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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar diferentes concentragdes de conidios do fungo Duddingtonia
flagrans (ACO001) e hipoclorito de sodio (NaOCl) a 5% (v/v) sob a eclosdo de ovos de nematddeos
gastrintestinais de equinos. Foram formados cinco grupos experimentais: Grupo 1 (3 x 10° conidios de AC001
+ 20 g de fezes), Grupo 2 (6 x 10° conidios de AC001 + 20 g de fezes), Grupo 3 (9 x 10° conidios de AC001
+ 20 g de fezes), Grupo 4 (5 mL de hipoclorito de s6dio 5% (v/v) + 20 g de fezes) e Grupo 5 (5 mL de 4gua
destilada + 20 g de fezes). Em seguida, as coproculturas foram incubadas por 10 dias no escuro 26 + 1° a 2°C
e, posteriormente, procedeu-se a recuperacao de larvas infectantes (L3) de nematddeos por meio da técnica de
Baermann. Ao final do periodo experimental, constatou-se a presenca absoluta de L3 de nematddeos
ciatostomineos. Os resultados demonstraram que houve redugdo significativa (p<0,01) na recuperagdo de L3
em todos os grupos tratados com o AC001 (G1, G2 ¢ G3) e também com o hipoclorito de s6dio a 5% (v/v)
(G4) em relagdo ao grupo controle (G5). Notou-se que ndo houve diferenca (p>0,01) entre as trés
concentracdes de conidios testadas nos grupos G2 e G3. Conclui-se que o fungo D. flagrans e o hipoclorito de
sodio a 5% (v/v) foram eficientes na redugdo de L3 de nematodeos gastrintestinais nas coproculturas, podendo
esse resultado ser utilizado em futuros delineamentos experimentais.
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Abstract

The aim of this study was to assess various concentrations of conidia from the fungus Duddingtonia flagrans
(ACO001) and sodium hypochlorite (NaOCI) at a 5% (v/v) solution in relation to the hatching of equine
gastrointestinal nematode eggs. Five experimental groups were established: Group 1 (3 x 10° conidia of AC001
+ 20 g of feces), Group 2 (6 x 10° conidia of AC001 + 20 g of feces), Group 3 (9 x 10° conidia of AC001 + 20
g of feces), Group 4 (5 mL of sodium hypochlorite at 5% (v/v) + 20 g of feces), and Group 5 (5 mL of distilled
water + 20 g of feces). The coprocultures were then incubated for 10 days in the dark at a temperature of 26 +
1°to 2°C. Subsequently, infective larvae (L3) of nematodes were recovered using the Baermann technique. At
the end of the experimental period, the absolute presence of cyathostomin nematodes’ L3 was confirmed. The
results demonstrated a significant decrease (p<0.01) in L3 recovery in all groups treated with AC001 (G1, G2,
and G3) as well as with 5% (v/v) sodium hypochlorite (G4) compared to the control group (G5). No significant
difference (p>0.01) was observed between the three concentrations of conidia tested in groups G2 and G3. In
conclusion, both the fungus D. flagrans and 5% (v/v) sodium hypochlorite effectively reduced L3 counts in
stool cultures, suggesting their potential use in future experimental designs.
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Introducio

No Brasil a populagdo de equinos ¢ de
aproximadamente 5.962.126 animais, conferindo
ao pais o terceiro lugar em niumero de animais na
América latina (IBGE, 2023). Contudo, no pais e
no mundo, devido aos diferentes sistemas de
criacdo destes animais e, porventura, seus habitos
alimentares, as infeccdes por nematddeos
gastrintestinais sdo frequentes e apresentam-se
como um s€rio entrave na equideocultura (Braga et
al., 2009; Kaplan et al., 2012; Tzelos et al., 2017;
Barbosa et al., 2018; Nielsen et al., 2018). Ressalta-
se, contudo, o problema da resisténcia quimica
parasitaria presente ¢ a busca por pesquisas que
visem um controle parasitario sinérgico (quimico +
bioldgico) mais efetivo (Braga et al., 2009; Tavela
etal., 2013; Nielsen et al., 2018; Junco et al., 2023).
Por outro lado, em relagdo a utilizagdo de
desinfetantes, em especial o hipoclorito de sédio,
poucos sao os relatos que elucidam a sua eficacia
frente a descontaminag¢do ambiental de formas
imaturas de nematddeos gastrintestinais (Motta et
al., 2022). Neste sentido, sdo bem-vindas pesquisas
que visem agdes conjuntas para o impedimento do
desenvolvimento dos ciclos parasitarios de
nematodeos parasitos gastrintestinais.

