007) e 

Leite et al. (2012) confirmam a importância das moscas na transmissão de otite 

parasitária externa no Brasil. Entretanto, outros autores brasileiros (DUARTE, 2001; 

VIEIRA et al., 1998) não encontraram sazonalidade nas taxas de infecção dos animais 

por Metarhabditis spp. 

Existem variados tratamentos recomendados para otite parasitária externa, mas 

alguns deles são controversos: Msolla et al. (1985) reportaram sucesso no tratamento 

com ivermectina parenteral e tópica, aplicadas simultaneamente. No entanto, Verocai 

et al. (2009) compararam tratamentos ivermectina tópica com albendazol sulfóxido 

oral e não encontraram resultados positivos em nenhum dos dois tratamentos. Leite 

et al., (1994), indicaram como tratamento com 100% de eficácia, a lavagem do 

pavilhão auditivo com solução de água e éter etílico com sulfato de cobre a 2%. 

Contudo, Vieira et al. (2001) comparam a mesma solução de água e éter etílico com 

pasta de nitrofurazona associada com triclorfon e dimetilsulfóxido e obtiveram baixas 

eficácias nos dois tratamentos. Msolla et al., (1987) obtiveram bons resultados com 

banhos de nicotina com toxaphene e Odongo e D´Souza (1989) recomendam o uso 

de solução tópica de triclofon e oxitetraciclina. Mesmo assim, o que Leite et al. (2012) 

observaram nas rotinas das fazendas, foi uma predominância da escolha do lavado 

do pavilhão auricular com soluções de álcool-éter, álcool bórico ou álcool ionizado, 

com ou sem a adição de antibióticos. Muitos criadores fazem esse lavado de forma 

preventiva, repetindo-o três a quatro vezes por ano, para evitar a ocorrência de casos 

mais graves em suas fazendas (DUARTE e HANDAM, 2004). 

 

2.4. Controle Biológico 

Controle biológico define-se pela utilização de antagonistas naturais dos 

parasitos, para reduzir a carga parasitária a índices que não interferem na produção 

animal (CARVALHO, 2014). O controle biológico não é feito sobre os estágios internos 

dos parasitos, mas sim nos vetores, hospedeiros intermediários, hospedeiros 

paratênicos e parasitos ou estágios de parasitos de vida livre, a fim de diminuir a 

contaminação ambiental. Da mesma maneira, o controle biológico diminui fontes de 
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infecção para hospedeiros finais, sem contudo, causar tantos efeitos negativos no 

ambiente como o controle químico (BENHAMOU et al., 2013; RODRIGUES, 2016; 

PÉREZ-SANCHEZ, 2018). 

Microorganismos selecionados para serem antagonistas naturais devem ser 

eficientes no combate ao patógeno, sobreviver no ambiente em condições adversas, 

ser fácil manipulação, fácil de produzir em massas; baixo custo de produção e alto 

tempo de sobrevivência em formulações comerciais. Além disso, as formulações 

comerciais também devem oferecer segurança para os produtores, consumidores e 

animais tratados (MOTA, CAMPOS, ARAÚJO, 2003). O controle biológico pode ser 

feito por meio de fungos, vírus e bactérias (ABD-ALLA, MEKI, DEMIRBAS-UZEL, 

2020; ARAÚJO et al., 2021; WANG, et al., 2021).  

 

2.5. Bacillus thuringiensis 

Bacillus thuringiensis são bactérias gram-positivas, aeróbicas formadoras de 

esporos, produtoras de cristais proteicos durante a esporulação e saprófitas, embora 

possam ser hospedeiras oportunistas em condições específicas GARCZYNSKI e 

SIEGEL, 2007; SANCHIS, 2011; WEI et al., 2003). Essas bactérias já foram 

encontradas em diferentes ambientes, como no solo, raízes, na superfície foliar das 

plantas, na água fresca, em grãos armazenados e sobre insetos, crustáceos, 

anelídeos e em mamíferos insetívoros (RAYMOND et al., 2010). 

O primeiro relato da utilização de B. thuringiensis no controle de pragas foi em 

1929 contra mariposa-cigana (Lymantria dispar), nos Estados Unidos. A partir daí, 

agrônomos começaram então a se interessar pela bactéria que tinha propriedades 

entomopatogênicas e matavam insetos rapidamente, em pequenas preparações. Já 

a primeira formulação comercial produzida a partir de Bacillus thuringiensis foi 

formulada na França, em 1938, pelo nome “Sporéine” (SANCHIS, 2011, SANCHIS e 

BOURGET, 2008).  

Desde então, várias pesquisas à respeito de Bacillus thuringiensis e 

principalmente suas toxinas, tem sido feitas para o controle de diversas pragas de 

importância agrícola, dentre elas lagartas, traças, besouros, mariposas e cigarrinhas 

(CHANDRASENA et al., 2017, LIU et al., 2018). Mais recentemente, B. thuringiensis 

também começaram a ser utilizados para controle de larvas de vetores de doenças 

de importância médico sanitária, como dengue, malária, elefantíase e leishmaniose 

(KALIMUTHU et al., 2011; RITCHIE et al., 2010, OSBORN et al. 2007, 
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WERMELINGHER et al., 2000). No contexto da medicina veterinária, B. thuringiensis 

e suas toxinas também já demonstraram efetividade no controle de estágios 

ambientais de diferentes nematoides parasitas como Haemonchus, Teladorsagia, 

Nippostrongylus, Ancylostoma, Trichostrongylus e Ostertagia (KOTZE et al., 2005; 

PINEDA et al., 2011). Siegel et al. (2001) ainda salienta a segurança, no que diz 

respeito à toxicidade, dos produtos à base de B. thuringiensis para mamíferos. 

Segundo Lecadet et al.(1999), já foram isolados 69 sorotipos de Bacillus thuringiensis. 

Contudo os sorotipos utilizados comercialmente atualmente são Bacillus thuringiensis 

kursakati, Bacillus thuringiensis israelenses e Bacillus thuringiensis tenebrionis contra 

pragas agrícolas da ordem Lepidoptera, Diptera e Coleóptera, respectivamente (YAN 

et al., 2007). 

Bacillus thuringiensis produzem cristais de inclusões parasporais, chamados 

proteínas Cry, ou δ-endotoxinas, e as proteínas Cyt. Algumas das toxinas Cry e Cyt 

penetram com facilidade o parasita pela região da boca, e promovem a degradação 

de células do epitélio intestinal, por desequilíbrio osmótico e formação de poros nas 

paredes das células (ABDELMONEEIN e MASSOUD, 2009; CRICKMORE, 2005, 

TIAN et al., 2007). Dunstand-Guzman et al. (2020) ainda encontraram lesões na 

cutícula e no útero de nematoides Ancylostoma caninum. No entanto, essas toxinas 

não causam danos a mamíferos, se ingeridas, pois não se ligam a receptores de 

células intestinais de mamíferos (SIEGAL, 2001). 

 Existem diversos trabalhos de autores que conseguiram utilizar as proteínas Cry 

isoladas contra diferentes parasitas, de importância agrícola, médica e veterinária. Liu 

et al. (2018), utilizaram as proteínas Cry 64Ba e Cry64Ca, contra insetos praga de 

culturas de arroz, Laodelphax striatellus e Sogatella furcifera. Cappelo et al., (2006) 

encontraram bons resultados com a toxina Cry5B no combate ao parasita humano 

Ancylostoma ceylanicum. Lara et al. (2016), obtiveram eficácia com a utilização da 

proteína Cry 11Aa contra o parasita de ovinos Haemonchus contortus. Já as toxinas 

Cyt tem alvos bem mais específicos que as toxinas Cry, com ação principalmente 

contra a ordem Diptera, como moscas e mosquitos (BRAVO et al., 2007; GOEZ et al., 

2007; MAAGD et al. 2003). Recentemente, foi descoberta produção de outros 

compostos com capacidade nematicida por B. thuringiensis como flovanoides, fenóis, 

terpenos, esteroides, taninos saponinas, alcaloides e lipopeptídeos (MAULUDIA, et al. 

2020; ZHENG, 2018). Peng et al. (2016) ainda relataram a ação de metaloproteinases 

com ação nematicida. 
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2.6. Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis é outra bactéria do gênero Bacillus, também comumente 

encontrada no solo e com grande potencial no controle biológico, especialmente por 

não haver relatos de patogenicidade para seres humanos e outros animais (KISHORE 

e MUKHERJEE; 2006; MNIF e GHRIB, 2015; NAGÓRSKA et al., 2007). Na 

agricultura, B. subtilis é vastamente utilizado por facilidade de estabelecimento na 

microbiota do solo. Dessa maneira, ele atinge a rizosfera de muitas plantas do mesmo 

ambiente e consegue proteger as plantas contra um amplo grupo de pragas, como 

fungos, nematoides e outras bactérias. Essa característica confere ao B. subtilis, o 

título de bactéria promotora de crescimento de plantas (KUMAR et al., 2011, MENA-

VIOLANTE e OLALDE-PORTUGAL, 2007; SIVASTHI et al., 2014;). 

 Apesar de ser utilizado inicialmente na agronomia, já existem estudos que 

comprovam a eficácia de B. subtillis utilizados em diferentes áreas. Vaseeharan e 

Ramasamy (2002) obtiveram bons resultados utilizando B. subtilis contra Vibrio spp., 

bactéria parasita de camarão. Das e Mukherjee (2006) encontraram potencial de 

lipopeptídeos de B. subtilis contra diferentes estágios larvais do mosquito de 

importância médico-sanitária Culex quinquefasciatus. La Ragione et al. (2001) 

obtiveram bons resultados no tratamento de Escherichia coli em galinhas com uma 

dose oral de esporos de B. subtilis. 

Hong et al. (2008) garantem a seguridade para a ingestão oral de Bacillus subtilis 

como probióticos, devido a facilidade de colonização do intestino, associada com a 

não produção de enterotoxinas. Alexopoulos et al. (2004) encontraram melhor 

conversão alimentar, ganho de peso e qualidade de carcaça em suínos tratados com 

Bacillus subtilis regularmente. Da mesma maneira, Kritas et al. (2006) observaram 

menor mortalidade de cordeiros e maior produção de leite em rebanhos ovinos sob a 

administração de Bacillus subtilis. 

Bacillus subtilis também é capaz de produzir antibióticos com diferentes 

estruturas e atividades (STEIN, 2005). São compostos basicamente de peptídeos de 

origem ribossomal e não ribossomal, de maneira que a maior parte dos antibióticos 

contra patógenos de plantas são não-ribossomais, principalmente lipopeptídeos 

cíclicos (NAGÓRSKA et al., 2007). Os lipopeptídeos cíclicos podem ser classificados 

em iturinas, fengicinas e surfactinas de acordo com suas características químicas 

(AHIMOU et al.; ONGENA et al. 2007; ROMERO et al., 2007). Todos esses compostos 
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preservam sua atividade em altas temperaturas e numa grande variação de pH 

(RITTER et al., 2018; SOUTO et al., 2004).  

O grupo das iturinas engloba as iturinas A, B. C, D e E, as bacilomicinas D, F e 

L e as micosubtilinas e é reconhecido pelo efeito anti-fúngico, especialmente das 

iturinas A (BESSON et al., 1978; BESSON e MICHEL, 1987; ESHITA e ROBERTO, 

1995). Essas partículas conseguem romper a membrana plasmática de células de 

fungos e leveduras ao formar pequenas vesículas que se agregam nas membranas e 

degradam os fosfolipídeos (NAGÓRSKA et al., 2007, THIMON et al., 1995). Kavitha 

et al., (2012) encontraram ação nematicida de iturinas sobre larvas de segundo 

estágio e redução da eclodibilidade de ovos dos fitonematoides Meloidogyne 

incognita. As iturinas possuem capacidade hemolítica, ou seja, são tóxicas para 

eritrócitos humanos, a partir de certas doses (ARANDA et al., 2005; BESSON e 

MICHEL, 1984). No entanto, Aranda et al. (2005), asseguram que as concentrações 

tóxicas de iturina A são menores que as necessárias para que haja destruição de 

micélios. Os mesmos autores sugerem ainda a adição de soluções osmóticas junto 

com as iturinas para combaterem a hemólise, em casos de altas doses. 

As fengicinas são lipopepítdeos cíclicos que também apresentam grande 

potencial fungicida, além de apresentar atividade hemolítica menor que das iturina e 

surfactinas (DELEU et al., 2008; ONGENA et al., 2007; VANITTAKON et al.; 1986). 

Elas atuam a partir da ligação à membrana das células-alvo, que causa 

extravasamento de conteúdo e lise celular, devido à desordens na composição lipídica 

da membrana (Sur et al., 2018). 

As surfactinas são os lipopeptídeos cíclicos com características 

biossurfactantes, ou seja, têm a capacidade de reduzir a tensão superficial das 

superfícies alvo (NAGÓRSKA et al., 2007; PEYPOUX et al.; 1999). Essa característica 

permite ao Bacillus subtilis o estabelecimento e colonização de diferentes ambientes, 

o que favorece a formação de biofilme e maior adesão e ação das bactérias sobre 

fungos, vírus, nematoides e outras bactérias (AHIMOU et al., 2000; VOLLENBROICH, 

et al., 1997; WU et al.; 2003). Além disso, o potencial surfactante garante às 

surfactinas uma capacidade de permeabilização de membrana, através da abertura 

de canais iônicos em membranas celulares. Essa abertura provoca a perda de 

conteúdo interno celular e destruição da célula (CARRILO et al., 2003, INÊS e 

DHOUHA, 2015). A surfactina também possui atividade hemolítica, mas manipulações 
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genéticas têm sido feitas para a produção de lipopeptídeos menos tóxicos para células 

humanas (SYMMANK et al., 2002). 

