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Resumo

VIEIRA, Juliana Nunes. Suscetibilidade de fungos nematéfagos a farmacos
antiparasitarios. 2012. 50f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacgao
em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas - RS.

O rapido desenvolvimento de resisténcia de parasitos do trato gastrintestinal a anti-
helminticos tem demonstrado limitada eficiéncia desse método para o controle de
determinadas endoparasitoses em ruminantes, incentivado assim, pesquisas com
métodos alternativos de controle parasitario. A utilizacdo de compostos quimicos no
tratamento anti-helmintico de animais, em associacdo com fungos nematofagos
usados no controle biologico, é uma estratégia que vem se mostrando eficaz para a
reducdo da densidade populacional de nematédeos nos animais de producao e pouco
se sabe sobre seu emprego simultaneo. Este trabalho teve por objetivo verificar,
através da Concentragao Inibitéria Minima (CIM), a suscetibilidade in vitro dos fungos
nematofagos Arthrobotrys oligospora, Duddingtonia flagrans, Paecilomyces
fumosoroseus, Paecilomyces lilacinus, Paecilomyces marquandii e Paecilomyces
variotii aos antiparasitarios albendazol, tiabendazol e ivermectina (100%), levamisol
(7,5%) e closantel (10%). As CIMs variaram de 4 a 0,031ug/mL para albendazol,
tiabendazol e ivermectina, de 0,937 a 0,117ug/mL para o levamisol e de 0,625 a
0,039ug/mL para o closantel, dependendo do fungo testado. Os resultados mostram
gue todos os antiparasitarios testados tiveram efeito inibitério in vitro sobre os fungos
nematofagos, podendo comprometer suas acBes como bioagentes de controle
biologico.

Palavras-chave: Controle Biol6gico, Teste de suscetibilidade, Antiparasitarios,

Fungos nematéfagos.



Abstract

VIEIRA, Juliana Nunes. Susceptibility of nematophagous fungi to antiparasitic
drugs. 2012. 50f. Dissertation (Master in Science) — Postgraduate Program in
Parasitology. Federal University of Pelotas, Pelotas — RS.

The rapid development of resistance to gastrointestinal parasites anthelmintics has
shown the limited efficiency of this method in the suppression of endoparasitoses in
ruminants, and has furthered research in alternative control methods. The use of
chemicals in animal anthelmintic treatment, in association with nematophagous fungi
used for biological control, is a strategy that has proven to be effective in reducing the
nematode population density of farm animals. This study aims to verify the in vitro
susceptibility of the nematophagous fungi Arthrobotrys oligospora, Duddingtonia
flagrans, Paecilomyces fumosoroseus, Paecilomyces lilacinus, Paecilomyces
marquandii and Paecilomyces variotii against the antiparasitic drugs albendazole,
thiabendazole, ivermectin (100%), levamisole (7.5%) and closantel (10%) by using the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC). MICs ranged between 4 and 0,031pg/mL for
albendazole, thiabendazole and ivermectin, between 0,937 and 0,117ug/mL for
levamisole, and between 0,625 and 0,034 for closantel. The results obtained showed
that all antiparasitic drugs tested had an in vitro inhibitory effect on nematophagous
fungi, being able to jeopardize the fungus action as a biological control bioagent.

Key-words: Biological control, Susceptibility test, Antiparasitic, Nematophagous fungi.
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1. INTRODUCAO

O parasitismo causado por nematddeos gastrintestinais € reconhecido
mundialmente como fator limitante na criacdo de ruminantes, e sao frequentes o0s
relatos de morbidade e mortalidade desses animais devido aos quadros tipicos de
verminoses. O controle de endoparasitos dos animais de producao, geralmente, é
realizado pelo uso de anti-helminticos pertencentes a diferentes grupos quimicos
(SILVA et al., 2009; VIEIRA et al., 2009).

O uso intensivo desses farmacos € o fator mais importante para o surgimento da
resisténcia parasitaria. Isto é agravado devido a facilidade que o produtor tem em
adquirir tais medicamentos, somado a administracdo, muitas vezes errbnea, dos
mesmos. (MOLENTO, 2004). Com isso, o rodizio de principios ativos € aleatorio e, as
vezes, realizado com intervalos muito curtos, em épocas ou em categorias animais
inadequadas e, até mesmo, contra uma espécie de helminto pouco sensivel ao
medicamento. Medidas preventivas baseadas nestas informac6es podem contribuir
para a reducdo na frequéncia de tratamentos quimicos e, quando associadas a outras
formas de controle, podem reduzir a dependéncia aos anti-helminticos (BARGER,
1999).

Com isso, o controle biolégico com fungos nematofagos pode ser empregado para
diminuir populagbes de parasitos, jA que estes sdo seus antagonistas naturais. A
administracdo desses fungos aos animais de producdo é considerada uma
promissora alternativa na profilaxia das helmintoses gastrintestinais (GIROTO et al.,
2008). Dentre as vérias vantagens do controle biolégico com fungos nematéfagos
estd 0 seu sinergismo com o controle quimico, o que proporciona uma maior
abrangéncia e atuacdo sobre as formas infectantes presentes nas fezes, bem como
sobre os helmintos adultos que estédo parasitando o animal (RIBEIRO, 2003; BRAGA
et al., 2008).

Entretanto, estudos com fungos entomopatogénicos tém demonstrado que o0s

produtos quimicos utilizados para o controle de pragas podem também ter efeitos
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antagonicos sobre a atividade inseticida/acaricida destes fungos, quando presentes
no agroecossistema (OLIVEIRA et al, 2002). A inexisténcia de estudos de
compatibilidade de formula¢cdes quimicas com fungos nematofagos, assim como a
auséncia de uma metodologia padronizada para este tipo de teste, estimulou a
realizagdo do presente estudo. Acredita-se que o conhecimento da compatibilidade
destes produtos sobre o desenvolvimento dos fungos é essencial para os programas
de controle integrado de parasitoses em animais. Desta forma, este trabalho teve por
objetivos:

- adaptar a técnica de microdiluicio em caldo utilizada como antifungigrama e
preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), para farmacos
antiparasitarios;

- verificar a atividade in vitro de farmacos preconizados para o tratamento anti-
helmintico de animais de producado, sobre os fungos utilizados no controle biolégico
de nematddeos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Parasitoses gastrintestinais em ruminantes

O parasitismo gastrintestinal por nematdédeos € fator limitante nos sistemas de
producdo de animais criados a campo (JOBIM et al., 2008). As infeccbes por
nematodeos tém importancia econémica mundial na criagcdo de animais domeésticos e
de producao, em funcéo de limitar a producéo de leite, reduzir o ganho de peso, além
de comprometer o desempenho reprodutivo e o sistema imunolégico dos hospedeiros
(SOUSA et al., 2008). As consequéncias das helmintoses gastrointestinais dependem
do nimero e das espécies de ovos e larvas a que o animal é exposto, assim como a
quantidade de parasitos que se estabelecem em seu trato gastrintestinal (WALLER,
2005).

