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Iniciando mais um ano de publicacées, com sua periodicidade rigorosa-
mente em dia, o 19° volume da Revista Biociéncias traz aos seus leito-
res uma larga abrangéncia de assuntos das biociéncias em seus artigos.
Entre os de ciéncias biologicas sdo tratadas as relacées inseto-planta
(mariposas e alamandas); plantas medicinais no Rio Grande do Sul;
biologia de peixes marinhos na Bahia; acaricidas para parasitoses bovi-
na; impacto do pisoteio de gado no solo; efeito mutagénico da poluicdo
atmosférica em plantas bioindicadoras; uso de desinfetantes em para-
sitoses caninas e pratica discente de biologia no ensino médio. Na drea
da saude sdo apresentados os resultados da relacéGo das queimadas no
Pantanal Matogrossense nas doencas respiratorias, alteracées pelo HPV
em exames colpocitologicos e epidemiologia de meningites em Minas
Gerais. Desejamos a todos uma boa leitura!

Taubaté, 30 de junho de 2013
Simey Thury Vieira Fisch
Editora-chefe da Revista Biociéncias

Starting another year of publications, with its periodicity strictly up
to date, the 19th volume of the “Revista Biociéncias” brings its re-
aders a wide range of issues of biosciences in your articles. Among

the biological sciences it was discussed the insect-plant relationships

(moths and Alamandas); medicinal plants in Rio Grande do Sul; biology
of marine fish in Bahia; acaricides to cattle parasites; use of disinfec-
tants in canine parasites; impact of cattle trampling on soil; mutagenic
effect of pollution atmospheric bioindicators and teaching practice of
biology in high school. In the health area are presented results of the
relationship between fires in Pantanal and respiratory diseases; amen-
dments by HPV in cervical cytology and epidemiology of meningitis in
Minas Gerais. We wish you all a good read!

Taubaté, June 30, 2013
Simey Thury Vieira Fisch
Editor-in-Chief of the journal Bioscience
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Eficacia de desinfetantes comerciais na inibicao
da evolucao de ovos de Ancylostoma spp.
obtidos de caes naturalmente infectados

Efficiency of commercial disinfectants in inhibition of evolution
of eggs Ancylostoma spp. got to dogs naturally infected

Resumo

0 potencial zoondtico das espécies causadoras da ancilostomiase canina traz
sérios riscos a saude publica mundial, principalmente em fun¢do de seu meio
de transmissdo, facilitado pela presenca de fezes caninas no ambiente frequen-
tado por humanos. A infecgdo em humanos por espécies de ancilostomideos
que tem como hospedeiro natural o cdo, pode causar no homem a Sindrome
da Larva Migrans Cutanea, popularmente conhecida como bicho geografico e
uma maneira eficaz de reduzir a possibilidade de transmissao é por meio da ini-
bicdo da evolugdo dos ovos desse parasito. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a eficacia de desinfetantes comercias, na inibigdo da evolugdo
de ovos de Ancylostoma spp. O estudo foi realizado no Laboratdrio de Parasi-
tologia da Universidade de Taubaté e para tal, ovos de ancilostomideos foram
obtidos a partir de material fecal de cdes domiciliados naturalmente infectados.
As fezes foram processadas pelo método de Flutuagdo em Solugdo Saturada de
Cloreto de Sodio (Willis) e somente as que continham ovos de ancilostomideos
foram selecionadas para experimentagdo. Para isolamento dos ovos de ancilos-
tomideos as amostras previamente escolhidas foram processadas pelo método
de Centrifugo-Flutuagdo em Solugdo de Sacarose (Sheather) e posteriormente
foram purificadas e conservadas em cdmara fria. Os principios ativos dos de-
sinfetantes testados sdo: Hipoclorito de Sédio (A), Orto Benzil p-Clorofenol 70%
(B), 0,45% de Cloreto de Cocobenzil Alquil Dimetil Amdnio (C) e Cresdis a 10%
(D). Os testes foram realizados em placas de poliestireno contendo 96 orificios,
onde cada orificio recebeu 100ul da solugdo purificada de ovos, contendo apro-
ximadamente 2300 ovos/placa, em seguida foram separadas duas colunas para
cada teste, sendo eles: controle (contendo somente ovos), produto puro e pro-
duto diluido nas concentragdes 1/10, 1/20, 1/40 e 1/80, perfazendo um total de
16 repeticOes. Depois de preparada, a placa foi mantida em camara Umida com
controle diario de temperatura durante quatro dias. A leitura em microscopio
Optico foi realizada diariamente, com a retirada de aliquotas de cada pogo para
verificar a viabilidade dos ovos. Apenas o produto B inibiu completamente a
viabilidade dos ovos até o final do teste, porém todos os produtos quando apli-
cados puros mostraram atividade ovicida em todos os tempos de exposicdo,
enguanto que o produto D foi o que apresentou os resultados menos eficazes.
Os resultados obtidos demonstram a potencialidade do uso dos produtos testa-
dos no que diz respeito ao uso como desinfetantes de ambientes contaminados
com ovos de ancilostomideos. Entretanto destaca-se a necessidade de novos
testes in vitro para determinagdo de produtos que possam apresentar agdo ovi-
cida, proporcionando assim ao consumidor mais uma medida profilatica para o
controle de doengas zoondticas.

