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CARRIJO MAUAD, J.R. Eficacia dos fungos nematofagos Duddingtonia
flagrans e Arhthrobotrys robusta na profilaxia das infeccées naturais por
nematddeos gastrintestinais em ovinos. Botucatu, 2008. 100p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Um dos maiores problemas enfrentados pelos criadores de ovinos sao as
helmintoses gastrintestinais. O uso indiscriminado de anti-helminticos teve
como consequéncia a selecdo de populacdes de helmintos resistentes. A
utilizacdo de fungos nematoéfagos predadores como controle biolégico é uma
das alternativas pesquisadas para auxiliar na profilaxia das helmintoses. O
objetivo do trabalho foi avaliar a eficacia de fungos nematéfagos e a
administracdo de diferentes dosagens na profilaxia das nematodioses
gastrintestinais em ovinos naturalmente infectados em Botucatu - SP. O
experimento foi dividido em duas etapas, nas quais primeiramente avaliou-se 0
fungo mais eficaz (Duddingtonia flagrans e Arthrobotrys robusta) e
posteriormente duas dosagens do fungo A. robusta. As variaveis avaliadas
foram: peso, volume globular (VG), ovos de estrongilideos por grama de fezes
(OPG), coproculturas e larvas infectantes (Ls) na pastagem. Nao houve
diferenga significativa no peso médio e VG entre os grupos estudados em
ambos experimentos. O numero médio de OPG néao diferiu significativamente
entre 0s grupos na maioria das colheitas, entretanto o grupo que recebeu o
fungo A. robusta (Experimento |) foi o que recebeu menor quantidade de
tratamentos com anti-helminticos, logo foi o fungo utilizado para o Experimento
Il. Neste houve reducao significativa no nimero de L3 de Trichostrongylus spp.
por quilo de matéria seca de forragem nos piquetes pastejados pelo grupo
tratado diariamente com fungo A. robusta. Haemonchus contortus foi a espécie
predominante em cordeiros tracadores utilizados em ambos 0s experimentos.
Nas condicdes experimentais do estudo o controle biolégico nédo foi eficaz na
profilaxia das helmintoses.

Palavras-chave: Helminto, Haemonchus spp., Controle biolégico, Ruminantes.



1. Introducao

No Brasil, até pouco tempo, apenas duas regides se destacavam como
produtoras de ovinos: a Nordeste, englobando os ovinos deslanados e a Sul
com os produtores de 1a e carne. No entanto, as criagcdes de ovinos tém se
expandido em todo o territdério nacional, como é o caso do Estado de Sé&o
Paulo, o que tem despertado a necessidade de novas pesquisas para solucao
de problemas sanitarios.

Segundo Araujo et al. (2001), um dos maiores problemas enfrentados
pelos criadores sdo as helmintoses gastrintestinais, que causam retardo no
desenvolvimento dos animais, gastos expressivos com tratamentos profilaticos
e curativos e, em casos extremos, a morte. Os prejuizos econdmicos devido a
reducdo na produtividade, mortalidade e despesas com mao de obra e
antiparasitarios sdo as principais consequéncias das infeccoes (AMARANTE,
2001).

A maioria dos animais geralmente apresenta infeccao subclinica, em
virtude da imunidade adquirida, tornando-se dificil quantificar os efeitos
decorrentes dessas parasitoses, além disso, animais jovens s&0 mais
susceptiveis as infeccdes (ARAUJO et al., 1998; 2006). Por ndo terem
adquirido ainda resisténcia imunoldgica aos nematédeos, os sintomas das
helmintiases sdo mais evidentes nos animais jovens (ROCHA et al., 2005).

O uso indiscriminado de anti-helminticos teve como conseqiéncia a
selecdo de populagdes de helmintos resistentes aos diferentes grupos
quimicos utilizados no tratamento dos ovinos (BORAY et al., 1990; AMARANTE
et al., 1992; ECHEVARRIA et al.,, 1996; MOTA et al., 2003). Além disso, 0s
residuos quimicos destes produtos causam impacto negativo sob o ponto vista
ambiental e de saude publica (BORAY et al., 1990).

No Estado de Sao Paulo, as maiores contaminagdes da pastagem com
larvas infectantes foram registradas no periodo de inverno (AMARANTE e
BARBOSA, 1995). Entretanto, a transmissdo de nematddeos gastrintestinais
em ovinos ocorre ao longo de todo o ano (AMARANTE e BARBOSA, 1995;
AMARANTE et al., 1996; FERNANDES et al., 2004).

Alternativas para o controle de nematédeos gastrintestinais tém sido
desenvolvidas e pesquisadas, tais como: manejo de pastagens (BRUNDSON,



1980), selecdo de animais geneticamente resistentes (FRISCH e VERCOE,
1984), desenvolvimento de vacinas (EMERY, 1996) e controle biolégico
(GRONVOLD et al., 1993; ARAUJO et al., 1996). Uma das mais promissoras é
o controle biolégico com a utilizagdo de fungos nematéfagos predadores de
larvas infectantes na pastagem (SILVA, 2003; ARAUJO et al., 2004a, 2006).

Segundo Waller e Larsen (1993) esses fungos sao o0s organismos
antagonistas de nematddeos mais estudados, reduzindo efetivamente
populacdes de parasitos presentes na pastagem.

No Brasil foram realizados varios estudos “in vitro” e “in vivo” com fungos
nematéfagos em diferentes espécies (ARAUJO et al., 1992; ALVES et al.,
2003; CASTRO et al., 2003; ARAUJO et al., 2004b; 2006). Mais recentemente,
alguns experimentos foram realizados a fim de avaliar a eficacia do biocontrole
para pequenos ruminantes em condi¢gdes naturais, ou seja, naturalmente
infectados mantidos em pastagem (GRAMINHA et al., 2005; ARAUJO et al.,
2006).

Segundo Amarante (2004) para reduzir 0 uso de antiparasitarios para a
profilaxia das helmintoses é necessaria a utilizacao de técnicas de manejo que
visem diminuir a contaminacao das pastagens com as larvas infectantes. Logo,
categorias mais suscetiveis a verminose, como animais jovens e fémeas no
periparto se beneficiariam e consequentemente teriam melhor desempenho
produtivo.

2. Revisao de literatura

Segundo Gronvold et al. (1996), nos sistemas biolégicos, microrganismos
antagonistas reguladores atuam como controladores naturais de toda
populacdo existente na natureza, os quais procuram manter o equilibrio
ambiental, independente da atuagcdo do homem. O termo controle bioldgico
provém da utilizacado destes antagonistas naturais disponiveis na fauna e flora
para reduzir a quantidade de determinado agente causador de perdas
produtivas, como as larvas infectantes dos parasitos gastrointestinais.

Drechsler (1937) relatou, que a maioria dos fungos nematéfagos sao
mitospéricos e até entdo eram classificados na divisdo dos Deuteromycetes,
classe Hyphomycetes, ordem Hyphomycetales e familia Moliniaceae.



Apresentam micélio septado e bem desenvolvido, com reproducao agamica
através de esporos exdgenos formados sobre ramificagcbes do micélio.
Entretanto, Gray (1987) relatou que a maioria dos fungos pertence aos géneros
Arthrobotrys, Dactylaria, Dactyella, Trichothecium, Duddingtonia,
Monacrosporium, Genicularia e Dactylariopsis.

Os fungos, para atuarem adequadamente contra os nematédeos, devem
apresentar especificidade de acao, alta capacidade reprodutiva, adaptacao as
condicbes ambientais locais, capacidade para sobreviver a trajetoria do trato
gastrintestinal (TGl) dos animais, germinar nas fezes e capturar as larvas
infectantes no ambiente (GRONVOLD et al., 1996; ARAUJO et al., 2000;
MOTA et al., 2003; GRAMINHA et al., 2005).

Fungos nematéfagos e/ou antagonistas sao colonizadores naturais de
solos, podendo estar presentes na pastagem e serem ingeridos pelos animais.
Foram primeiramente descritos ha mais de um século e catalogados em mais
de 150 espécies, as quais foram divididas em trés grupos principais:
predadores, endoparasitos e oportunistas (BARRON, 1977; GRONVOLD et al.,
1993). Os predadores pertencem a um grupo heterogéneo de microfungos,
caracterizado por sua habilidade em capturar e destruir nematédeos, assim
como competir pelas fontes de nutrientes ou suplementos necessarios para o
desenvolvimento fungico em formas de vida livre (WALLER e FAEDO, 1996).

O grupo predador é, normalmente, constituido por aqueles fungos que sao
capazes de matar e consumir organismos microscépicos através das
armadilhas distribuidas ao longo de suas hifas. O estimulo para ativar as
armadilhas acontece quando larvas de nematdédeos se movimentam, pelo
contato com suas excretas, compostos bioldégicos ou até mesmo por condigdes
adversas, tais como: escassez de nutrientes e de agua (BALAN e GERBER,
1972). O aparecimento das estruturas predadoras pode acontecer dentro de 24
horas apdés a interacao do fungo e do nematédeo (PRAMER, 1964). Segundo
Wharton e Murray (1990), a cuticula externa das larvas infectantes (Lz) dos
nematddeos parasitos de animais domésticos parece nao proteger as larvas da
acao predatéria dos fungos.

A categoria dos fungos endoparasitas, parasita obrigatoriamente
nematdédeos e nao desenvolve hifas externas, exceto as reprodutivas
(BARRON, 1977; GRONVOLD et al., 1993). Primeiramente propagam-se nas



fezes produzindo estruturas especializadas, denominadas armadilhas, com a
finalidade de capturar e fixar os nematédeos. Apo6s a fixacdo, o fungo penetra
no interior da presa, matando-a por destruicdo dos seus 6rgaos internos.
Possuem esporos bastante diversificados no tamanho, coloragcdo, forma e
resisténcia no ambiente. Muitos fungos nematéfagos apresentam esporos
secos, provenientes de estruturas de frutificagdo vertical, denominadas
conidio6foros, os quais fazem a dispersdao aérea dos conidios. Enquanto em
algumas espécies os conidi6foros apresentam-se com apenas um conidio em
sua extremidade, em outras, possuem cachos de conidios (GRONVOLD et al.,
1993).

Os fungos oportunistas sdo parasitas de ovos. As hifas penetram através
da casca do ovo, por pequenos poros existentes na camada vitelinica,
causando alteracdo da permeabilidade da casca e, assim, expandindo seu
volume. Logo, a colonizacdo acontece quando as hifas endégenas emergem
do ovo e produzem conidiéforos, os quais atuam como fonte de conidios,
consequentemente colonizam o conteldo do ovo e ou as larvas em
desenvolvimento no seu interior (MORGAN-JONES e RODRIGUES-KABANA,
1987).

A classificagdo da atividade ovicida atualmente foi simplificada e é
estabelecida de acordo com os seguintes parametros: efeito do tipo 1, efeito
litico sem prejuizo morfolégico a casca, onde s&o visualizadas as hifas
aderidas a casca do ovo; efeito do tipo 2, efeito litico com alteracdo morfologica
da casca e embrido do ovo, sem penetracao das hifas através da casca; e
efeito do tipo 3, efeito litico com alteragcdo morfolégica da casca e embrido do
ovo, com penetracdo de hifas e colonizacdo interna do ovo (LYSEK e
NIGENDA, 1989; LYSEK e STERBA, 1991). No grupo dos fungos ovicidas
destacam-se as espécies Pochonia chlamydosporia e Paecylomices lilacinus.
Esses fungos tém demonstrado atividade in vitro em ovos de Fasciola hepatica
e Schistosoma mansoni (BRAGA et al., 2008a, 2008b). Em trabalho recente,
Braga et al. (2008c) demonstraram a eficacia de P. lilacinus sobre ovos de
Moniezia sp.. A acédo de P. chlamydosporia também foi comprovada sobre ovos
dos nematddeos Ascaris lumbricoides e Ascaris suum (BRAGA et al., 2007).

Larsen et al. (1994), em estudo realizado na Austrélia, isolaram 48
espécies do género Arthrobotrys e Duddingtonia de 1742 amostras de fezes



frescas de diferentes espécies animais. No Brasil, Saumell et al. (1999)
identificaram alguns isolados (Arthrobotrys oligospora, Monacrosporium
eudermatum, Monacrosporium gephyropagum e Harposporium lilliputanum) em
fezes frescas de bovinos em Minas Gerais.

Varios estudos tém demonstrado que o uso de fungos nematdfagos
(WALLER et al.,, 1996; LARSEN, 1999) pode contribuir para o controle
estratégico dos nematddeos gastrintestinais, em especial os predadores e que
variedades de espécies regionais, identificadas e isoladas em diferentes solos
do mundo podem demonstrar maior eficiéncia predatoria (WALLER e FAEDO,
1996; ESLAMI et al., 2005).

Resultados satisfatorios de ensaios a campo com bovinos ja foram obtidos
em diferentes partes do mundo na década passada (GRONVOLD et al., 1993;
LARSEN et al., 1995; NANSEN et al., 1995), entretanto, a necessidade de
novas alternativas para o controle das helmintoses de pequenos ruminantes
incentivou que estudos fossem direcionados a estas espécies (FONTENOT et
al., 2003; WRIGHT et al., 2003; WALLER et al., 2004, 2006, GOMEZ-RINCON
et al., 2006).

No Brasil foram realizados varios estudos “in vitro” e “in vivo” com fungos
nematéfagos em diferentes espécies de animais (ARAUJO et al., 1992; ALVES
et al., 2003; CASTRO et al., 2003; ARAUJO et al., 2004a; ARAUJO et al.,
2006). Mais recentemente, alguns experimentos foram realizados a fim de
avaliar a eficacia do biocontrole para pequenos ruminantes em condicoes
naturais, ou seja, naturalmente infectados mantidos em pastagem (GRAMINHA
et al., 2005; ARAUJO et al., 2008).

2.1 Fungo Arthrobotrys spp.

Cooke e Godfrey (1964) classificaram o género Arthrobotrys como
nematéfago facultativo, o qual engloba grande numero de espécies. Este
género foi descrito primeiramente em 1839 por Corda, proveniente de amostras
de solo, porém nao havia sido relatada sua capacidade predatoria. Todos os
isolados sa@o capazes de produzir armadilhas na presenca de nematddeos de
vida livre. Em geral, as espécies pertencentes ao género formam conidios

blasticos com ramificacdes em até trés septos, de aproximadamente 300 mm



de comprimento, formato ovédide e proliferacdo na extremidade dos conidioéforos
(ZHANG et al., 1996). Segundo Van Oorschot (1985), pode apresentar-se com
seis conidios de formato ovéide, hialino, septados préximo a regido mediana,
com 18-27 mm de comprimento por 8 -12 mm de largura.

A diversidade na ecologia dos fungos foi demonstrada recentemente por
Sue et al. (2007) em ensaio realizado na China para investigar a influéncia das
estacdes e diferentes altitudes na ocorréncia dos diversos géneros e espécies.
Das 17 espécies isoladas, Arthrobotrys oligospora, Arthrobotrys musiformis,
Monacrosporium  ellipsosporum e Monacrosporium thaumasium foram
predominantes. Concluiu-se que quanto menor a altitude do local, maior a
diversidade de fungos e que temperaturas mais elevadas favoreceram a
quantidade dos mesmos no pasto.

A administracdo diaria dos fungos Dactylaria sp., A. oligospora e
Duddingtonia flagrans, durante sete dias, foi avaliada através de colheitas em
trés diferentes horarios apds ingestao (8, 16 e 24 horas). As amostras fecais
colhidas foram depositadas em placas de Petri contendo 5 x 10° larvas
infectantes de Haemonchus contortus e avaliadas apés 15 e 21 dias de
incubacéao. Notou-se que o fungo D. flagrans teve a melhor atuagéo, reduzindo
a percentagem de nematédeos em 96,3° e 91,4° para observacdes realizadas
aos 15 e 21 dias, respectivamente (FLORES-CRESPO et al., 2003).

Chauhan et al. (2005) realizaram estudo para avaliar a acdo de
clamidésporos dos fungos A. musiformis e D. flagrans fornecidos
separadamente (G2 e G3) e agregados (G4). A dose diaria utilizada foi de 1 x
10° clamidésporos durante 10 dias para ovinos (n=10) infectados artificialmente
com 10.000 larvas infectantes de H. contortus. Quando comparados ao grupo
controle (G1) ndo houve nenhuma diferenga entre os tratamentos testados, ou
seja, neste ensaio ambos os fungos foram ineficazes e ndo demonstraram
nenhum efeito antagonista, sinérgico ou suplementar.

Araudjo (1998) investigou “in vitro” a capacidade de isolados de fungos
predadores das espécies A. musiformis (isolado 3), Arthrobotrys conoides
(isolado A) e Arthrobotrys robusta (isolados B e E) de predar e matar larvas
infectantes de Cooperia punctata. Dois grupos foram testados: grupo 1 (fungos
e larvas infectantes) e grupo 2 (controle, apenas com larvas infectantes). O
isolado E de A. robusta foi o menos eficiente com resultados estatisticamente



similares aos do grupo controle (sem fungo). Observou-se variabilidade dentro
da mesma espécie de fungo quanto a capacidade predatéria de larvas
infectantes de C. punctata. Este tipo de variabilidade ja havia sido relatada por
Araujo et al. (1994) e Araujo e Patarroyo (1995) em estudo sobre a interacao
entre larvas infectantes de Haemonchus placei e diferentes isolados de
Arthrobotrys.