Os animais jovens sao mais suscetiveis do que os adultos, que sdo menos
predispostos devido a imunidade estabelecida pelas infec¢des anteriores (AHID et al.,
2008; COSTA et al., 2011). Por outro lado, a infec¢cdo dos animais é dependente de
uma serie de fatores que muitas vezes se inter-relacionam, nos quais se incluem os
efeitos das condi¢des climéticas, que irdo determinar a taxa de contaminacdo da
pastagem, o comportamento de pastejo dos animais, infecgbes prévias e o estado
fisiol6gico dos mesmos (WALLER, 2005). Sotomaior e Soccol (1998) ressaltam que o
manejo com a superlotacdo na criacdo de ruminantes contribui para o alto indice de
larvas nas pastagens e é uma fonte de constante contaminacdo. De acordo com 0s
trabalhos realizados em diferentes regides do Brasil, na esta¢cdo chuvosa ocorre maior
disponibilidade de larvas infectantes nas pastagens (ARAUJO et al., 2007). O nimero
de helmintos presentes nos animais € maior no periodo seco do que no chuvoso
observando, portanto, uma relacdo inversa entre o numero de larvas infectantes nas
pastagens e o numero de larvas adultas nos animais.

Os programas de controle estratégico e integrado de parasitoses de ruminantes,

que tém sua base no conhecimento epidemiolégico em nivel regional, ou mesmo
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local, vém demonstrando resultados satisfatorios e vantagens - de carater econémico
e ambiental - frente ao tratamento profilatico frequentemente utilizado pelos
produtores em seus rebanhos. Assim, para a maioria das regides, o controle
estratégico dos helmintos com trés dosificacbes no periodo seco € uma forma
eficiente de controle das verminoses dos ruminantes, ja que elimina e/ou reduz a
populacdo contaminante presente no animal, contribuindo para a reducdo da
guantidade de larvas infectantes disponiveis para infeccéo e re-infeccdo (PEREIRA et
al., 2008).

Como o aumento da produtividade do rebanho normalmente € uma meta, o
controle das parasitoses torna-se um fator fundamental para o alcance dos objetivos
do produtor (WALLER, 1999; LARSEN, 2002; MOLENTO, 2004). Os ruminantes
podem ser parasitados por diversas espécies de nematddeos estrongilideos, sendo
0S principais: Haemonchus; Trichostrongylus; Cooperia; Ostertagia;
Oesophagostomum e Strongyloides (AMARANTE, 1997; URQUHART et al., 2008;
VIEIRA et al., 2009).

O helminto Haemonchus contortus € um nematédeo cujo controle apresenta
importancia econdmica por ser, habitualmente, o que prevalece em ruminantes, além
de apresentar elevado potencial biético e alta intensidade de infeccdo. Além disso, é
um parasito hematéfago, de grande patogenicidade, responséavel por quadro clinico
severo de anemia, sendo considerado o endoparasito que causa 0S maiores prejuizos
econdmicos para a cadeia produtiva (ARO et al., 2006; VIEIRA et al., 2009). A rapidez
com que cepas deste parasito adquirem resisténcia aos farmacos antiparasitarios faz
com que o controle do mesmo seja cada vez mais dificil (VERISSIMO; CATELLI,
2008).

Outro parasito de grande importancia € o nematodeo Trichostrongylus spp, o qual
esta presente em praticamente todas as criagbes de ruminantes. Este parasito do
intestino delgado lesa as criptas da mucosa intestinal, provocando hemorragia e
perda de proteinas, tendo como sintomas caracteristicos de infeccdo: anorexia,
diarréia enegrecida, por vezes fétida, e edema submandibular.

Espécies de Ostertagia também sado freqlientemente encontradas em companhia
de outros tricostrongilideos que residem no intestino delgado. Esse parasitismo
associado resulta na incapacidade do animal em atingir peso adequado, ocasiona
inapeténcia, cansaco, diarréia e, nos estagios mais adiantados, hipoproteinemia com

resultante edema ventral. Patologicamente produzem gastrite caracterizada por
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infiltrado inflamatorio crénico (linfocitos e plasmécitos), e lesbes macroscopicas na
mucosa do abomaso. Os ruminantes também sdo parasitados por espécies de
Cooperia que causam lesdes semelhantes as produzidas pelo Trichostrongylus spp.,
porém as mais evidentes se encontram no duodeno. O género Strongyloides, parasito
comum do intestino delgado de animais jovens, também merecem atencdo. O ciclo
evolutivo desta espécie difere dos demais nematddeos, pois constitui a transicao
entre o ciclo de vida livre e o de vida parasitaria. Sua transmissao aos hospedeiros
ocorre principalmente pela penetracdo ativa da larva infectante na pele, ingestdo de
pastagens contaminadas, e pela via galactogénica. JA no intestino grosso dos
ruminantes, o género mais patogénico encontrado € Oesophagostomum. As larvas
desta espécie penetram nas paredes do tubo intestinal provocando reacdes teciduais
com consequente formacdo de nddulos. Estes nddulos podem acarretar invaginacao
e estenose das algas intestinais, assim como atonia devido a rigidez das paredes do
intestino. Algumas larvas, apds penetrarem na parede intestinal, caem na corrente
sangilinea e sdo levadas para varios 6rgaos causando nodulos no figado, pulmdes,
linfonodos mesentéricos e outros. JA os adultos sdo menos patogénicos e nao sdo
hematofagos, alimentando-se da camada superficial da mucosa e do contetdo
intestinal (BUZZULINI, 2006; URQUHART et al.,2008).

A imunidade dos animais desempenha papel importante na resisténcia as
verminoses, assim como fatores etarios, raciais, individuais, e de condicao fisiol6gica,
interferem com a resposta do hospedeiro contra os parasitos (AMARANTE, 2008).
Além disso, os esquemas de controle estratégico ou integrado preconizam praticas de
manejo e de aplicacao de antiparasitarios que visem minimizar a pressao de selecéo
de parasitos resistentes aos farmacos utilizados (MOTA et al., 2003; CEZAR et.al.,
2011).

2.2 Farmacos antiparasitarios

Diversos programas de controle antiparasitario vém sendo desenvolvidos com o
objetivo de minimizar os efeitos adversos das endoparasitoses na producao extensiva
de ruminantes. Entre eles, pode-se destacar o uso de compostos anti-helminticos que
tém focado a diminuigéo de larvas infectantes na pastagem por meio da diminui¢éo da
populacdo de parasitos adultos nos animais (SANTOS, 2008; PEREIRA et al., 2008).