 

 2.7. Bacillus pumilus 

Bacillus pumilus é mais uma bactéria do gênero Bacillus que se apresenta 

antagonista a importantes pragas da produção agrícola, onde também é considerada 

uma bactéria promotora de crescimento (ABD-EL-KHAIR et al., 2019; CETINTAS et 

al., 2018; LEE e KIM, 2016). Na medicina veterinária, B. pumilus é usado como 

probiótico, para combate de infecções bacterianas. Haldar e Gandhi (2016) obtiveram 

redução na contagem de coliformes fecais em ratos tratados com a cepa B9 de B. 

pumilus. Gao et al. (2017), obtiveram bons resultados ao utilizarem B. pulmis como 

probiótico em camarões infectados com bactérias do gênero Vibirio. Opriessnig et al. 

(2019) observaram não só a redução da carga bacteriana, como também reduziram a 

severidade das lesões intestinais em leitões infectados com Lawsonia intracellularis, 

Esses autores afirmam que B. pumilus tem a capacidade não só de combater o 

patógeno, como também de impedir a infecção dos enterócitos por L. intracellularis. 

 Essa bactéria atua no controle biológico por meio de diferentes metabólitos e 

enzimas que possuem ação antifúngica, antibacteriana e anti-helmíntica (ERJAHEE 

et al., 2020; GAO et al., 2017; SAWALE et al., 2014). No contexto da helmintologia, 

Oliveira et al. (2007) encontraram atividade nematicida de diferentes cepas de B. 

pumilus contra larvas de Meloidogyne exigua. Kumar et al. (2014) encontraram efeito 

nematostático de três metabólitos produzidos por B. pumilus contra adultos da espécie 

Pheretima posthuma. Li et al. (2018) ressaltam a ação do composto guanidina, 

encontrado na estirpe LYMC-3 de B. pumilus, contra larvas do nematoide 

Bursaphelenchus xylophilus. Lee e Kim (2016) atribuem a ação larvicida e ovicida de 

B. pumilus à produção das enzimas proteases e quitinases por essas bactérias. Não 

há relatos na literatura da utilização de B. pumilus no controle de helmintos parasitas 

de animais. 

Kotowicz et al. (2019) estudaram a toxidade de B. pumilus em seu trabalho. Os 

autores não encontraram ação citotóxica e observaram apenas baixa atividade 

hemolítica da bactéria em estudos in vitro e nenhuma alteração em aparência e 

comportamento quando essas bactérias foram fornecidas para a ingestão de 

camundongos. Os mesmos autores ainda ressaltam alta a capacidade de adesão em 

muco dessas bactérias. Tena et al. (2007) relataram três casos de infecções cutâneas 
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em humanos, causadas por B. pumilus. Todavia, secundo a EFSA (2013), casos de 

intoxicação por B. pulmilus são raros e produtos biológicos formulados a partir dessa 

bactéria podem ser considerados seguros para mamíferos. 

 

         2.8. Bacillus amyloliquefaciens 

Bacillus amyloliquefaciens é outra bactéria do gênero Bacillus muito utilizada no 

controle biológico de pragas agrícolas, também considerada uma bactéria promotora 

de crescimento (BISHT e CHAUHAN, 2020; GAMEZ et al., 2019; SALAM et al., 2018;). 

Além disso, essa bactéria é considerada segura e não há relatos de infecções por B. 

amyloliquefaciens ou reações a medicamentos à base dessas bactérias em humanos 

e diferentes espécies animais (BOER e DIDERICHSEN, 1991; EFSA, 2017. EFSA, 

2019). Segundo Alguribi et al. (2016), B. amyloliquefaciens possui baixos efeitos 

mutagênico e hemolítico. 

Na medicina veterinária, B. amyloliquefaciens é utilizado como probiótico, para 

combate de infecções bacterianas. Hong et al. obtiveram maior ganho de peso e 

menor conversão alimentar de frangos tratados com B. amyloliIquefaciens em relação 

ao grupo controle. Em seu experimento com bezerros e cães adultos, Vazquez-

Mendonza et al. (2018) classificaram B. amyloliquefaciens um promissor probiótico, 

com forte ação antimicrobiana. Van der Peet-Schwering et al. (2020), em sua 

formulação de probiótico com B. amyloliquefaciens e B. subtilis observaram melhor 

ganho de peso, conversão alimentar e menos casos de infecções no íleo de suínos 

em diferentes fases de produção. 

A ação nematicida, também é reportada na literatura: Messa et al. (2019), em 

testes in vitro, encontraram grande potencial larvicida e ovicida de B. 

amyloliquefaciens contra o nematoide Meloidogyne javanica. Castaneda-Alvarez 

(2015), em sua avaliação de atividade tóxica de diferentes rhizobactéricas contra 

estágios juvenis e adultos do nematoide Xiphinema index, encontraram produção das 

enzimas e metabólitos quitinase, protease, lipase, colagenase e sulfeto de hidrogênio 

(H2S) por B. amyloliquefaciens. Jamal et al. (2017) encontraram eficácia no controle 

do nematoide Meloidogyne incógnita por B. amyloliquefaciens e identificaram 

importante atividade nematicida do dipeptídeo cyclo(D-Pro-L-Leu). A alta produção de 

ácidos graxos voláteis pelo B. amyloliquefaciens é um dos fatores responsáveis pela 

sua atividade nematicida TADIGIRI et al., 2020). Algumas estirpes de B. 

amyloliquefaciens também produzem lipopetídeos cíclicos, como iturina A, fengicina 
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e surfactina (EFSA, 2017). Não há relatos na literatura da utilização de B. 

amyloliquefaciens no controle de nematoides de importância veterinária. 

 

3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

A otite parasitária externa é um grande entrave para os criadores de gado 

zebuíno do mundo. O controle biológico tem como sua principal vantagem reduzir a 

carga parasitária sem deixar resíduos químicos no ambiente (BENHAMOU et al., 

2013; PÉREZ-SANCHEZ, 2018). O presente estudo visa investigar a eficácia de 

produtos comerciais à base de diferentes espécies de Bacillus spp. contra 

Metarhabditis sp. e outros nematoides modelos de experimentação animal. 

 

 

Objetivo Geral 

● Avaliar a eficácia dos produtos comerciais à base de Bacillus spp. no controle 

de Metarhabditis spp., Panagrellus redivivus e Caenorhabditis elegans em 

condições de laboratório. 

 

         Objetivos específicos 

 Comparar a susceptibilidade de Metarhabditis spp. em relação a P. redivivus 

quando submetidos ao tratamento com os produtos comerciais à base de 

Bacillus spp.; 

 Avaliar o tempo ótimo para a maior eficácia dos três produtos comerciais a 

base de Bacillus spp contra Metarhabditis spp., P. redivivus e C. elegans, em 

condições de laboratório. 

 Encontrar a DL50 necessária dos três produtos à base de Bacillus spp. para 

os nematoides Metarhabditis spp., P. redivivus e C. elegans, em condições de 

laboratório.   

 Observar se os três produtos conseguem manter a eficácia após diluídos ou 

autoclavados contra os os nematoides Metarhabditis spp., P. redivivus e C. 

elegans, em condições de laboratório.   
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Resumo 

Dentre as alternativas para o controle de nematoides, as bactérias do gênero Bacillus 

spp. apresentam destaque. O nematoide Caenorhabditis elegans é um ótimo modelo 

para testes de toxicidade em nematoides de importância sanitária e econômica. O 

objetivo de nosso trabalho foi avaliar a eficácia de três produtos à base de diferentes 

bactérias do gênero Bacillus que não tem descrição de nematotoxicidade, contra C. 

elegans. O produto A é composto pela cepa QST-713 de B. subtilis, o produto B pela 

cepa CCT 1306 de B. thuringiensis e o produto C por uma associação das cepas 

CCTB 04 de B. subtilis, CCTB 05 de B. amyloliquefaciens e CCTB 09 de B. pumilus. 

Os ensaios foram feitos em placas de microtitulação, em que foram testados sobre os 

nematoides os três produtos nas concentrações de 100%, 50%, 25%, 10%, 5% e 

autoclavado na concentração máxima, além de controle positivo e controle negativo. 

Foram feitas ainda todas as diluições necessárias para que fosse obtida a DL50 de 

cada produto. As diluições e o controle negativo foram feitos com S basal, enquanto 

o controle positivo foi feito com solução de lugol. Foram feitas leituras a 24h e a 48h 

para que fosse calculado o percentual de redução em relação ao grupo controle. Os 

valores obtidos foram comparados pelos testes de Kruskall-Wallis e teste de Dunn. O 

produto A foi o que necessitou de menor DL50, de 0,5 ml/L atingida em um período 

de 24h, seguido pelo produto B, que proporcionou DL50 de 3,1 ml/L, também dentro 

de 24h e pelo produto C que necessitou de maior DL50 entre os três produtos, de 169 

ml/L, obtida em 48h. O produto A se manteve estatisticamente tão eficaz quanto o 

controle positivo até quando diluído a 5%, o produto B, se mostrou com eficácia 

semelhante ao controle positivo até quando diluído a 10% e o produto C só se 

assemelhou estatisticamente ao controle positivo em sua concentração máxima. Os 

três produtos apresentaram-se eficazes depois de autoclavados. Podemos observar 

que os três produtos apresentam potencial nematicida e devem ser testados no 

controle de nematoides de importância sanitária e econômica. 

 

1. Introdução 

A resistência anti-helmíntica é um problema cada vez mais frequente nos rebanhos 

de diferentes espécies de animais e em diversas partes do mundo (DAUPARAITĖ et 

al., 2021; MICKIEWICZ et al., 2021; MPHAHLELE et al., 2021). Alternativas para uso 

de anti-helmínticos tem sido pesquisadas para reduzir a pressão de seleção sobre os 
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fármacos sintéticos, como por exemplo, o controle biológico, fitoterápicos e sistemas 

de manejo integrado de pastagens (HOAI, 2020; PALOMERO et al., 2021; AMORIM 

et al., 2021). Bactérias do gênero Bacillus e os metabólitos produzidos por elas se 

destacam há vários anos no controle parasitário, inclusive de helmintos (HU et al., 

2018; LI et al., 2021; PINTO et al., 2017).  

Dentre as bactérias do gênero Bacillus, B. thuringiensis talvez seja a mais explorada, 

tanto no âmbito da medicina humana, quanto na veterinária e agronomia 

(RAMALAKSHMI et al., 2020; SANDERS et al., 2020; URBAN et al., 2021). Esta 

bactéria age contra nematoides por meio de cristais parasporais e proteínas Cry, que 

degradam as células intestinais do helminto (CRICKMORE, 2005; TIAN; YANG; 

ZHANG, 2007; VERDUZCO-ROSAS et al., 2021). Bacillus subtilis também é uma 

bactéria muito estudada para controle biológico de diversos nematoides (DAS; 

WADUD; RAHMAN, 2021; MIGUNOVA, 2021; YANG et al., 2020). Sua facilidade de 

formação de biofilme e estabelecimento em diferentes ambientes lhe torna uma 

importante bactéria promotora de crescimento de plantas na agronomia (BLAKE; 

CHRISTENSEN; KOV, 2021; FOUDA et al., 2021; JABBOROVA et al., 2021) e um 

eficiente probiótico na medicina veterinária (BASTOS et al., 2020; MARDANOVA et 

al., 2020; SMOCK et al., 2020). Bacillus subtilis pode produzir uma gama de peptídeos 

de origem ribossomal e não ribossomal com propriedades antibacterianas, 

antifúngicas e antiparasitárias (NAGÓRSKA; BIKOWSKI; OBUCHOWSKI, 2007). 

Bacillus pumilus e B. amyloliquefaciens também já foram utilizados como probióticos 

em animais, no entanto sua utilização foi restrita apenas a avaliação do potencial 

antibacteriano (BILAL et al., 2021; DU et al., 2018; OPRIESSNIG et al., 2019; 

YOHANNES et al., 2020). Porém, no contexto agrícola, estas bactérias tem ação 

comprovada contra diferentes nematoides, por meio da ação de uma variedade de 

toxinas, ácidos e enzimas (JAMAL et al., 2017; LEE; KIM, 2016; LI; TAN; CHEN, 2018; 

MESSA; NUNES; MATTEI, 2019). 

Caenorhabditis elegans é um nematoide muito utilizado para estudo de diversos 

processos celulares, metabólicos, bioquímicos e infecciosos (CHAVES et al., 2021; 

LIU; TIAN; WANG, 2021; ORTIZ; RATZKE; GORE, 2021; SHPILKA et al., 2021). Este 

nematoide é encontrado naturalmente em troncos, frutas e vegetais podres e alguns 

invertebrados, onde se alimenta de bactérias ali presentes (BUBRIG; SUTTON; 

FIERST, 2020; FÉLIX; DUVEAU, 2012; SCHULENBURG; FÉLIX, 2017). No entanto, 
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a cepa N2 já é considerada um animal de laboratório, pois se reproduz em placas de 

Petri por inúmeras gerações, e se alimenta exclusivamente da bactéria Escherichia 

coli (FRÉZAL; FÉLIX, 2015; STERKEN et al., 2015). Seu rápido ciclo, anatomia, 

fisiologia e biologia celular conhecidas e mapeamento genético completo, tornam-no 

um excelente modelo para pesquisas (CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE, 2015; HILLIER 

et al., 2005; FRANKS, et al., 2006; PINTARD; BOWERMAN, 2019). No contexto da 

avaliação de toxicidade de compostos químicos contra nematoides, a ação de toxinas 

pode ser avaliada em C. elegans por meio de diferentes parâmetros, como redução 

de motilidade, fertilidade, crescimento, funcionamento de bomba de faringeal e 

degeneração celular (KHO et al., 2011; RAE et al., 2010; SCHULENBURG; MÜLLER, 

2004; WAN et al., 2019). 

É importante buscar novas alternativas para controle de nematoides, para assegurar 

a presença de tratamentos eficientes, principalmente com o avanço dos casos de 

resistência aos antiparasitários. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial 

nematicida de três produtos comerciais à base de Bacillus sp. que originalmente não 

são destinados ao controle de nematoides, através de ensaios in vitro, contra o 

nematoide C. elegans. 