Posteriormente, Aradjo et al. (2000) avaliaram a atividade predatéria de A.
robusta, encapsulado em alginato de s6dio em quatro diferentes tratamentos:
péletes do fungo com parafina (G1), péletes do fungo sem parafina (G2),
péletes sem parafina e sem fungo (G3) e com parafina e sem fungo (G4)
formulados em diferentes temperaturas 4°C, 25°C, 30°C e 35°C. O tratamento
dos péletes fungicos sem parafina (G2), a temperatura de 4°C foi o melhor
(P<0,01), pois possibilitou isolamento dos fungos nas fezes entre 18 a 72 horas
apds administracao oral dos mesmos.

O potencial dos fungos nematéfagos (Arthrobotrys sp. e M. thaumasium)
também foi testado em ensaio laboratorial no controle de larvas de
ciatostomineos (CASTRO et al.,, 2003). Os fungos foram avaliados em trés
temperaturas, mantidos em camara climatizada, durante 15 dias. Os resultados
sugeriram que o fungo M. thaumasium foi o que teve o melhor desempenho,
com resultados similares em todas as temperaturas estudadas (25 °C, 28 °C e
30 °C).

Araujo et al. (2004a) avaliaram a acao predatéria “in vitro” para Cooperia
sp. e Haemonchus sp. de quatro diferentes isolados fungicos (Monacrosporium
thaumasium, Monacrosporium sinense, Arthrobotrys robusta e Duddingtonia
flagrans) testados de duas maneiras: isoladamente ou associados. Os
resultados foram satisfatérios (P<0,05) para a recuperagdo do numero médio
de larvas infectantes em ralacdo aos grupos de fungos testados
separadamente e associados com duas variedades fungicas ao comparar com
0 grupo controle, o qual teve a maior recuperacao das Ls.

Araujo et al. (1998) desenvolveram, durante seis meses, experimentos a
campo no municipio de Vigosa - MG, empregando conideos de A. robusta para
o controle de nematddeos de bovinos, durante seis meses. A regido estudada é
caracterizada por temperaturas elevadas no periodo chuvoso, o que favorece o
crescimento dos pastos e também possibilita o desenvolvimento adequado do
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fungo. Os bezerros tratados apresentaram, em relacdo ao grupo controle,
53,8% de redugcdo na contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e os
animais tracadores 70,45% (P<0,05) de reducdo na carga parasitaria, nos
ultimos trés meses do experimento (estacdo chuvosa). Estes resultados
sugeriram, que o uso dos fungos no periodo chuvoso, reduziu a infestacao
larvaria das pastagens, no periodo seco.

Outro estudo no campo foi realizado para avaliar o fungo Arthrobotrys
musiformis em ovinos (GRAMINHA et al., 2005). O desenho experimental foi
elaborado com trés tratamentos e nove repeticbes para cada tratamento:
controle (Grupo A), 2 x 10° conidios microencapsulados (Grupo B) e 2 x 10°
conidios in natura (Grupo C). Os animais foram tratados semanalmente durante
quatro meses. Os resultados demonstraram que o fungo nao foi capaz de agir
na pastagem, diminuindo a quantidade de larvas infectantes como se esperava,
uma vez que 0s animais se reinfectavam. Fato demonstrado pela alta taxa de
ovos por grama de fezes nos grupos tratados quando comparados ao grupo

controle.
2.2 Fungo Duddingtonia spp.

Segundo Van Oorschot (1985) as espécies do género Duddingtonia sao
caracterizadas por produzir varios conidios na extremidade dos conidiéforos, os
quais apresentam formato entre eliptico e ovdide, septo mediano e medem de
25-50 um de comprimento por 10-15 ym de largura (COOKE e GODFREY,
1964). A predacao realizada por esta espécie ocorre por meio de hifas
adesivas e producao de grande quantidade de clamidésporo em matéria seca.

A maioria dos estudos desenvolvidos no exterior (LARSEN et al., 1994;
WALLER e FAEDO, 1996) estao centrados em ensaios laboratoriais e em
campo com o fungo D. flagrans.

Faedo et al. (1997), ao compararem os fungos D. flagrans e Arthrobotrys
spp. no controle de larvas de Trichostrongylus colubriformis em ovinos,
consideraram o primeiro fungo superior em relagdo a sobrevivéncia na
passagem pelo trato gastrintestinal (TGl), obtendo esporos viaveis para
germinacdo, crescimento fecal e captura de larvas infectantes antes delas
migrarem das fezes para o pasto.
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Skipp et al. (2002) detectaram e isolaram o fungo D. flagrans em seis de
205 amostras fecais obtidas de ovinos em diferentes propriedades na Nova
Zelandia. Ap6s administracao oral dos clamidésporos, detectaram o fungo nas
fezes entre 16 e 40 horas apds, indicando sua passagem pelo TGI.

No Brasil, Aradjo et al. (2006) avaliaram a capacidade de sobrevivéncia
apos passagem no TGl de um isolado brasileiro de D. flagrans (AC 001) e
posteriormente sua acdo predatéria in vitro para diferentes nematédeos
(Haemonchus contortus e Strongyloides papillosus). Apds os tratamentos dos
grupos 1 e 2 (20 g de péletes com fungo e sem fungo respectivamente), as
fezes foram colhidas em diferentes intervalos do dia (14, 20, 24, 36 e 46 horas)
e entdo avaliadas. Observaram reducao significativa (P<0,05) no nimero de
larvas infectantes de ambas as espécies de nematdédeos em comparacao aos
grupos controles nos horarios de 14 e 46 horas, e também, as 20 horas para as
larvas de H. contortus.

Trabalhos “in vitro” s&o importantes para encontrar os fungos com maior
potencial para biocontrole, entretanto s&o limitados, pois superestimam a
capacidade predatoria dos fungos em ambiente restrito, onde o nematédeo nao
consegue escapar, € nem as reais interferéncias do solo sdo reproduzidas
(ARAUJO et al., 1992; GOMES et al., 1999). Portanto, a partir da selecéo de
fungos com base em testes laboratoriais faz-se necessaria avaliagao do fungo
em ensaios no campo.

Wright et al. (2003), em estudo em campo com cabras infectadas por
Trichostrongylus, utilizaram clamidésporos de D. flagrans, nas doses diarias de
5x10” por animal, durante 26 dias. A diferenca na reducdo do OPG entre os
animais que pastejaram ap6s quatro semanas foi de 44% em relacdo aqueles
gue pastejaram apds seis semanas.

Na Dinamarca, bovinos que receberam D. flagrans, diariamente, durante
dois meses, apresentaram menor infeccao por Ostertagia sp. € Cooperia sp.,
assim como propiciaram reducdo na infestacdo do pasto (LARSEN et al.,
1995). Gronvold et al. (1993) administraram o fungo Duddingtonia sp. para
bovinos e obtiveram reducdo de 75-85% no numero de larvas infectantes na
pastagem. Chartier e Pors (2003) avaliaram no campo (quatro lotes
experimentais) o mesmo fungo, apo6s infeccao experimental de caprinos

doadores, os quais foram artificialmente infectados com helmintos Teladorsagia
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circumcincta e Trichostrongylus colubriformis ao longo das diferentes estacdes
do ano. Os animais (n=8) foram divididos em quatro grupos: Tcir = T.
circumcincta, TcirDf = T. circumcincta e ingestédo do fungo D. flagrans, Tcol = T.
colubriformis e TcolDf = T. colubriformis e ingestdo do fungo. Os
clamidésporos foram fornecidos (2,5 x 10° esporos/ kg PV), uma semana antes
das colheitas de amostras, as quais foram depositadas nos lotes experimentais
(1m?). Os resultados foram satisfatérios: houve reducdo de larvas infectantes
na pastagem, especialmente nos meses mais quentes.

Waller e Faedo (1996) desenvolveram formulagdes minerais contendo
clamidésporos de D. flagrans com resultados positivos quando utilizados em
bovinos e pequenos ruminantes.

Chandrawathani et al. (2003) realizaram na Malésia, regido de clima
tropical e Umido, estudo para avaliar a eficacia do fungo D. flagrans em duas
espécies de ruminantes (ovinos e caprinos) estabulados durante 23 dias.
Ambas as espécies foram infectadas artificialmente com aproximadamente
1000 larvas infectantes de H. contortus. Foram administradas diariamente duas
doses diferentes (125.000 e 250.000 esporos/kg de peso vivo por dia) para o0s
grupos de animais estabulados em duas formas de apresentacéo: granulos
misturados na racdo e incorporados nos blocos. Os resultados foram
satisfatorios, observou-se reducdo entre 80 e 90% das larvas recuperadas no
grupo que recebeu a menor dosagem, enquanto que nos animais tratados com
250.000 esporos/kg a reducao foi de 99%.

Posteriormente, com o objetivo de avaliar a agdo do fungo D. flagrans a
campo no mesmo local, porém em longo prazo, Chandrawathani et al. (2004)
realizaram ensaio experimental com duracdo de um ano. A pastagem de
Brachiaria humidicola foi dividida em 10 piquetes para realizagdo do pastejo
rotacionado, nos quais 20 ovelhas permaneciam entre 3 e 4 dias. Os animais
pernoitavam presos e pela manhad recebiam misturados a racdo esporos na
dose de 8 x 10°. O grupo controle (n=20) foi mantido nas mesmas condicdes,
porém nao recebeu suplementacdo com fungos. Os resultados referentes ao
OPG nao demonstraram diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre os
grupos. Entretanto, para a variavel peso, o grupo que recebeu biocontrole teve
significativo ganho de peso (p=0,054). Ja os 17 tracadores utilizados durante o
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experimento, apresentaram menor media de parasitos quando mantidos com
animais que receberam o fungo (P<0.05).

Burke et al. (2005) testaram nos Estados Unidos a utilizacdo de particulas
de éxido de cobre em conjunto com fungo D. flagrans em ovinos naturalmente
infectados, principalmente por H. contortus. Os autores sugeriram que a
associacdo de ambos os produtos pode reduzir significativamente a infecgcéao
dos animais e o numero de larvas infectantes na pastagem. Resultados estes,
diferentes dos obtidos em estudo recente a campo realizado por Faessler et al.
(2007) com ovelhas leiteiras, naturalmente infectadas, em trés propriedades na
Suica. Os animais do grupo tratado receberam diariamente o fungo (10°
clamidésporos de D. flagrans) durante quatro meses e foram avaliados quanto
a taxa de infeccdo de nematédeos trichostrongilideos e comparados ao grupo
controle. Os resultados correspondentes a taxa de infecgdo dos animais
tratados nao foram satisfatorios.

Maingi et al. (2006), em estudo realizado na Africa do Sul com caprinos,
durante dois verdes chuvosos, estudaram a eficacia do fungo D. flagrans. Além
disso, trataram com anti-helmintico os animais que se apresentaram anémicos
segundo o método FAMACHA® (VAN WYK, 1997). Os resultados referentes as
variaveis avaliadas (peso dos animais, volume globular, condicao corporal, opg
e infestacao da pastagem) ndo demonstraram diferengas, entretanto, os grupos
que nao receberam o fungo necessitaram de anti-helmintico com maior
frequéncia.

Resultados positivos referentes ao uso de fungos nematéfagos em
caprinos foram obtidos por Araujo et al. (2007) no semi-arido cearense, Brasil.
Os autores acompanharam durante trés meses a campo, quatro tratamentos
com a espécie fungica Monacrosporium thaumasium: G1 — 10 g de péletes por
via oral, semanalmente; G2 — 10 g de péletes por via oral, quinzenalmente; G3
- 0,5 mL de moxidectin por 25 kg de peso vivo e G4 — controle. O G1 foi 0 que
apresentou maior reducao nos valores de OPG, menor carga parasitaria e
maior ganho de peso.

Ja em regides montanhosas da Espanha, ovinos tratados diariamente (5 x
10° por kg de peso vivo) com clamidésporos de D. flagrans nas épocas

consideradas criticas (outono e primavera), causaram reducdo na
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contaminacao em 20% quando comparados ao pasto previamente pastejado
pelo grupo que ndo recebeu o fungo (GOMEZ-RINCON et al., 2006).

De acordo com Sanyal et al. (2004) e Terril et al. (2004), D. flagrans é
utilizado com sucesso no controle biolégico das helmintoses gastrintestinais de
animais domésticos devido a grande producdo de clamiddsporos que sao
altamente resistentes a condi¢gdes adversas, formados principalmente em
condicbes de crescimento desfavoraveis, o que o torna um potencial
controlador biologico.

3. Objetivos

Avaliar a eficacia de fungos nematofagos Duddingtonia flagrans e
Arthrobotrys robusta e a frequiéncia de administracdo e dosagem na profilaxia
das infecgdes naturais por nematddeos gastrintestinais em ovinos criados a

campo em Botucatu - SP.
4. Material e Métodos

4.1 Descricao do local

A parte de campo experimento foi conduzida na Area de Ovinos, do
Departamento de Produgdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, localizada na fazenda Edgardia, da Universidade Estadual Paulista
— Campus de Botucatu, definida pelas coordenadas geogréaficas 48° 24° 43"
longitude Oeste e 22° 48" 00 de latitude Sul, solo tipo latossolo vermelho
escuro, fase arenosa e a parte laboratorial no Departamento de Parasitologia
do Instituto de Biociéncias.

A vegetacao do local, em ambos os experimentos, foi de capim Tanzania
(Panicum maximum). No primeiro experimento a pastagem havia sido recém-
implantada, enquanto que no segundo houve pastejo prévio por ovinos.

A area total utilizada neste estudo foi subdividida em seis piquetes com

0,34 hectares cada.

4.2 Descricao dos trabalhos experimentais
O trabalho foi dividido em duas etapas, ambas com duragdo de seis

meses. Na primeira etapa (Experimento |) foram avaliadas duas espécies de
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fungos nematoéfagos: Duddingtonia flagrans e Arthrobotrys robusta, no periodo
de junho a novembro de 2006. Enquanto que na segunda etapa (Experimento
II), realizada entre fevereiro a julho de 2007, foi avaliado apenas o fungo
Arthrobotrys robusta, em duas dosagens.

Em ambos os experimentos, os fungos foram administrados misturados a
racdo, fornecida em cocho coletivo, que comportava todos os animais lado a
lado.

Foram disponibilizados para os animais durante toda fase experimental
sal mineral (Nutrumin®, Nutrumin) e agua potavel ad libitum. Nos periodos
criticos do experimento, ou seja, na escassez de forragem (época seca), 0s
animais foram suplementados com silagem de milho (2 kg/animal) e/ ou racéo
concentrada produzida no local (1 kg/ grupo).

Todas as Fémeas do primeiro experimento eram vacinadas para
clostridiose com vacina especifica (Sintoxan® - Merial) e no Experimento Il foi
realizado a vacinagao para clostridiose e pasteurelose no ultimo més de

gestacao.

4.3 Experimento | — Avaliacao dos fungos Duddingtonia flagrans e
Arthrobotrys robusta

Nesta etapa do experimento foram avaliadas duas espécies fungicas,
consideradas predadoras: Duddingtonia flagrans e Arthrobotrys robusta.

Inicialmente, foram colhidas amostras fecais de 30 borregas da raca
Bergamacia, nascidas em julho de 2005, pesos similares (35 kg de peso
médio) as quais permaneceram estabuladas em conjunto até o momento de
inicio do experimento. Nessa ocasido, os animais apresentaram em média 300
ovos por grama de fezes (OPG).

As fémeas foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos de 10
animais por piguete.

Grupo 1: controle

Grupo 2: tratado com Duddingtonia flagrans

Grupo 3: tratado com Arthrobotrys robusta.

Os péletes contendo os fungos foram misturados em 1 kg de ragéao e
administrados duas vezes na semana, terca-feira e sexta-feira. Em trabalho

anterior realizado na regido, Rocha et al. (2007) utilizaram a dose de 1 g de
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mistura fungica (D. flagrans) para cada 10 kg de peso vivo, a qual ndo se
mostrou eficaz. Diante desse resultado, no presente estudo optou-se por
utilizar o dobro da dose: 2 g de péletes para cada 10 kg de peso vivo,
tratamento administrado pela manha. O grupo controle recebeu racao
misturada com péletes similares que nao continham fungo.

A area utilizada foi subdividida com cerca elétrica em seis piquetes, cada
um com 0,34 hectares. Os animais foram mantidos em sistema de pastejo
rotacionado, mudando de piquete a cada 14 dias, conforme o0 esquema a

sequir:

Piquete 1 | Piquete 2 Piquete 3 Piquete 4 Piquete 5 Piquete 6

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

FIGURA 1. Esquema de distribuicdo dos piquetes e rotagdo dos grupos no
experimento |.