Entretanto, apesar dos antiparasitarios serem utilizados como uma das principais
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ferramentas, seu uso possui algumas limitagBes, tais como: residuos de compostos
quimicos em produtos animais, efeitos tdéxicos em organismos nao alvos no meio
ambiente, e resisténcia anti-helmintica (JOBIM et al., 2008). Segundo Kelly e Hall
(1979) e Coles et al. (2006) a resisténcia pode ser definida como um aumento da
habilidade das cepas de parasitos em resistir ou sobreviver as doses de um
determinado principio ativo. O uso intensivo de anti-helminticos, a aplicacdo de
subdoses, diagndsticos incorretos e a falta de rotatividade de bases farmacolodgicas,
tém provocado um sério problema sanitario, que é a resisténcia de nematddeos aos
farmacos (SOUSA et al., 2008).

A resisténcia de helmintos aos anti-helminticos em ovinos e caprinos é frequente
no sistema de producéo, todavia, 0 mesmo nao acontece com helmintos de bovinos,
existindo um nuamero menor de relatos. Porém, isto ndo € indicativo de que os
parasitos dessa espécie apresentem uma menor densidade genética para a
expressao da resisténcia, mas sim, a menor frequéncia de tratamentos a que sao
submetidos (PAIVA et al., 2001).

O uso de compostos quimicos varia de acordo com a localidade e existem
técnicas estratégicas de controle das verminoses para aumentar a produtividade e
diminuir o nivel de mortalidade dos animais. Os tratamentos periédicos com
antiparasitarios nos animais séo, por vezes, realizados sempre nas mesmas épocas
do ano, ndo respeitando a epidemiologia dos parasitos, e esta pratica, quando aliada
a rapida rotacdo de compostos quimicos, contribui para o problema da resisténcia
parasitaria (MOLENTO, 2000). A adocao de esquema estratégico de controle deve
ser baseada em estudos epidemioldgicos, que consistem em administrar anti-
helminticos quando os parasitos estdo em menor nimero na pastagem, ou em
épocas em que o clima proporcione as piores condigcbes de sobrevivéncia dos
estagios de vida livre dos mesmos. Dessa maneira evitam-se as vermifugacoes a
curtos intervalos, fator importantissimo no aumento da frequéncia de uma populacéo
de nematddeos resistentes aos anti-helminticos (VIEIRA; CAVALCANTE, 1999).

Poucos produtores realizam esquema racional de alternancia de farmacos anti-
helminticos. Como consequéncia, o uso inadequado desses compostos seleciona
parasitos que possuem a capacidade natural de resistirem a esses quimioterapicos
(SOUSA, 2009). A resisténcia multipla de nematédeos gastrintestinais de ruminantes
as trés principais classes de farmacos com acdo em endoparasitos
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(avermectinas/milbemicinas, benzimidazéis e imidazotiaz6is) tem se tornado um
problema comum ao redor do mundo (COLES et al., 2006; CEZAR et al., 2011).

Os compostos benzimidazolicos sao classificados como tiazdlicos (tiabendazol e
cambendazol); metilcarbamatos (albendazol, fembendazol, flubendazol, luxabendazol,
mebendazol, oxibendazol, oxfendazol, parbendazol); halogenados (triclambendazol) e
pré-benzimidazois (febantel, netobimim e tiofanato) (NASCENTE et al., 2007)

Os derivados dos benzimidazois agem por contato direto com os vermes, inibindo
a formacdo dos seus microtubulos através do bloqueio da captacdo de glicose. Isto
resulta na deplecéo de glicogénio dos parasitos e, por sua vez, na formacao reduzida
de trifosfato de adenosina (ATP) necessario para a sobrevivéncia e reproducdo
destes. Consequentemente, ocorre paralisia e morte dos vermes, que sao eliminados
passivamente pelas fezes. Os benzimidazois ndo interferem no metabolismo da
glicose no homem, porque o sistema microtubular das células desse hospedeiro é
diferente daquelas dos helmintos (MOLENTO, 2004; KOROLKOLVAS; FRANCA,
2005; BUZZULINI, 20086).

A ivermectina € um antiparasitario de amplo espectro, derivado das avermectinas.
E uma lactona macrociclica semi-sintética produzida pelo Streptomyces avermitilis e
produz uma maior liberacdo de GABA (acido gama-aminobutirico) com a consequente
abertura do canal de cloro ao nivel da membrana neuronal do parasito. O GABA liga-
se mais fortemente as junc¢des neuronais dos parasitos, interrompendo o impulso
nervoso. O aumento da permeabilidade da membrana ao cloro produz ainda
hiperpolarizacdo das células musculares. Como resultado, induz a paralisia e morte
do parasito (MOLENTO, 2004; KOROLKOLVAS; FRANCA, 2005).

O closantel € um antiparasitario da classe dos salicilanilideos halogenados e age
por via oral e intramuscular. A maioria dos compostos quimicos desse grupo atua
desacoplando a fosforilag&do oxidativa no parasito (BALDANI et al., 1999).

O levamisol faz parte dos derivados dos imidotiazéis que atuam em canais de
cations mediados pela acetilcolina. E um potente inibidor estereoespecifico da
fumarato redutase em varios nematddeos. Esta inibicdo produz contracdo dos
helmintos, seguida por paralisia neuromuscular ténica e eliminagcdo subsequente dos
vermes (MOLENTO, 2004; KOROLKOLVAS; FRANCA, 2005).

Os problemas relacionados a resisténcia e ecotoxicidade aos compostos anti-
helminticos enfatizam a necessidade de serem implementados programas integrados

de controle parasitario, que assegurem saude e seguranca dos organismos Vivos por
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meio de tratamentos estratégicos baseados na epidemiologia, eliminacdo de
vermifugacdes desnecessarias, utilizacdo de pastoreio alternado, e higienizacdo de
pastagens. A consequéncia direta do uso indiscriminado de vermifugos ao longo dos
anos, com rapida alternancia de grupos quimicos sem orientacdo técnica, tem
resultado no aumento dos custos de producdo, desenvolvimento de resisténcia
parasitaria, contaminagédo da carne e do meio ambiente com residuos quimicos, e
aumento dos indices de mortalidade no rebanho (VIEIRA; CAVALCANTE, 1999).
Esse quadro obrigou pesquisadores, técnicos de campo, produtores e a industria
farmacéutica, a buscarem outras estratégias de controle que viabilizem a producéo de
animais com énfase na sustentabilidade ambiental (VIEIRA et al., 2009).