2. Material e Métodos 

2.1. Cultivo de C. elegans  

As colônias de C. elegans estirpe N2 foram cultivadas em meio NGM a 20ºC e 

alimentadas com Escherichia coli cepa OP50, crescidas em meio BHI por uma noite, 

conforme descrito em Rae et al., (2010). Essas larvas foram sincronizadas para o 

estágio L4, feito de acordo com a metodologia descrita por Stiernagle (2006). 

Resumidamente, os hermafroditas adultos foram depositados no NGM à 20ºC e 

reitrados 12h após, assim que completarem a oviposição. Os ovos foram mantidos 

nas placas por aproximadamente 52h. 

 

2.2 Produtos utilizados 

O produto A é composto por Bacillus subtilis, cepa QST-713, na concentração de 1,3 

x 107 UFC/ml, originalmente classificado como fungicida e bactericida. O produto B é 

composto por B. thuringiensis, subespécie kurstaki, cepa CCT 1306, na concentração 

5 x 1010 esporos viáveis/ml e é direcionado para o controle de insetos da ordem 

Lepidopdera. O produto C é composto por uma associação entre B. subtilis, cepa 
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CCTB 04, B. pumilus cepa CCT B05 e B. amyloliquefaciens, cepa CCTB 09, todos na 

concentração de 1 x 108 endósporos/ml e é utilizado como inoculante do solo. 

  

2.3 Testes de ação dos produtos 

Com o auxílio de uma pipeta de Pasteur, placas em que C. elegans eram mantidos 

foram lavadas com 10 ml do meio líquido S basal [5.85g de NaCl, 1g de K2HPO4, de 

6 g KH2PO4, 1 ml de colesterol (5 mg/ml em etanol), 1 litro de água destilada]. Este 

volume foi transferido para um béquer de 50 ml, para homogeneização da solução 

com nematoides. Com o auxílio de uma pipeta semiautomática, foram retiradas cinco 

alíquotas de 50 µl da solução de nematoides obtida. As alíquotas foram lidas em 

microscópio óptico para mensurar a média de C. elegans por alíquota. Foram 

inoculados em média 50 C. elegans em estágio L4, em duas em placas de 

microtitulação de 96 poços. Além da alíquota, foi adicionada uma solução de 5 µl de 

E. coli OP50 e 2 µl de oxitetraciclina (25 µg/ml) e 2 µl cloranfenicol (25 µg/ml), para 

evitar proliferação excessiva de bactérias. Os tratamentos testados foram os produtos, 

cada um nas diluições de 100%, 50%, 25%, 10%, 5% e produto autoclavado, a 121ºC 

por 20 mintuos, em concentração máxima. Todas as diluições foram feitas em meio S 

basal. Além disso, ainda havia um controle negativo, com S basal e um controle 

positivo, com solução de lugol (1 ml de Iodo cristalizado; 5 ml de Iodeto de Potássio; 

100 ml de água destilada). Todos os tratamentos foram adicionados na proporção 

solução de nematoides/tratamento de 2:1 (40µl de solução de nematoides, para 20 µl 

de tratamento) e em 12 réplicas. Todo o processo, de inoculação de nematoides e 

tratamentos foi feito dentro da capela com a câmara de fluxo ligada. As placas de 

microtitulação foram embaladas em sacos plásticos para evitar perda excessiva de 

humidade, antes de serem incubadas em incubadora Biochemical Oxygen Demand 

(BOD). Uma placa foi escolhida aleatoriamente para ser lida a 24h e outra a 48h. No 

momento das leituras, todo conteúdo em cada poço era pipetado e lido com lâmina e 

lamínula. Todo o ensaio foi repetido três vezes. O mesmo procedimento foi igualmente 

adotado para os produtos A, B e C. A contagem obtida foi transformada em percentual 

de redução para que seja calculada a DL50. Esse percentual de redução foi calculado 

de acordo com o método de Abdel-Salam et al. (2018): (%) Redução = (C1 - C2) /C1 

x 100, onde C1 é a média de nematoides vivos no grupo controle e C2 é o número de 

nematoides vivos no grupo tratado. O valor de cada réplica foi transformado em média 

de cada tratamento em cada tempo. Para o cálculo de DL50, no caso dos produtos A 
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e B, foi necessário outro ensaio em triplicata, em que novas placas foram lavadas e 

os nematoides e tratamentos foram novamente pipetados da mesma maneira que foi 

realizado o primeiro experimento. Entretanto, dessa vez as concentrações avaliadas 

foram de 1%, 0,5% e 0,1%. 

 

2.4. Análises estatísticas 

 A análise estatística das variáveis estudadas e da dose necessária para matar 

50% dos nematoides, DL50, foi realizada com software R versão 4.1.0 (R 

Development Core Team, 2021). A DL50 foi calculada por meio do pacote (drc). A 

análise de variância (ANOVA) adotada foi a análise não-paramétrica. Para 

comparações múltiplas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn. O 

valor de p = 0,05, foi considerado significativo estatisticamente. 

 

3. Resultados 

O produto que se mostrou tóxico para C. elegans em menor concentração foi o 

produto A, seguido pelos produtos B e C, respectivamente. A DL50 do produto A, 

corresponde a menos de 17% da DL50 necessária para o produto B. Este, por sua 

vez apresentou uma DL50 correspondente a menos de 2% da DL50 necessária para 

o produto C. Os valores da DL50 necessária de cada produto e o tempo em que esta 

foi atingida podem ser conferidos na tabela 1: 

Tabela 1: DL50 necessária e tempo de ação adequado para os produtos A, B e C 

  

Produto DL50 

A 0,5 ml/L – 24h  

B 3,1 ml/L – 24h 
C 169 ml/L – 48h 

                              Fonte: Arquivo pessoal 

Com relação à eficácia de cada produto em diferentes concentrações, o percentual de 

redução apresentado pelo produto A foi semelhante ao do controle positivo mesmo 

após diluído na menor concentração testada, de 50 ml/L (5% em S Basal), em apenas 

24h, sem apresentar diferenças estatísticas (p < 0,05) para as demais concentrações. 

No entanto, a 48h, essa concentração mostrou-se um pouco menos efetiva que as 

demais. A queda de eficácia no segundo dia não foi observada nos demais 
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tratamentos. O produto A, apresentou a mesma eficácia autoclavado e não 

autoclavado na concentração máxima. Esses resultados podem ser vistos na figura 1: 

Figura 1: Percentual de redução de C. elegans em relação ao grupo controle nos 

tempos de 24h e 48h, quando colocado em contato com o produto A. Os tratamentos 

representados foram as concentrações dos produtos após diluídos em S Basal (5%, 

10%, 25%, 50% e 100%) e o produto autoclavado em concentração máxima, 

representado pela letra A. O controle positivo está representado no gráfico por C (+). 

Colunas representadas por mesma letra maiúscula são tratamentos que não diferiram 

estatisticamente entre si (p < 0,05) em função do tempo. A coluna com letra maiúscula 

diferente, indica diferença estatística dentro do mesmo tratamento em função do 

tempo. Colunas representadas com mesma letra minúscula representam tratamentos 

que não diferiram estatisticamente no mesmo período de tempo (p < 0,05). Colunas 

representadas com letras minúsuculas diferentes indicam tratamentos que diferiram 

entre eles no mesmo período de tempo. As barras de erros representam o erro-

padrão. 

 
Fonte: Arquivo Pessoal.  
 

A média de nematoides vivos por poço em cada tratamento com o produto A, inclusive 

no controle negativo C (-), é apresentada na tabela 2: 

Tabela 2: Média de nematoides vivos em cada tratamento do ensaio feio com o 

produto A. 
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24h 35,3 1 0,7 0,6 0,6 0 0,3 0 

48h 22,1 2,1 0,2 0 0 0 0,1 0 
Fonte: Arquivo pessoal 

O produto B alcançou percentual de redução próximo a 100%, quando diluído a 10% 

em S Basal, ou seja, a partir da concentração de 100 ml/L, em 24h e permaneceu com 

a mesma eficácia nas concentrações superiores e no controle positivo, sem diferenças 

estatísticas entre estes (p < 0,05). Quando submetido a autoclave, o produto B teve 

sua eficácia reduzida, e necessitou de 48h para atingir eficácia similar à do controle 

positivo, bem como quando o produto foi diluído a 5%. Estes resultados podem ser 

representados na figura 2: 

Figura 2: Percentual de redução de C. elegans em relação ao grupo controle nos 

tempos de 24h e 48h, quando colocado em contato com o produto B. Os tratamentos 

representados foram as concentrações dos produtos após diluídos em S Basal (5%, 

10%, 25%, 50% e 100%) e o produto autoclavado em concentração máxima, 

representado pela letra A. O controle positivo está representado no gráfico por C (+). 

Colunas representadas por mesma letra maiúscula são tratamentos que não diferiram 

estatisticamente entre si em função do tempo (p < 0,05). Colunas representadas com 

mesma letra minúscula representam tratamentos que não diferiram estatisticamente 

no mesmo período de tempo (p < 0,05). Colunas representadas por letras minúscula 

diferentes indicam tratamentos que apresentaram diferenças estísticas entre eles no 

mesmo período de tempo. As barras de erros representam o erro-padrão. 

 
Fonte: Arquivo pessoal. 
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A média de nematoides vivos por poço em cada tratamento com o produto B, inclusive 

no controle negativo C (-) está apresentada na tabela 3: 

Produto B  C (-) 5% 10% 25% 50% 100% A C (+) 

24h 42,5 9 0,5 0 0 0,4 11 0 

48h 12,9 3 0,1 0 0 0 3,1 0 
Tabela 3: Média de nematoides vivos em cada tratamento do ensaio feio com o produto B. 
 
Quanto ao produto C, apresentou maior percentual de redução em sua concentração 

máxima em 48h, que foi o único tratamento não autoclavado que não apresentou 

diferenças estatísticas com o controle positivo (p < 0,05). O produto manteve a mesma 

eficácia após submetido à autoclave. Estes resultados podem ser observados na 

figura 3: 

Figura 3: Percentual de redução de C. elegans em relação ao grupo controle nos 

tempos de 24h e 48h, quando colocado em contato com o produto C. Os tratamentos 

representados foram as concentrações dos produtos após diluídos em S Basal (5%, 

10%, 25%, 50% e 100%) e o produto autoclavado em concentração máxima, 

representado pela letra A. O controle está representado no gráfico por C (+). Colunas 

representadas por mesma letra maiúscula são tratamentos que não diferiram 

estatisticamente entre si em função do tempo (p < 0,05) em função do tempo. Colunas 

representadas com mesma letra minúscula representam tratamentos que não 

diferiram estatisticamente no mesmo período de tempo (p < 0,05). Colunas 

representadas com letra minúscula diferente indicam diferenças estatísticas entre os 

tratamentos no mesmo período de tempo. As barras de erros representam o erro-

padrão. 
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Fonte: Arquivo pessoal 

 
A média de nematoides vivos por poço em cada tratamento com o produto C e dos 

controles, está apresentada na tabela 4: 

Tabela 4: Média de nematoides vivos em cada tratamento do ensaio feio com o 

produto C. 

Produto C C (-) 5% 10% 25% 50% 100% A C (+) 

24h 85,7 79,3 72,7 61,2 49,2 46,2 46,9 0 

48h 47,4 40,5 34 22 18,7 11,9 6,4 0 
Fonte: Arquivo pessoal 

 

4. Discussão 

O produto A apresentou a menor DL50, seguido pelo produto B. Ambos os produtos 

obtiveram efeito máximo nas primeiras 24h. Já o produto C, precisou de 48h para 

atingir sua maior eficácia e apresentou DL50 bem superior as demais. Apesar do 

estudo de Leyns et al. (1995), afirmar que maior concentração de partículas/ml está 

relacionada a uma maior toxicidade para C. elegans, em nosso trabalho o produto que 

apresentou menor DL50 foi aquele que tem menor concentração de partículas/ml 

dentre os três produtos testados. A variação na susceptibilidade de uma mesma 

espécie de nematoide quando exposta a diferentes espécies de Bacillus é comumente 

retratada na literatura (ABD-EL-KHAIR et al., 2019; EL-NAGDI e ABD-EL-KHAIR, 

2019; XIANG et al., 2017). No caso do nematoide C. elegans, a bactéria dentre as 
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testadas que apresentou maior toxicidade foi a cepa QST-713 de B. subtilis, presente 

no produto A. 

O produto A, apresentou uma eficácia média de 97% em apenas 24h, mesmo quando 

diluído a 5%, ou seja, numa concentração de 6,5 x 105 UFC/ml de Bacillus subtilis 

QST-713. Este resultado foi considerado inesperado, visto que não se encontram na 

literatura relatos de Bacillus subtilis eficazes contra nematoides em concentrações 

abaixo de 1 x 107 partículas/ml (ABD-EL-KHAIR et al., 2019; ABDEL-SALAM et al., 

2018; GAMEZ et al., 2019). Portanto, podemos inferir a cepa QST-713, que compõe 

o produto A, possui grande potencial nematicida. Cepas de B. subtilis que possuem 

potencial antifúngico, como é o caso da cepa QST-713, tem grande possibilidade de 

serem tóxicas para nematoides, já que as iturinas e surfactinas, lipopetídeos cíclicos 

produzidos pelos Bacillus tem aptidão fungicida e nematicida (KOURMENTZA et al., 

2021; LI et al., 2019; MIGUNOVA, 2021; RAMYABHARATHI et al., 2018).  