4.4 Experimento Il — Avaliacao de duas frequéncias de administracao do
fungo Arthrobotrys robusta

Este experimento teve inicio em fevereiro de 2007 e foi concluido em julho
de 2007. Como no experimento |, o fungo A. robusta foi o que apresentou 0s
resultados mais promissores, optou-se pela escolha deste. Nesta etapa, o
fungo foi avaliado, em duas dosagens. Foram utilizadas 30 ovelhas
Bergamécia, com dois a cinco anos de idade. Os animais foram distribuidos em
trés grupos com base em contagens prévias de OPG (média 840 OPG e média
de peso de 52 kg). Os péletes sem e com fungos foram misturados em 1 kg de
racao e administrados duas vezes na semana (terca-feira e sexta-feira) para os
grupos 1 e 2 respectivamente. Ja o grupo 3 recebeu péletes com fungos
diariamente. A dose fornecida para cada grupo foi de 2 g de péletes para cada
10 kg de peso vivo (Anexo 1). Neste experimento, as ovelhas foram
submetidas ao manejo reprodutivo usual do local (monta controlada), com
encarneiramento realizado entre o final de fevereiro e durante todo més de
margco com previsao de parto para julho e agosto.

A mesma area utilizada no Experimento | foi empregada neste estudo —
seis piquetes com 0,34 hectares divididos com cerca elétrica. Os animais foram
mantidos em sistema de pastejo rotacionado, mudando de piquete a cada 14

dias, conforme esquema a seguir:
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Grupo 1: controle

Grupo 2: tratado com 2 g de péletes/10 kg de peso vivo/ 2 vezes na
semana (terca-feira e sexta-feira).

Grupo 3: tratado com 2 g de péletes/10 kg de peso vivo/ diariamente.

Piquete 1 | Piquete 2 Piquete 3 Piquete 4 Piquete 5 Piquete 6
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

FIGURA 2. Esquema de distribuicdo dos piquetes e rotagdo dos grupos do
experimento l.

4.5 Producao e encapsulamento de microrganismos para os dois tipos de

fungos

Os isolados eram repicados periodicamente e mantidos em tubos de
ensaio contendo Corn meal agar (CMA 2%) a 4 °C no escuro. Para induzir a
massa de micélio fungico, discos de cultura de aproximadamente 5 mm de
didmetro foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 250 mL, contendo
150 mL de meio de cultura liquido GPY (glicose, peptona sédica e extrato de
levedura), pH 6,5, sob agitacao de 120 rpm, no escuro e a temperatura de 25
°C por sete dias.

O encapsulamento dos fungos seguiu a metodologia de Melo e Sanhueza
(1995). Segundo os autores a formulacdo do tipo granulado encapsulado
(pélete) do fungo nematéfago mantém atividade antag6nica em nivel de campo
e esta descrita abaixo:

a) Foi pesado 5 g de caulim ou bentonita esterilizados a 120°C por 1 hora e
adicionou a este 25 mL de suspensao de conidios (10®/ mL) do fungo.

b) Preparou-se uma solucédo de alginato de sédio a 1% (em agua destilada,
previamente aquecida a 60°C).

c) Adicionou-se 75 mL da solucao de alginato de s6dio a mistura e agitou com
um bastao de vidro.

d) Misturou-se os ingredientes suavemente numa chapa de aquecimento com
agitacao. Nutrientes adicionais como farelo de milho, foram utilizados (0,1 a
0,2 g de farelo por litro de mistura).

e) Gotejou-se a mistura, sob agitacéo, sobre uma solucao de cloreto de calcio

(0,25M). Para homogeneizar o tamanho das gotas e, portanto, dos
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granulos, foram usadas pipetas de didametro semelhantes a uma bomba
peristaltica.

Decorridos 5 a 20 minutos, os péletes foram separados da solucao através
de filtracdo com funil de Buchner.

A secagem dos péletes foi feita em estufa a 35°C, com circulagdo de ar
(Anexo 2).

Para determinar a viabilidade dos esporos encapsulados, foi plaqueado
aproximadamente 20 péletes em meio batata dextrose agar 2% (BDA 2%)
com gentamicina 1% e posteriormente incubou-se as culturas a 25°C por 24
horas e entdo quantificou-se o numero de péletes germinados.

Para contar o niumero de conidios contidos em um granulo, procedeu-se da
seguinte maneira:

»= Verteu-se 1 mL de BDA 2% com gentamicina numa laminula que estava
sobre uma lamina de microscépio e dentro de uma placa de Petri. Todo
este material foi esterilizado antes do uso.

= Sobre o0 meio da laminula cultivou um granulo a 30°C por 48 horas.

= Apdés a incubagdo, retirou a laminula com o fungo germinado e a
transferiu para um tubo de cultura contendo 2 mL de solugcdo salina
(0,85%).

= Agitou-se o tubo de cultura para desagregacao dos conidios e procedeu-

se a contagem em hemocitdmetro.

4.6 Variaveis avaliadas

As avaliagcbes em ambos os experimentos foram realizadas a cada 14

dias. As variaveis analisadas foram: contagem de OPG, volume globular, peso

dos animais, numero de larvas infectantes (Ls) na pastagem, isolamento de

fungos das fezes dos animais e recuperacdo de vermes de cordeiros

tracadores.

Na segunda etapa foi acrescentada a avaliagdo da condicao corporal dos

animais (SANUDO e SIERRA, 1986), pois as ovelhas encontravam-se prenhas

e requeriam maior atencao.
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4.6.1 Exames coproparasitolégicos

Amostras fecais foram colhidas em sacos plasticos 20x15 cm diretamente
da ampola retal, individualmente, as quais foram posteriormente
acondicionadas em caixa de isopor com gelo e transportadas para o
laboratério.

A contagem de OPG foi realizada segundo a técnica de Gordon e
Whitlock (1939). As coproculturas foram realizadas separadamente para cada
grupo, segundo metodologia descrita por Roberts e O’Sullivan (1950). A
identificacdo das larvas infectantes produzidas nas coproculturas foi realizada
de acordo com Keith (1953).

4.6.2 Exames hematoldgicos

4.6.2.1 Volume globular

Amostras de sangue foram colhidas através de puncao de veia jugular em
seringa de 3 mL e posteriormente transferiu-se o sangue para tubos de ensaio
de 5 mL contendo anti-coagulante &cido etilenodiaminotetracitico potéassio
(EDTA), armazenados em caixa de isopor com gelo e posteriormente as
amostras foram processadas em laboratorio. Utilizou-se tubo capilar de
hematécrito para a determinacao do volume globular (VG) com a utilizacao de
microcentrifuga (JAIN, 1986). O material foi centrifugado durante cinco minutos
a 2500 rotagdes por minuto (RPM).

4.6.2.2 Tratamentos com anti-helmintico

A fim de evitar mortalidade, os animais foram tratados individualmente
com Fosfato de levamisol (7,5 mg/kg, Ripercol®, Fort Dodge) sempre que
apresentaram volume globular inferior a 21% (AMARANTE et al., 1999) e/ou
contagem superior a 5000 OPG. Entretanto, quando o valor de OPG
apresentava-se acima do estipulado, porém o VG permanecia acima de 26%,
esperava-se a préxima colheita para verificar se ainda havia necessidade de

tratamento com anti-helmintico.

4.6.3 Pesagem dos animais
Os animais eram pesados em balanca digital por ocasido das colheitas,
com reajuste das doses fungicas para a administracao oral.
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4.6.4 Quantificacao de larvas infectantes (L3) na pastagem

No dia da colheita, sempre realizada no periodo da manha, eram colhidas
as amostras fecais e sangliineas e da pastagem para a determinacdo do
namero de larvas infectantes de nematédeos gastrintestinais por quilograma de
matéria seca (Ls/kg M.S.). As amostras de capim foram colhidas de cada um
dos piquetes dos médulos seguindo um tragado em forma de “W” (TAYLOR,
1939). O coletor de capim seguiu esse tracado colhendo manualmente uma
amostra a cada quatro passos, aproximadamente a cada 3,5 metros de
distancia. O capim foi cortado rente ao solo com uma tesoura. No laboratério,
as amostras foram processadas de acordo com a técnica descrita por Niezen et

al. (1998). A identificacao das larvas foi realizada de acordo com Keith (1953).

4.6.5 Isolamento de fungos das fezes dos animais

Uma vez por més, apds 48 horas do fornecimento dos péletes por via oral,
foram colhidas fezes dos animais de cada grupo (subdividindo-as em duas
amostras colhidas de cinco animais de cada grupo) diretamente da ampola
retal. As amostras foram misturadas (1 g da amostra de cada animal) e dessa
mistura foram retiradas 2 g, sendo posteriormente inseridas com auxilio de uma
espatula, no centro de uma placa de Petri, com 9 cm de diametro, contendo
Agar 1% sélido e antibidtico (Cloranfenicol 0,05 g/L). Adicionou-se sobre as
placas uma suspensdao com aproximadamente 3000 Ls; de Haemonchus
contortus. Os detalhes sobre o isolamento, a manutengao e a produgao de Lj
do referido isolado foram descritos por SILVA et al. (2007). Mensalmente,
foram feitas coproculturas das fezes de ovinos doadores e as larvas produzidas
foram armazenadas em tubos de ensaio com 20 a 25 mL de agua destilada,
mantidas sob refrigeracdo para que fossem utilizadas mensalmente para
estimular o crescimento fungico e posterior identificacdo. A quantidade de Ls
presente nas coproculturas foi estimada a partir da contagem de larvas em 10
aliquotas de 10 pl.

As placas foram vedadas com filme plastico e incubadas em estufa a 25°C
e observadas semanalmente por um periodo minimo de 21 dias sob
microscépio estereoscopio em objetivas de 10 e 50 x. Verificou-se a presenca
de larvas predadas e estruturas caracteristicas que permitissem identificar o
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fungo utilizado em cada grupo, de acordo com as chaves de identificacao
(COOKE e GODFREY, 1964).

4.6.6 Cordeiros tracadores

Foram utilizados cordeiros tragadores, ou seja, livres de infeccoes
helminticas. No experimento | foram utilizados seis cordeiros, da raga lle de
France, com idade aproximada de trés meses, com cerca de 20 kg de peso,
adquiridos em uma propriedade localizada em Pratdnia — SP, em setembro de
2006. No experimento II, foram utilizados seis animais da raga Santa Inés para
todos 0s grupos, pois 0s animais misturavam-se com facilidade. Os mesmos
foram adquiridos em maio de 2007 em uma propriedade localizada em
Botucatu-SP, também com idade aproximada de trés meses, com peso médio
de 15 kg.

Ao chegarem as instalagbes da UNESP, os animais foram alocados em
duplas, as quais foram separadas aleatoriamente, em baias cimentadas. As
baias eram limpas diariamente e os animais receberam &agua, sal mineral e
feno de Tifton (Cynodon spp.) ad libitum e uma vez por dia recebiam racao
comercial (Ragdo Noel®, Cafenoel 300 g/animal). Os animais também foram
vacinados contra clostridioses (Sintoxan® Polivalente, Merial, 2 mL, via
subcutanea por animal).

Os animais adquiridos das referidas propriedades eram criados no pasto
e, portanto, apresentavam-se naturalmente infectados com nematddeos
gastrintestinais. Para que os mesmos eliminassem as infeccoes helminticas foi
administrado Ripercol® (Fosfato de Levamisol, 7.5 mg/Kg, Fort Dodge) e
Valbazen® (Albendazol, 10 mg/Kg, Cobalto, Pfizer) via oral. Exames
coproparasitolégicos posteriores ao tratamento foram realizados para
confirmagéo da auséncia de infecges helminticas.

Apbs aproximadamente 30 dias de estabulacdo e confirmacao de que os
animais encontravam-se livres de infeccbes helminticas, os cordeiros foram
transportados para a propriedade, onde cada dupla de cordeiros permaneceu
em pastejo com os respectivos grupos (Controle, fungos D. flagrans e A.
robusta), por 28 dias, tempo suficiente para a permanéncia nos dois piquetes

de cada grupo. Apds esse periodo de pastejo, os cordeiros foram estabulados
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por 14 dias e ao final deste periodo, abatidos, para que as espécies de
nematodeos fossem identificadas e quantificadas.

Apoés o abate, 0 abomaso de cada animal foi removido, aberto ao longo de
sua curvatura maior e o conteudo foi colhido em um balde. Ap6s, o abomaso foi
submetido a digestdo em solucao fisiolégica por quatro horas a 37 °C para a
recuperacdo de nematddeos imaturos presentes na mucosa. Aliquotas de 5%
do conteudo do abomaso e de 10% do material obtido na digestdo foram
colhidas, acondicionadas em frascos plasticos e preservadas em formol (5%).
O intestino delgado foi submetido a procedimento similar ao descrito para o
abomaso. O intestino grosso nao foi colhido devido a auséncia de
Oesophagostomum em todas as coproculturas realizadas durante as colheitas.
Todos os helmintos presentes no material preservado foram identificados e
contados (UENO e GONCALVES, 1998).

4.6.7 Dados meteorolégicos

Os dados meteoroldgicos, referentes as médias das temperaturas,
precipitacdo pluviométrica mensal e umidade relativa do ar, foram obtidos no
Departamento de Ciéncias Ambientais — FCA — UNESP, Fazenda Lageado,
Botucatu-SP.

4.7 Anadlise Estatistica

A anadlise estatistica foi casualisada (2 grupos tratados e um grupo
controle). Os dados foram submetidos a analise de variancia com a utilizagao
do programa Minitab® (Versao 11). Os dados referentes aos valores de OPG
das ovelhas foram previamente transformados (Log (x+1)). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey e consideradas significativas quando P<0,05.

Em relagcdo ao numero de Ls/kg M.S., os dados de cada género foram
classificados em presenca ou auséncia de larvas na pastagem dos piquetes
utilizados por cada grupo (dois por grupo) e comparados pelo teste de Qui-

quadrado.
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5. Resultados
Em ambos os experimentos e em todos os grupos, imediatamente apo6s
o fornecimento dos péletes fungicos misturados a racdo, observou-se o

consumo total de ragéo pelos animais de todos 0s grupos.

5.1 Experimento | — Avaliacdo dos fungos Duddingtonia flagrans e
Arthrobotrys robusta

O peso médio dos animais teve um pequeno aumento ao longo do
experimento, porém nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre os grupos
(Figura 3). As médias de volume globular (VG %) foram similares, sem
diferenca significativa entre os grupos avaliados (Figura 4). Os animais 436 e
470, respectivamente dos grupos 1 e 2, apresentaram anemia (VG < 21%).

50 m Controle @ D. flagrans 8 A. robusta

PESO MEDIO (kg)

13/6 27/6 11/7 257 88 22/8 59 19/9 3/10 17/10 31/10 14/11 28/11
DATA DAS COLHEITAS

FIGURA 3. Média aritmética do peso dos animais do grupo controle e dos
grupos que receberam, duas vezes por semana, micélio de Duddingtonia
flagrans ou de Arthrobotrys robusta, no periodo de junho a novembro de
2006. Barras verticais = desvio padrao.
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FIGURA 4. Média aritmética do volume globular dos animas do grupo
controle e dos grupos que receberam, duas vezes por semana, micélio
Duddingtonia flagrans e Arthrobotrys robusta, no periodo de junho a
novembro de 2006. Barras verticais = desvio padrao.
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Quanto ao numero médio de ovos por grama de fezes (OPG), observou-

se na colheita do dia 25 de julho (Figura 5) diferenca significativa (P<0,05)

entre o grupo controle (2670 OPG) e o grupo tratado com o fungo Duddingtonia

flagrans (950 OPG). Da mesma forma, nas colheitas do més de agosto (08 e

22) o grupo controle apresentou maiores meéedias de OPG, 1220 e 1240

respectivamente (P<0,05) do que o grupo que recebeu o fungo Arthrobotrys
robusta (400 e 580 OPG). Na colheita do dia 17 de outubro houve diferenca
significativa (P<0,05) entre os grupos que receberam os fungos D. flagrans
(6240 OPG) e A. robusta (610 OPG). Nas demais colheitas nao houve

diferencas significativas entre esses dois grupos em relagdo as contagens de

OPG.
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m Controle 0 D. flagrans & A. robusta

MEDIA OPG

13/6 27/6 11/7 257 88 22/8 59 19/9 3/10 17/10 31/10 14/11 28/11
DATA DAS COLHEITAS

FIGURA 5. Média aritmética do numero de ovos de trichostrongilideos
por grama de fezes (OPG) dos animais do grupo controle e dos grupos
que receberam, duas vezes por semana, micélio contendo Duddingtonia
flagrans e Arthrobotrys robusta no periodo de junho a novembro de
2006. Barras verticais = desvio padrao.

Larvas infectantes de Haemonchus spp. predominaram nas coproculturas
de todos os grupos e em todas as colheitas, exceto no dia 14 de novembro,
quando o grupo tratado com o fungo A. robusta apresentou percentual mais
elevado de Trichostrongylus spp. (Tabela 1).

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados das L; recuperadas da
pastagem. Larvas infectantes de Haemonchus spp. foram detectadas nos
piquetes pastejados pelos grupos Controle, D. flagrans e A. robusta,
respectivamente, em sete, sete e nove vezes. Nao foi detectada diferenca
(P>0,05) entre os grupos. Em relacdo a Trichostrongylus spp. foram
recuperadas larvas infectantes dos piquetes em cinco (controle), seis (D.
flagrans) em duas (A. robusta) colheitas durante a primeira fase experimental.

Em relacdo ao isolamento de fungos nas fezes dos animais, observou-se
nos grupos que receberam os fungos, o crescimento de estruturas
caracteristicas correspondente a cada fungo ja na primeira semana, assim
como a visualizacdo da agdo dos fungos predadores sobre nematddeos

presentes (Figura 6).



