UNIVERSIDADE VILA VELHA - UVV
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

AVALIACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DO FUNGO
DUDDINGTONIA FLAGRANS E HIPOCLORITO DE SODIO A 5% NA
ECLOSAO DE OVOS DE CIATOSTOMINEOS EM COPROCULTURAS
DE EQUINOS

FABRICIO BARCELOS CALAZANS

VILA VELHA
FEVEREIRO / 2022



UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

AVALIACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DO FUNGO
DUDDINGTONIA FLAGRANS E HIPOCLORITO DE SODIO A 5% NA
ECLOSAO DE OVOS DE CIATOSTOMINEOS EM COPROCULTURAS
DE EQUINOS

Dissertacdo apresentada a Universidade Vila
Velha, como pré-requisito do Programa de Pés-
graduacao em Ciéncia Animal, para a obtencédo

do grau de Mestre em Ciéncia Animal.

FABRICIO BARCELOS CALAZANS

VILA VELHA
FEVEREIRO / 2022



Catalogacao na publicacao elaborada pela Biblioteca Central / UVV-ES

C142a
Calazans, Fabricio Barcelos
Avaliagdo de diferentes concentragdes do fungo Duddingtonia
flagrans e hipoclorito de sodio a 5% na eclos&o de ovos de
clatostomineos em coproculturas de equinos / Fabricio Barcelos
Calazans. - 2022.
K20 A

Orientador: Fabio Ribeiro Braga.

Dissertacdo (mestrado em Ciéncias Animal ) -
Universidade Vila Velha, 2022.

Inclui bibliografias.

1. Medicina Veterinaria. 2. Equino. 3. Fungos nematéfagos.
|. Braga, Fabio Ribeiro. Il. Universidade Vila Velha. IlIl. Titulo.

CDD 636.89




FABRICIO BARCELOS CALAZANS

AVALIACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DO FUNGO
DUDDINGTONIA FLAGRANS E HIPOCLORITO DE SODIO A 5% NA
ECLOSAO DE OVOS DE CIATOSTOMINEOS EM COPROCULTURAS
DE EQUINOS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Vila Velha, como pré-requisito do
Programa de PoOs-graduacdo em Ciéncia
Animal, para a obtencao do grau de Mestre
em Ciéncia Animal.

Aprovado em 24 de fevereiro de 2022,

Banca Examinadora:

- -
A e d—<
XN

Prof. Dra. Cristiane dos Santos Honsho (Universidade Vila Velha)

; # F \

Prof. Dr Filippe'El(iés de Frejlas Soares (Universidade Federal de Lavras)
U
, / / e ,

Prof. Dr. Fabio Ribeiro Braga (Universidade Vila Velha)

Orientador



DEDICATORIA

A luz que me abriu os olhos, a dor dos deserdados
e feridos de injustica ndo me permite fecha-los
nunca mais enquanto vivo. Ainda que o medo
costure meus olhos, ja ndo posso deixar de ver: a
verdade tocou, com sua lamina de amor, o centro

do meu ser.

(Thiago Mello)



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Santissima Trindade e S&o Francisco por ter concedido essa oportunidade em
minha vida.

Aos meus pais, Adilson Calazans e Maria de Lourdes por todo suporte, amor e incentivo.
Aos meus irmaos Penha e Paulo Rogerio por todo apoio necessario.
A minha afilhada Amanda, amo vocé.

Ao meu orientador, professor Dr. Fabio Ribeiro Braga, por seu apoio e amizade, além de sua
dedicacdo, competéncia, atencdo e sugestdes, fatores fundamentais para realizacdo deste
trabalho.

A Dra. Carolina Ferraz pelo apoio de ter me ajudado d& o inicio e fim nas realiza¢des da
pesquisa.

A Dra. Emy Hiura por passar conhecimentos para inicio do projeto.

Ao Rancho Bela Vista Dr. Caquinho e Dr. Thaynan e professor Dr. Fernando Tobias por apoio
de conseguir 0s animais para coleta das amostras.

Aos estagiarios Jodo e Mariana pela ajuda da preparacédo do experimento.

Aos meus amigos Fabio Sena, Leonardo Gorza por sempre estarem ao meu lado me ajudando
e incentivando.

A todos os professores do Programa de P6s-graduacao em Ciéncia Animal que contribuiram
para minha formagao.

Ao funcionério da UVV, Jomar por toda ajuda e amizade.

A Universidade Vila Velha (UVV) pela oportunidade e confianca.



SUMARIO

LISTA DE TABELA . ...t e
RESUMO ... e
ABSTRACT .