Já o produto B, apresentou eficácia de 82% em 48h, mesmo diluído em 5% de sua 

concentração máxima, ou seja, 2,5 x 108 esporos viáveis/ml de Bacillus thuringiensis 

kurstaki CCT 1306. O percentual de redução de C. elegans encontrado no presente 

estudo foi maior que o encontrado em vários trabalhos que utilizaram outras cepas de 

B. thuringiensis contra C. elegans (BORGONIE et al., 1996; LEYNS et al., 1995; 

MONTALVÃO et al., 2018).  Portanto, podemos afirmar que a cepa CCT 1306, que 

compõe o produto B, apesar de ser destinada ao controle de lepidópteros, possui 

grande potencial nematicida. Outros trabalhos também encontraram cepas de B. 

thuringiensis que possuem ação nematicida e inseticida (ANANY et al., 2010; OSMAN; 

SALEM; GHATTAS, 1988). Essa toxicidade cruzada pode ocorrer devido a algumas 

toxinas produzidas por B. thuringiensis, apresentarem ação contra nematoides e 

insetos, como já foi identificado no trabalho de Peng et al. (2016). Ainda podemos 

levantar a hipótese da produção de diferentes toxinas com diferentes alvos pela 

mesma cepa de B. thuringiensis.  

Enquanto isso, o produto C precisou de 48h para manifestar sua máxima eficácia, de 

76%, ou seja, na concentração de 1 x 108 endósporos/ml sem passar por tratamento 

térmico. Das três espécies de Bacillus que compõe o produto C, apenas B. 

amyloliquefaciens foi utilizado contra C. elegans, no trabalho de Liu, Budiharjo e Wang 

(2013), que matou pouco mais de 50% dos nematoides em 48h. Contudo, os autores 

não especificaram a concentração bacteriana utilizada. Todavia, neste estudo, a outra 
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cepa de B. subtilis, presente no produto A, foi testada contra C. elegans 

separadamente e em menor concentração e causou mortalidade muito mais alta dos 

nematoides que a associação encontrada no produto C. Estes resultados mostram 

que a cepa de Bacillus utilizada é um fator mais determinante de nematotoxicidade 

que a espécie Bacillus propriamente dita. 

As três espécies utilizadas no presente trabalho já foram testadas contra o nematoide 

M. incognita e apresentaram eficácias mais altas que as encontradas contra C. 

elegans em nosso estudo (BORRAJO; MONDINO; MARONICHE, 2021; LOBNA; 

ZAWAM, 2010; XIANG, 2017). Apesar de outros trabalhos (EL-NAGDI; ABD-EL-

KHAIR, 2019; OSMAN et al., 2020; ZHENG et al., 2016) relatarem uma 

potencialização de efeitos quando há associação de espécies de Bacillus, este 

acontecimento não foi observado no presente estudo, em que o único dos produtos 

que se trata de uma associação entre espécies, foi o que obteve menor eficácia dentre 

os três produtos testados. É pouco provável a inibição de crescimento de uma bactéria 

por outra, uma vez que este produto já é produzido comercialmente, portanto, testes 

de antagonismo de bactérias já deveriam ter sido feitos antes que seja lançado o 

produto. Os possíveis fatores que podem ter contribuído para a menor eficáciado 

produto C em relação aos demais são, podem estar relacionados à maior resistência 

de C. elegans à toxinas dessas espécies de Bacillus, quando comparado ao M. 

incognita. Porém esta hipótese não pode ser comprovada pela falta de trabalhos que 

relacionam a susceptibilidade entre as duas espécies de nematoides contra B. 

pumilus, B. subtilis e B. amyloliquefaciens. Outra hipótese pode estar relacionada a 

variações entre a toxicidade de cepas de uma mesma espécie de Bacillus spp., já 

descritas em outros trabalhos (DUNSTAND-GUZMÁN et al., 2020; MONTALVÃO et 

al., 2018; GAZIEA et al., 2017). Uma menor toxicidade das cepas presentes no 

produto C seria aceitável, uma vez que este é o único dos três produtos que não é 

utilizado para controle de pragas. Essas diferenças, por si só já poderiam explicar a 

menor eficácia do produto C. Em terceiro lugar, existem trabalhos (AYALA et al., 2017; 

DONATO et al. 2017) que relatam que algumas cepas de B. subtilis, tem a capacidade 

não só de colonizar o intestino de C. elegans, como também de aumentar sua 

resistência em situações de estresse, devido produção de óxido nítrico e do peptídeo 

CSF. Existe a possibilidade dessa cepa de B. subtilis presente no produto C, conseguir 

colonizar o intestino de C. elegans e fazer com que sua resistência torne-se 
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aumentada contra a possível ação das outras duas espécies presentes no produto. 

Kissoyan et al. (2019), observaram efeito parecido com a colonização de 

Pseudomonas fluorescens no intestino de C. elegans, que aumentava a resistência 

do nematoide contra infecções por B. thuringiensis.  Ripert et al. (2016) ainda 

encontraram a capacidade de Bacillus spp. probióticos de produzirem proteases e 

destruírem as toxinas de B. cereus, o que levanta a hipótese de alguma das cepas de 

bactérias do produto C ter ação negativa sobre as toxinas das outras duas cepas. 

Mesmo assim podemos considerar que a associação entre as cepas CCTB 04, CCTB 

05 e CCTB 09, presentes no produto C, tem potencial nematicida. 

Variações de pH dos tratamentos em relação ao controle, não podem ser 

consideradas como causadoras de toxicidade do produto, uma vez que o tratamento 

com todos os três produtos apresentou diferenças estatísticas do controle negativo, 

quando diluído a 10% em PBS, ou seja, ao representarem menos de 3% do volume 

total da solução produto-nematoide. Uma fração tão pequena da solução dificilmente 

causaria mudanças tão drásticas no PH a ponto de provocar mortalidade dos 

nematoides, especialmente ao se tratar de C. elegans, que apresenta uma alta 

tolerância à variações de PH (HALL et al., 2008). 

Depois de submetidos à autoclave, os produtos A e C, permaneceram com mesmo 

efeito tóxico para os nematoides que quando na mesma concentração sem autoclavar, 

o produto B teve uma leve queda. Mesmo assim, podemos considerar que todos os 

três produtos apresentaram-se efetivos quando autoclavados. É possível encontrar na 

literatura, desde estudos em que a ação nematicida de Bacillus spp. se manteve a 

mesma (MOZGOVAYA et al., 2002; XIA et al., 2011), quanto estudos em que ela caiu 

drasticamente (LEYNS et al., 1995; KOTZE et al., 2005; MARROQUIN et al., 2000). 

Aparentemente, essa diferença entre resultados obtidos por pesquisadores é 

explicada pela variação de estabilidade térmica dos compostos produzidos. 

Entretanto, é sabido que existem formas de aumentar a resistência de esporos e 

toxinas ao serem submetidos a altas temperaturas. Esporos e toxinas de Bacillus 

mantidos em meios oleosos, toleram aquecimento a maiores temperaturas 

(NAKAGAWA; SHIGEMOTO; TSUCHIDO, 1998; RAJKOVIC et al., 2008; SENHAJI; 

LONCIN, 1977). Atualmente, existem ainda estratégias de cunho molecular para 

aumentar a estabilidade de toxinas, que apresentaram resultados positivos em outros 

trabalhos (GAO et al., 2014; WANG et al., 2016). Contudo, não tivemos acesso sobre 
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informações mais aprofundadas com relação à produção e composição dos produtos, 

para entender se o produto foi propositalmente produzido para ser termoestável ou se 

existem toxinas produzidas por essas espécies de Bacillus que são estáveis em altas 

temperaturas. Com relação ao produto C, a possibilidade de colonização intestinal 

pela cepa CCTB 04 em C. elegans, pode ter sido responsável pelo aumento da 

resistência dos nematoides ao produto, como já discutido anteriormente. Portanto, a 

inativação das bactérias benéficas para o nematoide após o processo de 

autoclavagem faria o produto tornar-se mais tóxico para C. elegans. Este 

acontecimento não foi observado, visto que os produto autoclavado e sem autocavar 

apresentaram eficácias semelhantes. A perda dos benefícios da colonização pode ter 

sido compensada pela inativação de toxinas que poderiam ter ação nematicida, após 

superaquecimento. Desta forma, haveria uma compensação entre os efeitos do 

tratamento térmico que explicaria a manutenção da eficácia do produto. 

O período de tempo de 48h utilizado em nosso estudo pode ser considerado suficiente 

para avaliar a presença de efeito dos produtos sobre C. elegans. Ceanorhabditis 

elegans quando tratados com B. thuringiensis ou suas toxinas, já apresentam grande 

deterioração das células intestinais e morte dentro de 24h (BORGONIE et al., 1996; 

LEYNS et al., 1995; SCHULENBURG; MÜLLER, 2004) e no presente estudo, quando 

testamos o produto B, à base de B. thurinigiensis, observamos ação máxima no 

mesmo período de tempo. Embora não existam trabalhos na literatura que avaliem a 

ação de  B. subtilis contra C. elegans, diferentes trabalhos mostraram ação nematicida 

significativa dessa bactéria e de suas toxinas em períodos de tempo de 48h 

(HUSSAIN et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2014; SOLIMAN; AMEEN; ABDEL-AZIZ, 

2019). Em nosso trabalho, no entanto, o percentual de redução máximo em relação 

ao controle foi alcançada em apenas 24h, com o produto A, também a base de B. 

subtilis. Estes resultados podem se justificar pela mortalidade mais imediata de C. 

elegans em relação a outros nematoides quando expostos à ação de Bacillus, já 

relatada na literatura em outros trabalhos (DEVIDAS; REHIBERGER, 1992; RAE et 

al., 2010; WEI et al., 2003). Outras cepas de B. amyloliquefaciens e B. pumilus já 

haviam apresentado considerável atividade nematicida dentro de até 48h contra C. 

elegans e outros nematoides (ENGELBRECHT et al., 2020; LEE; KIM, 2016; LIU; 

BUDIHARJO; WANG, 2013; PRODAN; ROSALES; ABALLAY, 2015). No caso dos 

ensaios com o produto A, a queda no percentual de redução do segundo dia na menor 
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diluição pode ser decorrente de um início de reprodução das populações de C. 

elegans uma vez que os nematoides ficam 12h em estágio de L4 e começam a 

produzir ovos 12h após mudarem de L4 para fase adulta (CORSI; WIGHTMAN; 

CHALFIE, 2015). Levando em consideração que e os ovos eclodem cerca de 7h após 

liberados (MUSCHIOL; SCHROEDER; TRAUNSPURGER, 2009), o período de 48h é 

tempo suficiente para que comecem a aparecer os primeiros estágios da nova 

geração de nematoides. Este fenômeno só ocorreu na diluição a 5%, possivelmente 

devido a uma predação das bactérias pelos C. elegans resistentes à ação inicial do 

produto A. Com redução no número de bactérias na solução nematoide/produto no 

segundo dia de leitura, a produção de toxinas também seria menor, o que dificultou a 

morte de mais nematoides no segundo dia e permitiu e permitu sobrevivência da prole. 

Tal acontecimento não foi observado nas demais concentrações, possivelmente 

porque a quantidade de C. elegans presente nos poços não foi capaz de causar 

redução significativa em concentrações maiores de bactérias. Com concentrações de 

bactérias ainda altas no segundo dia, a toxicidade do produto permaneceria a mesma. 

Aparentemente, nenhum dos três produtos interferiram na reprodução, contudo, este 

estudo não avaliou o período total de reprodução de C. elegans hemafroditas, já que 

o período de produção de progênie, após iniciado, dura entre dois e três dias (CORSI; 

WIGHTMAN; CHALFIE, 2015). Em nosso trabalho houve uma alta mortalidade dos 

nematoides logo no segundo dia, o que impossibilitou que o experimento se 

delongasse por mais tempo. A redução no número de vermes vivos do grupo controle 

no segundo dia, se deu provavelmente porque o meio utilizado, S basal, não é ideal 

para manter C. elegans por muitos dias. O meio líquido mais indicado para ensaios 

que demandam maior período de tempo é o meio S completo (GUERRERO-RUBIO 

et al., 2021; HIBSHMAN; WEBSTER; BAUGH, 2021; QIAN et al., 2021). Futuros 

experimentos podem ser feitos com L4 em um período em torno de 120 horas, para 

abranger todo o tempo de oviposição dos nematoides. Esta metodologia é 

interessante para avaliar não só a toxicidade dos Bacillus contra C. elegans, como 

também avaliar sua ação na reprodução dos nematoides, que foi observada em 

trabalhos que utilizaram outras cepas de Bacillus (ABD-EL-KHAIR et al., 2019; 

DUNSTAND-GUZMÁN et al., 2020). Esta redução na quantidade de prole pode 

ocorrer pela ação ovicida através da produção de enzimas e toxinas produzidas por 

algumas cepas de Bacillus (LEE; KIM, 2016; MESSA; NUNES; MATTEI, 2019; 



52 

 

RAMALAKSHMI et al., 2020; SOLIMAN; AMEEN; ABDEL-AZIZ, 2019). Marroquin et 

al. (2000), ainda afirmam que quando C. elegans é atacado por B. thuringiensis, o 

estresse sofrido pelos nematoides sobreviventes reflete em menor tamanho da 

ninhada e desenvolvimento mais lento da progênie. 