O descobrimento de novos grupos anti-helminticos, e de outros métodos de
controle parasitario, € estrategicamente necessario para a elevacdo da economia rural
e a manutencdo da saude dos animais. As metodologias desenvolvidas mais
recentemente, como a selecdo genética, controle biolégico e tratamento seletivo,
podem ter um impacto importante no controle parasitario, aumentando a vida util dos
compostos quimicos (PEREIRA et al., 2008; FALBO et al., 2009),

Alguns pesquisadores, como Santos e Charles (1995), Gronvold et al. (1996),
Graminha et al. (2001) e Carvalho et al. (2007) afirmaram que a vantagem da
implementac&o do controle biolégico, esta em ser um método prético, inovador, e que
pode ser facilmente conjugado com os tratamentos classicos para o controle de

pragas e de parasitoses.
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2.3 Controle bioldgico

Normalmente, o termo controle biolégico se aplica a utilizacdo de antagonistas
naturais disponiveis no ambiente, para diminuir a um limiar subclinico e
economicamente aceitavel, a populacdo de um agente causador de perdas produtivas
a atividade pecuéria ou agricola, além de resultar em menores efeitos negativos no
ambiente que os métodos quimicos (GR@NVOLD et al., 1996; GRAMINHA et al.,
2001; GIROTTO et al., 2008). Na pratica, o controle biolégico ndo atua sobre estagios
internos de parasitos, contudo, concentra suas acdes sobre os estagios larvais de
vida livre presentes nas fezes e pastagens, diminuindo a fonte de infec¢cdo para os
hospedeiros definitivos (MOTA et al., 2003).

Com o intuito de desenvolver outros métodos para minimizar o uso de farmacos
antiparasitarios nas estratégias de controle dos nematdodeos de ruminantes,
especialmente em sistemas de producdo em pastoreio continuo, o controle biolégico
mediante utilizacdo de fungos nematéfagos parece ser uma realidade, oferecendo
uma alternativa eficiente e segura na reducdo da populacdo de ovos e larvas
infectantes de nematddeos gastrintestinais nas pastagens (LARSEN, 1999; ARAUJO
et al., 2007; JOBIM et al., 2008; BRAGA et al., 2008, 2010).

Os microrganismos selecionados como antagonistas naturais devem possuir
especificidade de acado, alta capacidade reprodutiva, e suportar as condicdes
ambientais no local em que o controle é realizado (GIROTTO et al., 2008).

O maior problema colocado pela utilizacao de fungos nematéfagos como agentes
de controle biol6gico é a necessidade da sua presenca nas massas fecais dos
hospedeiros, para uma eficaz redugdo das formas infectantes neste micro-
ecossistema e, consequentemente, na pastagem. No entanto, sabe-se que apds sua
emissdo, as fezes frescas de ruminantes séo rapidamente colonizadas por estes
fungos, sendo também comum a ingestdo dos mesmos durante o pastoreio, com
subsequente excregcdo nas fezes (LARSEN, 2000). A selecdo de um agente que
possa ser empregado comercialmente como controlador biolégico de parasitos
gastrintestinais de ruminantes estd baseada na capacidade de producdo do
antagonista em escala industrial, nos custos relacionados a esta producédo, na
competitividade com os farmacos tradicionais estabelecidos no mercado, e no tempo
de sobrevivéncia do organismo em formulacdes comerciais. Deve-se atentar para que

as formulacdes oferecam seguranca aos produtores, consumidores, animais tratados,
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meio ambiente, e, finalmente, que sejam efetivas no controle do organismo alvo
(MOTA et al., 2003).

O controle biolégico realizado com fungos nematofagos é uma alternativa
promissora que tem por finalidade o sinergismo com o controle quimico (BRAGA et
al., 2008). A utilizacdo desses agentes biol6gicos com atuacéo sobre ovos e larvas de
nematdédeos para limpeza das pastagens tem sido intensificada nos ultimos anos.
Entretanto, apesar da preferéncia do produtor pelo controle quimico, devido a sua
acado imediata, o controle biolégico comeca a ganhar cada vez mais espagco no
controle de nematddeos. Embora muitos fungos nematéfagos tenham sido isolados e
identificados durante o final do século XIX, ainda séo raras as informacgdes sobre suas
caracteristicas ecoldgicas, nutricionais e fisiologicas (GIROTO et al., 2008), assim
como se desconhece sua suscetibilidade frente a acdo de farmacos antiparasitarios
gque possam vir a ser utilizados concomitantemente nos mesmos animais.

Deve-se lembrar que o resultado da utilizagcdo do controle bioldgico exige um
periodo mais longo de observacéao, ja que os fungos possuem um periodo de caréncia
para se multiplicar e controlar satisfatoriamente os parasitos (GIROTO et al., 2008).
Neste periodo de espera deve-se levar em conta que a utilizacdo de produtos
quimicos com acdo antiparasitaria pode atuar desfavoravelmente na atividade dos
fungos nemato6fagos.

Em alguns estudos, o Manejo Integrado de Pragas (MIP) utilizando o controle
biolégico com entomopatdgenos € considerado um fator importante na reducdo da
densidade da populacdo de insetos e de diversas pragas (NEVES et al.,, 2001).
Porém, o sucesso de programas de controle utilizando fungos entomopatogénicos
depende da sobrevivéncia dos conidios no meio ambiente, que pode ser alterada por
fatores climaticos, biolégicos ou por produtos quimicos (BENZ, 1987).

Hoje em dia, técnicas in vitro utilizando diluicbes seriadas dos compostos
quimicos incluidas a um meio de cultura com o objetivo de verificar o efeito desses
produtos sobre fungos entomopatogénicos tém evidenciado efeitos antagdnicos, nulos
ou sinérgicos (OLIVEIRA; NEVES, 2004; BARCI et al., 2009; ASI et al., 2010). Além
disso, em alguns estudos, foi possivel evidenciar-se diferencas de compatibilidade
das formulacbes quimicas sobre todas as fases de desenvolvimento dos fungos
entomopatogénicos através de técnicas in vitro que utiliza diluicbes seriadas dos
compostos quimicos incluidas a um meio de cultura (OLIVEIRA, et al.,, 2002;
OLIVEIRA; NEVES, 2004; BARCI et al., 2009; ASI et al., 2010).
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2.4 Fungos nematoéfagos

O controle bioldgico mediante utilizacdo de fungos nematofagos tem se tornado
uma importante estratégia para controlar os nematddeos gastrintestinais em animais
de producdo (ARAUJO et al., 2004). Varios fungos nematéfagos vém sendo isolados
de fezes de animais com perspectiva de serem utilizados como controladores
bioldgicos de helmintos de bovinos, ovinos e equinos (SAUMELL et al., 1999, 2000;
CASTRO et al., 2003).

Estes fungos s&o cosmopolitas, encontrando-se na comunidade microbiana do
solo, nas pastagens, nos detritos organicos, e em todas as zonas onde haja matéria
organica em decomposicao, localizagdes propicias também ao desenvolvimento de
diversas populacfes de nematédeos (WALLER, 1999; CARVALHO et al., 2007).