1. INTRODUGAO. ..ottt ean e

2. REVISAO DE LITERATURA . ...ttt et
2.1. Os equinos € as NEMALOAIOSES .........eevururriiiiiiieeeeeeeeeee e e s
2.2. Os pequenos estrongilos ou ciatoStoMINEOS............cccvvvvvviiiiiiiiiiii e,
2.3. Fungos nematd6fagos no controle biolégico de pequenos

EStrONQIlId@OS. ... . e

3. OBUIETIVOS. ..ottt ettt e e e e e e e
3.1. ODJELIVO GEIAL....cce e e
3.2. ObjetivoS ESPECITICOS. ... .uuuiiiiiiiiiiiiiiie e

4, MATERIAL E METODOS.......ooiiieiteeeeceeeeeeeee ettt
4.1. Local dO EXPEIMENTO. .....uuiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt e e e e e
4.2. FUNQO € COMPOSLO QUIMICO. ...ceieiiiiiiiiiiie ettt e e ettt e neeee e
4.3. Obtencéo de fezes de equinos parasitados com Ciatostomineos...............
4.4. ENSaio EXPErimental.........cccooeiiiiiiiiiiiiiceee e

4.5 ANAIISE E S Al S iCa. . eu et

B, RESULTADOS . ..ottt e,
B. DISCUSSAD ... ettt et

7. CONCLUSAOD . ..o e

REFERENCIAS . ..o ettt

14

15

16
16
16

17
17
17
17
18
19

20



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Ensaio experimental dos grupos GL a G5..........cccoovvviiiiiiiieiiiiiiceeee e 18

Tabela 2 - Média e percentual de reducdo obtidas nas coproculturas apos os
tratamentos com diferentes concentracdes do fungo Duddingtonia flagrans (G1 a G3),
hipoclorito de sédio (G4 - controle positivo) e agua destilada (G5 - controle
negativo)



RESUMO

CALAZANS, FABRICIO BARCELOS, M.Sc, Universidade Vila Velha-ES, Fevereiro de
2022. Avaliacao de diferentes concentragcdes do fungo Duddingtonia flagrans e
hipoclorito de so6dio a 5% na eclosdo de ovos de ciatostomineos em
coproculturas de equinos. Orientador: Fabio Ribeiro Braga.

Os fungos nemato6fagos constituem uma opcao ao controle dos nematoides
gastrintestinais de equinos e sua acdo estd concentrada no ambiente fecal e
direcionada ao combate das larvas de vida livre dos parasitos. Contudo, ndo existem
muitos trabalhos que mencionem a quantidade de estruturas fungicas (conidios e ou
clamidosporos) que devem estar presente nas fezes de equinos para que se tenha
um controle biolégico ambiental efetivo. O presente trabalho objetivou avaliar
diferentes concentracdes do fungo nematofago Duddingtonia flagrans (AC001) e de
Hipoclorito de sédio a 5% na eclosdo de ovos de ciatostomineos, nematoides de
equinos, em coproculturas de animais positivos. O ensaio experimental foi realizado
no Laboratorio de Parasitologia Experimental e Controle Biol6gico e no Laboratério
Clinico da Universidade Vila Velha. Foram obtidas fezes frescas de equinos
diretamente da ampola retal com a finalidade de obtenc&o de amostras positivas para
ciatostomineos. Apdés a confirmacdo procedeu-se a realizacdo dos ensaios. Para
realizacdo do ensaio experimental, procedeu-se o preparo das coproculturas (20
gramas de fezes) com distintas concentracdes de conidios de D. flagrans e ou
Hipoclorito de sédio a 5%. Foram formados 4 grupos tratados e 1 grupo controle (Agua
destilada) com 5 repeti¢cdes por grupo. G1 (3 milh6es de conidios de AC001 + 20
gramas de fezes), G2 (6 milhdes de conidios de AC001 + 20 gramas de fezes) e G3
(9 milhdes de conidios de AC001 + 20 gramas de fezes), G4 (5 ml de hipoclorito de
sédio 5% + 20 gramas de fezes) e G5 controle (5 ml de agua destilada + 20 gramas
de fezes). Em seguida, as coproculturas dos grupos tratados e controle foram
mantidos em uma camara de incubacéo por 10 dias a +26° C. Ao final do periodo
experimental os resultados demonstraram houve percentual de reducdo em todos os
grupos (G1 a G4) na ecloséo dos ovos de ciatostomineos, consequentemente devido
a menor recuperacdo das L3 nas coproculturas. Foi observado que a concentragao
de no G1 demonstrou menor percentual de reducdo no numero médio de L3
recuperadas, mas por outro lado apresentou diferenca P<0,01 em relacdo aos demais
grupos tratados e G5 controle. Por outro lado, notou-se que nao houve diferenca
P>0,01 entre as concentracdes de conidios testadas nos grupos G2 e G3. Conclui-se
gue as distintas concentracdes de conidios de AC001 foram eficientes na reducéo de
ciatostomineos e podem ser utilizadas em futuros trabalhos a campo, ndo havendo
diferenca (P>0,01) na atividade predatéria das trés concentracdes de conidios de
ACO001 testadas. Contudo, o autor chama a atencéo de que o Hipoclorito de Sédio 5%
demonstrou boa eficacia, podendo ser utilizado em outros delineamentos com
periodos de tempo maior, com associacdo de AC001 + Hipoclorito de sédio 5% em
um futuro trabalho experimental a campo.

