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1. INTRODUCAO

Estudos sobre parasitismo em animais de companhia vém despertando
crescente interesse ante o relacionamento cada vez mais estreito entre cées e seres
humanos, expondo estes ultimos a agentes de zoonoses (OLIVEIRA et al. 2009).
Segundo BALASSIANO (2007), os géneros que ocorrem com maior frequéncia no
mundo s&o Ancylostoma spp. e Toxocara spp.

Varios estudos referentes a contaminacao ambiental e grau de infec¢do de caes
com Ancylostoma spp. foram realizados por diversos autores (OLIVEIRA-
SEQUEIRA et al. 2002; BLAZIUS et al. 2005; ARAUJO 2006; SCAINI et al. 2003;
KATAGIRI;OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007), demonstrando que este parasito € o mais
prevalente em caes.

Problemas relacionados a resisténcia e ecotoxicidade enfatizam a necessidade
de serem implementados programas integrados de controle parasitario, que
assegurem saude e seguranca dos organismos vivos, por meio de tratamentos
estratégicos baseados na epidemiologia, eliminacdo de vermifugacdes
desnecessarias e medidas de higiene (MOTA et al. 2003). Além disso, CORDEIRO
(2008), relata que a resisténcia dos ovos e larvas no ambiente e a dificuldade de
desinfeccdo justiicam a necessidade de medidas alternativas que ajudem na
descontaminacdo do solo. Diversos métodos alternativos para o controle dos
nematodeos gastrintestinais tém sido pesquisados: manejo de pastagens
(BRUNDSON, 1980), selecdo de animais geneticamente resistentes (FRISCH e
VERCOE, 1984), desenvolvimento de vacinas (EMERY, 1996) e controle biolégico
utilizando bactérias e fungos nematoéfagos (GRONVOLD et al. 1993; ARAUJO et al.
1996), sendo este ultimo considerado um dos mais promissores (LARSEN, 1999).
Independente da forma de controle biolégico, um dos fatores que deve ser levado
em consideracdo € o ciclo biolégico do parasito. Estudos com Toxocara canis
utilizam fungos ovicidas que causam a destruicdo dos ovos em periodos de 14 a 21
dias. Neste parasito esse efeito é possivel, uma vez que o ovo eclode em torno de 2
a 6 semanas (OVERGAAUW, 1997). No entanto, com Ancylostoma spp. essa
metodologia néo é viavel, pois a eclosdo dos ovos ocorre entre 24 e 48 horas. Nesse
caso, podem-se utilizar extratos brutos de fungos. Estudos nesse sentido foram
realizados por BRAGA et al. (2011).Todavia, é imprescindivel verificar-se a
capacidade de interacdo do fungo com o ovo antes de utilizar-se extratos brutos.

O objetivo do presente estudo é avaliar a capacidade de interacdo dos
isolados fungicos Paecilomyces lilacinus e Trichoderma spp. com ovos de
Ancylostoma spp.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencé&o das amostras de fezes:
As amostras de fezes foram colhidas do solo e acondicionadas em frascos
plasticos,identificados com o local da coleta e imediatamente transportadas ao
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laboratdrio de parasitologia do Instituto de Biologia/UFPel para processamento.
2.2 Obtencao dos ovos: A obtencéo dos ovos seguiu o protocolo de recuperacgéo

de ovos de nematédeos gastrointestinais utilizado pela Embrapa Pecuaria Sudeste
(2009). Para isso, foram realizadas coleta de fezes de cées parasitados por
Ancylostoma spp. Inicialmente as fezes foram diluidas e maceradas em agua morna
(+/- 40°C), filtradas em quatro peneiras com reticulagées de 1mm, 105um, 55um e
25um. A ultima peneira foi submetida a lavagem para a obtencédo dos ovos que
ficaram retidos. Apds, essa suspensao foi centrifugada, sendo descartado o
sobrenadante e novamente suspendida em solugéo salina saturada para suspensao
dos ovos. Apoés centrifugacdo, e descarte do sobrenadante, os ovos foram
adicionados de agua destilada, contados em camara de Neubauer e conservados
em refrigeragdo com MIF (solucdo de mercurio cromo/formol) até sua utilizacéo.
Essa metodologia foi adotada para que os ovos nao eclodissem permitindo assim a
avaliacdo da interacao fungo-ovo.