26

TABELA 1. Percentual de larvas infectantes de nematédeos gastrintestinais em coproculturas
realizadas com amostras fecais obtidas dos ovinos do grupo controle e dos grupos que
receberam, duas vezes por semana, micélio de Duddingtonia flagrans ou de Arthrobotrys
robusta.

Data Controle D. flagrans A. robusta
Haemonchus Trichostrongylus Haemonchus Trichostrongylus Haemonchus Trichostrongylus
Spp. Spp- Spp- spp- Spp- spp-
13/06/06 82 18 94 6 99 1
27/06/06 92 8 94 6 91 9
11/07/06 99 1 95 5 98 2
25/07/06 99 1 98 2 98 2
08/08/06 94 6 98 2 95 5
22/08/06 95 5 96 4 94 6
05/09/06 89 11 93 7 95 5
19/09/06 88 12 92 7 94 6
03/10/06 94 6 99 1 96 4
17/10/06 85 15 91 9 85 15
31/10/06 93 7 72 28 84 16
14/11/06 95 5 70 30 46 54
28/11/06 76 24 84 16 64 36

FIGURA 6. Crescimento de estruturas fungicas em placas de Petri visualizadas
em aumento de 15X. As setas indicam L3 e estruturas fungicas.

Apenas as espécies H. contortus e T. colubriformis foram recuperadas dos

animais tragadores, independentemente do grupo (Tabela 3).

Os animais que receberam tratamentos com anti-helminticos estao
listados na tabela 4. O grupo tratado pelo fungo A. robusta recebeu a menor
quantidade de tratamentos com anti-helmintico. A eficacia do tratamento foi de

aproximadamente 60%.
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TABELA 2. Médias aritméticas (+ desvio padrdo) do numero de larvas infectantes
de Haemonchus spp. (H) e Trichostrongylus spp. (T) por quilograma de matéria
seca em piquetes pastejados pelos animais do grupo controle e pelos animais dos
grupos que receberam, duas vezes por semana, micélio de Duddingtonia flagrans
ou de Arthrobotrys robusta.

Datas Controle D. flagrans A. robusta

H T H T H T
13/06/06 0 0 0 0 49,5+ 8,1 0
27/06/06 0 0 0 0 33,3+5,2 0
11/07/06 378+35 63%06 6,6 + 0,6 0 22,3 46,7 0
25/07/06 0 0 0 0 0 0
08/08/06 39+0,6 0 23,946 9,0+1,7 26,3 +2,1 0
22/08/06 43+1.2 6,2 +0,6 11,2+1,7 3,8+0,6 0 0
05/09/06 324 £ 30,9 59+0,6 27,1+21 2,7+0,6 4,9+ 0,6 0
19/09/06 0 0 0 0 0 0
03/10/06 0 0 0 0 54,5 +5,2 0
17/10/06 0 0 0 7,1+0,6 7,2+0,6 6,3 +0,6
31/10/06 8,5+0,6 0 9,7+0,6 0 0 0
14/11/06 55,7 +£3,2 9,3 +1 48,8 +5,2 5,4+0,6 7,9+0,6 0
28/11/06 10,2+1,2 17,7 +1 146,1 £10,0 75,0+5,6 35,8 +2,6 58+0,6

TABELA 3. Numero de nematédeos em cordeiros tracadores colocados em piquetes
pastejados pelos animais do grupo controle e pelos animais dos grupos que
receberam, duas vezes por semana, micélio de Duddingtonia flagrans ou de
Arthrobotrys robusta. Os tracadores foram mantidos na pastagem com 0s grupos
experimentais de 31 de outubro a 28 de novembro de 2006.

Tracadores Grupo Haemonchus contortus Trichostrongylus

colubriformis
62 Controle 650 550
01 Controle 580 1560
20 D. flagrans 670 1320
02 D. flagrans 1000 1050
33 A. robusta 920 2670
38 A. robusta 840

1610
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TABELA 4. Datas em que os animais do grupo controle e dos grupos que
receberam, duas vezes por semana, micélio de Duddingtonia flagrans ou de
Arthrobotrys robusta, foram tratados individualmente com anti-helmintico.
Experimento com inicio em 13 de junho e término em 28 de novembro de 2006.

Grupo Data N2 animais tratados Total de
tratamentos

CONTROLE 11/09/06 1 (436)
21/09/06 2 (483, 485) 6
05/10/06 1 (483)
19/10/06 2 (483, 436)

D. flagrans 11/09/06 2 (460, 465)
21/09/06 2 (460, 465) 8
19/10/06 4 (460, 486, 479, 470)

A. robusta 21/09/06 1 (458)
05/10/06 1 (458) 2

A identificacdo numérica das ovelhas tratadas encontra-se entre parénteses.

Os animais 436 e 483 do grupo controle foram tratados mais de uma vez,
assim como os 460 e 465 do grupo que recebeu o fungo D. flagrans e o 458 do
grupo que recebeu o fungo A. robusta.

Oocistos de Eimeria spp. estiveram presentes nas amostras fecais dos
animais de todos os grupos e em todas as colheitas. Ovos de Moniezia spp.
também foram detectados em alguns dos exames realizados.

A temperatura média, em ambos trimestres, manteve-se entre 16 e 22°C,
porém o primeiro trimestre foi relativamente seco (Tabela 5). Ja no segundo
trimestre, a partir de outubro houve aumento significativo da precipitagao

pluviométrica mensal e consequentemente da umidade relativa do ar.

TABELA 5. Médias mensais de temperatura, precipitagcdo pluviométrica mensal
total e média mensal de umidade relativa do ar de junho a novembro de 2006.

Data Temperatura (°C) Precipitacao Umidade
Minima Maxima Média Pluviométrica (mm) relativa (%)
Jun/06 13,1 23,3 16,2 15,4 46,9
Jul/06 13,9 24,3 17,9 29,2 61,7
Ago/06 14,3 26,8 20,5 16 61,7
Set/06 14,2 25,5 19,8 49,2 80,2
Out/06 16,1 27,4 21,7 96,3 71,3
Nov/06 17,3 28 20,9 85,7 75,5

Fonte: Departamento de Ciéncias Ambientais — FCA — UNESP, Botucatu — SP.
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5.2 Experimento Il — Avaliacao de duas freqiiéncias de administracao do
fungo Arthrobotrys robusta

Em relacdo as variaveis avaliadas, observou-se que o peso médio dos
animais permaneceu relativamente constante (Figura 7), sem diferenca
significativa entre os grupos (P>0,05) e que a condicao corporal (CC) média

dos grupos variou entre 2,3 e 2,8 em todos 0s meses de colheita.

& Controle 2x/semana @ Diariamente

7,

]

[

s,

52 192 53 193 24 16/4 30/4 145 2855 11/6 2506 97 237
DATA DAS COLHEITAS

FIGURA 7. Média aritmética do peso dos animais do grupo controle e
dos grupos que receberam micélio de Arthrobotrys robusta, duas
vezes por semana ou diariamente, no periodo de fevereiro a julho de
2007. Barras verticais = desvio padrao.

Os valores de volume globular (Figura 8) foram semelhantes nos trés
grupos avaliados ao longo de toda fase experimental (P>0,05). Em relacao ao
grau de anemia, apresentaram-se anémicos (VG < 21%) trés animais do grupo
controle (323, 359, 464), somente um animal (389) do grupo que recebeu o
fungo A. robusta duas vezes na semana e dois animais (151 e 186) tratados
diariamente com o fungo A. robusta.

Quanto ao numero médio de OPG de estrongilideos, ndo houve diferenga
significativa (P>0,05) entre os trés grupos ao longo do experimento (Figura 9).

Oocistos de Eimeria spp. foram encontrados em todas as colheitas e em
todos os grupos avaliados. Ovos de Moniezia spp. também foram detectados

em alguns dos exames realizados.
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FIGURA 8. Média aritmética do volume globular dos animais do
grupo controle e dos grupos que receberam micélio de Arthrobotrys
robusta duas vezes na semana ou diariamente, no periodo de
fevereiro a julho de 2007. Barras verticais = desvio padréo.
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FIGURA 9. Média aritmética do nimero de ovos de estrongilideos por
grama de fezes (OPG) dos animais do grupo controle e dos grupos
que receberam micélio de Arthrobotrys robusta duas vezes na semana
ou diariamente, no periodo de fevereiro a julho de 2007. Barras
verticais = desvio padrao.

A exemplo do Experimento |, larvas infectantes de Haemonchus spp.
predominaram nas colheitas (Tabela 6) exceto na terceira, quando
predominaram larvas de Trichostrongylus spp. no grupo que recebeu fungo
duas vezes por semana.

Na tabela 7 estdo apresentados os resultados das Lz recuperadas na
pastagem. Houve diferenca entre os grupos (P<0,05) apenas em relacao a
recuperacado de larvas infectantes de Trichostrongylus spp., as quais foram
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encontradas em menor numero no grupo tratado diariamente com fungo.
Somente em duas colheitas recuperou-se numero total de larvas infectantes
superior a >100 Ls/kg de M.S. dos piquetes pastejados pelos animais dos
grupos 1 e 2. Ja nos piquetes do grupo que recebeu o fungo diariamente
(Grupo 3) esta recuperagcdo ocorreu somente em uma colheita, no més de
junho.

Os resultados referente aos parasitos recuperados dos cordeiros tracadores
foram apresentados sem a identificacdo dos grupos, devido a dificuldade em
manter os animais em seus respectivos grupos de origem, logo estao
apresentados como resultados gerais. Apenas as espécies H. contortus e T.
colubriformis foram recuperadas dos animais tragadores (Tabela 8).

TABELA 6. Percentual de larvas infectantes de nematédeos gastrintestinais em
coproculturas realizadas com amostras fecais obtidas dos animais do grupo controle e dos
grupos que receberam micélio de Arthrobotrys robusta duas vezes na semana ou
diariamente, no periodo de fevereiro a julho de 2007.

Data Controle 2x/semana Diariamente

Haemonchus Trichostrongylus Haemonchus Trichostrongylus Haemonchus Trichostrongylus

spp- spp- spp- spp- spp- spp-
05/02/07 98 2 93 7 97 3
19/02/07 68 32 91 9 87 13
05/03/07 91 9 43 57 89 11
19/03/07 91 9 91 9 82 18
02/04/07 92 8 87 12 88 13
16/04/07 9 4 99 1 97 3
30/04/07 98 2 98 2 95 5
14/05/07 98 2 97 3 98 2
28/05/07 95 5 99 1 97 3
11/06/07 88 12 91 9 9 4
25/06/07 85 15 95 5 94 6
09/07/07 92 8 93 7 94 6
23/07/07 95 5 98 2 9 4
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TABELA 7. Médias aritméticas (+ desvio padrdao) do numero de larvas infectantes de
Haemonchus spp. (H) e Trichostrongylus spp. (T) por quilograma de matéria seca em
piquetes pastejados pelos animais do grupo controle e pelos animais dos grupos que
receberam micélio de Arthrobotrys robusta duas vezes na semana ou diariamente.

Datas Controle 2x/semana Diariamente

H T H T H T
05/02/07 19,1+ 27 0 6,85+9,7 6,85+9,7 32,55+26,7 0
19/02/07 9,35 +13,2 13,247,8 257,55+364,2  99,45+132,6 73,55+104,0 0
05/03/07 5,15 +7,3 13,9545,3 255,2+360,9 101,95+126,5 52,85+74.,7 0
19/03/07  109,05+90,4 10,8+15,3 88,1+124,6 0 41,8+59,1 0
02/04/07 7,3+10,3 14,55+20,6 0 0 0 0
16/04/07 10,1+14,3 0 0 0 7,75+11,0 0
30/04/07 4,158 0 6,05+8,6 0 31,75%17.,9 0
14/05/07 0 0 0 0 0 0
28/05/07 29,45+18,2 0 8,8+12,4 0 82,65+116,9 0
11/06/07 0 18,85+26,7 0 8,35+11,8 100,15+141,6  7,55+10,7
25/06/07 55,95+79,1 130,5+184,6 10,9+15,4 0 25,55+36, 1 0
09/07/07 0 0 0 0 0 0
23/07/07 0 0 0 0 0 0

TABELA 8. Numero de nematédeos em cordeiros tracadores
colocados em piquetes pastejados pelos animais experimentais.
Os tracadores foram mantidos na pastagem com 0s grupos
experimentais de 25 de junho a 23 de julho de 2007.

Tracadores Haemonchus contortus Trichostrongylus
colubriformis

22 470 220
1495 790 360
B 27 310 250

Cé6 440 200
C29 1010 580

S/N 1040 600

Em relagédo ao isolamento de fungos nas fezes dos animais foi observado
nos grupos que receberam os fungos o crescimento de estruturas
caracteristicas correspondente a cada fungo ja na primeira semana.

Os animais que receberam tratamentos com anti-helminticos estao
listados na tabela 9. O maior numero de tratamentos foram realizados nos

animais do grupo que recebeu o fungo A. robusta 2x/semana (grupo 2).
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TABELA 9. Datas em que os animais do grupo controle e dos grupos que
receberam micélio de Arthrobotrys robusta duas vezes na semana ou
diariamente, foram tratados individualmente com anti-helmintico. Experimento
com inicio em 05 de fevereiro e término em 23 de julho de 2007.

Grupo Data N2 animais tratados Total de
tratamentos
CONTROLE 06/02/07 1(210)
19/02/07 2 (210, 464)
17/04/07 1(323)
30/04/07 2 (416, 359)
14/05/07 3 (353, 416, 210) 15
29/05/07 3 (371, 416, 382)
23/07/07 3 (3583, 416, 359)
2X/SEMANA 06/02/07 1 (389)
19/02/07 2 (316, 381)
17/04/07 1 (343)
30/04/07 3 (389, 381, 319)
14/05/07 3 (372, 316, 389) 22
29/05/07 3 (372, 316, 381)
09/07/07 4 (316, 389, 381, 343)
23/07/07 5 (295, 316, 343, 381, 279)
DIARIAMENTE 14/05/07 2 (186, 430)
29/05/07 2 (214, 406)
26/06/07 3 (186, 335, 406) 14
09/07/07 3 (151, 186, 335)
23/07/07 4 (302, 430, 214, 186)

A identificacdo numérica das ovelhas tratadas encontra-se entre parénteses.

Os tratamentos com o anti-helmintico, assim como no Experimento I,
tiveram eficacia de aproximadamente 60%. Dentre os animais do grupo
controle que receberam anti-helmintico, os nimeros 416, 210, 353 e 359 foram
tratados respectivamente quatro, trés e duas vezes. Ja para 0 grupo que
recebeu o fungo A. robusta duas vezes na semana os tratamentos se repetiram
mais de trés vezes para os animais 316, 381, 389. Para os animais do grupo 3
(diariamente) apenas os numeros 186 e 406 foram tratados quatro e duas
vezes respectivamente.

Os dados meteorolégicos apresentados na tabela 10 demonstraram que
em relacdo a temperatura média, em ambos os trimestres mantiveram-se entre
21,3 e 24,4°C. Ja em relacao a precipitacao pluviométrica mensal, atipicamente
observou-se a maior precipitacdo no més de julho (172,6 mm). A umidade
relativa do ar manteve-se entre 72 e 77%.
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TABELA 10. Médias mensais de temperatura, precipitagdo pluviométrica
mensal total e média mensal de umidade relativa do ar de fevereiro a julho de
2007.

Precipitacao Umidade
Data Temperatura (°C) pluviométrica relativa

Minima Maxima Média (mm) (%)
Fev/07 18,9 29,3 24,1 108,9 77
Mar/07 19,2 29,7 24,4 49 73
Abr/07 18,8 29 23,9 40,3 76
Mai/07 17,5 27,5 22,5 42,1 74
Jun/07 16,9 27,1 22,0 23,4 73,2
Jul/07 16,2 26,3 21,3 172,6 72,7

Fonte: Departamento de Ciéncias Ambientais — FCA — UNESP, Botucatu — SP.

6. Discussao

A média aritmética do niumero de ovos de estrongilideos dos animais do
experimento | demonstrou que dentre as colheitas realizadas foram poucos os
resultados significativos entre os grupos tratados com os fungos e o grupo
controle. Porém, menor quantidade de tratamentos individuais com anti-
helminticos foi administrada aos animais que receberam o fungo A. robusta,
indicando melhor eficacia do fornecimento desse fungo nematéfago no controle
dos estagios de vida livre dos nematddeos. Logo este foi o fungo escolhido
para a segunda fase experimental, na qual, entdo, testaram-se duas formas de
administragdo, duas vezes por semana ou diariamente. No entanto, no
Experimento Il, em comparacdo ao grupo controle, os esquemas de
administracdo fungica testados com o fungo A. robusta se mostraram pouco ou
totalmente ineficientes. Estes resultados foram similares aos obtidos por Rocha
et al. (2007), também em Botucatu - SP, que, somente em uma das datas de
avaliacao, encontraram contagem de OPG do grupo tratado pelo fungo D.
flagrans significativamente inferior a do grupo controle. Resultados similares
também foram observados por Faessler et al. (2007), em experimento realizado
com ovelhas leiteiras na Suica, em trés diferentes propriedades e por Maingi et
al. (2006) em estudo desenvolvido na Africa do Sul com cabras.

