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Destruicao delarvas infectantes de Strongyloides venezuelensis pelos fungos
Duddingtonia flagrans, Arthrobotrys robusta e Monacrosporium sinense

Destruction of Strongyloides venezuelensis infective larvae by fungi Duddingtonia flagrans,
Arthrobotrys robusta and Monacrosporium sinense
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RESUMO

Introdugao: Strongyloides venezuelensis tem sido utilizado como um modelo
para estudo da estrongiloidose humana. Métodos: O objetivo deste trabalho
foi comparar a capacidade predatéria dos fungos nematéfagos Duddingtonia
flagrans (AC001), Arthrobotrys robusta (I-31) e Monacrosporium sinense
(SFS3) sobre larvas infectantes (L,) de Strongyloides venezuelensis em
condigGes laboratoriais no meio dgar-dgua 2%. Resultados: Ao final do
experimento, os percentuais de reducdo de L, de Strongyloides venezuelensis
observados foram de: 93% (ACO001); 77,2% (I-31) e 65,2% (SF53).
Conclusdes: Os fungos nemat6fagos foram capazes de capturar e destruir
in vitro as L,, podendo ser utilizados como controladores bioldgicos de
Strongyloides venezuelensis.

Palavras-chaves: Fungos nematofagos. Strongyloides venezuelensis. Controle
bioldgico.

ABSTRACT

Introduction: Strongyloides venezuelensis has been used as a model for
studying human strongyloidosis. Methods: This study aimed to compare the
ability of predatory nematophagous fungi Duddingtonia flagrans (AC001),
Arthrobotrys robusta (I-31) and Monacrosporium sinense (SFS3) and on
infective larvae (L,) of Strongyloides venezuelensis in laboratory conditions
on 2% water-agar medium. Results: At the end of the experiment, the
percentage reductions of Strongyloides venezuelensi L, were: 93% (AC001),
77.2% (1-31) and 65.2% (SFS3). Conclusions: The nematophagous fungi
were able to capture and destroy the L, in vitro and can be used as biological
controllers of Strongyloides venezuelensi.

Keywords: Nematophagous fungi. Strongyloides venezuelensis. Biological
control.

Entre os nematoides, parasitas intestinais de grande impacto na
satde publica e animal, estao os do género Strongyloides'. O nematoide
Strongyloides stercoralis é o causador da estrongiloidose humana,
importante problema médico e social que atinge até 100 milhoes de
pessoas em cerca de 70 paises, sendo a maioria desses localizados em
regioes tropicais e subtropicais da Asia, Africa e America Latina®. O
Strongyloides venezuelensis possui ciclo pulmonar infectando roedores
e possui uma rota de migragao pela via cldssica através da corrente
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sanguinea aos pulmoes e para o intestino delgado, semelhante
ao de Strongyloides stercoralis em humanos. O desenvolvimento
de Strongyloides stercoralis e Strongyloides venezuelensis ocorre
no ambiente (ciclo de vida livre) e no hospedeiro (ciclo de vida
parasitdria). A fase parasitdria inicia-se com a penetragio das larvas
filaridides (Ls) através da mucosa e da pele, e chegam ao intestino
delgado onde atingem a maturidade. O parasita é eliminado através
das fezes do hospedeiro na forma de ovos e/ou larvas rabditdides.
Essa via de infecgo ¢ similar a vdrios geo-helmintos que infectam
0 homem, tais como Ancylostoma duodenale e Necator americanus’.
Pesquisas demonstram que Strongyloides venezuelensis tem sido
utilizado para padronizar novas técnicas imunolédgicas, com a
finalidade de se aperfeigoar o diagnéstico da estrongiloidose humana*.

A estrongiloidose é uma infec¢do causada pelo contato do
individuo com as L, presentes no ambiente, podendo ser facilmente
evitada pelo tratamento adequado do material fecal. Segundo
Paulino e cols®, tal processo constitui um dos problemas sanitdrios
de maior importéincia. Sendo assim, medidas alternativas de controle
sao importantes e, dentre elas, estio o uso de fungos nematofagos
presentes no meio ambiente, como uma alternativa viavel e cuja
acdo estd concentrada no ambiente fecal e direcionada ao combate
dos ovos, e o uso das larvas infectantes dos geo-helmintos®.

Diversos antagonistas naturais de nematoides, entre eles,
bactérias, virus, protozodrios, besouros, dcaros e fungos, sao descritos
como controladores bioldgicos em potencial’. Contudo, os fungos
nematofagos tém apresentado resultados promissores no combate
aos geo-helmintos presentes no ambiente contaminado. As espécies
de fungos nematéfagos Duddingtonia flagrans, Arthrobotrys robusta
e Monacrosporium sinense sao identificadas como predadoras e
tém sido estudadas como agentes controladores biolégicos de
nematoides potencialmente zoondticos, entretanto, podem existir
diferengas no mecanismo de agao desses fungos sobre os distintos
géneros de nematoides®, por isso a necessidade de mais estudos.