Palavras chave: Coproculturas, Duddingtonia flagrans, ciatostomineos, equinos.



ABSTRACT

CALAZANS, FABRICIO BARCELOS, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, February
2022. Evaluation of different concentrations of the fungus Duddingtonia flagrans
and 5% sodium hypochlorite on the hatching of cyathostomin eggs in horse
coprocultures. Advisor: Fabio Ribeiro Braga.

Nematophagous fungi are an option to control gastrointestinal nematodes in horses
and their action is concentrated in the fecal environment and directed to combat the
parasites' free-living larvae. However, there are not many studies that mention the
amount of fungal structures (conidia and/or chlamydospores) that should be present in
the feces of horses to have an effective environmental biological control. This study
aimed to evaluate different concentrations of the nematophagous fungus Duddingtonia
flagrans (AC001) and 5% sodium hypochlorite in the hatching of cyathostomin eggs,
equine nematodes, in coprocultures of positive animals. The experimental test was
carried out in the Experimental Parasitology and Biological Control Laboratory and in
the Clinical Laboratory of Vila Velha University. Fresh equine feces were obtained
directly from the rectal ampullae in order to obtain positive samples for cyathostomin.
After confirmation we proceeded to the tests. For the experimental test, we prepared
the stool cultures (20 grams of feces) with different concentrations of D. flagrans
conidia and/or 5% sodium hypochlorite. There were 4 treated groups and 1 control
group (distilled water) with 5 replicates per group. G1 (3 million conidia of AC001 + 20
grams of feces), G2 (6 million conidia of AC001 + 20 grams of feces) and G3 (9 million
conidia of AC0O01 + 20 grams of feces), G4 (5 ml of 5% sodium hypochlorite + 20 grams
of feces) and G5 control (5 ml of distilled water + 20 grams of feces). Then, the
coprocultures of the treated and control groups were kept in an incubation chamber for
10 days at £26° C. At the end of the experimental period, the results showed a
percentage reduction in all groups (G1 to G4) in the hatching of cyathostomin eggs,
consequently due to the lower recovery of L3 in the coprocultures. It was observed that
the concentration of in G1 showed the lowest percentage of reduction in the average
number of recovered L3, but on the other hand it showed a difference P<0.01 in relation
to the other treated groups and G5 control. On the other hand, it was noted that there
was no difference P>0.01 between the concentrations of conidia tested in groups G2
and G3. We conclude that the different concentrations of AC001 conidia were efficient
in reducing cyathostomin and can be used in future field studies. There was no
difference (P>0.01) in the predatory activity of the three concentrations of AC001
conidia tested. However, the author points out that 5% sodium hypochlorite showed
good efficacy, and can be used in other experiments with longer periods of time, with
an association of AC001 + 5% sodium hypochlorite in a future experimental study in
the field.

Keywords: Coprocultures, Duddingtonia flagrans, cyathostomin, horses
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1. INTRODUCAO

No Brasil a populacdo de equinos é cerca de 5.577.539 animais, conferindo ao
pais o terceiro lugar em numero de animais na América latina. O estado de Minas
Gerais € 0 estado com o maior rebanho equideo do pais com 763.780 animais (IBGE,
2016). Contudo, a criacao de equinos, mesmo sendo um forte setor do agronegdcio
brasileiro, enfrenta dificuldades, principalmente quando o assunto sdo as parasitoses
gastrintestinais. Devido aos diferentes sistemas de criacao e seus habitos alimentares
as infeccdes e recidivas das nematodioses séo frequentes e com isso, em algumas
situacdes a debilidade animal e ocorréncia de 6bitos podem acontecer (Molento, 2005;
Ramos et al.,, 2014; Barbosa et al.,2018). Nos sistemas de producdo de animais
criados a campo, o parasitismo por nematoides parasitos gastrintestinais € um fator
limitante (Braga et al., 2009; Waghorn, et al., 2003).

Dentre as varias nematodioses que acometem 0s equinos destaca-se a
Ciatostomiase larval ou Colite X, causada pelos pequenos estrongilideos ou
ciatostomineos, grupo com grande distribuicio mundial (Moleto, 2009). Dentre os
principais nematoides podem ser citados 0s pequenos estrongilos ou ciatostomineos
e os grandes estrongilos (Ramos et al.,2014).