Graminha et al. (2005), no Estado de Sao Paulo, que testaram a eficacia
de outra espécie de fungo, Arthrobotrys musiformis, em ovinos naturalmente
infectados, também nao observaram efeito do tratamento nas contagens de

OPG. Da mesma maneira, Fontenot et al. (2003), nos Estados Unidos, apesar
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de nao terem encontrado diferenca significativa para as médias de OPG,
observaram reducédo da contaminacao do pasto por L3 e na producao de larvas
infectantes em coproculturas do grupo que recebeu o fungo.

Como aparentemente nado houve diferenca na contaminacdo da
pastagem, os animais de todos os grupos, independentemente do experimento
(I ou Il) apresentaram médias de peso similares para cada periodo do estudo,
ja que estiveram expostos a mesma carga de parasitas. Resultados
semelhantes foram encontrados por Rocha et al. (2007), ao testarem o fungo
D. flagrans, durante seis meses, em cordeiras lle de France na mesma regiao e
por Campos (2006), que também n&o encontrou diferenca significativa ao
trabalhar com bovinos e avaliar a eficacia do fungo Monacrosporium sinense,
durante seis meses, em experimento realizado no estado de Minas Gerais,
Brasil.

Em contraste, na Malasia Chandrawathani et al. (2004) obtiveram melhor
ganho de peso dos animais tratados (Santa Inés x Corriedale) com o fungo D.
flagrans em experimento realizado em campo por aproximadamente um ano.
Resultados positivos também foram observados por Araudjo et al. (2007) ao
testarem o fungo Monacrosporium thaumasium na espécie caprina, em regiao
semi-arida do Ceard, onde os animais tratados com o fungo tiveram maior
ganho de peso e a menor carga parasitaria.

Um dos problemas observados no Experimento | esteve relacionado
com a altura da forrageira no momento de introducdo dos animais nos
piquetes. A sua altura ultrapassava 60 cm e em conseqiéncia desse fato os
animais restringiram o pastejo a parte periférica dos piquetes. Isto pode ter
comprometido o ganho de peso dos animais, uma vez que devido ao perfil
comportamental de ovinos Bergamdcia, que sado bastante gregarios, eles
procuram andar em grupo mantendo contato visual. Portanto, o pastejo ndo foi
uniforme tendo havido excesso de forragem no centro dos piquetes.

Ja no experimento Il, realizado na mesma area depois de rocada, os
animais, que eram adultos, pastejaram de forma uniforme os piquetes. Seus
pesos mantiveram-se relativamente constantes e apds o segundo més, iniciou-
se o periodo de coberturas, portanto ao final deste estudo, as ovelhas estavam
no terceiro ou quarto més de gestacdo. Vale salientar, que no segundo
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trimestre desta fase as ovelhas ainda receberam ragédo e silagem duas a trés
vezes por semana para que pudessem manter a condi¢ao corporal.

As médias de volume globular também foram similares nos grupos
independentemente do tratamento com o fungo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Fontenot et al. (2003), Chandrawathani et al. (2004) e Rocha
et al. (2007). Embora nos dois experimentos ndo tenha ocorrido diferenca
significativa entre os grupos, os resultados previamente apresentados
demonstraram que os valores permaneceram no geral dentro dos parametros
fisioldgicos para a espécie (27 a 45% para o VG) (JAIN, 1996).

Considerando-se todo o Experimento |, as temperaturas mensais médias
variaram de 16,2° C a 21,7° C. Segundo Pandey (1937) e Castro et al. (2003) a
temperatura ideal para o desenvolvimento dos fungos no ambiente situa-se
entre 20 e 30° C. Portanto, em grande parte do experimento as temperaturas
mantiveram-se a baixo do ideal para o crescimento adequado e atividade dos
fungos nematéfagos. Essas temperaturas observadas no local do estudo talvez
ndo tenham propiciado o desenvolvimento ideal dos fungos testados. Vale
ainda ressaltar que os fungos utilizados neste ensaio foram isolados na regiao
de Vigcosa — MG, que apresenta condi¢des climaticas térmicas superiores as de
Botucatu. E possivel, que evolutivamente os fungos tenham se adaptado para
proliferar em condigbes ambientais similares as encontradas naquela regiao e
ndao em Botucatu. Quando o fungo Monacrosporium thaumasium, isolado de
Vicosa, foi testado em Sobral, Ceara (Araujo et al., 2007), com temperaturas
médias elevadas, em torno de 26,8° C, apresentou boa eficacia. Os resultados
obtidos sugerem que talvez, apenas fungos adaptados a condi¢des locais
apresentem boa eficacia. Portanto, em estudos futuros, seria interessante isolar
fungos na regido de Botucatu para entdo avalid-los quanto a eficacia como
controle bioldgico.

Outro ponto observado foi aumento dos valores de OPG no segundo
trimestre (setembro a novembro) do Experimento |, o qual coincidiu com o
aumento da precipitacdo pluviométrica e da umidade relativa do ar. Em
consequéncia houve aumento na quantidade de tratamentos com anti-
helmintico. Em relacdo a quantidade total de larvas recuperadas por grupo,
somente em duas colheitas recuperou-se numero superior a 100 Ls/Kg de MS,

entretanto essas foram também no segundo trimestre (em setembro e
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novembro para os grupos 1 e 2, respectivamente). Segundo Amarante e
Barbosa (1995), o pico da contagem de OPG em ovinos ocorre nos meses de
setembro e outubro, corroborando com os achados do presente experimento,
justificando a maior quantidade de tratamentos realizados nos dois meses
citados.

Os dados referentes as larvas correspondem aos encontrados por
Campos (2006) em experimento realizado com bovinos, o qual também
recuperou maior quantidade de larvas nos meses de maior precipitagao pluvial
e o relacionou ao maior numero de amostras colhidas de areas onde se
concentravam as larvas ou estavam mais proximas dos bolos fecais. Além das
possiveis justificativas para os resultados do presente estudo, os animais nao
pastejaram uniformemente e houve concentracdo de fezes em determinados
locais, em especial na parte lateral dos piquetes, ou seja, as amostras colhidas
do tracado em “W” ndo representavam a real distribuicdo das larvas. O
comportamento de pastejo das borregas também pode ter influenciado na
distribuicdo do fungo e consequientemente prejudicado sua atividade predatéria
no pasto, pois como ja é conhecido, ap6s passagem pelo trato gastrintestinal,
os fungos nematéfagos agem no ambiente, utilizando o animal como veiculo
carreador.

Quantidades pequenas recuperadas de larvas (0 a 44 larvas/kg de M.S.)
também foram observadas em trabalho realizado por Maingi et al. (2006) com
caprinos na Africa do Sul no verdo. Os autores também atribuiram o fato, &
altura da forrageira (acima de 60 cm) em alguns locais dos piquetes.

Todos os cultivos de fezes realizados uma vez por més demonstraram
crescimento fungico apds 48 horas. Em uma semana as armadilhas produzidas
por esses agentes ja eram bem visualizadas. Fato este, que comprovou a
sobrevivéncia do fungo a passagem pelo trato gastrintestinal.

Os resultados das coproculturas e identificacao dos vermes obtidos dos
animais tragadores confirmam a predominancia de Haemonchus contortus e
Trichostrongylus colubriformis em ovinos da regido, como ja previamente
relatados por Amarante et al. (2004) e Rocha et al. (2008).

Doses maiores (2 g/10 kg de peso vivo) do que as fornecidas por
Graminha at al. (2005) e Rocha et al. (2007) foram utilizadas em ambos os

experimentos (I e Il), as quais, porém, néo tiveram influéncia na profilaxia das
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helmintoses. Araujo et al. (2006) utilizaram em cabras 20 g/animal e obtiveram
boa reducao (59,3%) na producao de larvas de H. contortus em coproculturas.
Outra questao importante diz respeito a freqiiéncia de administracado semanal
do fungo, duas vezes por semana no experimento I, a qual talvez ndo tenha
sido suficiente para propiciar reducdo na contaminacdo ambiental, como
sugeriu Rocha et al. (2007). Entretanto, na administracdo diaria, realizada no
experimento Il, também nao foi observada eficacia. J& em Sobral — CE, bons
resultados foram obtidos mesmo quando os fungos eram administrados apenas
uma vez por semana ou quinzenalmente para caprinos (ARAUJO et al., 2007).

De qualquer forma, trabalhos realizados em outros paises demonstraram
melhores resultados quando os animais ingeriram diariamente o fungo
nematéfago (CHANDRAWATHANI et al. 2003; FONTENOT et al. 20083;
TERRIL et al., 2004).

No experimento Il, em relagdo a quantidade total de larvas por grupo,
somente em cinco colheitas recuperou-se numero elevado de larvas (>100
Ls/kg de MS), independentemente do grupo avaliado ou parasito identificado.
Entretanto, nos piquetes pastejados pelo grupo que recebeu o fungo
diariamente foi encontrado somente em uma colheita (11/06/07), nuamero
elevado de Ls;. Porém, os piquetes deste grupo apresentaram reducao
significativa no numero de L3 de Trichostrongylus spp. em comparagao com 0s
demais grupos (P<0,05).

No primeiro trimestre do Experimento Il (fevereiro a abril) pode-se sugerir
que a baixa quantidade de larvas recuperada foi devido a diluicao das larvas no
pasto na época de chuva (verao), em seguida ao iniciar o segundo trimestre
(maio a julho) pode-se atribuir o fato, a época da seca ser propicia para 0s
parasitos permanecerem dentro dos animais com o intuito de sobreviverem as
condigdes adversas do ambiente. Entretanto, no més de julho, ultimo més de
experimento, ocorreu atipico aumento na precipitacdo pluviométrica, o que
pode ter diluido as larvas presentes até entao.

Apesar da baixa infestacdo do pasto, os animais permaneciam com alta
carga parasitaria, especialmente no segundo trimestre, o que coincide com a
fase gestacional das ovelhas, quando aumenta a susceptibilidade a verminose
(ROCHA et al. 2004).
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Ao avaliar a quantidade de tratamentos realizados com anti-helmintico,
verificou-se que o grupo tratado com o fungo duas vezes na semana recebeu a
maior quantidade de tratamentos com anti-helminticos do que os outros dois
grupos. Os tratamentos com anti-helminticos tiveram baixa eficacia. Ja4 no
estudo de Maingi et al. (2006), apenas 10% dos animais do grupo que recebeu
o fungo necessitaram de tratamento com anti-helmintico, enquanto que no
grupo controle 50% das cabras foram tratadas.

Vale ressaltar que em ambos o0s experimentos, constataram-se que
alguns animais de cada grupo experimental eram os mais susceptiveis, pois
receberam tratamento anti-helmintico mais de duas vezes. No Experimento |,
no grupo controle (G1), o animal 483 e no grupo que recebeu o fungo D.
flagrans (G2) o animal 460 foram tratados trés vezes, enquanto nenhum animal
do grupo que recebeu o fungo A. robusta (G3) recebeu mais do que dois
tratamentos. J4 no Experimento Il, no grupo que recebeu o fungo A. robusta
diariamente (G3), foi necessario o tratamento apenas do animal 186, trés
vezes, enquanto no grupo controle (G1) e no grupo que recebeu o fungo duas
vezes na semana (G2) foram tratados com anti-helmintico mais de duas vezes,
dois e quatro animais, respectivamente.

Considerando que a resisténcia a verminose € uma caracteristica herdavel
e que animais susceptiveis deveriam ser retirados do rebanho, pois sdo os
principais responsaveis pela contaminacdo da pastagem, é possivel que uma
medida eficiente para controlar as endoparasitoses, seja a identificacdao e
eliminacdo dos animais susceptiveis do rebanho.

Dados correspondentes ao cultivo das fezes para isolamento e
observacado do fungo, assim como para as coproculturas foram semelhantes
aos do Experimento I. Segundo Araujo et al. (2004b), os fungos nematéfagos
predadores formam armadilhas, a intervalos, ao longo da hifa. Essas
armadilhas constituem a resposta do fungo a presenca do nematdédeo ou de
substancias derivadas destes ou de varios outros compostos de origem
biologica. A diferenciagdo da hifa ocorre dentro de 24 horas e numerosas
estruturas de captura podem ser produzidas e entao visualizadas.

Nos dois experimentos, observou-se que a habilidade predatéria dos
fungos, assim como a presenca de estruturas identificadoras foi constatada nos

cultivos de fezes. Este desenvolvimento in vitro, porém, aparentemente, nao
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correspondeu a atividade similar dos fungos na pastagem. Esta observacao
também foi relatada por Paraud et al. (2007). Neste caso, os autores sugeriram
que alguns animais ndo consumiram quantidade suficiente para propiciar a
distribuicdo dos fungos no pasto. Esse nao foi o caso dos Experimentos | e Il,
nos quais observou-se o consumo total dos péletes que eram misturados a
racao.

Estudos em campo realizados com bovinos demonstraram bons
resultados (LARSEN et al., 1996; ALVES et al., 2003; ARAUJO et al., 2004).
Talvez a acdo dos fungos predadores no pasto tenha melhor desempenho nas
fezes bovinas, devido a sua consisténcia e estrutura, ja que conservam o
ambiente Umido e protegido por mais tempo, ou seja, € mais favoravel ao
crescimento e manutencao dos fungos nematéfagos. Este fato ndo ocorre com
as fezes dos ovinos por serem mais secas. Além disso, os cibalos fecais que
sdo pequenos favorecem dessecacdo no caso de exposicdo solar direta, a
menos que estejam em pastagem de maior altura (CARNEIRO e AMARANTE,
2008). Esta observacao também foi descrita por Gronvold et al. (1999).

A taxa elevada de lotagao e o tipo de manejo utilizado nos experimentos
realizados representaram a realidade da ovinocultura da regido. Essas lotacdes
elevadas favorecem a transmissao dos parasitas e por conseqiiéncia, podem
comprometer o desempenho dos animais. Nessas condicdes ambientais e de
manejo, os fungos testados nao propiciaram melhora na profilaxia da

verminose.

7. Conclusoes

Concluiu-se, que apesar de no experimento |, o grupo tratado com o
fungo Arthrobotrys robusta ter recebido menor quantidade de tratamentos anti-
helminticos, o mesmo fungo ao ser avaliado no experimento I, em diferentes
dosagens, nao demonstrou eficacia para a profilaxia das infeccoes causadas
por nematédeos em ovelhas, nas condicoes experimentais do presente estudo.

Estudos futuros, com ajuste de dose, taxa de lotagdo, adequacao de
espécies fungicas nos diversos ambientes, regides e viabilidade, apéds
confeccao dos péletes, sdo necessarios, para que se possa sugerir a utilizacao
do controle biolégico, como método alternativo profilatico das helmintiases de

ovinos.
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Trabalho a ser enviado para a Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria

Avaliacao dos fungos Duddingtonia flagrans e Arthrobotrys robusta para
o controle de nematdédeos gastrintestinais parasitas de ovinos.

Evaluate of the fungi Duddingtonia flagrans and Arthrobotrys robusta to
the gastrointestinal nematode parasites of sheep.

Resumo

O controle biol6gico é uma das alternativas estudadas para a profilaxia das
helmintoses de ruminantes. O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia
dos fungos Duddingtonia flagrans e Arthrobotrys robusta frente as
nematodioses. Trinta borregas da raca Bergamacia, com peso e idade
similares, foram aleatoriamente distribuidas em trés grupos (G1: controle, G2:
Duddingtonia flagrans e G3: Arthrobotrys robusta). Os animais foram mantidos
em pastoreio rotacionado separadamente para cada grupo em seis piquetes de
0,34 hectares. Os péletes com e sem fungos foram misturados em 1 kg de
racdo e administrados duas vezes na semana na dose de 0,2 g/kg de peso
vivo. A cada 14 dias avaliou-se: peso, volume globular (VG), ovos de
estrongilideos por grama de fezes (OPG), coproculturas e larvas infectantes da
pastagem. Nao houve diferenca significativa no peso médio e VG entre os
grupos estudados. O numero médio da contagem de OPG nao diferiu
significativamente entre o grupo controle e os demais, exceto em uma colheita,
quando a média de OPG foi superior no grupo controle em comparagdo com o
grupo que recebeu o fungo D. flagrans e em duas colheitas para o grupo
tratado com o fungo A. robusta. Haemonchus contortus foi a espécie
predominante recuperada de cordeiros tracadores. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos para Ls/kg de matéria seca de forragem.
Entretanto, os animais do G3 foram os que receberam a menor quantidade de
tratamentos com anti-helmintico. O grupo que recebeu o fungo A. robusta foi o
que recebeu menor quantidade de tratamentos anti-helminticos.

Palavra-chave: Helmintos, Fungos nematéfagos, Ovinos.
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Introducao

A ovinocultura nacional tem se expandido nos ultimos anos e um dos
maiores problemas enfrentados pelos criadores sdo as helmintoses
gastrintestinais, que causam retardo no desenvolvimento dos animais, gastos
expressivos com tratamentos profilaticos e curativos e, em casos extremos, a
morte. Os prejuizos econdmicos devido a redugdo na produtividade,
mortalidade e despesas com mao de obra e antiparasitarios sdo as principais
consequéncias das infeccdes (Amarante, 2001).

Alternativas para o controle de nematédeos gastrintestinais tém sido
desenvolvidas e pesquisadas como controle biolégico, principalmente a
utiizacdo de fungos nematéfagos predadores de larvas infectantes na
pastagem (Silva, 2003; Araujo et al., 2004; 2006).