O fungo D. flagrans ¢ um fungo nematdfago
encontrado naturalmente no solo, em diversas areas
do mundo (Braga et al., 2009; Mendoza-De Gives
et al., 2018), caracteriza-se pela sua alta producao
de conidios e clamiddsporos, pela eficiéncia em
destruir L3 de nematddeos gastrintestinais
presentes no ambiente e pela sua producdo de
nanoparticulas de prata, com atividade ovicida
(Tavela et al., 2013; Ferraz et al., 2022; Motta et
al., 2022; Junco et al., 2023). Recentemente foi
registrada uma outra caracteristica deste fungo, sua
moderada atividade ovicida, o que deve ser melhor
explorada em futuras pesquisas (Motta et al.,
2022).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar
diferentes concentra¢des de conidios do fungo
Duddingtonia flagrans (AC001) e hipoclorito de
sodio (NaOCl) a 5% (v/v) sob a eclosdo de ovos de
nematodeos gastrintestinais de equinos.

Material e Métodos

Fungo e composto quimico

Foi utilizado o isolado brasileiro do fungo
nematofago Duddingtonia flagrans (AC001),
cultivado no Laboratério de Parasitologia da
Universidade Federal de Vigosa, Brasil. Este fungo

transferido para placas de Petri de 9 cm de didmetro
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar 2%
(BDA 2%). Posteriormente, a obtengdo de uma
suspensdo estoque de conidios e clamiddsporos
ocorreu por meio da adigdo de agua destilada sob
as placas de Petri e com auxilio de uma espatula os
conidios e fragmentos miceliais foram recuperados
e vertidos em tubos Falcon de 15 mL. Com o
auxilio de microscopio 6ptico, os conidios viaveis
presentes na suspensdo foram corados com azul de
metileno 0,5% e contados em camara de Neubauer
(Ferraz et al., 2022). Para o controle positivo, foi
utilizado hipoclorito de soédio a 5% (v/v) (Audax
Butterfly®).

Obtengdo de fezes de equinos

Foram utilizados equinos atendidos no
Hospital Veterinario Prof. Ricardo Alexandre
Hippler — Universidade de Vila Velha. Foram
coletadas fezes da ampola retal e, com auxilio de
luva, procedeu-se a realizagdo da técnica de O.P.G
(contagem de ovos por grama de fezes), constando-
se a positividade (Gordon e Withlock, 1939). Fezes
a partir de 500 O.P.G. foram incluidas no ensaio
experimental.

Ensaio Experimental

Para a realizacdo do ensaio experimental, as
fezes coletadas foram homogeneizadas e entdo
procedeu-se o preparo das coproculturas (20
gramas de fezes) com distintas concentracdes de
conidios de D. flagrans e/ou hipoclorito de sodio a
5% (v/v). Foram feitas 6 repeti¢cdes, cada uma com
5 grupos. Cada grupo utilizou o mesmo bolo fecal
apos homogeneizacdo para misturar bem a
quantidade de ovos contidos nas fezes. Foram
formados 4 grupos tratados e 1 grupo controle
(agua destilada), conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdes do fungo Duddingtonia

flagrans utilizadas nos tratamentos G1, G2, G3, G4 ¢

grupo controle (G5) no delineamento do ensaio
experimental

Grupos Ensaio experimental
Gl 3 x 10° conidios de AC001+ 20 gramas
de fezes
G2 6 x 10° conidios de AC001+ 20 gramas
de fezes
G3 9 x 10° conidios de AC001+ 20 gramas
de fezes