Em relacdo ao controle parasitario, no geral, as drogas anti-helminticas
utilizadas em equinos ja apresentam resisténcia parasitaria e, dessa forma pesquisas
com controladores biolégicos podem vir a ser uma estratégia interessante e justificada
(Braga et al., 2009). Braga et al. (2009) e Tavela et al. (2013) demonstraram que o
controle biolégico com fungos nematofagos e dentre eles a espécie Duddingtonia
flagrans poderia vir a ser uma boa estratégia de controle parasitario de equinos, mas
agueles autores chamavam atencao para o fato da baixa producédo de resultados

cientificos com distintas contracdes de estruturas fungicas destes fungos nas fezes.

Por outro lado, a utilizacdo de desinfetantes quimicos ainda € uma rotina
bastante utilizada em propriedades rurais por todo o pais, visando a destruicdo de
formas pre parasitarias de organismos nocivos a saude animal (Braga et al., 2009). A
literatura menciona que as baias devem ser limpas diariamente para prevenir o

acumulo de fezes, o odor amoniacal da urina e a umidade na cama. Destacando-se
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que a limpeza e desinfec¢do (Programa de Limpeza e Desinfec¢do de Baias) destes
ultimos podem ser feita com solu¢des detergentes e antissépticas (sabdo neutro e
hipoclorito de sodio). Contudo, a utilizacdo de organismos vivos (fungos nematéfagos)
e compostos quimicos como o hipoclorito nunca foi estudada no controle das formas
pre-parasitarias de nematoides parasitos gastrintestinais. Dessa forma o presente
trabalho teve por objetivo avaliar diferentes concentragfes de conidios do fungo
Duddingtonia flagrans e hipoclorito de sédio a 5% na eclosdo de ovos de

ciatostomineos em coproculturas de equinos

2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1. Os equinos e as nematodioses

Os equinos (Equus caballus) e asininos (Equus asini) sdo hospedeiros de
grande variedade de helmintos, principalmente os nematdides pertencentes a
Superfamilia  Strongyloidea  (Strongylus  vulgaris,  Strongylus edentatus,
Ciatostomineos, Trichostrongylus axei), Ascarioidea (Parascaris equorum),
Rhabdiasoidea (Strongyloides westeri), Oxyuriodea (Oxyuris equi) e cestdodeos da
Familia Anaplocephalidae (Anoplocephala perfoliata) (Fernandez, Henningsen,
Larsen, et al., 1999).

Tendo em vista os sistemas de criacdo e os habitos alimentares, os equinos
sdo altamente susceptiveis as infec¢Bes parasitarias. Eles se contaminam por meio
do préprio ambiente em que vivem, sejam pastagens ou baias. As nematodioses séo
apontadas como uma das principais causas do baixo rendimento zootécnico dos
rebanhos e mortes precoces em animais, ainda em fase produtiva, dessa forma é
importante realizar o seu controle a fim de se obter melhor desempenho dos animais
(Molento, 2005).

As nematodioses nestes animais sdo capazes de afetar seu desenvolvimento,
podendo causar desde pequenos desconfortos abdominais a casos fulminantes de
cllica e morte (Almeida; Santurio; Filho, 2012). A patogenicidade destes parasitos
esta diretamente relacionada com a espécie envolvida, do estado de saude do animal
infectado, bem como o estadio de desenvolvimento larval destes agentes (Baudena,
Chapman, Larsen, et al., 2000). As formas de criacdo destes animais, bem como seus
hébitos alimentares favorecem a grande incidéncia de infec¢des parasitarias (Molento,
2005).

No geral, a forma larval no parasitismo gastrintestinal causa uma reacao
inflamatoria, caracterizada por influxo de neutrofilos, eosindfilos, e macréfagos, ao
penetrar na mucosa intestinal. Devido a migracdo das larvas ocorre arterite
ileocecocodlica evidenciada histologicamente por inflamacdo multifocal, necrose e
fibrose, havendo evidéncias de que o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina
(IL-1) sejam os mediadores-chave envolvidos em deflagrar a cascata inflamatoria

(Fernandez, Larsen, Nansen, et al., 1997).
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Segundo Bird, J.; Herd (1994), uma elevada importancia as infecgdes em potros
com idades inferiores ha seis meses, por causar perdas econdmicas resultantes de
um estado geral de debilidade, atrasos no crescimento e potencialmente a morte dos
animais. A transmissdo ocorre de forma horizontal, sendo a principal via de
contaminagdo dos potros, a ingestdo dos ovos presentes nas pastagens. As
migracdes das larvas no figado podem originar hemorragias e fibroses (Bird, J.; Herd,
1994).