Palavras-chave: Desinfetantes. Ancilostomideos. Zoonoses.

Tatiana Suzuki "*

Francine Alves da Silva Coelho !
Flavia Grasiela Marson *

Matheus Diniz Gongalves Coelho 2
Ana Julia Urias dos Santos Araujo !

Abstract

The zoonotic potential of those species that cause canine hookworm
brings serious problems to worldwide public health, mainly due to its
means of transmission, facilitated by the presence of dog feces in the
environment frequented by humans. Infection in humans by hookwor-
ms species whose natural host is the dog, can cause the man the Larva
migrans Cutaneous Syndrome, popularly known as geographic animal
and an effective way to reduce the chance of transmission is through
inhibition of the development of eggs of this parasite. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the efficacy of commercial disin-
fectants, in the inhibition of the development of Ancylostoma sp. The
study was conducted in the Laboratory of Parasitology, University of
Taubate and such, hookworm eggs were obtained from fecal samples
from naturally infected canine. Feces were processed by the method of
fluctuation in Saturated Solution of Sodium Chloride (Willis) and only
those containing hookworm eggs were selected for experimentation.
For isolation of Hookworm preselected samples were processed by
the method of Centrifugal-Flotation in Sucrose solution (Sheather) and
were subsequently purified and preserved in cold storage. The active
ingredients of disinfectants tested are: Sodium Hypochlorite (A), Ortho
Benzyl p-Chlorophenol 70% (B), 0,45% Chloride Cocobenzil Alkyl Dime-
thyl Ammonium (C) and Cresols 10% (D). The tests were performed
in plates containing 96 holes, where the samples were distributed as
follows: each hole has received 100l of purified egg solution contai-
ning approximately 2300 eggs / plate, then two separate columns for
each test, and they control (containing only eggs), pure product and
product diluted in the concentrations 1/10, 1/20, 1/40 and 1/80, a
total of 16 repetitions. Once prepared, the plate was kept in a moist
chamber with daily control temperature for four days. The reading was
performed daily, with the removal of aliquots from each hole to check
the viability of the eggs. Only the product B completely inhibited the
viability of eggs by the end of the test, but all products when applied
alone showed ovicidal activity at all times of exposure, whereas the
product D presented the results less effective. The results demonstrate
the potential of the products tested with regard to the use as disinfec-
tants of environments contaminated with hookworm eggs. However
there is the need for new in vitro tests to determine which products
may present ovicidal action, thus giving the consumer more a pro-
phylactic measure for the control of zoonotic diseases.

Keywords: Disinfectants. Hookworms. Zoonoses.
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Introducao

Neste ultimo século os estudos relacionados as
parasitoses veterinarias tém despertado grande inte-
resse, principalmente quando relacionados aos caes
e gatos de estimagdo. A associagdo intima e dura-
doura desencadeada entre o homem e seus animais
¢ capaz de promover uma série de beneficios fisicos
e emocionais, entretanto o risco de transmissdao de
doengas zoonoticas ndo deve ser descartado (AL-
VES; GOES; SILVA, 2005).

