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RESUMO

DE SOUZA, Ana Caroline Ferreira. Suscetibilidade in vitro de pupas e adultos de pulgas
Ctenocephalides felis felis (Bouche, 1935) por nematoides entomopatogénicos das
espécies Heterorhabditis bacteriophora (HP88) (Poinar, 1975) e Heterorhabditis indica
(LPP30) (Poinar, Karunaka, David, 1992). 2024. 48p. Tese (Doutor em Ciéncias
Veterinarias), Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2024

Diversas pesquisas demostraram que nematoides entomopatogénicos (NEPs) sdo capazes de
infectar e matar invertebrados de importdncia médico-veterindria como moscas, pulgas,
carrapatos ¢ moluscos, tornando-se uma importante alternativa no controle desses animais,
podendo ser utilizados isoladamente ou associados a produtos quimicos, em espécies alvos
que possuem pelo menos uma fase de desenvolvimento no solo. O presente estudo teve como
objetivo avaliar, in vitro, a capacidade dos nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis
bacteriophora (HP88) e Heterorhabiditis indica (LPP30) de penetrar, infectar e matar pupas
e adultos de Ctenocephalides felis felis. O estudo foi dividido em quatro etapas na qual, a
primeira e segunda tiveram como objetivo avaliar a suscetibilidade de pupas nuas e pupas com
casulo pupal, respectivamente, de C. felis felis pelos NEPs em 600 pL de suspensdo contendo
120 JIs/pupa. Os bioensaios foram realizados em em dez placas de Petri de 6 cm de diametro
contendo 11 pupas cada, foram utilizados como grupo controle cinco placas de Petri contendo
11 pupas por placa, na qual foi adicionado 600 pL de 4gua destilada. Os biensaios com pupas
nuas e casulos pupal foram avaliados quanto a repetibilidade seguindo as mesmas
caracteristicas. A terceira e quarta etapa do estudo tiveram como objetivo avaliar a
suscetibilidade de pulgas adultas de C. felis felis por H. bacteriophora (HP88) e H. indica
(LPP30) utilizando 120 JIs/adulto . Os resultados demosntram que as pupas nuas apresentaram
100% de suscetibilidade a infecg¢do por H. Bacteriophora e 98,18% para H. indica, j& as pupas
com casulo pupal apresentaram valores de 55,44% e 64,99% para H. bacteriophora e H. indica
respectivamente. Com relagdo aos adultos de C. felis felis , a suscetibilidade a infec¢ao por H.
bacteriophora (HP88) foi de 70,66% para machos e 72% para fémeas, enquanto H. indica
(LPP30) obteve 72% e 68% para machos e fémeas respectivamente. Os dados obtidos sugerem
a possibilidade do uso dos NEPs no controle dessas fases biologicas do inseto. Tais resultados
sdo importantes, pois, juntamente com estudos anteriores demonstram que os NEPs das
espécies H. bacteriophora (HP88) e H. indica (LPP30) podem ser uma ferramenta promissora
no controle biologico de C. felis.

Palavras-chave: pulga-do-gato, nematoides entomopatogénicos, controle bioldgico.



ABSTRACT
DE SOUZA, Ana Caroline Ferreira. In vitro susceptibility of pupae and adults of fleas
Ctenocephalides felis felis (Bouche, 1935) to entomopathogenic nematodes of the species
Heterorhabditis bacteriophora (HP88) (Poinar, 1975) and Heterorhabditis indica (LPP30)
(Poinar, Karunakar, David, 1992). 2024. 48p. Thesis (Doctorare in Veterinary Sciences),
Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024

Several studies have demonstrated that entomopathogenic nematodes (EPNs) are capable of
infecting and killing invertebrates of medical and veterinary importance, such as flies, fleas,
ticks, and mollusks, making them an important alternative for controlling these organisms.
They can be used alone or in combination with chemical products, particularly against target
species that have at least one developmental stage in the soil. The present study aimed to
evaluate, in vitro, the ability of the entomopathogenic nematodes Heterorhabditis
bacteriophora (HP88) and Heterorhabiditis indica (LPP30) to penetrate, infect, and kill pupae
and adults of Ctenocephalides felis felis. The study was divided into four stages. The first and
second stages aimed to evaluate the susceptibility of naked pupae and pupae within the pupal
cocoon, respectively, of C. felis felis to the EPNs in 600 pL of suspension containing 120
infective juveniles (IJs) per pupa. Bioassays were conducted using ten 6 cm Petri dishes
containing 11 pupae each. Five additional Petri dishes containing 11 pupae each were used as
a control group, where 600 pL of distilled water was added. The bioassays for naked pupae
and cocooned pupae were assessed for repeatability using the same characteristics. The third
and fourth stages of the study aimed to evaluate the susceptibility of adult fleas of C. felis felis
to H. bacteriophora (HP88) and H. indica (LPP30), using 120 IJs per adult. The results
showed that naked pupae exhibited 100% susceptibility to infection by H. bacteriophora and
98.18% to H. indica, while pupae with a pupal cocoon showed susceptibility rates of 55.44%
and 64.99% for H. bacteriophora and H. indica, respectively. Regarding C. felis felis adults,
susceptibility to infection by H. bacteriophora (HP88) was 70.66% for males and 72% for
females, while H. indica (LPP30) resulted in 72% and 68% for males and females,
respectively. The data obtained suggest the potential use of EPNs in controlling these
biological stages of the insect. These results are significant, as, together with previous studies,
they demonstrate that EPNs of the species H. bacteriophora (HP88) and H. indica (LPP30)
may be a promising tool in the biological control of C. felis.