Conclusão 

O nematoide C. elegans pode funcionar como um bom modelo para testes in vitro de 

toxicidade à bactérias do gênero Bacillus. Os produtos A e B podem ser considerados 

controladores de nematoides e se mostraram eficazes mesmo em altas diluições e 

após superaquecimento. O produto C também apesenta toxicidade contra 

nematoides, mesmo quando superaquecido, mas perde eficácia se diluído. Os três 

produtos devem ser testados na avaliação de eficácia contra nematoides de 

importância agrícola, humana e veterinária. 
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Avaliação de eficácia de formulações comerciais à base de Bacillus spp. 
contra os nematoides Panagrellus redivivus e Metarhabditis spp. 
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Resumo 

A resistência anti-helmíntica é um dos mais sérios problemas enfrentados no contexto 

da produção animal. Dentre as alternativas estudadas para controle de nematoides, 

muitas bactérias do gênero Bacillus merecem destaque. O objetivo do presente estudo 

foi avaliar in vitro, a eficácia das formulações comerciais A, B e C, originalmente não-

nematicidas, no controle de Panagrellus redivivus, modelo experimental, e 

Metarhabditis spp, causador de otite parasitária externa em bovinos. O produto A é 

constituído por B. subtilis QST-713, o produto B por B. thuringiensis CCT 1306 e o 

produto C por uma associação entre B. subtilis CCTB04, B. pumilus CCTB05 e B. 

amyloliquefaciens CCTB09. Os testes foram feitos em placas de microtitulação, onde 

os produtos foram avaliados a cada 24h por um período total de 120h nas 

concentrações de 100%, 50%, 25%, 10%, 5% além do produto autoclavado na 

concentração máxima. Os ensaios também contaram com um controle positivo e um 

controle negativo. Foram feitas ainda as diluições necessárias para que seja 

alcançada a DL50 de cada produto. Os resultados obtidos das contagens foram 

transformados em percentual de redução pela fórmula: Percentual de redução = [C1- 

C2 /C1] x 100, onde C1 é a média de nematoides vivos no grupo controle e C2 é o 

número de nematoides vivos em cada repetição do grupo tratado. Para as análises 

estatísticas foram aplicados os testes de Kruskall-Wallis e teste de Dunn para 

comparações múltiplas, além do cálculo de DL50 para cada produto. Contra 

Metarhabditis spp., a DL50 foi de 5 ml/L atingida logo em 24h para o produto A e 2 

ml/L também em 24h para o produto B. Para P. redivivus, a DL50 mínima para o 

produto A foi de 47 ml/L atingida em 96h e para o produto B de 165 ml/L, obtida em 

120h. O produto C não obteve percentual de redução mínimo de 50% em testes com 

nenhum dos nematoides. Os produtos A e B também apresentaram altos percentuais 

de redução mesmo após diluídos. O produto A apresentou-se tão eficaz quanto o 

controle positivo contra P. redivivus a partir da diluição a 25% em 120h e em todas as 

concentrações testadas contra Metarhabditis spp., em apenas 24h. O produto B 

apresentou eficácia semelhante a do controle positivo contra P. redivivus a partir da 

diluição de 50% em 96h e em todas as concentrações testadas contra Metarhabditis 

spp., em apenas 24h. Os produtos A e B também mantiveram eficácia após tratamento 

com autoclave, quando testados contra os dois nematoides. As populações de 

nematoides tratadas com o produto C em todas as concentrações e no tratamento 
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autoclavado cresceram em relação ao grupo controle. Nossos resultados revelam que 

os produtos A e B possuem alto potencial nematicida, mesmo diluídos ou 

superaquecidos, e podem ser explorados como anti-helmínticos em estudos futuros. 

O produto C, no entanto não se mostrou eficaz contra nematoides e ainda provou ser 

útil para a proliferação de P. redivivus. 

 

1. Introdução 

Um grande problema recorrente na área de produção animal é a resistência anti-

helmíntica, que já pode ser observada nas diferentes bases de fármacos utilizados 

atualmente (BAIAK; LEHNEN; ROCHA, 2019; KELLEHER et al., 2020; PEÑA-

ESPINOZA, 2018). Para contornar este problema, buscam-se novas alternativas para 

o controle de nematoides, como a utilização de extratos botânicos, óleos essenciais, 

implantação de manejo integrado de pastagens e do controle biológico 

(LALTHANPUII; LALCHHANDAMA, 2020; MAQBOOL et al., 2017; PALOMERO et al., 

2021; PENSEL et al., 2014). Dentre as alternativas de controle parasitário existentes, 

a utilização de bactérias do gênero Bacillus spp. se destaca como importante forma 

de combate de helmintos parasitas de plantas, animais e humanos (ANTIL et al., 2021; 

CHARUCHAIBOVORN et al., 2019; DUNSTAND-GUZMÁN et al., 2020).  

Uma das espécies do gênero Bacillus mais estudadas à respeito de controle de pragas 

é B. thuringiensis. A ação anti-helmíntica produzida por esta bactéria é causada 

principalmente pela ação de toxinas produzidas denominadas proteínas Cry 

(GARCÍA-MONTELONGO et al., 2021; SHI et al., 2020; VERDUZCO-ROSAS et al., 

2021). Também amplamente estudada, a bactéria B. subtilis se destaca no controle 

anti-helmíntico pela produção de lipopetídeos cíclicos com ação nematicida (ANTIL et 

al., 2021; MIGUNOVA, 2021; RAMYABHARATHI et al., 2018). Sua facilidade de 

formação de biofilme e de estabelecimento em superfícies, faz com que B. subtilis 

seja comumente utilizada como probiótico para animais (ARNAOUTELI et al., 2021; 

HELAL et al., 2021; NAUMOVA et al., 2021). Existem ainda várias outras espécies de 

Bacillus que produzem diferentes e alguns até ainda desconhecidos compostos 

secundários com ação tóxica para nematoides, como é o caso de B. amyloliquefaciens 

e B. pumilus (ABD-EL-KHAIR et al., 2019; ENGELBRECHT et al., 2020; GAZIEA, et 

al. 2017; TADIGIRI et al., 2020). 
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Panagrellus redivivus é um nematoide de vida livre, comumente utilizado em testes 

para a avaliação de ação nematicida de diferentes compostos, químicos ou naturais 

(KISS et al. 2021; LUBIAN et al. 2019; SALAS, ACHINELLY, SAUKA., 2021). Este 

nematoide é encontrado naturalmente em solos úmidos e ricos em matéria orgânica 

e alimenta-se de bactérias presentes no ambiente (SALAS, ACHINELLY, SAUKA, 

2021; STOCK; NADLER, 2006). Seu ciclo de vida dura entre 20 e 25 dias e começa 

a se reproduzir a partir do terceiro dia de vida, totalizando em torno de 300 

descendentes. Em um período entre 24h e 36h  são produzidos de 10 a 40 ovos dentro 

do útero da fêmea (FIGUEROA, 2009; KOLENSKI et al., 2019). A alta taxa de 

proliferação, sobrevivência em diferentes meios de cultura, resistência ao 

congelamento e genoma sequenciado do P. redivivus, tornam-no um importante 

modelo para pesquisas com nematoides (HAYASHI; WHARTON, 2011; IMRAN et al., 

2019; SOUSA et al., 2018; SRINIVASAN et al., 2013). 

Nematoides gênero Metarhabditis são encontrados normalmente em solos úmidos e 

matéria orgânica em decomposição, e apresentam comportamento bacteriófago 

(BHAT et al., 2021; DICHUSA et al., 2021; MEHMOOD, 2019). As espécies desse 

gênero que tem importância veterinária no Brasil são M. blumi, M. costai e M. freitasi 

(BARBOSA et al., 2016; MONTEIRO E SILVA et al., 2016; MARTINS, 1985) . Todas 

essas espécies inicialmente foram classificadas como Rhabditis, mas transferidas 

para o gênero Metarhabditis por Sudhaus et al. (2011), com a justificativa de presença 

de corpo delgado e ventralmente curvado, com estriações transversais e longitudinais 

na cutícula. Estes parasitos causam otite parasitária externa principalmente em 

animais da raça Gir, doença que implica em grandes perdas econômicas, por reduzir 

consumo de alimento pelos animais, ganho de peso, produção de leite e eficiência 

reprodutiva do rebanho (CARDONA; GONZÁLEZ; ÁLVAREZ, 2010; LEITE et al., 

2013; LUIS; RIBEIRO, 2018). Não existem trabalhos na literatura que avaliaram 

susceptibilidade de Metarhabditis spp. à ação de bactérias do gênero Bacillus. 

Ainda existem muitas cepas de Bacillus spp. com grande potencial nematicida que 

não foram exploradas contra muitos nematoides de importância veterinária. O objetivo 

deste trabalho foi avaliar a ação de três produtos comerciais originalmente não-

nematicidas, constituídos à base de Bacillus (designados como A, B e C; que são 

utilizados originalmente, no controle pragas agrícolas e estimulante de fertilidade do 



68 

 

solo) no controle dos nematoides Panagrellus redivivus e Metarhabditis em condições 

de laboratório. 

2. Material e Métodos 

2.1. Comitê de Ética no Uso de Animais 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Federal de Viçosa, CEUA/UFV, e corresponde ao processo nº 34/2021. 

2.2. Origem dos nematoides 

Metarhabditis spp. e P. redivivus foram provenientes do Laboratório de Parasitologia 

Veterinária, localizado no Departamento de Veterinária da Universidade Federal de 

Viçosa (UFV), Viçosa – MG. Os Metarhabditis spp.eram mantidos em culturas de ágar-

sangue em temperatura ambiente e repicados semanalmente. As culturas de P. 

redivivus eram mantidas em meios de água e aveia, também em temperatura 

ambiente e repicados a cada três semanas. 

2.3. Produtos utilizados 

O produto A é composto por Bacillus subtilis, cepa QST-713, na concentração de 1,3 

x 107 UFC/ml, originalmente classificado como fungicida e bactericida. O produto B é 

composto por B. thuringiensis, subespécie kurstaki, cepa CCT 1306, na concentração 

5 x 1010 esporos viáveis/ml e é direcionado para o controle de insetos da ordem 

Lepidopdera. O produto C é composto por uma associação entre B. subtilis, cepa 

CCTB04, B. pumilus cepa CCTB05 e B. amyloliquefaciens, cepa CCTB09, todos na 

concentração de 1 x 1011 endósporos/l e é utilizado como inoculante do solo. 

2.4. Teste de eficácia dos produtos contra Panagrellus redivivus. 

Panagrellus redivivus foram filtrados do seu meio de aveia e água em lenço Mili ® 

para um béquer de 50 ml. Depois da homogeneização da solução resultante, cinco 

alíquotas de 50 µL foram retiradas com o auxílio de um pipeta semiautomática e lidas 

em microscópio óptico, para que seja mensurado o número de nematoides por 

alíquota. A partir dos resultados obtidos das leituras, foi calculado o volume necessário 

para que sejam inoculados 50 nematoides em cada poço de placas de microtitulação 

estéreis de 96 poços. Os tratamentos testados foram os produtos A, B e C diluídos a 

100%, 50%, 25%, 10% e 5% e autoclavado à 121ºC por 20 minutos, em concentração 
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máxima. Todas as diluições foram feitas em PBS (8g de NaCl, 0,2g de KCl, 1,44g de 

Na2HPO4, 0,24g de KH2PO4, 1L de água destilada e PH ajustado para 7,4). No 

experimento, houve um controle positivo, com solução de lugol (1 ml de Iodo 

cristalizado; 5ml de Iodeto de Potássio; 100 ml de água destilada) e um controle 

negativo com solução de PBS tamponada (PH = 7,4). Todos os controles e os 

tratamentos foram adicionados na proporção nematoides/tratamento 2:1 (40 µl de 

solução de nematoides e 20 µl de tratamento) em 12 réplicas. O mesmo procedimento 

foi repetido em cinco placas de microtitulação de 96 poços. Todo o processo de 

inoculação dos tratamentos na solução de nematoides foi feito dentro da capela, com 

fluxo de ar ligado. As placas foram embaladas em sacos plásticos, para evitar 

evaporação excessiva do conteúdo. Em seguida, foram armazenadas em incubadora 

Biochemical Oxygen Demand (BOD), por cinco dias a 25ºC. A cada 24h, todo o 

conteúdo presente em cada poço de uma das cinco placas, escolhida aleatoriamente, 

era pipetado depositado em lâmina, coberto com lamínula e lido sobre microscópio 

óptico, até o quinto dia de contagem, ou seja, dentro de um período de 120h. Todo o 

ensaio foi repetido três vezes, nos mesmos padrões. Para o cálculo de DL50, no caso 

dos produtos A e B, foi necessário outro ensaio em triplicata, em que novas placas 

foram lavadas e os nematoides e tratamentos foram novamente pipetados da mesma 

maneira que foi realizado o primeiro experimento. Entretanto, dessa vez as 

concentrações avaliadas foram de 1%, 0,5% e 0,1%. 

2.5. Testes de eficácia dos produtos contra Metarhabditis spp. 

Sete dias após o repique, placas de Petri onde eram mantidos os Metarhabditis spp. 

foram lavadas com 10 ml de PBS (8g de NaCl, 0,2g de KCl, 1,44g de Na2HPO4, 0,24g 

de KH2PO4, 1L de água destilada e PH ajustado para 7,4). O volume obtido foi 

transferido para um béquer de 50 ml, com o auxílio de pipeta de Pasteur, para 

homogeneização da solução com nematoides. Com o auxílio de uma pipeta 

semiautomática, foram retiradas cinco alíquotas de 50 µl e lidas em microscópio 

óptico, para mensurar a média de Metarhabditis spp. por alíquota. Foram inoculados 

50 Metarhabditis spp. em placas de microtitulação estéreis de 96 poços. Os 

tratamentos testados foram os produtos A, B e C, cada um nas concentrações de 

100%, 50%, 25%, 10%, 5% e autoclavado à 121ºC por 20 minutos, em concentração 

máxima As diluições foram feitas em PBS. O controle positivo foi feito com solução de 

lugol (1 ml de Iodo cristalizado; 5ml de Iodeto de Potássio; 100 ml de água destilada) 
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e o controle negativo com solução de PBS tamponada (PH = 7,4). Todos os 

tratamentos e os controles foram adicionados na proporção nematoide/tratamentos 

de 2:1 (40 µl de solução de nematoides e 20 µl de tratamento) e em 12 réplicas. O 

mesmo procedimento foi repetido em cinco placas de microtitulação. Todo o processo 

de inoculação dos tratamentos na solução de nematoides, foi realizado dentro da 

capela, com fluxo de ar ligado. As placas foram embaladas em sacos sacos plásticos, 

para evitar evaporação excessiva do conteúdo, e incubadas em BOD, por cinco dias. 

