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the efficacy of different isolates of the nematode-trapping fungi Arthrobotrys spp. and Duddingtonia flagrans
in reducing infective larvae of nematodes after passage through the digestive tract of sheep]. Comparacéao da
eficacia de diferentes isolados dos fungos nemat6fagos Arthrobotrys spp. e Duddingtonia flagrans na reducéo de
larvas infectantes de nematdides apds a passagem pelo trato digestivo de ovinos. Revista Brasileira de Parasitolo-
gia Veterinaria, v. 17, supl. 1, p. 133-137, 2008. Laboratério de Biologia Celular Tecidual, Centro de Biociéncias
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For oral application in ruminants, nematophagous fungi must has the capacity to survive the passage through the
digestive tract and be efficient in reducing infective larvae of nematodes in the faeces. In this work, these capacities
were evaluated and compared in Brazilians and Canadians isolates of Duddingtonia flagrans, Arthrobotrys musiformis
and A. oligospora. Fungi were cultured in Roux’s Bottles with corn grain as a growth media, and a suspension of
700,000 chlamydospores (D. flagrans) or conidia (A. oligospora and A. musiformis) per Kg of body weight was
administered orally for three consecutive days to a group of sheep naturally infected with gastrointestinal nematodes.
The control group did not receive fungi. The faeces of these animals were colleted for 3 days pre and 3 days post-
administration of the suspension and the number of eggs per gram of faeces (EPG) and fecal cultivations carried
out. Infective larvae (L,) were recovered through baermanization, quantified and compared together with the EPG
values. Only administration of D. flagrans significantly reduced the percentage of L, in the fecal cultivations by
more than 95%. These results indicate the potential of D. flagrans as a biological control agent for sheep nematodes.
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RESUMO

Para poder aplicar oralmente os fungos nemat6fagos nos ru-
minantes estes devem apresentar a capacidade de sobreviver
apos a passagem pelo trato digestivo e manter-se eficaz em
reduzir as larvas infectantes dos nematdides nas fezes. Neste
trabalho, essas capacidades foram avaliadas e comparadas nos
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isolados brasileiros e canadenses de Duddingtonia flagrans,
Arthrobotrys oligospora e Arthrobotrys musiformis. Estes
foram cultivados em garrafas de Roux, contendo cereal milho
e uma suspensdo de 700.000 clamidésporos (D. flagrans) ou
conidios (A. oligospora e A. musiformis) por kg de peso vivo,
e foi administrada oralmente, durante trés dias consecutivos,
aum grupo de ovinos infectados naturalmente com nematdides
gastrintestinais. No grupo controle ndo foi administrado fun-
go. As fezes desses animais foram coletadas trés dias antes e
apos a administragdo da suspensdo e processadas para a de-
terminacdo do nimero de ovos por grama de fezes (OPG) e
para a realizagéo do cultivo fecal. As larvas infectantes (L,)
foram recuperadas através da baermanizacao e, posteriormente
quantificadas e comparadas juntamente com os valores dos
OPG. Apenas a administracdo de D. flagrans reduziu signifi-
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cativamente o percentual de L, nos cultivos fecais em indice
superior a 95%. Esses resultados indicam o potencial de D.
flagrans como agente de controle biolégico de nematéides
ovinos.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos nemato6fagos; Duddingtonia
flagrans; Arthrobotrys oligospora; Arthrobotrys musiformis;
Nematdides gastrintestinais.

INTRODUCAO

Coletivamente, nemat6ides parasitas de ruminantes domés-
ticos continuam gerando doencas que sdo 0s maiores proble-
mas mundiais dos animais de criagdo, apesar dos eficazes e
amplos quimioterépicos disponiveis para o seu controle. O
extenso desenvolvimento de resisténcia anti-helmintica, par-
ticularmente em nematdides parasitas de pequenos ruminan-
tes, e a tendéncia para direcionar a redugdo deste controle
estdo estimulando a pesquisa e 0 desenvolvimento de méto-
dos alternativos de controle de parasitas (WALLER;
THAMSBORG, 2004). Uma das novas potentes ferramentas
para o controle estratégico integrado é o controle bioldgico
por meio do fungo nemat6fago predador Duddingtonia
flagrans (LARSEN, 2006).