No Brasil foram realizados varios estudos “in vitro” e “in vivo” com fungos
nematéfagos em diferentes espécies (Araujo et al., 1992; Alves et al., 2003;
Castro et al., 2003; Araujo et al.,, 2004; 2006). Mais recentemente, alguns
experimentos foram realizados a fim de avaliar a eficacia do biocontrole para
pequenos ruminantes naturalmente infectados mantidos em pastagem
(Graminha et al., 2005; Araujo et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de fungos nematéfagos
Duddingtonia flagrans e Arthrobotrys robusta na profilaxia das infeccées por

nematddeos gastrintestinais em ovinos criados a campo em Botucatu - SP.

Material e métodos

O experimento foi conduzido na Area de ovinos, do Departamento de
Producdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, localizada
na fazenda Edgardia, da Universidade Estadual Paulista — Campus de
Botucatu, definida pelas coordenadas geograficas 48°24° 43" longitude Oeste
e 22°48 00 de latitude Sul, solo tipo latossolo vermelho escuro, fase arenosa
e temperatura média entre 16 e 22 °C, no periodo de junho a novembro de
2006. A parte laboratorial foi realizada no Departamento de Parasitologia do
Instituto de Biociéncias.

A vegetacdo do local foi de capim Tanzania (Panicum maximum) e a
pastagem foi recém-implantada. A area total utilizada neste estudo foi
subdividida com cerca elétrica em seis piquetes com 0,34 hectares cada. Os
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animais foram mantidos em sistema de pastoreio rotacionado, mudando de
piquete a cada 14 dias.

Inicialmente, foram colhidas amostras fecais de 30 borregas da raca
Bergamacia, nascidas em julho de 2005, as quais apresentaram em média 35
kg. Com base nos resultados das contagens de ovos por grama de fezes
(OPG) (300 OPG em média), as fémeas foram distribuidas aleatoriamente em
trés grupos de dez animais por piquete. G1: controle, G2: tratado com
Duddingtonia flagrans e G3: tratado com Arthrobotrys robusta.

Todas as borregas receberam vacina especifica (Sintoxan® - Merial)
contra clostridiose antes do inicio do experimento.

Os péletes contendo os fungos foram confecionados no Laboratério de
Parasitologia da Universidade Federal de Vicosa — MG e cedidos para o
presente estudo. Foram misturados em 1 kg de racdo e administrados duas
vezes na semana (terca-feira e sexta-feira) em cocho coletivo. A dose fornecida
para cada grupo foi de 0,2 g de péletes para cada quilo de peso vivo. O grupo
controle recebeu ragdo misturada com péletes que nao continham fungo. Foi
disponibilizado para os animais durante toda fase experimental sal mineral
(Nutrumin®, Nutrumin) e agua potavel ad libitum.

As avaliagdes foram realizadas a cada 14 dias. As variaveis analisadas
foram: contagem de OPG, volume globular (VG), peso dos animais, nimero de
larvas infectantes (L3) na pastagem, isolamento de fungos das fezes dos
animais e recuperacao de vermes de cordeiros tracadores.

Amostras fecais foram colhidas em sacos plasticos 20x15 cm diretamente
da ampola retal, individualmente. Posteriormente em caixa de isopor com gelo
foram transportadas para o Laboratoério.

A contagem de OPG foi realizada segundo a técnica de Gordon &
Whitlock (1939). As coproculturas foram realizadas separadamente para cada
grupo, segundo metodologia descrita por Roberts & O’Sullivan (1950). A
identificacdo das larvas infectantes produzidas nas coproculturas foi realizada
de acordo com Keith (1953).

Amostras de sangue foram colhidas através de pungéo de veia jugular em
seringa de 3 mL contendo anti-coagulante (EDTA). Utilizou-se tubo capilar de
hematdcrito para a determinagéao do VG com a utilizagdo de microcentrifuga.
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A fim de evitar mortalidade, os animais foram tratados individualmente
com Fosfato de levamisol (7.5 mg/kg, Ripercol®, Fort Dodge) sempre que
apresentaram VG inferior a 21% (Amarante et al., 1999) e/ou contagem
superior a 5000 OPG. Entretanto, quando o valor de OPG apresentava-se
acima do estipulado, porém o VG permanecia acima de 26%, esperava-se a
proxima colheita para verificar se ainda havia necessidade de tratamento com
anti-helmintico.

Os animais foram pesados em uma balanca digital por ocasido das
colheitas. Apb6s cada pesagem eram reajustadas as doses fungicas para
administracéo oral.

No dia da colheita das amostras fecais e sanguineas, também foram
colhidas amostras da pastagem para a determinacdo do numero de larvas
infectantes de nematddeos gastrintestinais por quilograma de matéria seca
(Ls’kg M.S.). As amostras de capim foram colhidas de cada um dos piquetes
dos modulos seguindo um tracado em forma de “W” (Taylor, 1939). No
laboratério, as amostras foram processadas de acordo com a técnica descrita
por Niezen et al. (1998). A identificacao das larvas foi realizada de acordo com
Keith (1953).

Uma vez por més, 48 horas apds do fornecimento dos péletes por via oral,
foram colhidas fezes dos animais de cada grupo (subdividindo-as em duas
amostras colhidas de cinco animais do grupo para todos os tratamentos)
diretamente da ampola retal. As amostras foram misturadas (1 g da amostra de
cada animal) e dessa mistura foi retirado 2 g, posteriormente colocadas com
auxilio de uma espatula no centro das placas de Petri, com 9 cm de didmetro,
contendo Agar 1% sélido e antibidtico (Cloranfenicol 0,05 g/L). Adicionou-se
sobre as placas uma suspensdo com aproximadamente 3000 L; de
Haemonchus contortus, as quais estavam armazenadas no Laboratério de
Parasitologia. As placas foram vedadas com filme plastico e incubadas em
estufa a 25 °C e observadas semanalmente por um periodo minimo de 21 dias
sob microscépio estereoscépio em objetivas de 10 e 50 x. Verificou-se a
presenca de larvas predadas e estruturas caracteristicas que permitissem
identificar o fungo utilizado em cada grupo, de acordo com as chaves de
identificagao (Cooke & Godfrey, 1964).
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Foram utilizados seis cordeiros tracadores, da raca lle de France, com
idade aproximada de trés meses, com cerca de 20 kg de peso, adquiridos em
setembro de 2006 em uma propriedade localizada em Pratania — SP.

Ao chegarem as instalagdes da UNESP, os animais foram alocados em
duplas, as quais foram separadas aleatoriamente, em baias cimentadas. As
baias eram limpas diariamente e os animais receberam &gua, sal mineral e
feno de Tifton (Cynodon spp.) ad libitum e uma vez por dia recebiam racao
comercial (Ragdo Noel®, Cafenoel 300 g/animal). Os animais também foram
vacinados contra clostridioses (Sintoxan® Polivalente, Merial, 2 mL, via
subcutanea por animal).

Os animais adquiridos das referidas propriedades eram criados no pasto
e, portanto, apresentavam-se naturalmente infectados com nematddeos
gastrintestinais. Para que os mesmos eliminassem as infec¢cdes helminticas foi
administrado Ripercol® (Fosfato de Levamisol, 7.5 mg/Kg, Fort Dodge) e
Valbazen® (Albendazol, 10 mg/Kg, Cobalto, Pfizer) via oral. Exames
coproparasitolégicos posteriores ao tratamento foram realizados para
confirmagéo da auséncia de infecgées helminticas.

Apbs aproximadamente 30 dias de estabulacdo e confirmacao de que os
animais encontravam-se livres de infeccbes helminticas, os cordeiros foram
transportados para a propriedade, onde cada dupla de cordeiros permaneceu
em pastejo com os respectivos grupos (Controle, fungos D. flagrans e A.
robusta), por 28 dias, tempo suficiente para a permanéncia nos dois piquetes
de cada grupo. Apds esse periodo de pastejo, os cordeiros foram estabulados
por 14 dias e ao final deste periodo, abatidos, para que as espécies de
nematodeos fossem identificadas e quantificadas.

A analise estatistica foi casualisada (2 grupos tratados e um grupo
controle). Os dados foram submetidos a analise varidncia com a utilizagdo do
programa Minitab (Versao 11)®. Os dados referentes aos valores de OPG das
ovelhas foram previamente transformados (Log (x+1)). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey e consideradas significativas quando P<0,05.

Em relagcdo ao numero de Ls/kg M.S., os dados de cada género foram

classificados em presenca ou auséncia de larvas na pastagem dos piquetes
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utilizados por cada grupo (dois por grupo) e comparados pelo teste de Qui-

quadrado.

Resultados

O peso médio dos animais teve um pequeno aumento ao longo do
experimento, porém nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre os grupos
(Figura 1). As médias de volume globular (VG %) foram similares, sem

diferenca significativa entre os grupos avaliados (Figura 2).

50 m Controle g D. flagrans = A. robusta

PESO MEDIO (kg)

13/6 27/6 11/7 25/7 8/8 22/8 5/9 19/9 3/10 17/10 31/10 14/11 28/11
DATA DAS COLHEITAS

FIGURA 1. Média aritmética do peso dos animais do grupo controle e dos
grupos que receberam, duas vezes por semana, micélio de Duddingtonia
flagrans ou de Arthrobotrys robusta, no periodo de junho a novembro de
2006. Barras verticais = desvio padrao.

Quanto ao numero médio de ovos por grama de fezes (OPG), observou-
se na colheita do dia 25 de julho (Figura 3) diferenca significativa (P<0,05)
entre o grupo controle (2670 OPG) e o grupo tratado com o fungo Duddingtonia
flagrans (950 OPG). Da mesma forma, nas colheitas do més de agosto (08 e
22) o grupo controle apresentou maiores médias de OPG, 1220 e 1240
respectivamente (P<0,05) do que o grupo que recebeu o fungo Arthrobotrys
robusta (400 e 580 OPG). Na colheita do dia 17 de outubro houve diferenca
significativa (P<0,05) entre os grupos que receberam os fungos D. flagrans
(6240 OPG) e A. robusta (610 OPG). Nas demais colheitas nao houve
diferencas significativas entre esses dois grupos em relagdo as contagens de
OPG.
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FIGURA 2. Média aritmética do volume globular dos animas do grupo
controle e dos grupos que receberam, duas vezes por semana, micélio
Duddingtonia flagrans e Arthrobotrys robusta, no periodo de junho a
novembro de 2006. Barras verticais = desvio padrao.

Larvas infectantes de Haemonchus spp. predominaram nas coproculturas
de todos os grupos e em todas as colheitas (Tabela 1), exceto no dia 14 de
novembro, quando o grupo tratado com o fungo A. robusta, apresentou
percentual mais elevado de Trichostrongylus spp..

Larvas infectantes de Haemonchus spp. foram detectadas nos piquetes
pastejados pelos grupos Controle, D. flagrans e A. robusta, respectivamente,
sete, sete e nove vezes. Nao foi detectada diferenga (P>0,05) entre os grupos.
Em relacdo a Trichostrongylus spp. foram recuperadas L; dos piquetes em
cinco (controle), seis (D. flagrans) e duas (A. robusta) colheitas (Tabela 2).

Em relagéo ao isolamento de fungos nas fezes dos animais, observou-se
nos grupos que receberam os fungos, o crescimento de estruturas
caracteristicas correspondente a cada fungo ja na primeira semana.

Apenas as espécies H. contortus e T. colubriformis foram recuperadas dos

animais tragadores, independentemente do grupo (Tabela 3).
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m Controle 0 D. flagrans & A. robusta

MEDIA OPG

13/6 27/6 11/7 257 88 22/8 59 19/9 3/10 17/10 31/10 14/11 28/11
DATA DAS COLHEITAS

FIGURA 3. Média aritmética do numero de ovos de trichostrongilideos
por grama de fezes (OPG) dos animais do grupo controle e dos grupos
que receberam, duas vezes por semana, micélio Duddingtonia flagrans
e Arthrobotrys robusta no periodo de junho a novembro de 2006. Barras
verticais = desvio padrao.

TABELA 1. Percentual de larvas infectantes de nematédeos gastrintestinais em coproculturas
realizadas com amostras fecais obtidas dos ovinos do grupo controle e dos grupos que
receberam, duas vezes por semana, micélio de Duddingtonia flagrans ou de Arthrobotrys
robusta.

Data Controle D. flagrans A. robusta
Haemonchus Trichostrongylus Haemonchus Trichostrongylus Haemonchus Trichostrongylus
Spp. Spp- Spp- spp- spp- spp-
13/06/06 82 18 94 6 99 1
27/06/06 92 8 94 6 91 9
11/07/06 99 1 95 5 98 2
25/07/06 99 1 98 2 98 2
08/08/06 94 6 98 2 95 5
22/08/06 95 5 96 4 94 6
05/09/06 89 11 93 7 95 5
19/09/06 88 12 92 7 94 6
03/10/06 94 6 99 1 96 4
17/10/06 85 15 91 9 85 15
31/10/06 93 7 72 28 84 16
14/11/06 95 5 70 30 46 54
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28/11/06 76 24 84 64




TABELA 2. Médias aritméticas (+ desvio padrdao) do numero de larvas infectantes
de Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp. por quilograma de matéria seca em
piquetes pastejados pelos animais do grupo controle e pelos animais dos grupos
que receberam, duas vezes por semana, micélio de Duddingtonia flagrans ou de

Arthrobotrys robusta.
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Datas Controle D. flagrans A. robusta

H T H T H T
13/06/06 0 0 0 0 49,5+ 8,1 0
27/06/06 0 0 0 0 33,3+5,2 0
11/07/06 37,8+3,5 6,3+0,6 6,6 £ 0,6 0 22,3 £6,7 0
25/07/06 0 0 0 0 0 0
08/08/06 3,9+0,6 0 23,9+4,6 9,0+1,7 26,3 +2,1 0
22/08/06 43+1.2 6,2+0,6 11,2+1,7 3,8+0,6 0 0
05/09/06 324 +30,9 59+0,6 27,1+21 2,7+0,6 4,9+ 0,6 0
19/09/06 0 0 0 0 0 0
03/10/06 0 0 0 0 54,5+5,2 0
17/10/06 0 0 0 7,1+£0,6 7,2+0,6 6,3+0,6
31/10/06 8,56+0,6 0 9,7+0,6 0 0 0
14/11/06 55,7 £3,2 9,3 +1 48,8 £5,2 5,4+0,6 79+0,6 0
28/11/06 10,2+1,2 17,7 £1 146,1 £10,0 75,0+5,6 35,8 +2,6 58+0,6

H = Haemonchus spp.; T= Trichostrongylus spp.

A eficacia dos tratamentos com anti-helmintico foi de aproximadamente

60%. O grupo tratado pelo fungo A. robusta recebeu a menor quantidade de

tratamentos (Tabela 4).

Oocistos de Eimeria spp. estiveram presentes nas amostras fecais dos

animais de todos os grupos e em todas as colheitas. Ovos de Moniezia spp.

também foram detectados em alguns dos exames realizados.

TABELA 3. Numero de nematddeos em cordeiros tracadores colocados em piquetes
pastejados pelos animais do grupo controle e pelos animais dos grupos que
receberam, duas vezes por semana, micélio de Duddingtonia flagrans ou de
Arthrobotrys robusta. Os tracadores foram mantidos na pastagem com 0s grupos
experimentais de 31 de outubro a 28 de novembro de 2006.

Tracadores Grupo Haemonchus contortus Trichostrongylus

colubriformis
62 Controle 650 550
01 Controle 580 1560
20 D. flagrans 670 1320
02 D. flagrans 1000 1050
33 A. robusta 920 2670
38 A. robusta 840

1610
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TABELA 4. Datas em que os animais do grupo controle e dos grupos que
receberam, duas vezes por semana, micélio de Duddingtonia flagrans ou de
Arthrobotrys robusta, foram tratados individualmente com anti-helmintico.
Experimento com inicio em 13 de junho e término em 28 de novembro de 2006.

Grupo Data N2 animais tratados Total de
tratamentos

CONTROLE 11/09/06 1 (436)
21/09/06 2 (483, 485) 6
05/10/06 1 (483)
19/10/06 2 (483, 436)

D. flagrans 11/09/06 2 (460, 465)
21/09/06 2 (460, 465) 8
19/10/06 4 (460, 486, 479, 470)

A. robusta 21/09/06 1 (458)
05/10/06 1 (458) 2

O numero das ovelhas encontra-se entre parénteses.

Discussao

A média aritmética das contagens de OPG demonstrou que dentre as
colheitas realizadas foram poucos os resultados significativos entre os grupos
tratados com os fungos e o grupo controle. Porém, a menor quantidade de
tratamentos individuais com anti-helminticos foi administrada aos animais que
recebeu o fungo A. robusta. Estes resultados foram similares aos obtidos por
Rocha et al. (2007), também em Botucatu - SP, que, em somente uma colheita,
encontraram contagem de OPG do grupo tratado pelo fungo D. flagrans
significativamente inferior a do grupo controle. Resultados similares também
foram observados por Faessler et al. (2007), em experimento realizado com
ovelhas leiteiras na Suica, em trés diferentes propriedades e por Maingi et al.
(2006) em estudo desenvolvido na Africa do Sul com cabras.