Waller (1998) considera que os fungos sejam uma importante alternativa a ser
empregada em formulacBes biolégicas para o controle de infeccbes parasitarias,
podendo ser incluidos como forma auxiliar em programas de manejo sanitario. A
forma mais préatica de se fornecer esses fungos aos animais é pela administracéo
oral. Apés passarem pelo trato gastrintestinal e serem eliminados com as fezes no
meio ambiente, os fungos colonizam o bolo fecal, estabelecem contato com as larvas
eclodidas, produzem armadilhas e as levam a morte (GRAMINHA et al., 2005). E
guanto maior a motilidade dos nematddeos no bolo fecal, maior o estimulo aos fungos
para a producdo de armadilhas. Além disso, essas armadilhas podem ocorrer em
resposta a diversos fatores, tais como a presenca de nematddeos, substancias por
eles liberadas, condi¢cbes adversas de cultivo, e escassez de agua e/ou nutrientes
(JANSSON; NORDBRINGHERTZ, 1980).

Larsen (1999) descreve o0s fungos nematdfagos como possuidores de
caracteristicas desejaveis, como alta atividade reprodutiva, ciclo de vida curto,
producdo de esporos dentro e fora dos animais, manutencdo em fase saprofitica na
auséncia do hospedeiro e, principalmente, por ndo serem patégenos para 0s animais.

A resisténcia a passagem pelo trato gastrintestinal € uma caracteristica importante
em fungos nematdfagos, quando se tem em vista a possibilidade de desenvolver
formulagbes de uso oral que permitam o controle biolégico (GRAMINHA et al., 2005).
Entretanto, € imprescindivel que ndo haja efeitos nocivos com a utilizagdo massal e

com a comercializacdo destes fungos (FAEDO et al., 1998).
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Os fungos nematofagos sado classificados como ovicidas, endoparasitos e
predadores, sendo catalogadas mais de 150 espécies (BARRON, 1977; LARSEN,
1999; MOTA et al., 2003; MACIEL et al., 2006; CARVALHO et al., 2007; BRAGA et
al., 2007, 2008; GIROTTO et al., 2008). A maioria das espécies esta classificada
como fungos predadores de nematddeos, que produzem estruturas em forma de
anéis constritores e ndo constritores, hifas, botdes e redes tridimensionais adesivas
ao longo do micélio. O aprisionamento a armadilha é seguido pela penetracdo das
hifas na cuticula do nematodeo. Dentro do nematddeo ocorre o crescimento das hifas
e a digest&o dos contetidos internos (ARAUJO et al., 2004).

Um segundo grupo, os fungos endoparasitos sdo capazes de infectar os
nematddeos através de esporos que, uma vez ingeridos, desenvolvem hifas
responsaveis pela absorcdo do conteudo interno do nematddeo. Estes fungos néo
produzem hifas vegetativas fora do corpo do hospedeiro, mas hifas férteis ou
conidioforos contendo esporos (MOTA et al., 2003; ARAUJO et al., 2004).

No terceiro grupo de fungos, denominados ovicidas ou oportunistas, as hifas
penetram a casca do ovo do helminto através dos pequenos poros existentes na
camada vitelinica, causando alteracdo na permeabilidade da casca e expandindo seu
volume. A hifa aumenta de tamanho ao passar pela camada vitelinica e atravessa a
camada adjacente quitinica e lipidica. Como conseqiiéncia do processo, a camada
vitelinica se divide, a camada de quitina se torna vacuolizada e a camada de lipidios
se torna dispersa. Hifas enddégenas emergem do ovo e produzem conidiéforos,
funcionando como fonte de conidios. Estes tipos de fungos colonizam o contetdo do
ovo ou, ainda, a larva em desenvolvimento no seu interior (MOTA et al.,, 2003;
ARAUJO et al., 2004).

Os fungos nematofagos predadores sdo 0s organismos antagonistas de
nematodeos mais pesquisados, pois tém mostrado serem capazes de reduzir
efetivamente populacbes de nematdédeos em condicbes de laboratério e no campo
(LARSEN, 1999). Pesquisas com essas espécies de fungos tém sido realizados
(GRAMINHA et al., 2001; MOTA et al., 2003; ARAUJO et al., 2004; MACIEL et al.,
2006, 2009; BRAGA et al., 2008, 2011). Dentre esses fungos, os mais estudados sao
0s pertencentes aos géneros Arthrobotrys, Duddingtonia e Monacrosporium, que tém
acdo comprovada sobre nematddeos gastrintestinais de ruminantes, e sé&o
promissores candidatos a serem utilizados no controle biolégico desses animais
(LARSEN, 1999; ALVES et al.,, 2003; CASTRO et al.,, 2003; BRAGA et al., 2007,
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2008). Para que o controle bioldgico reduza as larvas infectantes nas pastagens é
necessario que os clamidésporos resistam a passagem pelo trato gastrintestinal do
animal e, nas fezes, sejam capazes de atacar as formas larvais dos parasitos,
reduzindo assim a populacgéo larval in situ e nas pastagens (SILVA et al., 2009).

A espécie Duddingtonia flagrans (Figuras 1A e 1B), considerada a mais
promissora devido a abundancia de clamidésporos, é a mais estudada no controle
das helmintoses dos ruminantes (MOTA et al.,, 2003; PARAUD et al., 2005, 2011;
BRAGA et al., 2009). Possui acdo predatoria, formando um tipo de armadilha que se
caracteriza por um sistema de hifas adesivas simples. Além disso, produz dois tipos
de esporos - conidios e clamidoésporos - intercalados por hifas maduras que, no
ambiente, permitem seu uso como controlador biolégico (BRAGA et al., 2008).

O fungo D. flagrans aprisiona os helmintos as redes tridimensionais e, logo apads,
segue-se a penetracdo das hifas na cuticula do nematédeo, onde ocorre o
crescimento destas hifas e a digestdo dos conteludos internos. Devido ao seu
mecanismo de acao, varios trabalhos tém demonstrado que D. flagrans é bastante
eficaz para reduzir o nimero de larvas na matéria fecal e, como conseqiéncia, na
pastagem (CARVALHO et al.,, 2007; JOBIM et al.,, 2008; BRAGA et al., 2009;
FERREIRA et al., 2011).

Grgnvold et al. (1993) e Larsen et al. (1992, 1994, 1995) demonstraram a
facilidade da administracdo do fungo D. flagrans em ruminantes e equinos, pela
resisténcia e viabilidade apds passagem deste fungo pelo tubo digestivo destes
animais, que se deve ao tipo especial de esporos e de clamidésporos, 0s quais sdo
muito resistentes aos sucos digestivos e possuem elevada taxa de viabilidade apos
eliminacdo fecal. Experimentos com varios isolados australianos identificaram a
espécie D. flagrans como mais eficiente na passagem pelo trato gastrintestinal de
ovinos (FAEDO et al., 1998). Jobim et al. (2008) demonstraram que esse fungo tem
capacidade nematofagica significativa com capacidade de reducdo de larvas na

pastagem e de ovos por grama de fezes.
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Figura1A: Cultura de dez dias de Duddingfonia Figura1B: Clamiddsporos de Duddingfonia flagrans.

flagrans em PDA (Potato Dextrose Agar), 25°C. Exame direto com lactofenol azul de algodéo {40x).
Fonte: JulianaNunes Vieira—Lab. Micologia (UFPel) Fonte: JulianaNunes Vieira—Lab. Micologia (UFPel)

O género Arthrobotrys reine um grande numero de espécies de fungos
nematofagos. As espécies pertencentes ao género formam conidios blasticos de até
trés septos, com formato ovéide, proliferando-se na extremidade dos conidiéforos. Ha
abundancia na formacéo de conidioforos e no processo de conidiogénese, iniciado de
forma simpodial (ZHANG et al. 1996).