Duddingtonia flagrans e Arthrobotrys oligospora séo
as espécies mais estudadas dentre os fungos nemat6fagos para
o biocontrole. Estudos que caracterizam a biologia desses fun-
gos estdo determinando a habilidade desses organismos em
reduzir os niveis larvais através da atividade predatéria em
cultivos fecais, bolo fecal e pastagens (GR@ZNVOLD et al.,
1993; LARSEN, 1999; LARSEN, 2000; DIAS et al., 2007).

Dentre as caracteristicas desejaveis para o controle
biol6gico de nematdides gastrintestinais pelos fungos
nematdfagos, aresisténcia ao trato digestivo do hospedeiro
animal é muito importante. Desse modo, administrando o fun-
go oralmente e quando este sobrevive & passagem pelo trato
digestivo e se desenvolve nas fezes juntamente com as larvas
dos nematdides, aumentam as chances de encontrar e predar
0s nematoides presentes no bolo fecal (LARSEN, 1999). Essa
caracteristica bioldgica, tanto quanto outras, pode variar con-
sideravelmente entre os isolados da mesma espécie.

Em um estudo sobre fungos nemat6fagos que ocorrem
em fezes decompostas de ruminantes e equinos, no Brasil,
foram obtidos dois isolados de D. flagrans, um a partir de
fezes bovinas e o outro de fezes caprinas, ambos provenien-
tes de municipios localizados no Estado do Ceard, Nordeste
do Brasil (SANTOS et al., 1998). O trabalho teve como obje-
tivo verificar a sobrevivéncia e a eficacia nematdfaga dos iso-
lados de D. flagrans e Arthrobotrys spp. (incluindo isolados
canadenses) em reduzir o ndmero de larvas infectantes dos
parasitas nas fezes ap0s a passagem pelo trato digestivo de
ovinos, com a finalidade de selecionar o isolado brasileiro
que é mais promissor para, no futuro, ser empregado no con-
trole dos nematdides gastrintestinais de pequenos ruminantes
nas regides do Norte e Noroeste do Estado do Rio de Janeiro,
Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado na fazenda Barra Seca, Cam-
pos dos Goytacazes, Regido Norte do Estado do Rio de Janei-
ro e no Laboratério de Biologia Celular e Tecidual da Univer-
sidade Estadual do Norte Fluminense. Para o experimento,
foram utilizados dez ovinos machos da raga Santa Inés que
eram mantidos em um sistema de producéao sob regime confi-
nado e isolados dos fungos D. flagrans (CG 721 e CG 768),
A. musiformis (CG 720) e A. oligospora (CG 718).

Esses isolados foram inoculados em garrafas de Roux,
contendo o meio de cultura cereal milho, e mantido a 25°C na
auséncia de luz por 21 dias. O numero de clamiddsporos de
D. flagrans e conidios de A. oligospora e A. musiformis obti-
dos por grama do meio de cultivo foi quantificado por meio
da Camara de Newbauer. E uma suspenséo na dose de 700.000
clamidésporos ou conidios por quilograma de peso vivo foi
administrada oralmente aos ovinos por trés dias consecuti-
V0s; 0s ovinos controles receberam meio de cultivo sem fun-
go. Foram utilizados dois animais para cada isolado flngico e
controle. As fezes desses animais foram colhidas com 24, 48
e 72 horas pré e pés-administracdo dos fungos para realizar o
numero de ovos por grama de fezes (OPG) e as coproculturas.
Quatro gramas de fezes de cada animal em duplicata foram
usadas para 0 OPG. Foram feitos dez cultivos fecais de cada
animal por intermédio da adicdo de quatro gramas de fezes
em copos plésticos descartaveis de 60 mL de capacidade. Estes
copos foram colocados em uma caixa plastica, contendo uma
fina camada de agua destilada, e coberta com um filme plasti-
o para evitar a perda de umidade durante os 10 dias de incu-
bacédo a 25 — 27°C. Apds a incubagdo, os cultivos fecais fo-
ram baermanizados para recuperar as larvas infectantes, que
foram fixadas e preservadas em formalina 10% e, posterior-
mente, foram quantificadas ao microscépio optico. A sobre-
vivéncia e a eficacia nematdfaga desses quatros isolados fo-
ram avaliadas comparando-se o percentual médio de larvas
infectantes, obtidas a partir dos cultivos fecais de cada ani-
mal, no momento da pré e pés-administracdo do meio de cul-
tivo com fungo (animal tratado) ou sem fungo (animal con-
trole). O percentual médio de larvas infectantes foi obtido pela
normalizacdo do nimero de larvas encontradas a partir dos
ovos. O percentual de larvas infectantes recuperadas a partir
das coproculturas de cada animal foi analisado. Asignificancia
foi avaliada através do teste-t, e a significativa diferenca (P <
0.05) dos valores dos resultados da comparagao da pré e pds-
administracdo foi marcada com asterisco.