A problemaitica se expande com o crescente nime-
ro de caes domiciliados, peridomiciliados e errantes
que apresentam caréncia de acompanhamento veteri-
nario, o que pode favorecer a aquisi¢do de infecgdes
zoonoticas que podem ocorrer no proprio domicilio
ou em locais publicos (CAPUANO; ROCHA, 2006).

Um dos principais geohelmintos que acometem
cdes e gatos e que acidentalmente podem infectar
os humanos sdo os ancilostomideos, que parasitam
grande variedade de mamiferos, inclusive o homem,
e neste sentido, o Ancylostoma caninum ocupa um
lugar de destaque, ndo s6 pela sua elevada prevalén-
cia mundial, como também pelo seu inerente poten-
cial zoonético (LEITE et al, 2003).

A Sindrome da Larva Migrans Cutanea (SLMC)
¢ uma doenga de grande potencial zoondtico sendo
um grande problema para a satide ptblica (PASTO-
RIO; LIBERATI; LEONARDO, 2009). No humano,
¢ caracterizada por uma dermatite serpiginosa pro-
vocada pela migracao de larvas de ancilostomideos
no tecido cutidneo de hospedeiros nio habituais, e
popularmente ¢ conhecida como “bicho geografi-
co” ou “bicho das praias”. No Brasil, os principais
agentes etioldgicos sao Ancylostoma braziliense e
Ancylostoma caninum, endoparasitos de caes e gatos
(ARAUJO et al. 2000).

O potencial zoonotico dessa doenca é mais acen-
tuado entre as criangas, devido aos seus habitos geo-
fagicos e pelo contato com o solo ou areia de praias,
parques de recreacao e pragas publicas durante brin-
cadeiras infantis, que podem estar contaminados
com fezes de cdes errantes e/ou domiciliados (SAN-
TAREM; GIUFFRIDA; ZANIN, 2004; GINAR et al.
2006; GUIMARAES et al. 2005).

Devido ao reconhecimento da importancia cli-
nica da SLMC, vem se alertando, principalmente
nos paises desenvolvidos, sobre a necessidade do
controle da contaminac¢ao de locais publicos (COR-

TES; PAIM; ALENCAR FILHO, 1988). Entretanto
o sucesso dessas acoes de controle s6 pode ser atin-
gido através de tratamento continuo dos caes ou de
sua restri¢do a estes lugares, o que torna o controle
dessa zoonose extremamente dificil, devido ao gran-
de numero de céaes errantes (LABRUNA et al. 2006).

A resisténcia dos ovos de helmintos frente as
mais diversas condi¢cdes ambientais ja foi registrada
na literatura, tal fato é resultado da presenca das va-
rias camadas presentes na membrana dos ovos dos
ancilostomideos. A resisténcia quimica que o ovo
apresenta pdde ser observada por Massara (1988)
durante os testes de embrionamento, no qual os
ovos foram incubados com acido sulftrico 0,I1N e
nao houve nenhuma modificacao substancial.

Atualmente no mercado veterindrio é possi-
vel encontrar uma série de produtos que garantem a
desinfeccdo de agentes infecciosos e parasitarios. Es-
ses produtos pertencem a diferentes grupos de com-
postos quimicos, sendo que os principais sao: com-
postos fenolicos, compostos de amonia quaternaria
e os compostos clorados (JAIGOBIND; AMARAL;
JAISINGH, 2007; ALVES NETO, 2009).

Embora seja praticamente impossivel evitar a
exposi¢ao humana a agentes zoonéticos, principal-
mente aqueles que sdo capazes de se manter vidveis
no solo, devido a resisténcia que os mesmos de-
monstram frente a fatores quimicos, fisicos e biolo-
gicos, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
eficacia de desinfetantes domésticos de agdo germi-
cida e bactericida, na inibicao da evolucao de ovos
de Ancylostoma spp.

Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratorio de Para-
sitologia da Universidade de Taubaté entre maio de
2011 e agosto de 2012. Os ovos de ancilostomide-
os foram obtidos a partir de material fecal de caes
domiciliados naturalmente infectados, mantidos no
Centro de Controle de Zoonoses de Taubaté e em
clinicas veterindrias localizadas nos municipios de
Taubaté e Pindamonhangaba.