A espécie Arthrobotrys oligospora (Figuras 2A e 2B) é considerada um importante
e efetivo agente nematéfago que tem sido encontrado em diferentes ambientes,
podendo crescer em substratos disponiveis do solo (CARDOSO et al., 2009). Sua
atividade predadora é estimulada pela presenca de nematdédeos ou substancias
derivadas destes (ARAUJO, 2001). Produz um extenso sistema de hifas, ao longo das
quais sdo produzidas organelas capazes de capturar nematodeos vivos (ARAUJO et
al., 2004). O crescimento rapido e a producdo abundante de micélio sdo dois fatores
importantes para a disseminacdo e sobrevivéncia desses fungos em condicoes
ambientais, embora o crescimento micelial ndo esteja relacionado com a capacidade
de um isolado em predar nematddeos (JAFFEE, 2004).

Waller et al. (1994) e Graminha et al. (2005) mostraram que conidios de
Arthrobotrys spp sobreviveram a passagem pelo trato gastrintestinal de ovinos, sem
perda de capacidade predatéria sobre larvas infectantes de Haemonchus contortus.

Em outro trabalho, a passagem e recuperacdo de conidios desses fungos nas
fezes de bovinos demonstrou que conidios e micélio também foram capazes de
atravessar o trato gastrintestinal desses animais e manter a atividade predatéria sobre
larvas infectantes de Haemonchus placei, reduzindo a populagdo deste nematodeo,
em comparac&o ao grupo controle (ARAUJO et al., 1996, 1999). A administracéo de
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conidios de A. oligospora as fezes de equino, mostrou ser capaz de reduzir a
populacdo de larvas infectantes de ciatostomineos (CHARLES et al., 1995).

As conclusbes destes estudos em condicfes de laboratorio foram favoraveis a
utilizacao de fungos como controladores biologicos de larvas de parasitos de animais
domeésticos (Larsen,1999).

Resultados semelhantes foram encontrados por Amarante e Barbosa (1995), em
experimento onde verificaram elevada frequéncia de Haemonchus e Trichostrongylus
em ovinos e demonstraram que o tratamento destes animais, tanto com conidios de
Arthrobotrys spp microencapsulados quanto in natura, favoreceu a reducdo dos

parasitos.

Figura2A: Cultura de dez dias de Arthrobofrys oligospora  Figura2B: Macroconideos caracteristicos de

em PDA (Potato Dextrose Agar), 25°C. Arthrobotrys oligospora.

Fonte: JulianaNunes Vieira—Lab. Micologia (UFPel) Exame direto com lactofenol azul de algodéo {(40x).
Fonte: JulianaNunes Vieira—Lab. Micologia (UFPel)

As espécies de fungos ovicidas tém sido utilizadas com sucesso no controle de
ovos de helmintos (BRAGA et al., 2008). A maioria dos estudos sobre a atividade
ovicida de fungos nematdfagos foi realizada em fitonematédeos, e até mesmo
algumas estirpes tém sido utilizadas como agentes de controle bioldégico desses
parasitos. Estas investigacdes ndo evoluiram da mesma forma em relacdo aos
nematddeos parasitos de animais e/ou do homem que sao trasmitidos pelo contato
com solo contaminado com ovos (geohelmintiases) (GORTARI et al., 2007).

O fungo Paecilomyces spp., que possui acao ovicida, caracteriza-se por penetrar

nos ovos dos nematddeos, destruindo o embrido e podendo exercer forte pressdo na
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capacidade reprodutiva das fémeas que sdo colonizadas e, posteriormente, mortas.
Frequentemente tem sido isolado a partir de diferentes hospedeiros ou de substratos
provenientes de varias localidades, com distribuicdo cosmopolita e maior freqiéncia
em solos agricultaveis (SANTIAGO et al., 2006).

A espécie Paecilomyces lilacinus (Figuras 3A e 3B) € um dos fungos com acao
ovicida mais utilizado no controle biolégico de nematddeos. Alguns trabalhos
demonstram essa atividade ovicida sobre ovos de alguns parasitos como: Toxocara
canis (ARAUJO et al, 1995; BASUALDO et al., 2000; GORTARI et al., 2007), Taenia
saginata (BRAGA et al., 2008%; ARAUJO et al., 2010) e sobre capsulas ovigeras de
Dipylidium caninum (ARAUJO et al., 2009), o que indica a viabilidade de efetuar seu

emprego como potencial controlador biolégico desses parasitos.

Figura3A: Cultura de dez dias de Paecilomyces Figura 3B: Microconideos caracteristicos de
lilacinus em PDA {Potato Dextrose Agar), 25°C. Paecilomyces lilacinus. )
Fonte: JulianaNunes Vieira—Lab. Micologia (UFPel) Exame direto com lactofenol azul de algod&o (40x).

Fonte: Juliana Nunes Vieira—Lab. Micologia (UFPel)

O desenvolvimento de formulacfes fungicas para uso no controle biol6gico é um
dos principais passos para a producdo comercial destes microrganismos. Deste
modo, pesquisas que visam produzir material fungico de maneira economicamente
viavel sdo extremamente necessarias, e constituem um passo importante para
viabilizacdo da producéo comercial de fungos nemato6fagos.

Em muitos estudos estes fungos tém sido produzidos em substratos sélidos como
grdos de cereais, e esse substrato colonizado € fornecido aos animais.
Recentemente, formulacbes a base de alginato de sédio tém sido avaliadas
experimentalmente, demonstrando bons resultados em condi¢cOes laboratoriais e a

campo (ARAUJO; SAMPAIO, 2000; ALVES et al., 2003; ARAUJO et al., 2004). O
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fornecimento de material fingico incorporado em blocos de suplementos minerais tem
sido estudado na Australia. FormulagBes minerais contendo clamiddsporos do fungo
D. flagrans tém obtido resultados positivos (WALLER; FAEDO,1996). Segundo
Graminha (2001), é essencial que os orgaos financiadores apdiem as pesquisas
nessa area, pois muitos aspectos basicos da biologia, da epidemiologia e da interacéo
patdgeno — hospedeiro, necessitam ser estudados.
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Abstract

The rapid development of resistance to anthelmintics has shown the limited efficiency of this
method in the suppression of endoparasitoses in ruminants, and has furthered research in
alternative control methods. The use of chemicals in animal anthelmintic treatment, in
association with menatophagous fungi used for biological control, is a strategy that has proven
to be effective in reducing the nematode population density of farm animals. This study aims to
verify the in vitro susceptibility of the nematophagous fungi Arthrobotrys oligospora,
Duddingtonia flagrans, Paecilomyces fumosoroseus, Paecilomyces lilacinus, Paecilomyces
marquandii and Paecilomyces variotii against the antiparasitic drugs albendazole,
thiabendazole, ivermectin, levamisole and closantel by using the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). MICs ranged between 4 and 0,031ug/mL for albendazole, thiabendazole
and ivermectin, between 0,937 and 0,117ug/mL for levamisole, and between 0,625 and 0,034
for closantel. The results obtained showed that all antiparasitic drugs tested had an in vitro
inhibitory effect on nematophagous fungi, being able to jeopardize the fungus action as a
biological control bioagent.