Keywords: Ctenocephalides felis felis, entomopathogenic nematodes, biological control
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1 INTRODUCAO

As pulgas sdo insetos hematofagos pertencentes a ordem Siphonaptera. Podem parasitar
diversas espécies de mamiferos e aves, inclusive o homem.

Sdo conhecidas varias espécies, dentre os quais, destaca-se a subespécie
Ctenocephalides felis felis, sendo considerada um ectoparasito de importancia veterinaria
devido a sua caracteristica cosmopolita. Este inseto ¢ desprovido de asas e adaptado ao salto,
sendo capaz de infestar locais distantes de onde seus hospedeiros dormem.

Seu ciclo de vida possui quatro estagios de desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto.
O acasalamento ocorre no proprio hospedeiro, onde seus ovos sao depositados e caem no
ambiente, permanecendo por meses, dependendo das condi¢des de temperatura e umidade.

Grandes infestagdes podem provocar anemia em animais jovens, além de irritagdes,
prurido e dermatites, como a dermatite alérgica em animais mais sensiveis. Também atuam
como vetores de diversos patdgenos, alguns com potencial zoondtico.

E comum ocorrer infestagdes, pois apenas cinco por cento das pulgas adultas encontram-
se no animal, sendo a maioria encontrada no ambiente onde o animal vive, dificultando assim
medidas de controle eficazes, ja que seus ovos e larvas podem ficar protegidos em tapetes,
carpetes, fendas e materiais em decomposi¢ao que servem de alimento para as larvas.

Como prevengdo, o controle mecanico pode ser utilizado, nesse método os insetos sao
retirados manualmente através de catagdo e banhos no hospedeiro, além de aspiracdes e
limpezas do ambiente. Em locais com grandes infestagdes se faz necessario a utilizacdo de
produtos quimicos.

A utilizagdo do controle quimico de forma inadequada propiciou o aparecimento de
populagdes resistentes de pulgas em alguns locais do mundo. Além da reducdo da efetividade
de alguns destes compostos , essas substancias podem provocar intoxicagdes em animais € seres
humanos, além de se dispersar pelo ambiente, contaminando solos e rios.

Com base nesse contexto ¢ preciso buscar medidas de controle alternativas e mais
seguras para animais, meio ambiente e seres humanos, como a utiliza¢do do controle bioldgico
de pragas, sendo os nematoides entomopatogénicos (NEPs) organismos em potencial.

Os NEPs, sao helmintos capazes de penetrar nos insetos, liberando de seu trato digestivo
bactérias simbiontes que causam septicemia e morte do hospedeiro. Sdo naturalmente
encontrados no solo e utilizados ha bastante tempo no controle bioldgico de artrépodes
considerados pragas agricolas. Atualmente diversas pesquisas envolvendo o uso de NEPs
demostraram sua efetividade em penetrar, infectar e matar invertebrados de importincia
veterindria como carrapatos, moscas, mosquitos ¢ moluscos, sendo os géneros Steinernema
(Rhabditida: Steinernematidae) e Heterorhabditis (Rhabditida: Heterorhabditidae) os mais
utilizados.

Estudos sobre a utilizacdo dos NEPs e seu controle sobre pulgas ainda sdo escassos,
pesquisas recentes realizados por Souza et al., 2024 demonstraram sua eficicia sobre formas
imaturas desse ectoparasito. Dessa forma faz-se necessario a realizagdo de mais estudos a
respeito desse tema, utilizando o maior nimero de espécies/linhagens disponiveis, visando
determinar quais sao os NEPs mais eficazes para cada fase do ciclo evolutivo de C. felis felis.
Além disso, € preciso avaliar ainda as diversas espécies de NEPs com relagdo ao ambiente a
serem inseridos a fim de ndo provocar danos a ecologia de nematoides entomopatogénicos
nativos e outros insetos existentes na regido.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a suscetibilidade in vitro de pupas e adultos
de Ctenocephalides felis felis (Siphonaptera: Pulicidae) por nematoides entomopatogénicos do
género  Heterorhabditis  (Rhabditida:  Heterorhabditidae), espécies Heterorhabditis
bacteriophora (HP88) e Heterorhabditis indica (LPP30).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Interacdo Homem x Animais Domésticos

Vestigios achados em sitios arqueologicos apontam que desde a Pré-Historia havia uma
interagdo entre homens e animais (Berzinz, 2000). Esse relacionamento se alterou
significativamente durante o século XX, apontando mudangas no papel do animal na sociedade
atual (Faraco, 2004), onde o isolamento social e a soliddo aproximaram o homem dos animais
domésticos, que passaram a atuar como companheiros e trazem beneficios a saide humana,
como maior socializacdo e diminui¢ao da ansiedade, (Medeiros; Carvalho, 2014).

