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EFEITO DE QUATRO LINHAGENS DE BACILLUS THURINGIENSIS var
RURSTAKI EM OVOS E LARVAS DE HAEMONCHUS CONTORTUS

EFFECT OF FOUR STRAINS OF BACILLUS THURINGIENSIS var
RURSTAKI ON EGGS AND LARVAE OF HAEMONCHUS CONTORTUS

Terezinha Padilha Charles?
José Manoel Cabral de Sousa Dias®

RESUMO

Os efeitos ovicida e larvicida de quatro linha-
gens de Bacillus thuringiensis var. kurstaki
foram estudados em bioensaio onde fezes de ovinos
contendo ovos de Haemonchus contortus foram
incubadas com cultivo em caldo nutritivo constituido
por mais de 90% de esporos da bactéria. A cultura fou
adicionada a fezes frescas e fezes incubadas por 24
e 48 horas. ApOs adicdo da cultura, as fezes eram
homogeneizadas e incubadas a 27°C por sete dias.
ApOs este periodo as larvas eram retiradas atraves da
baermanizagao e preservadas em formalina para se-
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rem quantificadas posteriormente. Duas cepas ocasio-
naram reducodes significativas quando o caldo foi adi-
cionado a fezes frescas ou a fezes incubadas por 24
horas, enquanto uma delas reduziu significativamente
o numero de larvas recolhidas dos cultivos quando o
caldo foi adicionado a fezes incubadas por 24 ou 48
horas. Uma das cepas ocasionou redug¢ao significativa
apenas quando o caldo foi adicionado em fezes culti-
vadas por 48 horas.
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SUMMARY

Ovicidal and larvicidal effect of Bacillus
thuringiensis var. kurstaki on free living stages
of trichostrongylid nematodes is being surveyed using
a bioassay in which 48-72 hours culture broth (>90%
of spores) of the bacteria is added to fresh feces or
feces incubated previously for 24 or 48 hours. Treated
feces were incubated at 27°C for seven days after
which the larvae were recovered through
baermanization and formalized for a later counting.

Ovicidal effect was observed in two strains and
larvacidal effect in four strains.

Key-words: Bacillus thuringiensis, biological
control, Haemonchus contortus,
gastrointestinal nematodes, ruminants.

INTRODUGAO

Os agentes microbianos que promovem redu-
¢do nas formas de vida livre dos nematédeos poderio
contribuir para o controle integrado das verminoses
dos ruminantes (WALLER, 1993). Entre as bactérias,
Bacillus thuringiensis SA0 as mais estudadas.
Observagoes iniciais de CIORDIA & BIZZELL (1961)
demonstraram que um menor nimero de larvas infec-
tantes foram recolhidos de fezes tratadas com B.
thuringiensis var. thuringiensis. BOTTJER et
al. (1985) testaram o efeito de trinta variedades de B.
thuringiensis, demonstrando que todas foram
toxicas para ovos de Trichostrongylus colu-
briformis. Mais recentemente BRADFISH et al.
(1991) relataram a identificacao de diversas variedades
de B. thuringiensis toxicas para Haemonchus,
Trichostrongylus € Ostertagia, e BONE (1992)
solicitou patente para Bacillus laterosporus,
uma bactéria capaz de inibir a eclosao dos ovos e/ou
0 desenvolvimento das larvas de nematdédeos de rumi-
nantes. Este trabalho relata o efeito de quatro linha-
gens de Bacillus thuringiensis var. kurstaki

em estagios de vida livre de Haemonchus con-
tortus.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas quatro linhagens de
Bacillus thuringiensis, sendo trés procedentes
do Banco de Germoplasma Microbiano do Centro
Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotec-
nologia (EMBRAPA - CENARGEN) e uma da Colegao

de Culturas do Genéro Bacillus do Departamento
de Bacteriologia do instituto Oswaldo Cruz. Dentre as
primeiras, duas foram isoladas de solos brasileiros
pela metodologia recomendada pela Organizacao
Mundial de Saude. Uma delas, a S076, foi isolada em
amostra coletada em Padre Bernardo, Estado de
(Goias, e a outra, S093, foi isolada de amostra coletada
em Uberlandia, Estado de Minas Gerais. A terceira,
S128, era originalmente do Instituto Pasteur (Paris,
Franca), assim como a quarta IP[THA-1a/475, deposi-
tada na Colec¢do do Instituto Oswaldo Cruz. Todas as
linhagens pertencem a subespécie kurstaki, que
corresponde ao sorotipo H3a3b (de BARJAC & FRA-
CHON, 1990; DIAS et al. 1993).