Para a triagem do material fecal foi utilizado
como método de escolha a flutua¢ao em solucéo sa-
turada de Cloreto de S6dio (Método de Willis), es-
pecifico para deteccao de ovos de ancilostomideos.

As amostras fecais contendo ovos de ancilosto-
mideos foram processadas pelo método de centri-
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Quadro 01: Caracteristicas dos produtos domésticos utilizados nos testes para verificar a eficdcia na inibi¢édo da evolu-

¢do sobre os ovos de ancilostomideos

Cédigo Diluicio Tempo de
do Principio ativo indicado H exposi¢do | Atividade indicada
sugerida .
produto sugerido
A Hipoclorito de Sédio Puro 10 min. Desinfetante geral
Bactericida,
B Orto Benzil p-Clorofenol 70% Puro 10 min. germicida e
fungicida
0,45% de Cloreto de Cocobenzil . Bacte.r1'c1da,
C 1N : A Puro 10 min. germicida e
Alquil Dimetil Amonio .
fungicida
D Cresodis a 10% Puro 10 min. Bacterl'a'da ¢
germicida

fugo-flutuagao em Solugdo de Sacarose a 1,2 g/ml
(Método de Sheater) para isolamento dos ovos do
parasito, que posteriormente foram purificados.

Depois de purificados, os ovos foram quantifica-
dos para determinac¢do do O.P.G. (Ovos por Grama
de Fezes) pelo método de Gordon e Whitlock.

Foram utilizados desinfetantes domésticos com
acdo germicida e bactericida, geralmente utilizados
para higienizagdo de canis e outros ambientes fre-
qlientados por caes. Para manter a integridade dos fa-
bricantes, os produtos foram identificados por meio
de codigos, sendo divulgado somente o principio ati-
vo de cada um. As dilui¢ées, o tempo de exposigdo e
as indicagdes sugeridas no rétulo de cada produto es-
tao expostos no quadro 01. Todos os produtos foram
adquiridos com recursos proprios e testados dentro
do prazo de validade indicado pelo fabricante.

Para realizacao dos testes foram utilizadas pla-
cas de poliestireno contendo 96 orificios. Em cada
placa foi testado apenas um desinfetante, sendo que
em cada uma foi possivel incluir o controle, produ-
tos concentrados e diluidos (1/10, 1/20, 1/40 e 1/80),
totalizando 16 repeti¢des por tratamento.

Em cada poco da placa teste foi colocado 100ul
da preparagdo de ovos de ancilostomideos purifica-
dos. Depois de acordo com a coluna foram distribu-
idos 200l de agua destilada para o controle, 200pl
do desinfetante concentrado para as colunas do
produto puro, e 200l do desinfetante diluido para
as demais colunas. Em média cada placa continha
2300 ovos de ancilostomideos. Depois de prontas, as

placas foram mantidas durante quatro dias em sala
aquecida, dentro de camara umida de modo a per-
mitir o controle diario da temperatura.

Para a leitura didria, foi retirada com uma pipeta
uma aliquota de cada pogo e colocada em uma lamina de
coprocultura, em microscopio optico. Portanto, a cada
leitura era retirada uma amostra diferente, podendo
ocorrer uma alteracdo nas porcentagens de viabilidade
dos ovos durante os periodos de exposi¢ao aos produtos.

Durante a leitura, era observada a presenca de ovos
viaveis e a presenca de larvas para verificar se estava
ocorrendo a inibi¢ao ou evoluc¢do dos ovos de ancilosto-
mideos frente aos produtos expostos. Para determinar a
porcentagem de viabilidade, o pogo foi considerado po-
sitivo com a presenca de a0 menos um ovo viavel.

Para a analise dos resultados, a porcentagem de
viabilidade dos ovos foi expressa através da média
dos pocos que continham ovos vidveis em todos os
tratamentos. A estatistica foi realizada com a Anali-
se de varidncia (ANOVA) fatorial em nivel de 5% de
significancia utilizando a presen¢a de ovos viaveis e
inviaveis em cada po¢o. E para comparar as médias
entre os tratamentos foi feito o teste de Tukey, utili-
zando-se o programa Bioestat 5.0.