Em infeccbes macicas, pode ocorrer fibrose difusa por todo o6rgdo. A
sintomatologia respiratéria quando presente cursa com edema e consolidacao
provocando bronquite eosinofilica. Os parasitas adultos, no intestino delgado,
apresentam acao espoliadora, afetando a ingestdo dos nutrientes e alterando a
motilidade intestinal, podendo apresentar consequéncias graves como: invaginacoes,
oclusdes e até perfuragfes intestinais quando a infeccao for caracterizada por altas
cargas parasitarias (Buzatti, A.; Paula Santos, C.; Fernandes, 2015).

Outro fator determinante para que ocorra a infeccdo € que 0s animais nao
adquirem imunidade protetora, como consequéncia, cavalos com qualquer idade
podem ser afetados (Canever, Braga, Boeckh, et al, 2013). Os sinais clinicos
apresentados pelos cavalos infectados sdo variaveis, mas 0s mais comuns incluem
niveis reduzidos de desempenho, crescimento lento, perda de peso, pelo grosso e

sem brilho, debilitacéo, diarreia e célicas (Castro, Oliveira, Anjos, et al, 2003).

Fatores como as condicdes climaticas influenciam diretamente nas
caracteristicas das pastagens, criando condi¢cdes propicias ao desenvolvimento de
formas infectantes dos nematoides parasitos gastrintestinais (Araujo et al., 2004). Por
outro lado, o uso intensivo de drogas anti-helminticas é o modo mais comum de se
promover algum tipo de controle, mas na grande maioria das vezes 0 mesmo se torna
ineficaz, devido o problema da resisténcia parasitaria (Molento, 2005; Araujo et al.,
2010).

2.2. Os pequenos estrongilos ou ciatostomineos

Os pequenos estrongilos sdo os nematoides de maior importancia para 0s
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equinos devido ao seu potencial patogénico, atual prevaléncia e capacidade de
desenvolver resisténcia anti-helmintica (Lester et al., 2013). Podem ser encontrados
no intestino delgado e grosso dos equinos, sao histi6fagos e realizam migracdes
apenas na parede intestinal e entram em hipobiose. Segundo Corning (2009), os
pequenos  estrongilos apresentam uma  prevaléncia muito  elevada,
independentemente do clima ou do tipo de manejo, o ciclo de vida desses parasitas é

direto, sem hospedeiro intermediario.

Deve ser ressaltado que os equinos apresentam susceptibilidade a estes
nematoides durante toda a vida, sendo possivel observar a parasitose em qualquer
idade (Matthews et al., 2004; Tzelos et al., 2017). Sendo assim, 0s nematoides
estrongilideos sdo comuns e representam um grupo de grande importancia no Brasil,

ja que grande parte do rebanho encontra-se infectado (Castro et al., 2003).

Em seu ciclo ambiental, as larvas dos ciatostomineos se desenvolvem desde a
eclosdo dos ovos até a fase de larva infectante (L3), em um periodo de 2 semanas.
Apods o desenvolvimento, as L3 migram do bolo fecal para a pastagem adjacente, onde

finalmente sdo ingeridas pelos equinos (Taylor et al., 2017).

Resultados de pesquisas realizadas a campo sugerem que 0S equinos
adquirem resisténcia aos pequenos estrongilideos com a idade, verificados através
da reducdo da carga parasitaria e a contagem de ovos nas fezes. Essa resposta,
porém, é lenta e inconsistente na maioria dos animais e nao tem relacdo com a
intensidade do contato parasitario anterior (Assis, Araudjo, 2003; Anjos, Rodrigues,
2006).

Matthews et al. (2004) mencionam que em seu ciclo biolégico as larvas dos
pequenos estrongilideos podem ficar inativadas na mucosa intestinal, tornando-se
refratarias a varios anti-helminticos disponiveis, ou seja, equinos tratados
guimicamente ainda podem suportar altas cargas parasitarias (Kaplan, Vidyashankar,
2012).

Os principais sintomas relacionados a infecgdes macigas por ciatostomineos
sdo: emagrecimento subito, anemia, edema, anorexia e diarreia crébnica. Nos animais
mais velhos a apresentacao sintomatologica € mais leve. Segundo Corning (2009), a
mortalidade pode chegar aos 50% nos casos de da ciatostominose larval.
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2.3. Fungos nemato6fagos no controle biolégico de pequenos estrongilideos

Medidas alternativas que possam auxiliar no controle quimico das
nematodioses em equinos tém sido consideradas cada vez mais estudadas (Braga et
al., 2009). Dentre elas, o controle biolégico por fungos nematéfagos tem se destacado
como uma estratégia efetiva, no controle de pequenos estrongilideos (Braga et al.,
2010).

Nos ultimos anos foram realizados estudos utilizando a associacdo de
compostos quimicos e fungos nematéfagos (controle biolégico) para o controle de
ciatostomineos e resultados promissores foram obtidos (Kaplan, 2002; Braga et al.,
2009).