As linhagens foram inoculadas em caldo
nutritivo e incubadas em banho-maria a 28°C sob agi-
tacdo continua. Quando mais de 90% da cultura era
constituida por esporos, o caldo foi homogeneizado e
distribuido em amostras de fezes de ovinos. As fezes,
contendo mais de 1000 ovos de H. contortus em
cada grama (determinado pela técnica de McMaster,
de acordo com UENO & GUTIERREZ, 1983), foram
obtidas em ovinos infectados experimentalmente com
uma cepa local e mantidos no Campo Experimental de
Coronel Pacheco da EMBRAPA-Centro Nacional de
Pesquisa de Gado de Leite, como doadores de ovos.
Dez amostras de quatro gramas de fezes frescas, dez
amostras incubadas por 24 horas e dez incubadas por
48 horas foram tratadas com a cultura de cada linha-
gem (3ml de caldo) e dez amostras foram deixadas
sem tratamento. As fezes tratadas e nao tratadas fo-
ram incubadas por um total de sete dias em estufa a
27°C. ApbOs esse periodo, as larvas foram retiradas
através da técnica de Baeman modificada (UENO &
GUTIERREZ, 1983). O nimero de larvas recothido nos
cultivos tratados foi comparado com o numero recolhi-
do nos cultivos nao tratados, atraves da analise da
variancia, ap6s a transformagdo pela expressao vx,
onde x era o0 numero de larvas recolhido. As medias
foram comparadas pelo teste de Dunnett, usando o
nivel de significancia de 5% (STEEL & TORRIE, 1960).
Para apresentacao dos resultados, as medias dos
cultivos tratados foram apresentadas como percentual
de reducao em relacao a media dos cultivos nao trata-
dos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferengas de atividade
ovicida e larvicida entre as linhagens estudadas. Os
resultados apresentados na Tabela 1 mostram que

apenas duas das linhagens testadas (S128 e IP/THA-
1a/475) tém efeito ovicida e que todas as linhagens
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apresentam efeito larvicida. A amostra IP/THA-1a/475
causou uma redugdo de 60% no nimero de larvas,
quando a bactéria foi aplicada sobre fezes frescas, e
58,3%, quando aplicada sobre fezes com 24 horas de
Incubagdo. Na pastagem existem estagios de vida livre
em diferentes estagios de desenvolvimento (ovos,
larvas de primeiro estagio, larvas de segundo estagio
e larvas de terceiro estagio). Logo, estirpes bacteria-
nas com agao nos varios estagios sdo desejaveis.

Tabela 1 - Percentual de redugdo do niumero de larvas de
Haemonchus contortus contidas em fezes frascas
Ou cultivadas por 24 ou 48 horas, recolhidas em
cultivos tratados com quatro linhagens de B.
thuringiensis var. kurstaki.

LINHAGENS REDUCAO
(%)
S076 fezes frescas 0,0
fezes cultivadas por 24h 0,0
fezes cultivadas por 48h 28,9*
S93 fezes frescas 0,0
fezes cultivadas por 24h 26,5
fezes cuitivadas por 48h 33,2*
S128 fezes frescas 36,2*
fezes cultivadas por 24h 36,0*
fezes cultivadas por 48h 15,8
IP/THA-1a/475 fezes frescas 60,0*
fezes cultivadas por 24h 58,3*
fezes cultivadas por 48h 0,0

—_—
*Reducao significativa (P < 0,05%)

A atividades ovicida e larvicida de cepas de
B. thuringiensis var. kurstaki contra 7.
colubriformis foram observadas em experimentos
conduzidos em outros laboratorios (BOTTJER et al.
1985, MEADOWS et al. 1989). Existe evidéncia de que
B. thuringiensiscausam alteragdo na permeabili-
dade dos ovos de T. colubriformis, degeneracao
das células intestinais e liberagao dos lipidios de reser-
va das formas larvares (BONE et al. 1985: BONE et al.
1986; BONE et al. 1987; BOTTJER & BONE, 1987).
O mecanismo de agio das estirpes testadas neste
trabalho ndo é ainda conhecido. Estudos adicionais

serao implementados com o proposito de caracterizar
esse mecanismo.
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