Resultados

Acompanhando o comportamento dos ovos
de ancilostomideos, expostos aos produtos qui-
micos selecionados, a saber: Hipoclorito de
Sédio (A), Orto Benzil p-Clorofenol 70% (B),
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0,45% de Cloreto de Cocobenzil Alquil Dimetil
Amonio (C) e Cresdis a 10% (D) durante qua-
tro dias foi possivel observar que apenas um de-
les (B) inibiu completamente a viabilidade dos
ovos até o final do experimento. Entretanto,

apesar dos melhores resultados terem sido ob-
servados com a aplicagdo do produto B, todos
os desinfetantes testados mostraram atividade
ovicida quando utilizado puro e em todos os
tempos de exposicdo (Tabela 01).

Tabela 01: Freqiiéncia de viabilidade de ovos de ancilostomideos segundo o tempo de exposi¢ao, dilui¢ao e principio ativo dos

produtos selecionados.

24h 48h T2h 9 h
C P 110 120. 140. 180. € P 1/10. 120. 140. 180. € P 1/10. 120. 140. 180. € P 1/10. 1/20. 1/40. 1/80.
A0 0 0 687 812 375 B 0 0 %2 %2 625 50 0 0 #M2 0 500 0 62 0 125
B00OO 0 0 30 32 W00 0 125 w7 M2H¥20 0 0 0 O ®rO O O 0 O
C83 063 7 62 0 6880 0 0 438 M3 0 0 623 625 438 1000 0 25 168 188
D100 0 %63 25 313 668 6750 62 62 33 o813 813 0 188 1688 25 75 €30 25 188 I3 T

Com relagdo as diluicoes, foi possivel notar
que na concentragdo 1/10, os ovos tratados com
o produto C, evoluiram até a fase de gastrula tor-
nando-se inviaveis apds 24 horas de exposicao.
Ja o produto D quando em contato com os ovos
de ancilostomideos permitiu a sua evolugao, sen-

60

o (O8] B W
(=} (=} (=] =]
I I I I

—_
(=]
I

Frequéncia viabilidade ovos (%)

(=]

do possivel a observagao de ovos blastomerados
a cada dia do experimento. Apesar dessa varia-
¢ao observada no comportamento dos ovos, ndo
houve diferenc¢a significativa entre os quatro pro-
dutos nas primeiras 72 horas, sendo esta percebi-
da no quarto dia de experimento (Figura 01).

W A-1/10
W B-1/10
C-1/10

I l mD-1/10

24hrs 48hrs

72hrs 96hrs

Tempo de exposi¢do

Figura 01: Freqiiéncia de viabilidade de ovos de ancilostomideos frente
aos produtos testados na dilui¢do 1/10 em todos os tempos de exposigdo

Ainda com relagao as dilui¢oes, vale salien-
tar que o produto D, mesmo apos quatro dias
de experimento ainda possuia 25% dos ovos
analisados vidveis, apresentando desta manei-
ra diferenca estatistica quando comparada aos
outros desinfetantes. Cabe lembrar que para a
leitura das amostras foram retiradas aliquotas
de cada poco da placa em diferentes dias do ex-
perimento, ocasionando com isso uma variagao
das freqiiéncias obtidas.

Quando os ovos foram imersos na dilui¢ao 1/20,
no periodo de 24 horas, os produtos que mostraram
maior capacidade na inibigdo dos mesmos foram os
produtos B e D. Ja os produtos A e C nao produzi-
ram eficacia significativa, mas reduziram a viabili-
dade dos ovos em 48 horas; apesar disso, no final
dos quatro dias de experimento todos os produtos
testados apresentaram eficacia significativa. Esses
resultados estdo apresentados na Figura 02.

Na figura 03 apresentam-se os resultados ob-
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W A-1/20
W B-1/20
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Figura 02: Freqiiéncia de viabilidade de ovos de ancilostomideos frente
aos produtos testados na diluigdo 1/20 em todos os tempos de exposi¢do

tidos na concentragao 1/40, onde foi observado
que a maioria dos produtos testados se mostrou
ineficiente ao permitir o desenvolvimento dos
ovos do parasito tanto no primeiro quanto no
segundo dia. Nesse caso somente o produto B
apresentou uma expressiva redugdo no desen-
volvimento e ap6s 72 horas de exposigao foi ca-
paz de apresentar agao ovicida.