Duddingtonia flagrans é um fungo nematé6fago que possui grande capacidade
de produzir clamidosporos, que permanecem viaveis depois de ingeridos e eliminados
pelas fezes, colonizando-as logo ap6s a sua deposi¢cdo no solo e predando os
nematoddeos por meio de hifas adesivas (Larsen et al., 1992; Waghorn et al., 2003).
Devido a sua forma de ac¢éo, o uso do fungo D. flagrans tem atraido muita atencéo e
tem sido foco de inUmeras pesquisas na ultima década. Este fungo tem sido utilizado
com sucesso no controle in vivo e in vivo de nematoides de equinos (Tavela et al.,
2013).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
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v' Avaliar o uso de diferentes concentracbes de conidios do fungo
Duddingtonia flagrans e Hipoclorito de sédio 5% na eclosdo de ovos de

ciatostomineos em coproculturas positivas de equinos.

3.2. Objetivos Especificos

v' Avaliar se as distintas concentracbes do fungo D. flagrans demonstraram
eficacia na reducéo de larvas de ciatostomineos

v Verificar qual a melhor concentracdo de conidios de D. flagrans pode ser
utilizado em futuros delineamentos

v' Comparar o uso das concentracdes do fungo D. flagrans com o uso de

Hipoclorito de sodio 5%.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do Experimento
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O ensaio experimental foi realizado no Laboratério de Parasitologia
Experimental e Controle Biolégico e no Laboratério Clinico da Universidade Vila Velha
(UVV). Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em experimentacdo animal da

Universidade Vila Velha, sob o nimero 306.

4.2. Fungo e composto quimico

Foi utilizado o fungo nematéfago Duddingtonia flagrans (AC001), proveniente
do Laboratdrio de Parasitologia da Universidade Federal de Vigosa, Brasil. Este fungo
foi repicado em placas de Petri de 9 cm de diametro contendo meio de cultura batata-
dextrose-agar 2% (BDA2%), para posterior obtencado de uma solucdo de conidios e
clamiddsporos, por meio da adi¢cdo de agua destilada em cada placa de Petri e com
auxilio de uma espatula os conidios e fragmentos miceliais foram recuperados e

vertidos em tubos Falcon de 15 ml (Cort, James, Donald, et al., 1992).

Para o controle positivo, foi utilizado hipoclorito de sédio a 5% (Audax

Butterfly®). Este produto foi obtido no comércio local.

4.3. Obtencéao de fezes de equinos parasitados com Ciatostomineos

Foram obtidas fezes frescas de equinos diretamente da ampola retal com
auxilio de luva. A seguir, procedeu-se a realizacao da técnica de O.P.G contagem de
ovos por grama de fezes de acordo com Gordon & Withlock (1939). Posteriormente,
procedeu-se a realizacao das coproculturas e, ao final de quatorze dias, foram obtidas
larvas de terceiro estadio (L3), que foram identificadas e quantificadas segundo os
critérios descritos por Bevilaqua et al. (1993), em microscépio 6ptico, objetiva de 10x.
A leitura do Baermann demonstrou que 100% das L3 visualizadas eram de

ciatostomineos.

4.4. Ensaio Experimental

Para realizagdo do ensaio experimental, procedeu-se o preparo das
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coproculturas (20 gramas de fezes) com distintas concentracdes de conidios de D.
flagrans e ou Hipoclorito de sédio a 5%. Foram formados 4 grupos tratados e 1 grupo

controle (dgua destilada), conforme a tabela abaixo (Tabela 1), com 5 repeticées por

grupo.

Tabela 1 - Ensaio experimental dos grupos G1 a G5

Grupo Ensaio Experimental
Gl Aproximadamente 3 milhdes de conidios de AC001 + 20 gramas de fezes
G2 Aproximadamente 6 milhdes de conidios de AC001 + 20 gramas de fezes
G3 Aproximadamente 9 milhdes de conidios de AC001 + 20 gramas de fezes
G4 5 ml de hipoclorito de s6dio 5% + 20 gramas de fezes
G5 5 ml de agua destilada + 20 gramas de fezes

Em seguida, as coproculturas dos grupos tratados e controle foram mantidos
em camara de incubacao por um periodo de 10 dias a +26° C. ApGs esse periodo,
procedeu-se a realizacdo da técnica de Baermann conforme a metodologia descrita
por Braga et al. (2010) para se avaliar o percentual de reducdo da L3 em cada grupo
tratado e controle. O percentual de reducado foi calculado utilizando-se a seguinte

equacdao descrita por (Mendoza de Gives and Vasquez-Prates, 1994).
% Reducéo=

Média de Lz recuperadas no grupo controle — média de Lz recuperadas no grupo tratado