RESULTADOS

As médias aritméticas diarias do nimero de OPG, em cul-
tivos fecais de ovinos no periodo da pré e pés-administracao,
variaram entre 0s grupos com um minimo de 100 ovos para 0
grupo que recebeu A. musiformis e um méximo de 3.150 ovos
para o grupo que recebeu o isolado CG 768 de D. flagrans
(Tabela 1).

O percentual médio de larvas infectantes obtidas nas
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Figura 1. Percentual médio de larvas infectantes por grama de fezes apds administragdo dos
isolados de fungos nematéfagos. * Diferenca significativa (P < 0.05) dos valores da pré-admi-

nistragéo calculados por meio do Teste-t.

Tabela 1. Niumero médio de ovos por grama de fezes em
cultivos fecais de ovinos pré e pés-administragcao dos isola-
dos de fungos nematofagos.

A. oligospora A. musiformis D.flagrans  D.flagrans Controle
(CG718) (CG720) (CG721) (CG768)
Dias/Animais 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

1500 1350
2150 1300
2050 1250
2300 1250
1450 650
2050 350

1° pré-admin
2° pré-admin
3° pré-admin
1° p6s-admin
2° p6s-admin
3° pés-admin

450 450
450 1150
100 1300
400 1700
850 1650
200 1050

1600 700
1200 450
1500 1100
2200 1300
2100 1400
2000 850

1600 950
1600 900
1350 1500
2100 1550
2850 1850
3150 1300

400 1100
650 450
800 950
500 750
800 1100
800 1100

coproculturas, durante os seis dias experimentais, indica que
apenas os isolados CG 721 e CG 768 (ambos de D. flagrans)
reduziram significativamente o nimero de larvas infectantes
apos a passagem pelo trato gastrintestinal dos ovinos (Figura
1).

Nenhuma diferenca significativa foi encontrada no per-
centual de larva infectante apds o uso de A. oligospora e A.
musiformis, enquanto CG 721 e CG 768 de D. flagrans apre-
sentaram uma reducdo significativa de 98%, 99%, 97% e 98%,
99%, 99%, respectivamente.

DISCUSSAO

De acordo com as condicOes avaliadas neste estudo, o fun-
go nematofago D. flagrans (isolado CG 721 e CG 768) foi

eficiente no controle da populacéo de nematdides nos culti-
vos fecais. As doses contendo 700.000 clamiddsporos de D.
flagrans administradas aos animais, durante trés dias conse-
cutivos, reduziram significativamente as populac@es larvais
nos cultivos fecais com indices superiores a 95%. Entretanto,
as mesmas doses de conidios de A. oligospora e A. musiformis
ndo apresentaram redugdo significativa do nimero de larvas
infectantes. Este estudo mostra que os clamiddsporos séo mais
resistentes aos processos digestivos dos ruminantes quando
comparados com os conidios. Segundo Faedo et al. (1997),
este fato deve-se a maior espessura da parede celular do
clamiddsporo comparada com a dos conidios.

A capacidade dos fungos predadores em combater 0s
nematdides pode ser avaliada pela recuperagdo das L, nos
cultivos fecais. O percentual de reducéo indica a eficécia do
fungo em controlar as larvas presentes no material fecal
(FONTENOT et al., 2003). Os percentuais de reducdo de A.
musiformis e de A. oligospora ndo foram significativos, quando
comparados com os resultados dos isolados CG 721 e CG
768 de D. flagrans. No entanto, os isolados de A. musiformis
reduziram eficientemente o nimero de L, quando administra-
do oralmente em grandes concentragdes (200 gramas de cere-
ais/animal). A presenca desse fungo nas fezes ocasionou uma
reducdo de até 99% na contagem de larvas infectantes nas
coproculturas efetuadas com fezes colhidas no terceiro dia
apos a ingestdo do fungo Santos et al. (1996).