O objetivo deste trabalho foi comparar a capacidade predatéria
in vitro, dos fungos das espécies Duddingtonia flagrans, Arthrobotrys
robusta e Monacrosporium sinense sobre larvas infectantes de
Strongyloides venezuelensis.

Foram utilizados trés isolados de fungos nematéfagos, um de
Duddingtonia flagrans (AC001), um de Arthrobotrys robusta (I-
31) e um de Monacrosporium sinense (SFS3). Esses isolados sao
oriundos de solo do Brasil, nalocalidade de Vigosa na zona da mata
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de Minas Gerais, e sao provenientes do Laboratério de Parasitologia da
Universidade Federal de Vigosa. Os fungos foram mantidos em tubos de
ensaio a 4°C, contendo corn-meal-dgar 2% e no escuro durante 10 dias.
Apds o crescimento dos isolados, novos discos de cultura de 4mm de
didmetro foram transferidos para placas de Petri de 9,0cm de didmetro
contendo 20mL de agar-dgua 2% (AA 2%) onde foram acrescidos
de ImL de 4gua destilada contendo 1.000 larvas de Panagrellus sp,
nematoide de vida livre, diariamente durante um perfodo de 21 dias
para indugdo da formagao de conidios fungicos. Quando se observou
o completo desenvolvimento fungico, SmL de 4gua destilada foram
adicionados a cada placa de Petri, sendo que os conidios e fragmentos
miceliais foram removidos segundo a técnica descrita por Aragjo e cols’.

Coproculturas realizadas com fezes de camundongos da
linhagem AKR/]J experimentalmente infectados com Strongyloides
venezuelensis foram colocadas em aparelho de Baermann modificado
paraarecuperagao dasL,"’. Alinhagem de Strongyloides venezuelensis
utilizada neste estudo vem sendo mantida em camundongos AKR/]J,
com passagens sucessivas desde 1987 em condigdes laboratoriais''. A
seguir, realizou-se o teste de predagao em superficie de placas de Petri
de 9cm de didmetro preenchidas com AA 2% de acordo com técnica
modificada por Mota e cols'*. Foram formados quatro grupos, trés
grupos tratados com os fungos e um grupo controle (sem fungos).
Nas placas de Petri, foram vertidos 0,1mL de solugdao contendo
5 x 10° conidios por ml (500 conidios) de cada fungo AC001, I-31,
SF53 e SO0L, de Strongyloides venezuelensis em cada grupo tratado.
As placas do grupo controle receberam apenas S00L, de Strongyloides
venezuelensis na superficie das placas de Petri. Foram realizadas seis
repeticoes para cada grupo. Durante sete dias, a cada 24h, 10 campos
aleatérios de 4mm de didmetro em cada placa dos grupos tratados
e controle foram observados em microscopio dptico em objetiva de
10x, contando-se o nimero de L, nao predadas. Ao final de sete dias,

foram recuperadas as L, nio predadas do contetido das placas de Petri
através do aparelho de Baermann com dguaa 42°C. Amédiade L, de
Strongyloides venezuelensis recuperadas foi calculada. Os dados foram
interpretados estatisticamente pela andlise de varidncia em niveis de
significAncia de 5% de probabilidade.

Aceficiéncia de predagao de L, em relagao ao controle foi avaliada
pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade. Posteriormente,
o percentual de redugio da média de L, foi calculado de acordo com
seguinte equagao:

% Redugao = (média de L, recuperadas do controle — médias de L, recuperadas do tratamento)

média de L, recuperadas do controle

No presente ensaio in vitro, os isolados dos fungos predadores de
nematdides testados, Duddingtonia flagrans (AC001), Arthrobotrys
robusta (1-31) e Monacrosporium sinense (SFS3) foram capazes de
predar as L, de Strongyloides venezuelensis. Comparando a captura e
destruigao de L, de Strongyloides venezuelensis nas placas de Petri dos
grupos tratados com os isolados AC001, I-31 e SFS53, durante sete
dias a cada 24h foi observado que nio houve diferenca (p > 0,05),
conforme descrito na Tabela 1. Diferenca (p < 0,05) foi observada
entre as médias de L, de Strongyloides venezuelensis nao predadas por
campo de 4mm de didmetro das placas do grupo controle em relagao
asmédias de L, registradas nas placas dos grupos tratados com fungos
durante todo o experimento.

Foram observados os seguintes percentuais de redugao de L,
de S. venezuelensis: 93% (ACO001); 77,2% (I-31) e 65,2% (SES3).
A presenga das L, de Strongyloides venezuelensis nas placas de Petri
contendo AA2% foi essencial para a formagao das armadilhas pelos
isolados fingicos, uma vez que, esse meio de cultura é pobre em
nutrientes (Figuras 1A e B). Nas placas do grupo controle, apenas
foram observadas a presenga de L, de Strongyloides venezuelensis.