A cada 24h, todo o conteúdo presente em cada poço de uma das cinco placas, 

escolhida aleatoriamente, era pipetado, depositado em lâmina, coberto com lamínula 

e lido em microscópio óptico, até o quinto dia de contagem, ou seja, no período de 

120h. Todo o ensaio foi repetido três vezes, nos mesmos padrões. Para o cálculo de 

DL50, no caso dos produtos A e B, foi necessário outro ensaio em triplicata, em que 

novas placas foram lavadas e os nematoides e tratamentos foram novamente 

pipetados da mesma maneira que foi realizado o primeiro experimento. Entretanto, 

dessa vez as concentrações avaliadas foram de 1%, 0,5% e 0,1%. 

2.6. Análises estatísticas 

O percentual de redução foi calculado para cada repetição de acordo com a fórmula 

de Abdel-Salam (2018): Percentual de redução = [C1- C2 /C1] x 100, onde C1 é o 

número da média de nematoides vivos no grupo controle e C2 é o número de 

nematoides vivos em cada repetição do grupo tratado. Após os resultados do 

percentual de redução em cada repetição, foi feita uma média, para chegar no 

percentual de redução geral de cada produto testado. 

A análise estatística das variáveis estudadas e da concentração necessária para 

matar 50% dos nematoides, DL50, foi realizada utilizando-se software R versão 4.1.0 

(R Development Core Team, 2021). A DL50 foi calculada através do pacote (drc). A 

análise de variância (ANOVA) adotada foi a análise não-paramétrica. Para análise de 

comparações múltiplas foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn. O 

valor de p = 0,05 foi considerado significativo estatisticamente. 

3. Resultados  

Quando os Metarhabditis spp. foram submetidos ao tratamento com os produtos A e 

B houve percentual de redução máximo logo no primeiro dia de leitura. Dessa 

maneira, a DL50 para esse nematoide foi calculada já nas primeiras 24h. Quando os 
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Panagrellus redivivus foram submetidos ao tratamento com os produtos A e B, o 

percentual de redução cresceu ao longo dos dias, o que fez com que a DL50 mínima 

fosse encontrada nos últimos dias de tratamento. Mesmo assim a DL50 dos dois 

produtos quando testados em P. redivius foi superior à necessária para Metarhabiditis 

spp. No caso do produto A, a DL50 necessária para Metarhabidtis spp. representou 

10,6% da DL50 mínima encontrada para P. redivius. No caso do produto B, a DL50 

necessária para Metarhabditis spp. representou apenas 1,2% da DL50 mínima 

encontrada para P. redivivus. Não foi possível calcular a DL50 para o produto C, uma 

vez que o percentual de redução não alcançou os 50% de nenhum dos dois 

nematoides, nem mesmo quando o produto foi testado em concentração máxima. 

Esses resultados estão representados na tabela 1: 

Tabela 1: DL50 necessária para cada produto e tempo em que foi alcançada. 

Produto Metarhabditis spp. Panagrellus redivivus 

A 5 ml/L – 24h 47 ml/L – 96h 

B 2 ml/L – 24h 165 ml/L – 120h 

C - - 
                              Fonte: Arquivo pessoal 

Contra o nematoide P. redivivus, o produto A não apresentou diferenças estatísticas 

do percentual de redução encontrado no controle positivo (p < 0,05) a partir da diluição 

de 25% em PBS, ou seja numa concentração de 250 ml/L, em 120h. Diluído em 50%, 

ou seja, na concentração de 500 ml/L ele precisou de apenas 96h para atingir 

percentual de redução semelhante ao controle positivo e manteve este resultado até 

à 120h. O tratamento autoclavado também precisou de 96h para equipar seu 

percentual de redução ao do controle positivo, tempo maior que o tratamento sem 

autoclavar também em concentração máxima, que apresentou percentual máximo de 

redução a partir de 72h. Esses resultados podem ser representados na figura 1  

Figura 1: Percentual de redução de P. redivivus quando submetido ao produto A em 

diferentes concentrações. Os tratamentos representados são o produto em diferentes 

concentrações (5%, 10%, 25%, 50% e 100%), além do produto autoclavado em sua 

concentração máxima, representado pela letra A. O controle positivo foi representado 

por C +. Letras iguais presentes nas colunas indicam que o percentual de redução de 

cada tratamento não apresentou diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) entre 
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si, enquanto letras diferentes apontam diferenças estatísticas significativas entre os 

tratamentos.  
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Fonte: Arquivo pessoal. 

Já no caso de Metarhabditis spp., o produto alcançou percentual de redução tão alto 

quanto o do controle positivo logo em 24h em todas as concentrações, com exceção 

da diluição a 5%, ou seja, na concentração de 50ml/L, que precisou de 72h para 

expressar sua eficácia máxima. Depois de ser autoclavado, o produto, mesmo em 

concentração máxima precisou de 96h para apresentar percentual de redução 

estatisticamente igual ao do controle positivo. Os resultados podem ser vistos na 

figura 2:  

Figura 2: Percentual de redução de Metarhabditis spp. quando submetido ao produto 

A em diferentes concentrações. Os tratamentos representados são o produto em 

diferentes concentrações (5%, 10%, 25%, 50% e 100%), além do produto autoclavado 

em sua concentração máxima, representado pela letra A. O controle positivo foi 

representado por C +. Colunas marcadas com letras iguais indicam que os percentuais 

de redução de cada tratamento não obtiveram diferenças estatísticas significativas (p 

< 0,05) entre si. Colunas marcadas com letras diferentes indicam diferenças 

significativas entre os percentuais de redução dos tratamentos. 
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Fonte: Arquivo pessoal 

A média de P. redivivus e Metarhabditis spp. vivos por poço em todos os tratamentos 

feitos nos ensaios com o produto A, inclusive nos controles, estão apresentadas nas 

tabelas 2 e 3, respectivamente: 

Tabela 2: Média de P. redivivus vivos encontrados nos poços dos ensaios com as 

diluições do produto A, além dos controles negativo (C -) e positivo (C +). 

P. redivivus 24h 48h 72h 96h 120h 

C - 113,4 122,8 136,6 187,6 259,9 

5% 94,4 86,2 85,5 105,5 132,7 

10% 84,3 79,7 76,3 66,8 79,3 

25% 75,1 56,8 34 27,2 14,8 

50% 64,7 43 32,2 25,8 7 

100% 39,9 24,3 14,6 9,5 3,2 

A 50,3 38,7 29,5 22,7 9,5 
C + 0 0 0 0 0 

                      Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Tabela 3: Média de Metarhabditis spp. vivos encontrados nos poços dos ensaios com 

as diluições do produto A, além dos controles negativo (C -) e positivo (C +). 
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Metarhabditis spp. 24h 48h 72h 96h 120h 

C - 73,5 73 115,3 112,8 71,2 

5% 1,7 1,2 1,2 2,4 0 

10% 0,9 0,4 0,3 0,2 0 

25% 0,6 0 0 0 0 

50% 0,4 0,1 0 0 0 

100% 0,1 0 0,1 0 0 

A 1,6 0,8 0,8 0,3 0 
C + 0 0 0 0 0 

                   Fonte: Arquivo pessoal 

No caso do produto B, quando testado contra o nematoide P. redivivus, apresentou 

os maiores percentuais de redução de 96h em diante, a partir da diluição a 50%, ou 

500ml/L, quando não diferiu estatisticamente do controle positivo (p < 0,05). O produto 

autoclavado apresentou a mesma eficácia do não autoclavado em concentração 

máxima, e também se equiparou estatisticamente ao controle positivo em 96h, como 

pode ser visto na figura 3 

Figura 3: Percentual de redução de P. redivivus quando submetido ao produto B em 

diferentes concentrações. Os tratamentos representados são o produto em diferentes 

concentrações (5%, 10%, 25%, 50% e 100%), além do produto autoclavado em sua 

concentração máxima, representado pela letra A. O controle positivo foi representado 

por C +. Colunas marcadas com letras iguais indicam que os percentuais de redução 

de cada tratamento não obtiveram diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) entre 

si. Colunas marcadas com letras diferentes indicam diferenças estatísticas 

significativas. 
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Fonte: Arquivo pessoal 

Já nos ensaios contra Metarhabditis spp., o produto A assemelhou seu percentual 

de redução ao do controle positivo já a partir de 24h em todos os tratamentos, 

inclusive com o produto autoclavado. Esses resultados podem ser vistos na figura 4: 

 

Figura 4: Percentual de redução de Metarhabditis spp. quando submetido ao produto 

B em diferentes concentrações. Os tratamentos representados são o produto em 

diferentes concentrações (5%, 10%, 25%, 50% e 100%), além do produto 

autoclavado em sua concentração máxima, representado pela letra A. O controle 

positivo foi representado por C +. Colunas marcadas com letras iguais indicam que 

os percentuais de redução de cada tratamento não obtiveram diferenças estatísticas 

significativas (p < 0,05) entre si. Colunas marcadas com letras diferentes indicam 

diferenças estatísticas significativas. 
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As médias de P. redivivus e Metarhabditis spp. vivos por poço em todos os 

tratamentos, nos ensaios com o produto B, inclusive no controle negativo C (-), são 

apresentadas nas tabelas 4 e 5, respectivamente: 

Tabela 4: Média de P. redivivus vivos encontrados nos poços dos ensaios com as 

diluições do produto B além dos controles negatico (C-) e positivo (C+). 

P. redivivus 24h 48h 72h 96h 120h 

C - 54,6 59 60 72,8 86,3 

5% 47,2 49,3 52,5 72,3 84,6 

10% 46,3 46,8 40,8 41,1 55,6 

25% 46 43,4 40 38,6 37,5 

50% 42,7 40,1 38,9 27,1 27 

100% 39,8 36,8 36 26,1 22,4 

A 41,7 38,1 37,5 30,3 28,7 
C + 0 0 0 0 0 

                       Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Tabela 5: Média de Metarhabditis spp. vivos encontrados encontrados nos poços dos 

ensaios com o produto B. 

Metarhabditis spp. 24h 48h 72h 96h 120h 

C - 88 85,7 80,8 59,4 43,5 
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5% 4,1 5,1 6,4 5,7 6,1 

10% 1,7 1,4 2,7 2,6 2,5 

25% 1,4 0,6 0,6 0,6 0,4 

50% 0,9 0,1 0,1 3 0,1 

100% 0 0 0 0 0 

A 0,6 0,3 0,2 0,2 0,2 
C + 0 0 0 0 0 

                     Fonte: Arquivo pessoal 
 
Quanto ao produto C, este não se mostrou tóxico para P. redivivus e Metarhabditis 

spp. em nenhum tempo, concentração ou após passar por tratamentos térmico. No 

caso de P. redivivus, além de também não apresentar toxicidade, foi observado um 

aumento no número de nematoides vivos em relação ao controle negativo em todas 

as concentrações. O percentual de redução apresentou diferenças estatísticas do 

controle negativo (p ≥ 0,05) em menor tempo nas concentrações de 25% e 50%, nas 

quais necessitou de apenas 48h. Nas demais concentrações foram necessárias 120h 

para que essa diferença seja encontrada. O produto autoclavado em concentração 

máxima, também precisou de 120h para que seja encontrada diferença estatística 

significativa do controle negativo, porém, este tratamento manteve-se 

significativamente menos efetivo que todos os outros que não passaram por 

tratamento térmico. Estes resultados podem ser observados na figura 5. No entanto, 

o crescimento das populações dentro de um mesmo tratamento com o passar dos 

dias apresentou diferenças estatísticas significativas (p ≥ 0,05) apenas nas 

concentrações de 50% e 100% do produto C, não submetido à autoclave, como pode 

ser visto na figura 6: 

Figura 5: Comportamento das populações de P. redivivus em relação ao grupo 

controle, quando submetido a diferentes tratamentos com o produto C. Os tratamentos 

representados são o produto em diferentes concentrações (5%, 10%, 25%, 50% e 

100%), além do produto autoclavado em sua concentração máxima, representado 

pela letra A. O controle negativo foi representado por C - enquanto o controle positivo 

foi representado por C +. Colunas marcadas com mesmas letras indicam que o 

percentual de redução de cada tratamento não obteve diferenças estatísticas 

significativas entre si (p < 0,05). Colunas marcadas com letras diferentes indicam que 

os percentuais de redução dos tratamentos apresentaram diferenças estatísticas 

significativas. 
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Figura 6: Comportamento das populações de P. redivivus ao longo do tempo, em 

relação ao grupo controle, quando submetidas a diferentes tratamentos com o produto 

C. Os tratamentos representados são o produto em diferentes concentrações (5%, 

10%, 25%, 50% e 100%), além do produto autoclavado em sua concentração máxima, 

representado pela letra A. Colunas marcadas com mesmas letras indicam que o 

percentual de redução em cada tempo não obteve diferenças estatísticas 

significativas (p < 0,05) entre si. Colunas marcadas com letras diferentes indicam que 

os percentuais de redução apresentaram diferenças estatísticas significativas, em 

diferentes tempos. 
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Quando utilizado em Metarhabditis spp., o produto C não apresentou percentual de 

redução estatisticamente diferente do controle negativo em nenhum tempo ou 

tratamento testado, como pode ser visto na figura 7. No entanto, diferenças 

estatísticas entre os tratamentos ao longo dos dias foram observadas à partir de 72h 

quando o produto foi utilizado em sua concentração máxima, submetido ou não à 

autoclave, como pode ser observado na figura 8: 

Figura 7: Comportamento das populações de Metarhabditis spp. em relação ao grupo 

controle, quando submetido ao produto C em diferentes tratamentos. Os tratamentos 

representados são o produto em diferentes concentrações (5%, 10%, 25%, 50% e 

100%), além do produto autoclavado em sua concentração máxima, representado 

pela letra A. O controle negativo foi representado por C  -, enquanto o controle positivo 

foi representado por C +. Colunas marcadas com mesma letra indicam que o 

tratamento não obteve diferenças estatísticas significativas (p < 0,05) entre 

tratamentos, enquanto colunas marcadas com letras diferentes apontam diferenças 

estatísticas significativas entre os tratamentos. 
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Fonte: Arquivo pessoal 

Figura 8: Comportamento das populações de Metarhabditis spp. ao longo do tempo, 

em relação ao grupo controle, quando submetidas a diferentes tratamentos com o 

produto C. Os tratamentos representados são o produto em diferentes concentrações 

(5%, 10%, 25%, 50% e 100%), além do produto autoclavado em sua concentração 

máxima, representado pela letra A. As colunas marcadas com mesma letra indicam 

que o tratamento não obteve diferenças significativas estatísticas (p < 0,05) entre 

tempos, enquanto colunas marcadas com letras diferentes apontam diferenças 

estatísticas significativas entre os tempos. 
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Fonte: Arquivo pessoal 

A média de P. redivivus vivos encontrada em cada poço aumentou ao passar dos dias 

em todos os tratamentos, exceto no controle positivo. O número total de nematoides 

foi proporcional à concentração do produto C oferecida no tratamento. Estes 

resultados podem ser vistos na tabela 6: 

Tabela 6: Média de P. reidvivus vivos encontrados nos poços dos ensaios com as 

diluições do produto C, bem como os controles negativo (C -) e positivo (C+). 