Key words: biological control, susceptibility test, antiparasitic, nematophagous fungi.
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1. Intoduction

Gastrointestinal helminths are one of the most prominent factors that interfere with the full
development of the livestock industry (Mota et al., 2003), causing relevant damage, as they
can lead to a delay in animal development, management overspending, reduced herd
productivity, increased economic losses, and even death (Aradjo et al., 2004). The widespread
use of anthelmintics has restricted the use of most chemicals, as evidenced by the occurrence of
resistance, food residues and ecotoxic action. At first parasitic resistance became a worldwide
problem in small ruminant raising — especially sheep — by the excessive use of anthelmintic
treatments. However, this resistance has also been widely reported in cattle (Cezar et al., 2008).
These drawbacks have spurred the search for alternative control methods which can
complement / reduce enthelmintic use in endoparasitosis control strategies in pasture-based
production systems (Saumell et al.,, 2008). In that context, the biological control of
nematophagous fungi appears as a promising strategy which can give satisfactory results (Alves
et al., 2003; Araujo et al., 2004, 2006; Bragat et al., 2008; Ferreira et al., 2011).

Several natural nematode antagonists, among which bacteria, viruses, protozoa, beetles,
mites and fungi, have been described as potential biological controllers; nematophagous fungi,
however, have shown encouraging results against geohelminths in contaminated environments.
Fungi of the genera Arthrobotrys spp., Duddingtonia spp. and Monacrosporium spp. have
proved to be effective both in the laboratory and in the field as nematode biological control
agents (Mota et al., 2003; Braga et al., 2011). These fungi behave as natural antagonists, and
can capture, or even Kkill, the parasite, and are classified as endoparasites, predators or
opportunistic (Braga et al., 2007, 2008). The advantage of combining biological control of
nematophagous fungi with chemical control is that the former acts on the infective forms
present in the stools, whereas the latter acts on gastrointestinal nematodes that parasite the

animal.
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The combined use of incompatible pesticides in Integrated Pest Management (IPM) may
inhibit the development and reproduction of entomopathogenic fungi, thus affecting the IPM
control strategy (Neves et al., 2001; Alizadeh et al., 2007). The impact of the application of
these pesticides on entomopathogens may vary according to pathogen species and strain,
chemical nature of the product, and concentration used. These products may act by inhibiting
the vegetative growth, conidiogenesis and sporulation of microorganisms, causing genetic
mutations which in turn may lead to a decrease in virulence of a particular pest (Tanzani et al.,
2002). Experiments have been conducted to verify the effect of chemicals on
entomopathogenic fungi and have shown the influence of these chemicals on fungus viability
(Barci et al., 2009). The amount of research on nematophagous fungi to control parasitic
diseases in animals is remarkable (Gronvold et al., 1996; Graminha et al., 2001, 2005; Araujo
et al., 2006; Cezar et al., 2008; Saumell et al., 2008; Braga et al., 2011; Ferreira et al., 2011);
however, none of these pieces of research has evaluated the compatibility of these
microorganisms with frequently used antiparasitic formulations.
The lack of compatibility studies, as well as the lack of a standardized method for this test,
has prompted the development of this research, aiming to check the in vitro activity of drugs
prescribed for ruminant anthelmintic treatment on the viability of fungi used in parasite

biological control.

2. Materials and Methods
2.1. Sample acquisition

The drugs albendazole, thiabendazole, ivermectin, levamisole and closantel were
commercially purchased from their manufacturers, and the fungi Arthrobotrys oligospora,
Duddingtonia flagrans, Paecilomyces fumosoroseus, Paecilomyces lilacinus, Paecilomyces

marquandii and Paecilomyces variotii were kindly provided by CENARGEN - Centro
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Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia (National Research Center for
Genetic Resources and Biotechnology) - EMBRAPA.

The fungi were kept in tubes containing PDA agar at room temperature.
2.2. Susceptibility testing

The susceptibility test was performed by the broth micro dilution technique (BMD),
according to reference document M38-A2 (CLSI, 2008) adapted for antiparasitic drug testing.

Ten successive dilutions (1:2) were prepared from the stock solution for each drug. Each
antiparasitic was diluted in RPMI-1640 broth at concentrations ranging from 4 to 0,0078ug/mL
for abendazole, thiabendazole and ivermectin, from 1,875 to 0,003ug/mL for levamisole and
from 2,5 to 0,004ug/mL for closantel. One hundred mL aliquots for each concentration of
antiparasitic drug were dispensed into corresponding well microplates; a 100uL inoculum
solution prepared from the conidial suspension of the fungus in sterile saline and adjusted to a
68 to 70% transmittance (0,4 x 10* to 5 x 10* UFC/mL) (CLSI, 2008) was added to each well.
Negative control consisted of 200puL RPMI-1640 broth and positive control consisted of 100uL
RPMI-1640 broth and 100pL of inoculum. The plates were incubated for 48 h at 32°C. All
tests were performed in duplicate with three repetitions.
2.3. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) Reading

For test reading, fungus growth in the wells referring to the different concentrations tested
was visually compared with its growth in the positive control well. The smallest concentration
able to inhibit fungus growth in relation to the positive control well was identified as the MIC

(Minimum Inhibitory Concentration) of the drug for that sample.
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3. Results

The MICs of the different drugs tested against nematophagous fungi are shown in Table 1.

The results show that, excluding the species D. flagrans (more susceptible to albendazole —
MIC 0.031 pg/mL) and A. oligospora (more susceptible to thiabendazole — MIC 0.125 pg/mL),
the other fungi tested evidenced greater susceptibility to antiparasitic drugs levamisole and
closantel with MICs ranging from 0.937 to 0.039 pg/mL. Now front of the antiparasitic
ivermectin, albendazole and thiabendazole were observed MICs ranging from 4.0 to 0.031

pg/mL.