Graminha et al. (2005), no Estado de Sao Paulo, que testaram a eficacia
de outra espécie do fungo Arthrobotrys musiformis, em ovinos naturalmente
infectados, também nao observaram efeito do tratamento nas contagens de
OPG, porém constataram que cordeiros tracadores colocados com o grupo
tratado apresentaram reducdo de aproximadamente 50% no numero de T.
colubriformis, observacées ndo encontradas neste estudo. Da mesma maneira,
Fontenot et al. (2003), nos Estados Unidos, apesar de ndo terem encontrado
diferenga significativa para as médias de OPG, observaram reducdo da
contaminacdo do pasto por L3 e na produgdo de larvas infectantes em

coproculturas.
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Como aparentemente ndo houve diferenca na contaminacdo da
pastagem, os animais de todos o0s grupos, apresentaram médias de peso
similares ja que estiveram expostos a mesma carga de parasitas. Resultados
similares foram encontrados por Rocha et al. (2007), ao testarem o fungo D.
flagrans, durante seis meses, em cordeiras lle de France na mesma regido e
por Campos (2006), o qual também nao encontrou diferenca significativa ao
trabalhar com bovinos e avaliar a eficacia do fungo Monacrosporium sinense,
durante seis meses, em experimento realizado no estado de Minas Gerais,
Brasil.

Em contraste, na Malasia Chandrawathani et al. (2004) obtiveram melhor
ganho de peso para os animais tratados (Santa Inés x Corriedale) com o fungo
D. flagrans em experimento realizado a campo por aproximadamente um ano.
Resultados positivos também foram observados por Araujo et al. (2007) ao
testarem o fungo Monacrosporium thaumasium na espécie caprina em regiao
semi-arida do Ceara. Neste experimento os animais tratados com o fungo
tiveram maior ganho de peso e menor carga parasitaria.

A altura da forrageira no momento de introdugdo dos animais nos
piquetes ultrapassava 60 cm e em conseqUéncia desse fato os animais
restringiram o pastejo a parte periférica dos piquetes. Isto pode ter
comprometido o ganho de peso dos animais, uma vez que devido ao perfil
comportamental de ovinos Bergamdcia, que sado bastante gregarios, eles
procuram andar em grupo mantendo contato visual. Portanto, o pastejo ndo foi
uniforme tendo havido excesso de forragem no centro dos piquetes.

As médias de VG também foram similares nos grupos independentemente
do tratamento com o fungo. Resultados semelhantes foram encontrados por
Rocha et al. (2007), Chandrawathani et al. (2004) e Fontenot et al. (2003).
Embora nédo tenha ocorrido diferenca significativa entre os grupos no presente
trabalho, os resultados previamente apresentados demonstraram que o0s
valores permaneceram no geral dentro da normalidade para a espécie (27 a
45% para o VG) (Jain, 1996).

As temperaturas mensais médias variaram de 16,2 °C a 21,7 °C.
Segundo Pandey (1937) e Castro et al. (2003) a temperatura ideal situa-se
entre 20 e 30 °C. Portanto, em grande parte do experimento as temperaturas

foram desfavoraveis ao bom crescimento e atividade dos fungos nematéfagos.



64

Portanto, as temperaturas mais baixas observadas no local do estudo talvez
nao tenham sido adequadas para o desenvolvimento ideal dos fungos testados.
Vale ainda ressaltar que os fungos utilizados neste experimento foram isolados
na regiao de Vicosa — MG, que apresenta temperaturas superiores as de
Botucatu. E possivel que evolutivamente os fungos tenham se adaptado para
proliferar em condicées ambientais similares as encontradas naquela regiao e
ndao em Botucatu. Quando o fungo Monacrosporium thaumasium, isolado de
Vicosa, foi testado em Sobral, Ceara (Araujo et al., 2007), com temperaturas
médias elevadas, em torno de 26,8 °C apresentou boa eficacia. Os resultados
obtidos sugerem que talvez, apenas fungos adaptados a condi¢cdes locais
apresentem boa eficacia. Portanto, em estudos futuros, seria interessante isolar
fungos na regido de Botucatu para entdo avalia-los quanto a eficacia como
controle bioldgico.

Outro ponto observado foi aumento do OPG no segundo trimestre
(setembro a novembro), o qual coincidiu com o aumento da precipitacao
pluviométrica, da umidade relativa do ar. Em conseqiiéncia maior quantidade
de tratamentos com anti-helminticos foi administrada aos animais. Em relacao
a quantidade total de larvas recuperadas por grupo, somente em duas colheitas
recuperou-se numero elevado de larvas (>100 Ls/Kg de MS), entretanto essas
foram também no segundo trimestre (Em setembro e novembro para os grupos
1 e 2 respectivamente). Segundo Amarante & Barbosa (1995) o pico da
contagem de OPG em ovinos ocorre nos meses de setembro e outubro, o que
estd de acordo no presente experimento e justifica a maior quantidade de
tratamentos realizados nos dois meses citados.

Os dados referentes as larvas correspondem aos encontrados por
Campos (2006) em experimento realizado com bovinos, o qual também
recuperou maior quantidade de larvas nos meses de maior precipitagéo pluvial
e o relacionou a um maior niumero de amostras colhidas de areas onde se
concentravam as larvas ou colhidas mais préximas dos bolos fecais. Além das
possiveis justificativas para os resultados do presente estudo, os animais nao
pastejaram uniformemente e houve concentracao de fezes em determinados
locais, em especial na parte lateral dos piquetes, ou seja, as amostras colhidas
do tracado em W nao representavam a real distribuicdo das larvas. O

comportamento de pastejo das borregas também pode ter influenciado na
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distribuicdo do fungo e consequentemente prejudicado sua atividade predatéria
no pasto, pois como ja é conhecido, ap6s passagem pelo trato gastrintestinal,
os fungos nematéfagos agem no ambiente, utilizando o animal somente como
veiculo carreador.

Quantidades pequenas de larvas (0 a 44 larvas/kg de matéria seca)
também foram observadas em trabalho realizado por Maingi et al. (2006) com
caprinos na Africa do Sul no verdo. Os autores atribuiram o fato & altura da
forrageira (acima de 60 cm) em alguns locais dos piquetes.

Todos os cultivos de fezes realizados uma vez por més demonstraram
crescimento fungico apds 48 horas. Em uma semana as armadilhas produzidas
por esses agentes ja eram bem visualizadas. Fato este que comprova a
sobrevivéncia do fungo a passagem do trato gastrintestinal.

Os resultados das coproculturas e dos vermes obtidos dos animais
tracadores confirmam a predominancia de Haemonchus contortus e
Trichostrongylus colubriformis em ovinos da regido, como ja previamente
relatados por Amarante et al (2004) e Rocha et al. (2008).

Doses maiores (2 g/10 kg de peso vivo) do que as fornecidas por
Graminha at al. (2005) e Rocha et al. (2007) foram utilizadas, porém, nao
tiveram influéncia na profilaxia das helmintoses. Araljo et al. (2006). Outra
questdo importante diz respeito a freqiéncia de administracdo semanal do
fungo, a qual talvez ndo tenha sido suficiente para propiciar reducao na
contaminac¢ao ambiental, como sugeriu Rocha et al. (2007).

De qualquer forma, trabalhos realizados em outros paises demonstraram
melhores resultados quando os animais ingeriram diariamente o fungo
nematéfago (Chandrawathani et al. 2003; Fontenot et al. 2003; Terril et al.,
2004).

A taxa de lotacdo elevada e o tipo de manejo utilizado no estudo
representaram a realidade da ovinocultura da regido, porém as lotacdes
elevadas favorecem a transmissao dos parasitas e por conseqiiéncia, podem
comprometer o desempenho dos animais. Nessas condigées ambientais e de
manejo, os fungos testados nao propiciaram melhora na profilaxia da

verminose.
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Trabalho a ser enviado para a revista Journal of Helminthology

Eficacia do fungo Arthrobotrys robusta administrado em diferentes
dosagens na profilaxia das verminoses em ovelhas criadas em pastagem.

Resumo

O principal problema sanitario da ovinocultura é a verminose, a qual muitas
vezes inviabiliza a criagdo. Alternativas para controle de endoparasitas, como
os fungos nematéfagos, sdo pesquisadas em diversos paises do mundo. No
Brasil apds bons resultados para a espécie bovina, iniciou-se estudos a campo
com ovinos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia do fungo
Arthrobotrys robusta em diferentes dosagens em ovelhas Bergaméacia adultas,
com peso e idades similares, criadas a campo em pastoreio rotacionado. As
ovelhas foram aleatoriamente distribuidas em trés grupos (n=10) onde, o grupo
1 recebeu péletes sem fungo, o grupo 2 recebeu o fungo duas vezes na
semana e o grupo 3 recebeu o fungo diariamente. A dose administrada foi de
29 de péletes para 10 kg de peso vivo misturados em 1 kg de racdo em cocho
coletivo. Avaliou-se quinzenalmente o peso, volume globular e ovos de
estrongilideos por grama de fezes, coproculturas e larvas infectantes
recuperadas da pastagem. N&o houve diferenca significativa para o peso,
volume globular e ovos de estrongilideos por grama de fezes. Haemonchus
contortus foi a espécie predominante recuperada dos cordeiros tracadores no
experimento. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos na
recuperacdo de larvas infectantes de Haemonchus contortus por quilo de
matéria seca. Ja para o Trichostrongylus colubriformis o grupo que recebeu o
fungo diariamente foi significativamento melhor. Concluiu-se que o fungo
Arthrobotrys robusta administrado diariamente foi eficaz na redugédo de Ls
recuperadas da pastagem.

Palavra-chave: Helmintos, Fungos nematéfagos, Ovinos.
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Introducao

O uso indiscriminado de anti-helminticos teve como conseqiéncia a
selecdo de populagdes de helmintos resistentes aos diferentes grupos
quimicos utilizados no tratamento dos ovinos (Boray et al., 1990; Amarante et
al., 1992; Echevarria et al., 1996; Mota et al., 2003). Além disso, os residuos
quimicos destes produtos causam impacto negativo sob o ponto vista
ambiental e de saude publica (Boray et al., 1990).

Frente a esse problema pesquisadores tém estudado métodos
alternativos de controle das endoparasitoses de ovinos, como os fungos
nematéfagos predadores, como o Arthrobotrys robusta. Em geral, as espécies
pertencentes ao género formam conidios blasticos com ramificagbes em até
trés septos, de aproximadamente 300 mm de comprimento, formato ovéide e
proliferacdo na extremidade dos conidiéforos (Zhang et al., 1996).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia do fungo nematoéfago A.
robusta em diferentes dosagens na profilaxia das infecgdes por nematédeos

gastrintestinais em ovinos criados a campo em Botucatu - SP.

Material e métodos

O experimento foi conduzido na Area de ovinos, do Departamento de
Producdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, localizada
na fazenda Edgardia, da Universidade Estadual Paulista — Campus de
Botucatu, definida pelas coordenadas geograficas 48°24° 43" longitude Oeste
e 22°48 00 de latitude Sul, solo tipo latossolo vermelho escuro, fase arenosa
e temperatura média entre 21 e 24,4 °C, no periodo de fevereiro a junho de
2007. A parte laboratorial foi realizada no Departamento de Parasitologia do
Instituto de Biociéncias.

A vegetacao do local foi de capim Tanzéania (Panicum maximum) e houve
pastejo prévio por ovinos. A area total utilizada neste estudo foi subdividida
com cerca elétrica em seis piquetes com 0,34 hectares cada. Os animais foram
mantidos em sistema de pastoreio rotacionado, mudando de piquete a cada 14

dias.
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Os fungos foram confeccionados no Laboratério de Parasitologia, da
Universidade Federal de Vigosa - MG e cedidos para este experimento.

Os fungos foram administrados misturados a ragao, fornecida em cocho
coletivo, que comportava todos os animais lado a lado. Nos periodos criticos
(abril a julho), ou seja, na escassez de forragem, os animais foram
suplementados com silagem de milho (2 kg/ animal) e ou racdo concentrada
produzida no local (1 kg/ grupo).

Foram utilizadas 30 ovelhas, com 2 a 5 anos de idade com peso médio de
52 kg. Os animais foram distribuidos em trés grupos com base em contagens
prévias de OPG (média de 840 OPG). G1: controle, G2: tratado com 2 g de
péletes/10 kg de peso vivo/ 2 vezes na semana (terca-feira e sexta-feira) e G3:
tratado com 2 g de péletes/10 kg de peso vivo/ diariamente. Foi disponibilizado
para os animais durante toda fase experimental sal mineral (Nutrumin®,
Nutrumin) e agua potavel ad libitum.

Todas as ovelhas foram vacinadas contra clostridiose e pasteurelose no
final do periodo experimental com vacina especifica.

Os péletes sem e com fungos foram misturados em 1 kg de racao e
administrados duas vezes na semana (terca-feira e sexta-feira) para os grupos
1 e 2 respectivamente. Ja o grupo 3 recebeu péletes com fungos diariamente.
A dose fornecida para cada grupo foi de 2 g de péletes para cada 10 kg de
peso vivo. As ovelhas foram mantidas em sistema de pastoreio rotacionado,
mudando de piquete a cada 14 dias e submetidas ao manejo reprodutivo usual
do local (monta controlada), com encarneiramento realizado em final de
fevereiro e durante o0 més de marco de 2007 com previsdo de parto para
agosto e setembro.

As avaliagdes foram realizadas a cada 14 dias. As variaveis analisadas
foram: contagem de OPG, volume globular (VG), peso dos animais, numero de
L3 na pastagem, isolamento de fungos das fezes dos animais, recuperacao de
vermes dos cordeiros tracadores e condi¢cdo corporal dos animais (Sanudo &
Sierra, 1986).

Amostras fecais foram colhidas diretamente da ampola retal,
individualmente, acondicionadas e transportadas para o Laboratério. A
contagem de OPG foi realizada segundo a técnica de Gordon & Whitlock
(1939). As coproculturas foram realizadas separadamente para cada grupo,
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segundo metodologia descrita por Roberts & O’Sullivan (1950). A identificacao
das larvas infectantes produzidas nas coproculturas foi realizada de acordo
com Keith (1953).

Amostras de sangue foram colhidas através de pungéo de veia jugular em
seringa de 3 mL contendo anti-coagulante (EDTA) e posteriormente
processadas em laboratério. Utilizou-se tubo capilar de hematécrito para a
determinacao do VG com a utilizacao de microcentrifuga.

Os animais foram tratados individualmente com Fosfato de levamisol (7.5
mg/kg, Ripercol®, Fort Dodge) sempre que apresentaram volume globular
inferior a 21% (Amarante et al., 1999) e/ou contagem superior a 5000 OPG.
Entretanto, quando o valor de OPG apresentava-se acima do estipulado, porém
o VG permanecia acima de 26%, esperava-se a proxima colheita para verificar
se ainda havia necessidade de tratamento com anti-helmintico.

Os animais foram pesados em balanca digital por ocasido das colheitas.
Ap6s cada pesagem eram reajustadas as doses fungicas para administracao
oral.

No dia da colheita das amostras fecais e sanguineas, também foram
colhidas amostras da pastagem para a determinacdo do numero de larvas
infectantes de nematddeos gastrintestinais por quilograma de matéria seca
(Ls/kg M.S.). As amostras de capim foram colhidas segundo metodologia de
Taylor (1939). E processadas de acordo com a técnica descrita por Niezen et
al. (1998). A identificacao das larvas foi realizada de acordo com Keith (1953).

Uma vez por més, apds 48 horas do fornecimento dos péletes por via oral,
foram colhidas fezes dos animais de cada grupo (subdividindo-as em duas
amostras colhidas de cinco animais do grupo para todos os tratamentos)
diretamente da ampola retal. As amostras foram misturadas (1 g da amostra de
cada animal) e dessa mistura foi retirado 2 g, posteriormente colocadas com
auxilio de uma espatula no centro das placas de Petri, com 9 cm de didmetro,
contendo Agar 1% sélido e antibidtico (Cloranfenicol 0,05 g/L). Adicionou-se
sobre as placas uma suspensdo com aproximadamente 3000 L; de
Haemonchus contortus as quais estavam armazenadas no Laboratério de
Parasitologia (Instituto de Biociéncias). As placas foram vedadas com filme
plastico e icubadas em estufa a 25°C e observadas semanalmente por um
periodo minimo de 21 dias sob microscopio estereoscopio em objetivas de 10 e
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50 x. Verificou-se a presenca de larvas predadas e estruturas caracteristicas
que permitissem identificar o fungo utilizado em cada grupo, de acordo com as
chaves de identificacdo (Cooke & Godfrey, 1964).

Foram utilizados seis cordeiros tracadores, da raca Santa Inés, com idade
aproximada de trés meses, com peso médio de 15 kg, adquiridos em uma
propriedade de Botucatu-SP em maio de 2007. Ao chegarem as instalacées da
UNESP, os animais foram alocados em duplas, as quais foram separadas
aleatoriamente, em baias cimentadas. As baias eram limpas diariamente e os
animais receberam agua, sal mineral e feno de Tifton (Cynodon spp.) ad libitum
e uma vez por dia recebiam ragdo comercial (Ragdo Noel®, Cafenoel 300
g/animal). Os animais também foram vacinados contra clostridioses (Sintoxan®
Polivalente, Merial, 2 mL, via subcutanea por animal).