 

P. redivivus 24h 48h 72h 96h 120h 

C - 85,6 102,4 126,6 128 135,9 

5% 85,4 120,7 156,5 175,3 214,5 

10% 96,6 127,8 172,2 192,2 261,5 

25% 119,2 165,4 217,7 248,5 295,9 

50% 120,9 157,1 227,8 264,6 324,7 

100% 80,5 119,7 174,6 190,6 292,9 

A 82,6 121,8 165,1 183,8 192,9 
C + 0 0 0 0 0 

                         Fonte: Arquivo pessoal 
 
A média de Metarhabditis spp. por poço caiu com o passar dos dias no controle 

positivo e em todos os tratamentos com o produto C, exceto quanto este se 

encontrava na concentração de 100%, até o período de 96h. Após esse período 
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também houve queda no número de Metarhabditis vivos neste tratamento. Estes 

resultados podem ser vistos na tabela 7: 

Tabela 7: Média de Metarhabditis spp. vivos encontrados encontrados nos poços dos 

ensaios com o produto C. 

Metarhabditis spp. 24h 48h 72h 96h 120h 

C - 125,6 101,8 65,5 49,3 30 

5% 114,4 111,1 78,5 69,3 57,6 

10% 108,7 111,2 99,9 86,8 61,5 

25% 107,4 129,5 100,9 83 63,9 

50% 114,4 106,7 84,7 87,2 63,9 

100% 92,6 99,9 102,4 116,5 98,8 

A 118,4 131,7 109,2 105,4 81,9 
C + 0 0 0 0 0 

                 Fonte: Arquivo pessoal 
 

4. Discussão 

Quando testado para Metarhabditis spp. o produto A, apresentou uma eficácia média 

de 97% em apenas 24h, mesmo quando diluído a 5% em PBS, ou seja, numa 

concentração de 6,5 x 105 UFC/ml de B. subtilis QST-713. No caso do P. redivivus, 

apesar de apresentar ação mais demorada, o Produto A matou 94% dos nematoides 

em 120h, mesmo quando diluído a 25%, ou seja, em uma concentração de 3,15 x 106 

UFC/ml. Estes resultados foram considerados surpreendentes, visto que os trabalhos 

encontrados na literatura que avaliam eficácia de B. subtilis contra nematoides não 

utilizam concentrações abaixo de 1 x 107 partículas/ml (BORRAJO; MONDINO; 

MARONICHE, 2021; GAMEZ et al., 2019; MAZZUCHELLI; MAZZUCHELLI; DE 

ARAUJO, 2020). Portanto, podemos considerar que o produto A é eficaz contra 

Metarhabditis spp. e P. redivivus e esses nematoides são muito sensíveis à ação da 

cepa QST-713 de B. subtilis. Diferentes trabalhos, já encontraram ação dos 

lipopeptídeos cíclicos produzidos por B. subtilis, iturinas e surfactinas, tanto contra 

fungos e bactérias, quanto contra nematoides (BASAID et al., 2020; KAI, 2020; 

MIGUNOVA, 2021; SHAHID et al., 2021), o que pode justificar a grande ação 

nematicida mostrada no produto A, originalmente indicado contra fungos e bactérias.  

Já o produto B, apresentou eficácia de 95% em 24h, mesmo diluído em 5% de sua 

concentração máxima, ou seja, 2,5 x 108 esporos/ml de B. thuringiensis contra 
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Metarhabditis spp. No caso de P. redivivus, o produto demorou mais tempo para agir 

e obteve um percentual de redução encontrado máximo de 72%, em 120h, quando 

utilizado a 100% de sua concentração, ou seja, em 5 x 1010 esporos/ml. Não existem 

trabalhos na literatura que avaliam eficácia de B. thuringiensis contra os nematoides 

P. redivivus e Metarhabditis spp. Contudo, a eficácia da cepa CCT 1306, presente no 

produto B contra Metarhabditis spp., mostra-se próxima ao que já foi relatado por 

outros trabalhos com nematoides diferentes. Por outro lado, quando comparados com 

os mesmos trabalhos, as concentrações e tempo necessários para matar P. redivivus 

são considerados mais altos que o usual para outras espécies de nematoides 

(MAULIDIA et al., 2020; SALEHI JOUZANI et al., 2008). A partir desses resultados, 

podemos considerar que o produto B é eficaz contra P. redivivus e Metarhabditis spp., 

mas este nematoide é mais susceptível à cepa de B. thuringiensis kurstaki CCT 1306 

que aquele. Osman, Salem e Ghatas (1988), já haviam encontrado ação contra 

nematoides por um produto inseticida à base de B. thuringiensis. Toxinas produzidas 

por algumas cepas de B. thuringiensis, já apresentaram ação contra nematoides e 

insetos no trabalho de Peng et al. (2016), o que pode explicar a atividade contra 

helmintos da cepa originalmente inseticida CCT 1306. Outra hipótese que não pode 

ser descartada é a produção de toxinas diferentes com diferentes alvos pela mesma 

cepa de B. thuringiensis.  

Existe ainda a possibilidade do produto B ter interferido ainda na reprodução de P. 

redivivus, o que teria contribuído para a ausência de cresciemento da média de 

nematoides por poço quando os P. redivivus foram tratados em concentrações acima 

de 25% do produto. Diferentes trabalhos já mostraram que as toxinas de B. 

thuringiensis podem também reduzir a fertilidade dos nematoides sobreviventes à 

ação imediata (KARURI et al. 2013; HUANG et al., 2018; LUO et al., 2013). Marroquin 

et al. (2000) apontam que os fatores que causam perda na capacidade reprodutiva 

nos nematoides de vida livre C. elegans estão relacionados com lesões nas células 

intestinais dos nematoides e, consequentemente, menor aporte nutricional à células 

germinativas. Mais recentemente, Dunstand-Guzmán et al. (2020) ainda relataram 

lesões no útero de Ancylostoma caninum, que podem contribuir também para essa 

disfunção reprodutiva. Como a produção de ovos por ninhada de P. redivivus dura 

entre 24h e 36h (FIGUEROA, 2009), nosso experimento ofereceu tempo suficiente 

para apresentar diferenças na proliferação de P. redivivus entre os grupos controle e 
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tratado. No caso dos Metarhabditis spp., como a mortalidade de quase todos os 

nematoides foi obtida logo no primeiro dia, o efeito na reprodução do nematoide não 

foi tão importante, principalmente porque quando os nematoides foram submetidos a 

tratamentos com concentrações abaixo de 5%, foi observado um crescimento das 

populações de Metarhabditis spp. após o primeiro dia de tratamento (dados não 

publicados).  

A partir de nossos resultados, observamos diferentes susceptibilidades dos 

nematoides em relação a cada espécie de Bacillus em que foram testados. O produto 

que causou maior percentual de redução de P. redivivus foi o produto A, enquanto o 

que causou maior percentual de redução de Metarhabditis spp. foi o produto B. Mesmo 

assim, a DL50 necessária para produtos A e B foi menor para o nematoide 

Metarhabditis spp, o que indica uma maior sensibilidade deste nematoide em relação 

as cepas de Bacillus spp. presentes nos dois produtos. Embora outros trabalhos feitos 

com Bacillus spp. demonstrem que o potencial nematicida aumenta de acordo com a 

concentração de bactérias (DAS; ABDUL WADUD; ATIQUR RAHMAN KHOKON, 

2021; MESSA; NUNES; MATTEI, 2019; RAO et al., 2017), nosso trabalho confirma 

este achado apenas no caso de Metarhabditis spp, que foram mais susceptíveis ao 

produto B, com a maior concentração de partículas/ml, dentre os três produtos. No 

caso do P. redivivus, o maior percentual de redução foi o observado quando os 

nematoides foram submetidos ao produto A, que curiosamente foi o que apresentou 

a menor concentração de partículas/ml dentre os três produtos. Este resultado sugere 

uma grande afinidade de Bacillus subtilis QST-713, que compõe o produto A, à P. 

redivivus, em relação as demais cepas utilizadas no presente estudo. 

Variações de susceptibilidade de nematoides diferentes, quando submetidos à 

exposição de uma mesma cepa de Bacillus já foram observadas em outros trabalhos 

(GU et al., 2007; RAE et al., 2010). O mecanismo de especificidade de muitas 

espécies de Bacillus a determinados nematoides segue desconhecido, no entanto 

possivelmente está atrelado à particularidades anatômicas e fisiológicas de cada 

nematoide. O tipo de colágeno presente na cutícula pode interferir na permeabilidade 

de toxinas para o interior do nematoide (SANDHU et al., 2021). Possíveis variações 

na composição da cutícula entre as duas espécies podem ter contribuído para as 

diferenças no percentual do redução encontrado nos ensaios. Também é importante 

lembrar que existe uma série de mecanismos fisiológicos indentificados no nematoide 
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Caenorhabditis elegans que são ativados quando estão em contato com toxinas, como 

aumento da produção de energia, ativação de sinalização de canais receptores de 

insulina, ativação da galectina LEC-6, além da ativação do gene DIM – 1, que mitiga 

o efeito negativo na locomoção do nematoide (WANG et al., 2017). A possibilidade de 

variação de mecanismos e de intensidade dessas respostas entre nematoides, 

também pode justificar a diferença de susceptibilidade entre Metarhabditis spp. e P. 

redivivus contra os produtos A e B. 

Wei et al. (2003), testaram, em seu estudo, seis tipos de toxinas Cry, produzidas por 

B. thuringiensis, contra cinco espécies de nematoides de vida livre, por um período de 

apenas uma noite. Curiosamente, P. redivivus apresentaram-se entre os mais 

susceptíveis a todas as toxinas. Estes resultados vão de encontro com o que foi 

constatado no presente estudo, em que P. redivivus foram mais resistentes ao produto 

B, à base de B. thuringiensis, quando comparados com Metarhabditis spp. Como a 

mesma cepa de Bacillus se mostrou muito eficiente quando testada contra 

Metarhabditis spp., não se pode afirmar que a produção de toxinas Cry pela cepa CCT 

1306 de B. thuringiensis kurstaki foi insuficiente para apresentar ação nematicida. 

Possivelmente, a cepa CCT 1306 produz outras toxinas Cry diferentes de Cry6A, 

Cry14A, Cry6B, Cry21A e Cry5B, que foram as que apresentaram eficácia contra P. 

redivivus no estudo de Wei et al. (2003). Outras toxinas Cry já foram descritas na 

literatura com ação nematicida, como as toxinas Cry55A, Cry 21Fa1, Cry21Ha1, 

Cry1Ea11, Cry5Ca1 e CryDa1 (GENG et al., 2017; HUANG et al., 2018; IATSENKO; 

BOICHENKO; SOMMER, 2014; PENG et al., 2011). Diferenças de susceptibilidade 

de uma mesma espécie de nematoide, como é o caso do P. redivivus, a diferentes 

toxinas produzidas por B. thuringiensis podem existir devido à grande especificidade 

dos sítios de ligação de cada toxina presente no intestino dos nematoides (GARCÍA-

MONTELONGO et al., 2021; PENG et al., 2018; SHI et al., 2020). Existe ainda a 

possibilidade da ação de outros compostos nematicidas produzidos pela cepa CCTB 

1306, como enzimas, lipopeptídeos e saponinas, recentemente encontrados na 

literatura (MAULIDIA et al., 2020; ZHENG et al., 2018, 2016), que podem apresentar 

maior toxicidade ao nematoide Metarhabditis spp. que ao P. redivivus. Gomes et al. 

(2019), por exemplo, encontraram maior resistência à proteases por P. redivivus, em 

relação a M. incognita.  
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Por último, pode ter havido um possível viés em nosso estudo, que pode ter 

influenciado a maior susceptibilidade de Metarhabditis spp. ao produto B, em relação 

à P. redivivus a depender de possíveis características comportamentais das duas 

espécies de nematoide. Em nosso trabalho, os dois nematoides tiveram como fonte 

de alimento durante todo o período de experimento, o substrato proveniente do meio 

de onde vieram, que estava contido na solução de nematoides. Este conteúdo se 

mostrou suficiente para a quantidade de P. redivivus utilizada nos ensaios, uma vez 

que a média de nematoides vivos em cada poço do controle negativo cresceu ao longo 

dos dias. Contudo, nos testes com Metarhabditis spp., a partir de 72h, começou a 

haver uma queda mais acentuada no número de nematoides vivos no controle 

negativo. Esta mortalidade de nematoides pode ser justificada por situação de 

inanição à que os nematoides foram submetidos, o que sugere que o método de 

lavagem das placas de ágar-sangue empregado na recuperação de Metarhabditis 

spp. não possibilita um aporte suficiente de nutrientes para ensaios de duração mais 

delongada.  