Table 1 — Minimal Inhibitory Concentrations (ug/mL) of five antiparasitic drugs against six

nematophagous fungi

Antiparasitic drugs ivermectin albendazole thiabendazole levamisole closantel

Nemathofagous fungi

A. oligospora 0.5 4.0 0.125 0.234 0.312

D. flagrans 0.5 0.031 0.062 0.117 0.039

P. fumosoroseus 2.0 2.0 2.0 0,.68 0.312

P. lilacinus 2.0 2.0 2.0 0.937 0.312

P. marquandii 2.0 4.0 2.0 0.234 0.625

P. variotii 2.0 2.0 2.0 0.468 0.625
4. Discussion

The combined use of chemical and biological controls may be a viable strategy for

livestock, reducing costs, resistance, toxicity and management, in addition to reducing residues
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both in products of animal origin and in the environment. (Soares and Monteiro, 2011).
However, studies aiming at an evaluation of the alterations in different nematophagous fungus
development variables caused by the combined use of these fungi with antiparasitic drugs are
not available, even though this is a practice that should interest farmers seeking an effective
endoparasitosis control in ruminants.

To the best of our knowledge this study is pioneer in the research of nematophagous fungus
susceptibility to the anthelmints frequently used in the chemical control of parasitoses in
livestock. The results obtained showed that the fungi tested may be inhibited by ivermictin,
albendazole, thiabendazole, levamisole and closantel.

Studies have shown that chemicals used in agriculture may have antagonistic, synergistic, or
no effect, on the insecticide / acaricide activity of entomopathogens in the agro ecosystem
(Oliveira et al.,, 2002). Experiments have been conducted to detect pesticide effect on
entomopathogenic fungi (Neves et al., 2001; Oliveira and Neves, 2004; Alizadeh et al., 2007).
Borges and Vila Nova (2011) mention the occurrence of physiological alterations with loss of
entomopathogenic fungus performance on arthropods after the use of chemicals.

According to Hirose et al. (2001), the use of chemicals which are incompatible with fungi
can inhibit the development and reproduction of these microorganisms, thus affecting an
effective biological control. This incompatibility has been well-characterized by studies which
demonstrated that associations with organophosphates are not recommended for tick control in
the field, once all treatments performed that contained these active components had a toxic
effect on Beauveria bassania. These observations are in agreement with those reported by
Oliveira and Neves (2004) who, upon analyzing the compatibility of the acaricides with B.
bassania used on farmland, found that formulations that belong to the organophosphorus and
organotin chemical groups drastically affected conidium germination, as well as the vegetative

growth and sporulation of isolates of this entomopathogen. Conversely, the most compatible
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formulations with the fungus were those belonging to the avermectin and pyrethroid chemical
groups (Oliveira and Neves, 2004). In the present study, ivermectin had an inhibitory effect on
all nematophagous fungi tested. Ivermectin use, which is employed both as an anthelmintic and
against tick in ruminants, is becoming increasingly common; however, the compatibility of
these chemicals with other biological practices must be known so as to avoid loss of control
efficiency.

Studies by Asi et al. (2010) to evaluate the influence of some insecticides on mycelial
growth, and conidial (spore) germination of Metarhizium anisopliae e Paecilomyces
fumosoroseus showed that all insecticides inhibited fungus mycelial growth and conidial
germination significantly. A similar effect against the antiparasitics used in this study was
observed for P. fumosoroseus, on which the chemicals levamisole and closantel showed the
most significant inhibitory effect.

The susceptibility of the fungal isolate D. flagrans to benzimidazoles (albendazole and
thiabendazole), with MICs ranging from 0,031 to 0,062pg/mL, respectively — differently from
the other fungal isolates evaluated - is worthy to mention. It is believed that this result is due to
D. flagrans susceptibility to benzimidazols, connected to its (?) mechanism of action. Studies
using a greater number of isolates are being conducted to evaluate such findings. The most
relevant result of these studies seems to be the likely interference of these drugs, commonly
used in helminth control, on the biological control with D. flagrans, one of the most commonly
used and effective predatory fungi against endoparasites (Braga et al., 2011; Sagués et al.,
2011). In addition to these results, the great susceptibility of all evaluated isolates against
closantel and levamisole is worthy to mention. As demonstrated in the present study,
compatibility testing of microorganisms used in helminth biological control with chemicals is

of great importance.
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In vitro test techniques that evaluate compatibility of chemicals with entomopathogenic
fungi usually make use of different serial dilutions of the chemicals, which are added to a
culture medium, making the method both laborious and costly (Oliveira and Neves, 2004; Barci
et al., 2009; Asi et al., 2010). This study, however, used the broth dilution method based on
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) documentation which standardizes
susceptibility tests of some fungi to specific antifungals. The technique adapted to parasitic
drugs proved to be easy to use, fast, reproducible and safe, and can be routinely used in
compatibility tests to anthelmintics. Pereira et al. (2010) used this technique for D. flagrans
susceptibility tests against antifungals, and obtained good results.

According to Moino Jr and Alves (1998), in vitro investigations have the advantage of fully
exposing the pathogen to the chemical action, which is not the case under field conditions,
where several factors are a barrier to this exposition. Thus, once the safety of a particular
product is confirmed in the laboratory, there should be no doubt on its selectivity in the field.
On the other hand, the toxicity of a product to an in vitro microorganism is not always related
to its high field toxicity, but rather to the possibility of such damage occurring.

Finally, it should be taken into account that the experiments in this study were conducted in
vitro, and that the results obtained may not be repeated in in vivo studies. For this purpose,

research aiming to evaluate drug toxicity under such conditions is needed.

5. Conclusions

By the methodology used in the present study, it could be concluded that all tested drugs
showed inhibitory effect against the fungi used for biological control. Consequently, the results
obtained allow previewing that the knowledge of chemical compatibility on fungus
development is essential for the establishment of integrated control programs of animal

parasitoses.
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4. CONCLUSOES

A utilizacdo da metodologia de microdiluicdo em caldo baseada no documento
do CLSI adaptada aos farmacos antiparasitarios, mostrou ser de facil execucéo,
rapida, reprodutivel e segura, podendo ser utilizada como rotina em testes de
compatibilidade aos anti-helminticos;

Nas condicdes em que o estudo foi realizado, todos os fungos testados
apresentaram diferentes graus de suscetibilidade aos antiparasitarios avaliados;

Os isolados fungicos de Paecilomyces spp. apresentaram maior
suscetibilidade aos antiparasitarios levamisol e closantel. Ja D. flagrans foi mais
suscetivel ao albendazol e A. oligospora ao tiabendazol.

Os resultados ora apresentados permitem antever que o conhecimento da
compatibilidade dos produtos quimicos sobre o desenvolvimento dos fungos, é
essencial para os programas de controle integrado de parasitoses em animais.
Todavia, pesquisas avaliando a atuacdo dos farmacos frente aos fungos

nematofagos in vivo sdo necessarias.
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