G4 5 mL de hipoclorito de sédio 5% (v/v) +
20 gramas de fezes
G5 5 mL de agua destilada + 20 gramas de
fezes
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Ap6s a adigdo dos fungos ou hipoclorito, as
fezes foram homogeneizadas novamente. Em
seguida, foram feitas as coproculturas dos grupos
tratados e controle foram mantidos em camara de
incubagdo por um periodo de 10 dias no escuro a
26 £ 1° a 2°C. Apos esse periodo, procedeu-se a
recuperacdo das larvas por meio da técnica de

Baermann, conforme a metodologia descrita por
Braga et al. (2010), com posterior identificacdo e
calculo do percentual de redugdo das L3 nos grupos
experimentais. Apds a identificagdo larval, o
percentual de reducao foi calculado utilizando-se a
seguinte equag¢do descrita por Mendoza-De Gives e
Vasquez-Prates (1994).

% Reducio = Média de L; recuperadas no grupo controle — média de L; recuperadas no grupo tratado X 100

Meédia de L; recuperadas no grupo controle

Analise dos Dados

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).

Resultados

No presente trabalho, o desenvolvimento do
fungo foi estimulado pelo contato com um niimero
crescente de L3 presentes nas coproculturas e com
reducdo da recuperagdo das L3 em todas as
diferentes concentracdes em GIl, G2 e G3 de
conidios. Dessa forma, foi possivel constatar que
houve a germinagdo do fungo sob as condigdes
testadas e consequentemente a predagdo das L3 que
eclodiram nesse periodo, o que ao final do ensaio
demonstrou eficacia na utilizagdo de AC001 em
distintas concentragdes de conidios.

Ao final do ensaio experimental e
recuperagdo das L3, constatou-se que 100% das
larvas obtidas eram de pequenos estrongilideos

(ciatostomineos) em todas as coproculturas (G1 a
G5). Houve um percentual de redu¢do em todos os
grupos (Gl a G4) na eclosdo dos ovos de
ciatostomineos, consequentemente devido a menor
recuperacdo das L3 nas coproculturas (Tabela 2).
Dentre os resultados obtidos, foi observado
que a concentragdo de larvas no Gl apresentou
menor percentual de redugdo dentre os grupos
(71,1%) e em relagdo aos demais tratamentos,
apresentou uma diferenca significativa estatistica
de (p<0,01). Entretanto, independentemente da
concentracao utilizada de conidios, o fungo D.
flagrans apresentou um potencial nematicida
acima de 70% e, nos grupos 2 e 3, demonstrou
capacidade predatoria tdo eficiente na reducdo de
larvas quanto um controle quimico (Tabela 2).
Houve umaa média de redugdo de L3 nos
grupos G1, G2 ¢ G3 de 80,9% ao final do ensaio, o
que comprova a sua eficacia e atividade predatoria
em ambiente fecal, mimetizando o bolo fecal
depositado durante o pastejo dos animais.

Tabela 2. Médias e percentuais de reducdo das L3 recuperadas das coproculturas apos os tratamentos com diferentes
concentragdes do fungo Duddingtonia flagrans (G1: 3 x 10° conidios; G2: 6 x 10° conidios;G3: 9 x 10° conidios) e
hipoclorito de sédio (NaClO 5% v/v - G4 - controle positivo). Grupo controle (G5 - controle negativo: agua destilada).