Os animais adquiridos da referida propriedade eram criados no pasto e,
portanto, apresentavam-se naturalmente infectados com nematédeos
gastrintestinais. Para que os mesmos eliminassem as infeccoes helminticas foi
administrado Ripercol® (Fosfato de Levamisol, 7.5 mg/Kg, Fort Dodge) e
Valbazen® (Albendazol, 10 mg/Kg, Cobalto, Pfizer) via oral. Exames
coproparasitolégicos posteriores ao tratamento foram realizados para
confirmagéo da auséncia de infecgdes helminticas.

Apébs aproximadamente 30 dias de estabulacdo e confirmacao de que os
animais encontravam-se livres de infeccbes helminticas, os cordeiros foram
transportados para a propriedade, onde cada dupla de cordeiros permaneceu
em pastejo com os respectivos grupos (Controle, fungos D. flagrans e A.
robusta), por 28 dias, tempo suficiente para a permanéncia nos dois piquetes
de cada grupo. Apds esse periodo de pastejo, os cordeiros foram estabulados
por 14 dias e ao final deste periodo, abatidos, para que as espécies de
nematodeos fossem identificadas e quantificadas.

A analise estatistica foi casualisada (2 grupos tratados e um grupo
controle). Os dados foram submetidos a analise variancia com a utilizagdo do
programa Minitab (Versdo 11). Os dados referentes aos valores de OPG das
ovelhas foram previamente transformados (Log (x+1)). As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey e consideradas significativas quando P<0,05.
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Em relagcdo ao numero de Ls/kg M.S., os dados de cada género foram
classificados em presenca ou auséncia de larvas na pastagem dos piquetes
utilizados por cada grupo (dois por grupo) e comparados pelo teste de Qui-

quadrado.

Resultados

Em relacdo as variaveis avaliadas observou-se que o peso médio dos
animais permaneceu constante (P>0,05) (Figura 1) e que a condigao corporal
(CC) média do grupo variou entre 2,3 e 2,8 em todos os meses de colheita. Os
valores de volume globular (Figura 2) também foram similares nos trés grupos

avaliados ao longo de toda fase experimental (P>0,05).
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FIGURA 1. Média aritmética do peso dos animas do grupo controle e dos
grupos que receberam micélio de Arthrobotrys robusta duas vezes na
semana ou diariamente, no periodo de fevereiro a julho de 2007. Barras
verticais = desvio padrao.

Nao houve diferenga significativa (P>0,05) do numero médio de OPG
entre os grupos (Figura 3). Oocistos de Eimeria spp. foram encontrados em
todas as colheitas e em todos os grupos avaliados. Ovos de Moniezia spp.

também foram detectados em alguns dos exames realizados.
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FIGURA 2. Média aritmética do volume globular dos animas do grupo
controle e dos grupos que receberam micélio de Arthrobotrys robusta duas
vezes na semana ou diariamente, no periodo de fevereiro a julho de 2007.
Barras verticais = desvio padrao.
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FIGURA 3. Média aritmética do numero de ovos de estrongilideos por
grama de fezes (OPG) dos animas do grupo controle e dos grupos que
receberam Arthrobotrys robusta duas vezes na semana ou diariamente,
no periodo de fevereiro a julho de 2007. Barras verticais = desvio padrao.

Em todas as coproculturas realizadas verificou-se que predominara o0s
géneros Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp (Tabela 1).

Em relacdo as Lj recuperadas na pastagem, houve diferenca entre os
grupos (P<0,05) apenas em relagcdo a recuperagao de larvas infectantes de
Trichostrongylus spp., as quais foram recuperadas em menor nimero no grupo
tratado diariamente com fungo. Somente em duas colheitas para o grupo 1 e 2
recuperou-se grande quantidade de larvas infectantes (>100 Lz/kg de matéria
seca), enquanto que o grupo que recebeu o fungo diariamente (Grupo 3) esta

recuperagao ocorreu somente em uma colheita do més de junho (Tabela 2).
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TABELA 1. Percentual de larvas infectantes de nematédeos gastrintestinais em
coproculturas realizadas com amostras fecais obtidas dos animais do grupo controle e dos
grupos que receberam micélio de Arthrobotrys robusta duas vezes na semana ou
diariamente, no periodo de fevereiro a julho de 2007.

Data Controle 2x/semana Diariamente

Haemonchus Trichostrongylus Haemonchus Trichostrongylus Haemonchus Trichostrongylus

spp. spp. spp. spp. spp. spp.
05/02/07 98 2 93 7 97 3
19/02/07 68 32 91 9 87 13
05/03/07 91 9 43 57 89 11
19/03/07 91 9 91 9 82 18
02/04/07 92 8 87 12 88 13
16/04/07 9 4 99 1 97 3
30/04/07 98 2 98 2 95 5
14/05/07 98 2 97 3 98 2
28/05/07 95 5 99 1 97 3
11/06/07 88 12 91 9 9 4
25/06/07 85 15 95 5 94 6
09/07/07 92 8 93 7 94 6
23/07/07 95 5 98 2 9 4

TABELA 2. Médias aritméticas (+ desvio padrdao) do numero de larvas infectantes de
Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp. por quilograma de matéria seca em piquetes
pastejados pelos animais do grupo controle e pelos animais dos grupos que receberam
micélio de Arthrobotrys robusta duas vezes na semana ou diariamente.

Datas Controle 2x/semana Diariamente

H T H T H T
05/02/07 19,1+ 27 0 6,85+9,7 6,85+9,7 32,55+26,7 0
19/02/07 9,35 +£13,2 13,2+7,8 257,55+364,2 99,45+132,6 73,55+£104,0 0
05/03/07 5,15+7,3 13,95+5,3 255,2+360,9 101,95+126,5 52,85+74,7 0
19/03/07  109,05+90,4 10,8%£15,3 88,1+124,6 0 41,8459,1 0
02/04/07 7,3£10,3 14,55+20,6 0 0 0 0
16/04/07 10,1£14,3 0 0 0 7,75%11,0 0
30/04/07 4,145,8 0 6,05+8,6 0 31,75+17,9 0
14/05/07 0 0 0 0 0 0
28/05/07 29,45+18,2 0 8,8t12,4 0 82,65+116,9 0
11/06/07 0 18,85+26,7 0 8,35+11,8 100,15+141,6 7,55+10,7
25/06/07 55,95+79,1 130,5+184,6 10,9%15,4 0 25,55+36,1 0
09/07/07 0 0 0 0 0 0
23/07/07 0 0 0 0 0 0

H = Haemonchus spp., T= Trichostrongylus spp.
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Apenas as espécies H. contortus e T. colubriformis foram recuperadas dos
animais tracadores, independentemente do grupo com o qual os animais foram

colocados (Tabela 3).

TABELA 3. Numero de nematddeos em cordeiros tracadores colocados em piquetes
pastejados pelos animais do grupo controle e pelos animais dos grupos que
receberam micélio de Arthrobotrys robusta duas vezes na semana ou diariamente. Os
tracadores foram mantidos na pastagem com os grupos experimentais de 25 de junho
a 23 de julho de 2007.

Tracadores Grupo Haemonchus contortus Trichostrongylus
colubriformis

22 Controle 470 220
1495 Controle 790 360
B 27 2x/semana 310 250

C6 2x/semana 440 200
Cc29 Diariamente 1010 580

S/N Diariamente 1040 600

Estruturas caracteristicas correspondente ao fungo foram visualizadas ja
na primeira semana m relacao ao isolamento de fungos nas fezes dos animais.
Os animais do grupo que recebeu o fungo A. robusta 2x/semana foram o0s
tratados mais vezes.

Os tratamentos com o anti-helmintico tiveram eficacia de
aproximadamente 60%. Dentre os animais do grupo controle que receberam
anti-helmintico, quatro deles foram tratados mais de duas vezes. J& para o
grupo que recebeu o fungo A. robusta duas vezes na semana os tratamentos
se repetiram mais de trés vezes para tras dos animais. Para os animais do
grupo 3 (diariamente) apenas dois animais foram tratados de mais de duas

vezes.

Discussao

Ao comparar as diferentes dosagens do fungo A. robusta observou-se
pouca ou total ineficicia. Estes resultados foram similares aos obtidos por
Rocha et al. (2007), também em Botucatu - SP, que, em somente uma colheita,
encontraram contagem de OPG do grupo tratado pelo fungo D. flagrans

significativamente inferior a do grupo controle. Resultados similares também
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foram observados por Faessler et al. (2007), em experimento realizado com
ovelhas leiteiras na Suica, em trés diferentes propriedades e por Maingi et al.
(2006) em estudo desenvolvido na Africa do Sul com cabras.

Graminha et al. (2005), no Estado de Sao Paulo, que testaram a eficacia
de outra espécie do fungo Arthrobotrys musiformis, em ovinos naturalmente
infectados, também nao observaram efeito do tratamento nas contagens de
OPG, porém constataram que cordeiros tracadores colocados com o grupo
tratado apresentaram reducdo de aproximadamente 50% no numero de T.
colubriformis. Da mesma maneira, Fontenot et al. (2003), nos Estados Unidos,
apesar de nao ter encontrado diferenca significativa para as médias de OPG,
observaram a reducdo da contaminacdo do pasto por Lz e na producdo de
larvas infectantes em coproculturas.

Como aparentemente ndo houve diferenca na contaminacdo da
pastagem, os animais de todos 0s grupos, apresentaram médias de peso
similares ja que estiveram expostos a mesma carga de parasitas. Resultados
similares foram encontrados por Rocha et al. (2007), ao testarem o fungo
Duddingtonia flagrans, durante seis meses, em cordeiras lle de France na
mesma regido e por Campos (2006), o qual também nao encontrou diferenca
significativa ao trabalhar com bovinos e avaliar a eficacia do fungo
Monacrosporium sinense, durante seis meses, em experimento realizado no
estado de Minas Gerais, Brasil.

Em contraste, na Malasia Chandrawathani et al. (2004) obtiveram melhor
ganho de peso para os animais tratados (Santa Inés x Corriedale) com o fungo
D. flagrans em experimento realizado a campo por aproximadamente um ano.
Resultados positivos também foram observados por Araujo et al. (2007) ao
testarem o fungo Monacrosporium thaumasium na espécie caprina em regiao
semi-arida do Ceara. Neste experimento os animais tratados com o fungo
tiveram maior ganho de peso e a menor carga parasitaria.

Os animais, que eram adultos, mantiveram o peso constante e apds o
segundo més, iniciou-se o periodo de coberturas, portanto ao final deste
estudo, as ovelhas estavam no terceiro ou quarto més de gestacdo. Vale
salientar que no segundo trimestre desta fase as ovelhas ainda receberam
racao e silagem de duas a trés vezes por semana para que pudessem manter

uma melhor condig¢&o corporal.
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As médias de VG também foram similares nos grupos
independentemente do tratamento com o fungo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Rocha et al. (2007), Chandrawathani et al. (2004) e Fontenot
et al. (2003).

Todos os cultivos de fezes realizados uma vez por més demonstraram
crescimento fungico apds 48 horas. Em uma semana as armadilhas produzidas
por esses agentes ja eram bem visualizadas. Fato este que comprova a
sobrevivéncia do fungo a passagem do trato gastrintestinal.

Os resultados das coproculturas e dos vermes obtidos dos animais
tracadores confirmam a predominancia de Haemonchus contortus e
Trichostrongylus colubriformis em ovinos da regido, como ja previamente
relatados por Amarante et al. (2004) e Rocha et al. (2008).

Doses maiores (2 g/10 kg de peso vivo) do que as fornecidas por
Graminha at al. (2005) e Rocha et al. (2007) foram utilizadas, porém, nao
tiveram influéncia na profilaxia das helmintoses. Araujo et al. (2006) utilizou em
cabras 20 g/animal e obteve boa reducao (59,3%) na producéo de larvas de H.
contortus em coproculturas. Nem mesmo a administracao diaria realizada no
experimento |l foi eficaz. Porém, em Sobral — CE, bons resultados foram
obtidos mesmo quando os fungos eram administrados apenas uma vez por
semana ou quinzenalmente para caprinos (Araujo et al., 2007).

De qualquer forma, trabalhos realizados em outros paises demonstraram
melhores resultados quando os animais ingeriram diariamente o fungo
nematéfago (Chandrawathani et al. 2003; Fontenot et al. 2003; Terril et al.,
2004).

Em relacdo a quantidade total de larvas por grupo, somente em cinco
colheitas recuperou-se numero elevado de larvas (>100 Ls/kg de MS),
independentemente do grupo avaliado ou parasito identificado, entretanto nos
piquetes pastejados pelo grupo que recebeu o fungo diariamente foi
encontrado somente em uma colheita (11/06/07) nimero elevado de L3 durante
0s seis meses experimentais. Para este mesmo grupo também foi observado
diferenca significativa (P<0,05) na reducdo de L3 de Trichostrongylus spp.
quando comparados aos demais.

No primeiro trimestre (fevereiro a abril) pode-se sugerir que a baixa
quantidade recuperada foi devido a diluicdo das larvas no pasto na época de
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chuva (verdo), em seguida ao iniciar o segundo trimestre (maio a julho) pode-
se atribuir o fato, a época da seca ser propicia para os parasitos
permanecerem dentro dos animais com o intuito de sobreviverem as condicoes
adversas do ambiente. Entretanto no més de julho, ultimo més de experimento,
ocorreu atipico aumento na precipitacdo pluviométrica, o que pode ter diluido
as larvas presentes até entao.

Apesar da baixa infestacdo do pasto, os animais permaneciam com alta
carga parasitaria, especialmente no segundo trimestre, o que coincide com a
fase gestacional das ovelhas, quando aumenta a susceptibilidade a verminose
(Rocha et al. 2004).

A exemplo dos experimentos realizados, no Quénia, Maingi et al. (2006)
também observou ineficacia do fungo nematéfago (D. flagrans) em cabras.

Ao avaliar a quantidade de tratamentos realizados com anti-helmintico,
verificou-se que o grupo tratado com o fungo duas vezes na semana recebeu a
maior quantidade e que os outros dois grupos, apesar de terem recebido menor
quantidade de tratamentos com anti-helmintico, ndo diferiram entre si. Ja no
estudo de Maingi et al. (2006), apenas 10% dos animais do grupo que recebeu
o fungo necessitou de tratamento com anti-helmintico, enquanto que no grupo
controle 50% das cabras foram tratadas.

Observou-se que a habilidade predatéria dos fungos, assim como a
presenca de estruturas identificadoras foi constatada nos cultivos de fezes.
Este desenvolvimento in vitro, porém, aparentemente ndo correspondeu a
atividade similar dos fungos na pastagem. Esta observacdo também foi
relatada por Paraud et al. (2007). Neste caso, os autores sugeriram que alguns
animais ndo consumiram quantidade suficiente para propiciar a distribuicdo dos
fungos no pasto. Esse néao foi 0 caso do presente estudo no qual observou-se o
consumo total dos péletes que eram misturados a racao.

Estudos a campo realizados com bovinos demonstraram bons
resultados (Larsen et al., 1996; Alves et al., 2003; Araujo et al., 2004). Talvez a
acao dos fungos predadores no pasto tenha um melhor desempenho nas fezes
bovinas, devido a sua consisténcia e estrutura, ja que conservam o ambiente
Uumido e protegido por mais tempo, ou seja, € mais favoravel ao crescimento e
manutencao dos fungos nematofagos. Este fato ndo ocorre com as fezes dos
ovinos que sao mais secas. Além disso, os cibalos fecais que sdo pequenos



83

favorecem a exposicao solar direta e a consequiente dessecacao, a menos que
estejam em uma pastagem alta (Silva, 2007). Esta observagdo também foi
descrita por Gronvold et al. (1999).

Conclui-se que nas condicdes experimentais avaliadas nao houve diferenga
significativa entre os grupos testados.
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CARRIJO MAUAD, J.R. Efficacy of nematophagous fungi Duddingtonia
flagrans and Arthrobotrys robusta at the prophylaxis of sheep
gastrointestinal nematode natural infection. Botucatu, 2008. 100p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Parasitic gastroenteritis is one of the major problems confronted of the sheep
industry. The indiscriminate use of anthelmintics has had as consequence the
resistant selection of helminth population. The use of nematophagous fungi as
biologic control is one of the alternatives strategies to gastrointestinal nematode
infection prophylaxis. The aim of this work was to evaluate the efficacy of the
nematophagous fungi and its use in different doses to the prophylaxis of natural
infection by gastrointestinal nematodes in sheep kept on pasture in Botucatu —
SP, Brazil. The experiment was carried out in two phases: in the first trial, the
comparative efficacy of Duddingtonia flagrans and Arthrobotrys robusta fungi
was evaluated and in the second, two different strategies of administration of A.
robusta fungi. The measurements were: body weight, packed cell volume
(PCV), faecal egg counts (FEC), and numbers of third stage larvae (L3) on
pasture. There were no significant differences regarding body weight and PCV
means between the studied groups of both experiments. The mean FEC did not
differ significantly between the groups at the most of the sample collections,
however, the daily feed A. robusta group (Experiment I) received the smaller
quantity of anthelmintics treatments, so it was the fungi used in the Experiment
Il. Trichostrongylus spp. Lz numbers per kilogram of dry matter was significantly
lower on pasture grazed by the daily treated group with A. robusta fungi.
Haemonchus contortus was the predominant species recovered from the tracer
lambs in both experiments. At the experimental conditions of the study, the
biologic control was not efficient to the helminth prophylaxis in sheep.

Key — words: Helminth, Haemonchus spp., Ruminants, Biological control.
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