Média de Lz recuperadas no grupo controle

4.5. Andalise Estatistica

Os resultados obtidos foram interpretados por andlise de variancia (ANOVA) e
teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software BioEstat 5.0 (Ayres
et al., 2003).
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5. RESULTADOS

Os resultados demonstraram que ao final do periodo experimental (10 dias)
houve percentual de redugéo em todos os grupos (G1 a G4) na ecloséao dos ovos de
ciatostomineos, consequentemente devido a menor recuperacdo das L3 nas

coproculturas (Tabela 2).
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Foi observado que a concentracéo de no G1 demonstrou menor percentual de
reducdo no numero médio de L3 recuperadas, mas por outro lado apresentou
diferenca P<0,01 em relacdo aos demais grupos tratados e G5 controle. Por outro
lado, notou-se que nao houve diferenca P>0,01 entre as concentracdes de conidios

testadas nos grupos G2 e G3.

E importante destacar que hipoclorito de sédio (G4 - controle positivo) também

apresentou percentual de reducao ao final do ensaio experimental.

Tabela 2 - Média e percentual de reducado obtidas nas coproculturas apés os tratamentos com
diferentes concentracdes do fungo Duddingtonia flagrans (G1 a G3), hipoclorito de s6dio (G4 -

controle positivo) e agua destilada (G5 - controle negativo).

Grupos Experimentais

G1 G2 G3 G4 G5
Média 150a 87b 60b 96hc 519bcd
% Reducéo 71,1% 83,2% 88,4% 81,5% -

Media seguida pela mesma letra mindsculas nas linhas néo diferem estatisticamente entre si Tukey (0.01)

6. DISCUSSAO

De acordo com Fontenot et al. (2003), D. flagrans tem uma taxa oOtima de
crescimento em temperatura entre 20 e 30 °C de 15 e 60 mm por semana. Na
presenca de nematoides, esse fungo consegue produzir de 700 a 800 armadilhas por
cm2 em curto intervalo de tempo. No presente trabalho, houve a germinagéo e
consequentemente a predacao das L3, o que ao final do ensaio demonstrou eficacia
na utilizagdo de AC001 em distintas concentragdes de conidios.
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O fungo D. flagrans (AC001) € um fungo que possui grande capacidade de
produzir clamidosporos, que permanecem viaveis depois de ingeridos e eliminados
pelas fezes, colonizando-as logo apdés a sua deposicdo no solo e predando os
nematodeos por meio de hifas adesivas (LARSEN et al., 1992; WAGHORN et al.,
2003). Devido a sua forma de acao, o uso deste fungo tem atraido muita atencéo e
tem sido foco de inUmeras pesquisas na Ultima década, contudo existem poucos
relatos da sua utilizacdo direta em coproculturas de equinos, o que pode vir a
direcionar mais contribuicbes nessa area (Braga et al., 2009). E importante frisar que
por meio das visitas realizadas na propriedade, local de coleta das amostras, os
relatos do proprietario sugeriram alta infec¢éo helmintica, o que pode ser comprovado

no O.P.G inicial dos animais.

No controle de nematoides de equinos, diversos estudos ja relataram eficacia
de D. flagrans (Madeira de Carvalho et al.,, 2007; Braga et al., 2009;Araujo et
al., 2010; Braga et al., 2010; Braga et al., 2011). A espécie se destaca pela
capacidade de produzir grande quantidade de clamiddsporos, estruturas reprodutivas
com parede espessa e altamente resistente, que, se ingeridos, percorrem o trato
gastrintestinal dos animais e permanecem vidveis quando nas fezes. Por meio dos
resultados apresentados acima, no presente trabalho, no geral a média de reducéo
dos grupos G1, G2 e G3 foi de 80,9% ao final do ensaio, o que comprova a sua eficacia
e atividade predatdria em ambiente fecal, mimetizando o bolo fecal depositado durante

0 pastejo dos animais.

O que se percebe é que o uso combinado do controle quimico e biolégico
representa um meio para diminuir as consequéncias causadas pelo uso inadequado
de medicamentos isolados, porém em condicfes ambientais a acdo dos agentes

bioldgicos pode ser afetada de acordo com alguns autores (Sanyal et al., 2004).