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

Médias seguidas pela mesma letra mintiscula nas linhas difere P<0,01 — teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Discussao

A eficacia fungica de D. flagrans utilizando
quatro diferentes concentragdes de clamidosporos
contra trés diferentes niveis de contagem de ovos
fecais bovinos foi determinada por Zegbi et al.
(2021) e seus resultados indicaram que o ntimero
de ovos nas fezes de bovinos nao foi um fator
determinante na  eficicia fungica contra
nematodeos gastrintestinais. Esse fato, corrobora a
proposta deste estudo em avaliar apenas a
concentracdo de conidios sob uma concentra¢do
fixa de ovos, comparando-a aos efeitos que o

controle quimico apresenta em sua acdo
nematicida.

Trabalhos iniciais como os de Fontenot et al.
(2003), relatam que D. flagrans apresenta uma taxa
otima de crescimento em temperaturas entre 20 e
30°C de 15 e 60 mm por semana. No entanto, na
presenga de nematddeos, esse fungo consegue
produzir cerca de 700 a 800 armadilhas por cm? em
curto intervalo de tempo.

A literatura reporta que o fungo D. flagrans
(ACO001) apresenta grande potencial de produzir
clamidosporos, estruturas de resisténcia que sdo
capazes de passar pelo trato intestinal do animal e
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permanecem viaveis depois de ingeridos, passando
de maneira inerte pelo trato gastrintestinal e
eliminados nas fezes, colonizando-as logo apés a
sua deposi¢do no solo e predando os nematddeos
por meio de hifas adesivas (Braga e Aratjo, 2014).
Nesse contexto, 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 viaveis quando nas fezes.

Diversos estudos ja relataram eficacia de
D. flagrans no controle de nematddeos de equinos
(Madeira de Carvalho et al., 2007; Braga et al.,
2009; Araujo et al., 2010; Braga et al., 2010; Braga
et al., 2011). Devido a sua forma de acdo, o uso
deste fungo tem atraido muita ateng@o 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 contribui¢cdes nessa arca (Braga
et al., 2009; 2020).

Ao longo dos anos, os desinfetantes de
amplo espectro vém sendo utilizados na
higienizacdo das instalagdes de equinos e estdo
inclusos na categoria quimica dos alcoois, aldeidos,
halogénicos, fenois 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, dgua dura e detergentes. Ainda de
acordo com Dvorak (2005), detergentes nao
i0nicos nao carregados sdo detergentes industriais
adequados para associacdo do uso de desinfetantes,
de acordo com suas caracteristicas, eles apresentam
boa penetragio e dispersdo, sdo bons
emulsificantes, apresentam eficacia na redugdo da
tensdo superficial, além de possuirem propriedades
espumantes reduzidas.

No presente trabalho, a utilizagdo de
hipoclorito de sodio 5% (v/v) como controle
positivo foi eficiente em reduzir nas coproculturas
a eclodibilidade dos ovos e por conseguinte as L3
obtidas. Esse resultado pode ser extrapolado no
futuro para uma utilizacéo diretamente voltada para
a limpeza das baias e desinfec¢cdo do local como
um todo. Ainda deve ser destacado aqui que
distintas concentra¢des do produto poderiam ser
testadas com a finalidade de se observar qual a
melhor concentrag¢do e dilui¢do do produto a ser
empregada com seguranga e economia na rotina da
limpeza das baias nas propriedades rurais.
Corroborando este fato, Bull et al. (2019)

mencionaram que a pratica de manter equinos em
baias ¢ comum no manejo de cavalos, essa
tendéncia permite melhor beneficios de controle na
rotina do animal, reprodugdo, nutricdo € manejo
sanitario.

Conclusao

As distintas concentracdes de conidios de
ACO001 e hipoclorito de sodio 5% utilizadas
separadamente foram eficientes na reducdo da
eclodibilidade dos ovos. Tendo em vista as altas
taxas de reducdo de larvas ambientais, é possivel
utilizar o hipoclorito de s6dio com menos
frequéncia para a redugdo de larvas em estabulos e
baias, enquanto se utilizam os fungos por via oral
para reducao das larvas ambientais no pasto.
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