90
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

Frequéncia viabilidade ovos (%)

10 -

24hrs 48hrs

Por fim, na dilui¢ao 1/80 as taxas de viabili-
dade foram expressivas, principalmente quando
tratadas com o produto D. Novamente, somen-
te o produto B foi capaz de inviabilizar 100%
os ovos do parasito apds 72 horas de exposicao,
periodo em que o A também apresentou total
eficiéncia. Na ultima leitura somente o produto
D nao foi capaz de inibir a evolu¢do dos ovos,

W A-1/40
W B-1/40

C-1/40
W D-1/40

72hrs 96hrs

Tempo de exposi¢do

Figura 03: Freqiiéncia de viabilidade de ovos de ancilostomideos frente
aos produtos testados na diluigdo 1/40 em todos os tempos de exposi¢do

exibindo resultado insatisfatério (Figura 04).
Com relagdo ao tratamento estatistico aplicado
aos resultados obtidos, foi possivel observar que o
F-teste obtido foi elevado, com p-valor<0,05, in-
dicando que a eficacia dos produtos sobre a ini-
bi¢do do desenvolvimento dos ovos foi significa-

tiva, ou seja, estatisticamente houve diferenca na
eficacia entre os tratamentos realizados e entre as
dilui¢oes. Entretanto, a atividade ovicida néo foi a
mesma entre eles, o que seria de se esperar devido
a diferenca entre os principios ativos de cada pro-
duto que acaba por desencadear a¢des distintas.
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Figura 04: Freqiiéncia de viabilidade de ovos de ancilostomideos frente
aos produtos testados na diluicdo 1/80 em todos os tempos de exposigdo

Discussao

Segundo Krychak-Furtado et al. (2005) o produto
ideal é aquele que impede o prosseguimento da fase de
blastomeragido, em nosso estudo essa inibicao foi obser-
vada com todos os desinfetantes quando usados puros.

A caréncia de estudos que relatem o uso de desin-
fetantes na inibigdo de ovos de helmintos acaba por
afastar esses produtos dos consumidores favorecendo
assim os riscos de infecgdo por parasitos zoondticos.

Massara (1988) em estudo semelhante utilizou 16
produtos, entre desinfetantes e detergentes, durante 20
dias afim de avaliar a acdo dos mesmos frente ao em-
brionamento de ovos de Ascaris lumbricoides. Quan-
do utilizou o produto com principio ativo Orto Ben-
zil p-clorofenol, os resultados foram semelhantes aos
apresentados no presente trabalho. Do mesmo modo
que neste estudo, esse produto foi capaz de inibir com-
pletamente o embrionamento dos ovos analisados, em
todos os tempos de exposicao e diluigoes.

A variagao nas freqiiéncias de ovos vidveis obti-
das no presente estudo, principalmente com relagao
aos produtos C e D, pode sugerir uma possivel re-
sisténcia dos ovos de ancilostomideos frente a estes
principios ativos. Entretanto nio se pode deixar de
mencionar que para a evolugdo desses ovos fatores
ambientais como temperatura, umidade e oxigena-
¢do sdo extremamente importantes, ja que os anci-
lostomideos sao geohelmintos e dependem dos fato-
res abioticos para completar sua evolucéo.

Os resultados obtidos demonstram a potencia-
lidade do uso dos produtos testados no que diz res-

peito ao uso como desinfetantes de ambientes conta-
minados com ovos de ancilostomideos. Entretanto,
destaca-se a necessidade de novos testes in vitro
para avaliar a acdo de produtos com a¢ao germicida
e bactericida na inibicao da evolugido de ovos de pa-
rasitos, proporcionando assim ao consumidor mais
uma medida profilatica para o controle de doengas
zoondticas.

Conclusao

Diante do exposto pode-se concluir que todos os
desinfetantes avaliados foram eficazes na inibi¢do da
evolugdo dos ovos de ancilostomideos, em especial
quando utilizados na forma concentrada. O produ-
to Orto Benzil p-Clorofenol 70% foi o que mostrou
maior eficcia na inibicao da evolugido dos ovos de
ancilostomideos e em menor tempo, enquanto que
o produto Cresdis a 10% foi o mais ineficiente na
maioria das dilui¢oes e tempos de exposicao.
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