Waller et al. (1994) demonstraram in vivo, que os conidios
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de Arthrobotrys spp. sdo capazes de sobreviver a passagem
pelo trato gastrintestinal de ovinos. Todavia, a reducdo das
larvas nas fezes estava relacionada com a concentracdo
conidial e, desse modo, grandes ndmeros foram requeridos
para mostrar uma maior efetividade. Os esporos flingicos ou
mesmo o micélio sobrevivem ao trato gastrico, mas sdo me-
nos tolerante a passagem pelo intestino dos ruminantes. Para
os isolados de Arthrobotys testados neste experimento, doses
acima das administradas seriam necessarias para se verificar
atividade predatoria.

Os ovos dos nematdides sdo eliminados juntamente com
as fezes do animal parasitado. Entretanto, a libera¢&o dos ovos
ndo é uniforme e, dessa forma, o nimero de ovos eliminados
varia de um dia para o outro e até mesmo durante o préprio
dia. Diversos fatores podem explicar essa variacéo, entre eles:
0 nimero de parasitas adultos colonizando o trato
gastrointestinal, a imunidade do hospedeiro, a idade do hos-
pedeiro, a espécie de parasita, 0 estagio de infeccdo, o parto e
a consisténcia das fezes (CHARLES; FURLONG, 1992;
HANSEN; PERRY, 1994; UENO; GONCALVES, 1998).
Dessa forma, a flutuagdo do nimero de ovos, observada neste
trabalho, € normal em relagdo a conseqiéncia de alguns des-
ses fatores citados acima.

Os fungos nematofagos utilizados no presente trabalho
pertencem ao grupo dos predadores, isto é, eles somente exer-
cem agdo nos estagios larvais de vida livre. Assim, o esperado
era verificar uma reducdo no nimero de larvas seguida de
uma administragdo fungica. Isso pode ser observado pela com-
paracdo do nidmero médio de OPG com o nimero médio de
larvas obtidas das coproculturas. Somente D. flagrans foi ca-
paz de reduzir o nimero de larvas infectantes nos trés dias
pos-administracdo, embora ainda houvesse ovos presentes.

Um experimento realizado por Bird (1995) quando um
fungo foi inoculado diretamente nas fezes de equinos, demons-
trou que a relagdo entre 0 nimero de conidios e ovos de
nematoides influenciou a eficacia do fungo. Apenas com igual
concentragcdo ou acima de um esporo por ovo, reducfes aci-
ma de 91% foram alcancadas pelos fungos D. flagrans e A.
oligospora. Como o nimero de ovos de nematodides gastrin-
testinais flutuou durante a excrecéo, o indculo administrado
para o animal deve ter sido suficiente para causar uma redu-
cao significativa. Neste estudo, foi possivel verificar que esta
dose de 700.000 estruturas administradas por quilograma de
peso vivo foi reduzido acima de 95%, obtendo uma média de
OPG acima de 3000. Desse modo, pode-se pressupor indire-
tamente que foi obtida uma razdo de um esporo por ovo.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram estudos
anteriores que também compararam a eficécia dos isolados de
D. flagrans e Arthrobotrys reduzindo larvas infectantes de
nematoides. Nas observacdes fortalecem a possibilidade de, num
futuro proximo, usar D. flagrans como um agente de controle
bioldgico, cujo beneficio seria reduzir o nimero de administra-
¢Oes anuais de drogas anti-helminticas. Isso poderia prolongar
a vida Util dessas drogas anti-helminticas, reduzindo a sua re-
sisténcia e também a presenca de residuos quimicos nos teci-
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dos animais. Esse aspecto é de fundamental importancia, em
virtude do aumento da constante presséo, por parte dos consu-
midores, por alimentos sem residuos quimicos.

CONCLUSOES

Os clamidosporos dos isolados CG 721 e CG 768 (D.
flagrans) apresentaram maior resisténcia aos processos diges-
tivos dos ruminantes em comparacdo aos conidios do A.
oligospora e A. musiformis. Os resultados da reducdo de lar-
vas infectantes de nematdides sugerem que apenas 0s isola-
dos CG 721 e CG 768 predaram eficazmente as larvas
infectantes ap0s a passagem pelo trato digestivo dos ovinos.
Os resultados deste estudo demonstram que o controle biol6-
gico dos nematoides gastrintestinais com D. flagrans é uma
alternativa promissora ao controle quimico.
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