2.3 Obtencéo dos isolados fungicos: O isolado fungico Paecilomyces lilacinus,
foi cedido pelo CENARGEN (Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e
Biotecnologia). J& o isolado Trichoderma spp. foi obtido da micoteca do Laboratério
de Micologia, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia,
Universidade Federal de Pelotas.

2.4 Atividade in vitro dos fungos: Os fungos foram mantidos em tubos de
ensaio contendo agar batata em temperatura ambiente. A partir desses cultivos,
subculturas foram realizadas para agar batata a 25°C, durante 10-14 dias. A partir
desses isolados, discos de 4 mm de diametro foram transferidos para placas de Petri
contendo agar-agua 2%, a 25°C, durante 10 dias. Apds esse periodo, uma
suspensdo contendo aproximadamente 10° ovos de Ancylostoma spp. foi distribuida
na superficie do agar. A cada teste os ovos foram avaliados para verificar a sua
integridade. Todas as placas foram incubadas a 25°C. Os grupos controles foram
constituidos por placas de Petri contendo agar-agua sem fungo. Para cada fungo
testado foram realizadas cinco repeticbes. Em intervalos de 7, 14 e 21 dias,
aproximadamente 100 ovos foram retirados de cada placa de acordo com a técnica
descrita por ARAUJO et al. (1995). Os ovos foram preparados em laminas de
microscopia com uma gota de azul de Amam 1% e avaliados em microscopia de luz
de acordo com os parametros estabelecidos por LYSEK et al. (1976).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Observou-se que os isolados testados apresentaram interacdo com 0s ovos de
Ancylostoma spp. aos 7 dias de avaliacdo. Entretanto, ndo houve efeito tipo trés
(efeito litico com alteracdo morfologica do embrido e da casca, penetracao de hifas e
colonizacédo interna do ovo). Ja aos 14 dias, mas principalmente aos 21 dias
evidenciou-se que Paecilomyces lilacinus interagiu com 85% dos ovos, causando
efeito tipo trés. Ja com Trichoderma spp. foi observado que 98% dos ovos foram
destruidos nessa data. Este resultado é relevante, uma vez que se os fungos
avaliados tem capacidade de interagir com o ovo, h& a possibilidade do extrato bruto
dos mesmos serem capazes de impedir a eclosdo do ovo impedindo, assim, que
este parasito atinja a forma infectante (L3). Em ovos de Ancylostoma spp. ndo é

possivel utilizar-se o controle biolégico com fungos nematéfagos através da
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interac&o fungo-ovo como ¢é feito com Toxocara canis (ARAUJO, 1995; CIARMELA,
2002), uma vez que a ecloséo dos ovos ocorre entre 24 e 48 horas, 0 que inviabiliza
a acao ovicida do fungo, pois 0 mesmo necessita de mais tempo para produzir o
referido efeito. Entretanto, € possivel utilizar-se extratos brutos do fungo que
contenham enzimas proteoliticas, lipases e quitinases que podem atuar sobre o ovo
causando a sua inviabilizacdo em periodos de 24-48 horas. Um estudo com extrato
bruto foi realizado em ovos de Ancylostoma spp. com o fungo Pochonia
chlamydosporia obtendo 76,8% de reducdo da eclosdo dos ovos in vitro BRAGA et
al. (2011). Desta forma, os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o0s
fungos Paecilomyces e Trichoderma spp. tém capacidade de interagir e destruir os
ovos de Ancylostoma spp., 0 que nos leva a crer que esses fungos produzem
substancias com capacidade ovicida.

4. CONCLUSOES
Os dados obtidos demonstram que Paecilomyces lilacinus e Trichoderma spp.
séo capazes de colonizar e causar a destruicdo de ovos de Ancylostoma spp. Estes
dados servirdo de base para um futuro estudo onde sera avaliado o extrato bruto
desses fungos.
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