A princípio, a mortalidade advinda do ciclo dos nematoides ou em situações de 

inanição não afetaria os resultados, já que essas mortes ocorreriam tanto no grupo 

controle quanto no grupo tratado e o percentual de redução foi calculado com relação 

à quantidade de nematoides vivos no controle. Este método descarta as mortes que 

ocorreram por outra forma, que não pela ação dos produtos, uma vez que todos os 

tratamentos, em tese, estariam susceptíveis o mesmo tanto a mortes de nematoides 

decorrentes de outras causas, que não sejam a ação dos produtos. Contudo, uma das 

estratégias para se defender do ataque de B. thuringiensis utilizada por 

Caenorhabditis elegans é a adoção de um consumo seletivo de bactérias, isto é, 

consumir apenas as bactérias não-tóxicas, uma vez que a ação de B. thuringiensis se 

dá principalmente nas células intestinais dos nematoides (LUO et al., 2013; 

SCHULENBURG; MÜLLER, 2004). Caso este comportamento também seja típico de 

Metarhabditis spp., ele seria mitigado e os nematoides podem ter sido forçados a se 

alimentar de B. thuringiensis, já que a quantidade de alimento disponível para 

Metarhabditis spp. na solução de nematoides, aparentemente não foi suficiente para 

a alimentação dos mesmos por cinco dias. Da mesma forma, como aparentemente P. 

redivivus não sofreram com falta de alimento em seus tratamentos, estes nematoides 

poderiam ter amenizado o efeito do produto B, caso também sejam capazes de 
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realizar consumo seletivo de bactérias. Uma alternativa que pode ser testada para 

futuros estudos de mesma duração pode ser a inoculação de bactérias não tóxicas 

nos poços junto com os nematoides, para servirem de fontes de alimento, como é feito 

nos experimentos com Caenorhabditis elegans (BEYDOUN et al., 2021; MCINTYRE 

et al., 2021; STUHR; CURRAN, 2020). 

Quando submetido ao autoclave, apesar do atraso no alcance do máximo percentual 

de redução das duas espécies de nematoides quando tratadas com o produto A, 

podemos considerar que os produtos A e B permaneceram eficazes. Estes resultados 

vão de encontro aos encontrados por diferentes autores, que constataram perda de 

potencial nematicida após autoclave tanto das populações de Bacillus como de suas 

toxinas (KOTZE et al., 2005; LEYNS et al., 1995; YANG et al., 2006). Contudo, apesar 

de menos frequentes, existem trabalhos que relatam resistência ao autoclave, 

inclusive pelas mesmas espécies de Bacillus que compõem os produtos A e B 

(MOZGOVAYA et al., 2002; XIA et al., 2011). A alta efetividade dos produtos 

autoclavados observada em nosso trabalho pode ser simplesmente devido à presença 

de toxinas termoestáveis. No entanto, é de conhecimento que atualmente existem 

outras estratégias usadas para aumentar a resistência de esporos e toxinas à altas 

temperaturas. Uma delas, é manter os esporos e toxinas de Bacillus em meios oleosos 

(ABABOUCH, BUSTA, 1987; NAKAGAWA; SHIGEMOTO; TSUCHIDO, 1998; 

RAJKOVIC et al., 2008). Esta estratégia aparentemente foi empregada, uma vez que 

ambos os produtos possuíam consistência oleosa. A outra estratégia, descoberta mais 

recentemente, se trata de modificações moleculares, a fim de aumentar a estabilidade 

de toxinas (GAO et al., 2014; WANG et al., 2016). Contudo, não tivemos acesso sobre 

informações mais aprofundadas com relação à produção e composição dos produtos, 

para entender se o produto foi desenvolvido para ser estável, ou se as próprias cepas 

de Bacillus spp. já produzem toxinas termorresistentes.  

Variações de PH dos tratamentos em relação ao controle, não podem ser 

consideradas como causadoras de mortalidade do produto, uma vez que tanto o 

produto A quanto o produto B apresentaram altas mortalidades na menor diluição dos 

produtos, ou seja, à 5%. Como os tratamentos representavam apenas 33% do 

conteúdo total da solução, o tratamento a 5%, corresponde à apenas 1,65% de todo 

o volume da solução. Uma parcela tão pequena de produto não poderia provocar uma 

queda drástica de PH à ponto de matar a maior partes dos nematoides.  
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Já o produto C, não apresentou ação nematicida contra nenhum dos dois nematoides 

Este não era o resultado esperado, uma vez que outros autores comprovam maiores 

mortalidades de nematoides, quando submetidos à associações de espécies de 

Bacillus em relação aos mesmos nematoides submetidos às mesmas espécies em 

separado (EL-NAGDI; ABD-EL-KHAIR, 2019; ZHENG et al., 2016). Nossos resultados 

também vão de encontro a diferentes trabalhos que observaram potencial nematicida 

nas três espécies de Bacillus que compõe o produto C, B. subtilis, B. 

amyloliquefaciens e B. pumilus, quando utilizados individualmente (ENGELBRECHT 

et al., 2020; SOLIMAN; AMEEN; ABDEL-AZIZ, 2019; GAZIEA et al., 2017). É comum 

encontrar na literatura, relatos de cepas de Bacillus spp. isoladas no solo que 

possuem pouca ou nenhuma atividade nematicida (JAMILY; TOYOTA; KOYAMA, 

2018; SOLIMAN; AMEEN; ABDEL-AZIZ, 2019; ZHAO et al., 2018). Como o produto 

C é destinado originalmente para melhorar a fertilidade do solo, uma menor eficácia 

deste produto no controle de nematoides era, em partes, esperada. Curiosamente a 

média de nematoides vivos nos poços foi maior que a do controle negativo ao final do 

experimento para as duas espécies de nematoides e o percentual de redução foi 

estatisticamente menor que o do controle negativo em todos os tratamentos com o 

produto C, no caso de P. redivivus.  

O percentual de redução negativo observado nos tratamentos com o produto C em 

relação ao controle pode ser explicado pelo comportamento bacteriófago comum aos 

dois nematoides. Portanto, os nematoides dos grupos tratados, na presença de 

bactérias inofensivas em seu meio, ainda que nas menores concentrações ou no 

tratamento autoclavado, tiveram mais alimento que os do controle negativo, que 

estavam imersos apenas em PBS e os resquícios de seus respectivos meios originais 

de cultivo. O percentual de redução foi mais negativo para P. redivivus, provavelmente 

porque estes nematoides tiveram mais fontes de alimento disponíveis, conforme 

discutido anteriormente, portanto mais condições para reprodução.  

Além disso, estudos recentes mostram que algumas cepas de B. subtilis tem a 

capacidade de colonizar o intestino de C. elegans e aumentar a longevidade e 

resistência dos nematoides ao estresse, devido a produção de oxido nítrico e do 

peptídeo CSF (AYALA et al., 2017; RODRI, 2017). Caso a cepa CCTB04 de B. subtilis, 

presente no produto C tenha conseguido colonizar o intestino dos nematoides 

utilizados no presente estudo, mesmo que a cepa CCTB 09 de B. amyloliquefaciens 
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ou CCTB 05 de B. pumilus tivessem apresentado alguma toxicidade, a colonização 

por B. subtilis teria tornado os nematoides mais resistentes à ação de toxinas liberadas 

por outras espécies. Kissoyan et al. (2019) encontraram efeito parecido, ao 

observarem resistência de C. elegans à ação de B. thuringiensis, quando os 

nematoides tiveram colonização intestinal por Pseudomonas fluorescens.  

Existe ainda a possibilidade de alguma das cepas terem destruído as toxinas 

produzidas pelas outras, e dessa forma, inibido a ação do produto. Ripert et al. (2016), 

observaram efeito parecido da bactéria B. clausii, que foi capaz de inativar as toxinas 

de B. cereus. A possibilidade de alguma das três bactérias apresentar efeito 

nematotóxico é reforçada pelo fato das populações de P. redivivus apresentarem um 

crescimento mais rápido em relação ao controle negativo nas concentrações de 25% 

e 50% do que no produto concentrado 100%. Possivelmente, B. pumilus ou B. 

amyloliquefaciens apresentaram uma leve toxicidade inicial na concentração máxima 

do produto, o que retardou o efeito altamente negativo no percentual de redução. As 

concentrações de produto C de 50% e 25% não foram suficientes para apresentar 

toxicidade a P. redivivus, o que favoreceu um crescimento mais imediato das 

populações deste nematoide.  

Quando comparado dentro do mesmo tratamento, o percentual de redução de P. 

redivivus apresentou diferenças estatísticas significativas entre os tempos de ensaio 

apenas à 120h, e nas concentrações de 50% e 100% (não autoclavado) do produto 

C. Provavelmente, estas diferenças só foram observadas nas concentrações mais 

altas devido à uma maior disponibilidade de bactérias em maiores concentrações 

produto C. Dessa maneira, P. redivivus teriam mais fonte de alimento, e substrato 

suficiente para alta taxa de proliferação até o último dia de ensaio. O produto quando 

autoclavado não apresentou um resultado tão positivo no crescimento das populações 

de P. redivivus, quando comparado com os tratamentos não autoclavados em todas 

as diluições, em nosso estudo. Provavelmente a inativação das bactérias pelo 

autoclave impediu os benefícios da colonização intestinal pelas mesmas como 

também foi constatado no estudo de Kissoyan et al. (2019). 

Nos ensaios com Metarhabditis spp. houve ligeiro aumento do número de nematoides 

vivos do primeiro para o último dia de ensaio apenas nos poços inoculados com o 

produto concentrado a 100%. Se analisarmos, no entanto, a média de nematoides 

vivos ao longo dos cinco dias, observamos que mesmo em concentração máxima, o 
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número de nematoides vivos começou a cair depois de 96h. Nas outras diluições e no 

produto autoclavado, as quedas foram mais acentuadas e ocorreram mais 

precocemente. Como foi pipetado em cada poço 20µl de produto C e a concentração 

deste produto era de 1 x 1011 bactérias/l, podemos mensurar que 2 x 107 bactérias/ml 

foram inoculadas em cada poço. Dividindo este valor pela média de 50 Metarhabditis 

spp. que foi a média depositada em cada poço, podemos inferir que é necessário uma 

concentração maior que de 4 x 105  bactérias/nematoide da associação de B. subtilis 

CCTB 04, B. pumilus CCTB05 e B. amyloliquefaciens para a sobrevivência e 

reprodução de Metarhabditis spp. por um período de tempo de 120h. Apesar do 

percentual de redução de nenhum tratamento com o produto C contra Metarhabditis 

spp. ter diferido significativamente do controle negativo, houve diferença estatística 

entre os tempos, à partir de 72h, em relação aos tempos de 24h e 48h, dentro do 

mesmo tratamento com o produto concentrado a 100%. Neste caso, esta diferença 

seria explicada por uma queda menos acentuada na mortalidade destes tratamentos 

em relação ao controle observada à partir do terceiro dia de leitura, que tornou o 

percentual de redução ainda mais negativo. A inanição foi abrandada para os 

nematoides tratados com o produto C concentrado a 100%, provavelmente pela maior 

oferta de alimento, como já mencionado anteirormente. Se compararmos com o efeito 

apresentado em P. redivivus, podemos inferir que caso a solução de origem de 

Metarhabditis spp. disponibilizasse fonte de alimento suficiente para a manutenção 

destes nematoides, haveria um crescimento populacional dos mesmos suficiente para 

apresentar diferenças estatísticas do controle negativo. 

Diferente dos ensaios com P. redivivus, quando Metarhabditis spp. foram tratados com 

o produto C autoclavado, ocorreu o mesmo efeito de queda do percentual de 

mortalidade que quando foram tratados com o produto em mesma concentração sem 

ser submetido à autoclave. Diferentes hipóteses podem ser levantadas para explicar 

esta diferença de efeito de tratamento com produto autoclavado para os dois 

nematoides, como diferença na termoestabilidade de toxinas específicas que agem 

em Metarhabditis spp. e P. redivivus ou intensidade da simbiose nos casos de 

colonização da cepa CCTB 04 de B. subtilis no instestino de cada nematoide. Futuros 

estudos devem ser feitos para investigar a ação das bactérias em separado em cada 

nematoide, bem como se a cepa CCTB 04 consegue colonizar com a mesma 

eficiência P. redivivus e Metarhabiditis spp. 
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Em nosso trabalho, os nematoides não tiveram outras fontes de alimento de forma 

proposital, a fim de avaliar a possível utilização das bactérias presentes no próprio 

produto como substrato para desenvolvimento e reprodução dos nematoides, como 

aconteceu no produto C. Esta condição, pode não apresentar grandes implicações 

para parasitas gastrintestinais adultos, que se alimentam basicamente de sangue ou 

de restos de alimentos presentes no trato gastrointestinal dos animais (TAYLOR, 

COOP, WALL, 2016; URQUHART et al., 1998). No entanto há importantes 

implicações na biologia de Metarhabditis spp. causadores de otite parasitária externa, 

que precisam de bactérias para se manterem no pavilhão auricular de animais 

(VEROCAI et al., 2007). Aplicar um produto que serve de substrato para o crescimento 

da população de Metarhabditis spp., pode agravar a infecção na orelha externa do 

animal, em vez de contê-la. 

Conclusão 

Os produtos A e B se mostraram potentes nematicidas e apresentaram alta eficácia 

mesmo após diluídos ou superaquecidos, no entanto a dose e tempo de ação 

necessária depende do nematoide que será alvo da ação destes produtos. O produto 

C não apresentou ação nematicida e contribuiu positivamente para a proliferação do 

nematoide P. redivivus. Os produtos A e B apresentam capacidade para serem 

testados como anti-helmínticos em animais em futuros estudos. 
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Conclusões gerais 

Os produtos A, B e C apresentam potencial nematicida. Os modelos Panagrellus 

redivivus e Caenorhabditis elegans são úteis como indicadores de nematotoxicidade 

de produtos à base de Bacillus spp., embora existam variações de susceptibilidade 

entre os nematoides. Os produtos A e B são os mais indicados para estudos à campo 

para a confirmação da eficácia in vivo como anti-helmínticos. O produto C não tem 

ação contra os nematoides Metarhabditis spp. e P. redivivus e pode ser benéfico para 

a reprodução deste último. 
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