TABELA 1 - Média didria e (+) desvios padrao de larvas infectantes (L,) nao predadas de Strongyloides

venezuelensis durante o periodo de sete dias nos grupos tratados com os fungos (AC001, I-31, SF53) e

grupo controle (sem fungo).

Tempo (dias)
Fungos 1 2 B 4 S 6 7
ACO001 1,6°+0,8 1,3*+0,69 1,1A£02 08%+0,7 0,6+0,5 05+06 03°+0,6
1-31 224409  1,9%412  10°%£0,6  09°:0,6 08106 0505  044£0,7
SES3 2,88+ 1,2 2 11l 1,44+ 0,8 1,24+ 0,6 1,04+ 0,5 0,64+ 0,6 0,6°+0,8
Controle  11,6°+8,5 11,6°+8,1 9,5°+48  85°+32  90°:30 82423  57°%37

Médias seguidas pela mesma letra maitiscula nas linhas nao diferem estatisticamente (p>0,01) - Teste de Tukey.
ACO001: Duddingtonia flagrans, 1-31: Arthrobotrys robusta, SES3: Monacrosporium sinense.

FIGURA 1A/B - Larvas infectantes (L,) de Strongyloides venezuelensis
(seta branca) e armadilhas de fungos nematéfagos (seta preta) aos setes dias.

390



Rev Soc Bras Med Trop 44(3):389-391, mai-jun, 2011

A comprovagio da predacio foi verificada pelas médias de L,
de Strongyloides venezuelensis recuperadas por meio do método de
Baermann no sétimo dia ao final do experimento (Figura 2).
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FIGURA 2 - Nimero de larvas infectantes (L3) de Strongyloides venezuelensis
nao predadas recuperadas no sétimo dia do meio Agar-agua 2% pelo método de
Baermann dos tratamentos ap6s interagao dos isolados fungicos 0 Duddingtonia

flagrans(AC001).0 Arthrobotrysrobusta (I-31). B Monacrosporiumsinense(SF53)
e lgrupo controle. Barra representa o desvio padrao.

Fungos nematéfagos possuem capacidade de destruir as L,
de geo-helmintos, com destaque para as espécies Duddingtonia
flagrans, Arthrobotrys robusta e Monacrosporium sinense®. Todavia,
a capacidade predatdria dessas espécies nunca tinha sido testada
sobre L, de Strongyloides venezuelensis. Além disso, poucos trabalhos
tém mencionado a atividade predatoria in vitro de diferentes fungos
nematéfagos sobre larvas de nematdides do género Strongyloides,
constituindo a necessidade de maiores pesquisas. Em relacao
a sua nutrigio, esses fungos nao sio exigentes. Segundo Eren e
Pramer", o fornecimento periédico de nematoides aos fungos em
meio de cultura pobre em nutrientes, reduziria o seu crescimento
saprofita. Dessa forma, no presente trabalho foi utilizado o meio
AA 2%, meio pobre em nutrientes, com a intencdo de reduzir o
crescimento saprofita dos isolados fungicos utilizando apenas as L,
de Strongyloides venezuelensis como fonte de nutri¢ao. Por outro lado,
quanto maior a mobilidade dos nematoides, maior o estimulo ao
fungo para a produgao de armadilhas. No presente estudo, este fato
foi observado, uma vez que, a formagao de armadilhas e predagao
das L, pelos isolados fingicos foram visualizadas logo na primeira
observacio, ocorrido ap6s 24h de interagéo.

Em trabalho recente, Braga e cols® registraram que em meio de
cultura AA 2% o fungo Duddingtonia flagrans demonstrou maior
atividade predatoria (80,3%) sobre L, de Angiostrongylus vasorum em
relagdo aos demais isolados utilizados, Monacrosporium thaumasium
(74,5%) e Arthrobotrys robusta (71,8%). Estes resultados estio de
acordo com o presente trabalho, uma vez que a maior atividade
predatéria in vitro observada ao final do experimento sobre L, de
Strongyloides venezuelensis foi para o isolado fingico de Duddingtonia
flagrans (AC001) em meio AA 2%. No entanto, faz-se necessdrio a
realizagao de mais pesquisas que possam demonstrar a interagao
destes e de outros fungos nematofagos sobre L, de nematoides
gastrintestinais ajudando na sua diminui¢ao ambiental e, por
conseguinte nas infecgoes.

Concluiu-se que os fungos Duddingtonia flagrans (AC001),
Arthrobotrys robusta (I-31) e Monacrosporium sinense (SFs3)
tém atividade predatéria sobre larvas infectantes Strongyloides
venezuelensis e, possivelmente, constituem uma alternativa de
controle biolégico das L, desse nematoide.
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