Em condices ideais de temperatura e umidade, logo apds sua excrec¢ao, inicia-
se a colonizacgéo das fezes pelo fungo (Larsen et al., 1999). No presente trabalho, o
desenvolvimento do fungo foi estimulado pelo contato com um ndamero crescente de
L3 presentes nas coproculturas e com reducao da recuperacdo das L3 em todas as
diferentes concentragfes em G1, G2 e G3 de conidios, corroborando com Mota et al
(2003) que mencionaram a producao de redes tridimensionais adesivas e a digestao

dos conteudos internos (Mota et al., 2003)
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Resultados de pesquisas realizadas a campo sugerem que 0S equinos
adquirem resisténcia aos pequenos estrongilideos com a idade, verificados através
da reducdo da carga parasitaria e a contagem de ovos nas fezes. Essa resposta,
porém, é lenta e inconsistente na maioria dos animais e ndo tem relacdo com a
intensidade do contato parasitario anterior (Assis; Araujo, 2003; Anjos; Rodrigues,
2006). Por outro lado, o presente trabalho, destacou o uso de distintas concentracoes
de conidios e também a utilizacdo de composto quimico e com isso demonstrando a
constante busca de alternativas que possam ser sinergias ao controle que utiliza

apenas drogas anti-helminticas.

E importante observar que a fim de se evitar a proliferacdo de fungos e
bactérias nos equinos, € recomendavel que as baias devem ser limpas uma a duas
vezes diariamente com pa e vassoura. Quando se utiliza maravilha a parte imida
deve ser retirada. Uma vez por semana, logo apés alimpeza, a baia deve ser
pulverizada com solugéo de desinfetante. Ao auxiliar na eliminagédo de odores e
bactérias relacionados a presenca animal, o desinfetante agrega na manutencédo de
uma criacdo mais saudavel, pois a torna menos suscetivel a infec¢des de diferentes
tipos, como virais, fungicas e bacterianas. Nesse sentido, outro ponto merece
destaque, o cuidado e asseio com o animal. O hipoclorito de sédio, que € encontrado
na maioria dos alvejantes, elimina a maioria das bactérias e virus que podem causar

doencas nos animais estabulado.

Os desinfetantes de amplo espectro séo utilizados na higienizacdo das
instalacdes de equinos, e estao inclusos na categoria quimica dos alcoois, aldeidos,
halogénicos, fendis ou agentes de amonio quaternario (Dwyer, 2004). A eficacia dos
desinfetantes pode ser reduzida ou inativada por fatores associados a limpeza das

baias, como a carga organica, agua dura e detergentes.

Ainda de acordo com Dvorak (2005), detergentes nao idnicos nao carregados,
sao detergentes industriais adequados para associacao do uso de desinfetantes, de
acordo com suas caracteristicas, eles apresentam boa penetracdo e dispersao, sdo
bons emulsificantes, apresentam eficacia na reducéo da tensdo superficial, além de
possuirem propriedades espumantes reduzidas. No presente trabalho a utilizacéo de
Hipoclorito de sédio 5% foi eficiente em reduzir nas coproculturas o numero de L3.

Esse resultado pode ser extrapolado no futuro para uma utilizagdo diretamente
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voltada para a limpeza das baias e desinfeccao do local como um todo.

Ainda deve ser destacado aqui que, distintas concentragbes do produto
poderiam ser testadas com a finalidade de se observar qual a melhor concentracéo
e diluicdo do produto a ser empregado com seguranga e economia na rotina da
limpeza das baias nas propriedades rurais. Corroborando com isso, Bull et al. (2019)
mencionaram que a pratica de manter cavalos em baias € comum no manejo de
cavalos, essa tendéncia permite melhor beneficios de controle na rotina do animal,

reproducao, nutricdo e manejo sanitario.

A limpeza e desinfeccdo de todas as instalagbes sao primordiais, existem
varios tipos de pisos utilizados que visam contribuir para impedir a proliferacéo de
fungos, bactérias e outros agentes nocivos a saude humana. Além disso, a cama das
baias, um item importante para o conforto animal deve ser trocadas diariamente, a
fim de ndo acumular fezes, evitando com isso as reinfec¢des helminticas (Majewski
& Oliveira, 2020).

Por fim, é fundamental destacar que ainda ndo existem muito relatos do uso
combinado de D. flagrans (conidios) e Hipoclorito de Sédio 5%, o que no futuro
poderia elucidar uma possivel atuacao sinérgica ou ndo dessa associacdo voltada
diretamente para o controle sanitario ambiental em baias de equinos estabulados e

em currais no modo geral.

7. CONCLUSAO

v As distintas concentra¢cGes de conidios de AC001 foram eficientes na
reducéo de ciatostomineos e podem ser utilizadas em futuros trabalhos
a campo.

v' Nao houve diferenca (P>0,01) na atividade predatéria das trés
concentragdes de conidios de D. flagrans (AC001) testadas.

v' A utilizacdo de Hipoclorito de Sédio 5% demonstrou boa eficacia,
podendo ser utilizada em outros delineamentos com periodos de tempo

maior.
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v Sugere-se a utilizacdo do uso associado de AC001 com hipoclorito de
sadio, destacando-se um futuro trabalho experimental a campo.
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