No ultimo levantamento realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2018), as populagdes de cdes e gatos correspondiam a 54 e 24 milhdes de animais,
respectivamente. De acordo com o Instituto Pet Brasil (IPB), em 2021 a populagdo de animais
de estimagdo chegou a 58,1 milhdes de caes e 27,1 milhdes gatos.

Apesar dessa relagdo trazer beneficios psicologicos e relativos ao bem-estar, essa maior
proximidade entre homens e animais aumenta o risco de transmissao de patdogenos (Giumelli;
Santos, 2016).

2.2 Ctenocephalides felis felis

As pulgas pertencem ao Filo Arthropoda, Classe Insecta ¢ Ordem Siphonaptera (Fortes,
2004). Sao artropodes, apteros, de coloracdo acastanhada, possuem o corpo achatado lateralmente
e o género Ctenocephalides possui o corpo revestidos por cerdas, chamados de ctenideos, que
ajudam na fixacdo e locomog¢ao no hospedeiro, (Linardi, 2011; Linardi, 2017). Em C. felis ha a
presenga de um ctenideo genal composto por cerdas longas e finas, com primeiro par de cerdas
apresentando o mesmo comprimento do segundo, o que a diferencia de C. canis (Fortes, 1997).

Figura 1. Cabeca de fémea de Ctenocephalides felis felis. Ctenideo pronotal (seta azul) e
ctenideo genal (seta preta). (Fonte: Arquivo pessoal).

Possuem dimorfismo sexual, sendo as fémeas maiores, com a parte posterior
arredondada (Figura 2A) e os machos apresentam aparelho copulador nos seguimentos finais
com extremidade posterior voltada para cima (Figura 2B) (Linardi, 2011).



Figura 2. Adultos de Ctenochephalides felis felis. A - Fémea. B - Macho. (Fonte: Arquivo
pessoal).

Ctenocephalides felis felis é considerada a pulga de maior importincia no mundo
quando se fala em infesta¢do de cdes e gatos, possuindo ampla distribui¢do geografica, ¢ capaz
de gerar grandes infestacdes, além de possuir uma variedade de hospedeiros, também atua como
vetor de patdgenos causadores de doengas em humanos e animais (Linardi; Santos, 2012).

2.3 Ciclo Biologico da pulga-do-gato

Seu ciclo biolégico ¢ constituido de quatro estagios: ovo, larva (L1, L2 e L3), pupa e
adultos (Figura 3). O tempo para seu desenvolvimento completo ¢ de aproximadamente 30 dias
(Linardi; Nagem, 1972; Dryden, 1993), podendo se estender até¢ 140 dias (Dryden; Rust, 1994)
(Tabela 1), de acordo com as condigdes ambientais de umidade, temperatura e alimento
disponivel para as larvas (Linardi; Nagem, 1972; Silverman; Rust, 1985).

Machos e fémeas realizam repasto sanguineo, que dura aproximadamente 15 minutos,
durante o repasto as fémeas continuam se alimentando mesmo estando repletas, pois, o sangue
digerido ¢ eliminado através do anus e utilizado como alimento pelas larvas (Dryden, 1993;
Linardi, 2011). O adulto inicia o repasto sanguineo, ¢ aproximadamente 24-36 horas apds se
alimentarem ocorre o acasalamento e inicio da ovipostura (Linardi; Guimaraes, 2000).

Ciclo Evolutivo das
Pulgas
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Figura 3. Ciclo de vida das pulgas demonstrando os quatro estidgios (ovo, larva, pupa e
adultos) (Fonte: Moura, 2008).



Os ovos de C. felis sdo perolados, ovalados e com extremidades arredondadas, a eclosdao
ocorre dentro de um a seis dias e estes sdo depositados entre os pelos dos hospedeiros e caem
no ambiente, acumulando-se principalmente onde os animais dormem ou frequentam (Rust,
1992; Dryden; Rust, 1994).

Apos a eclosdo inicia-se o estagio larval, estagio de desenvolvimento ndo parasitario e
que se encontra no ambiente, onde as larvas se alimentam de sangue seco, fezes de pulgas
adultas e matéria em decomposicdo, e caso nao encontrem alimento podem realizar canibalismo
(Dryden, 1993; Dryden; Rust, 1994).

As larvas sdo esbranquicadas (Figura 4A) (Linardi; Guimardes, 2000), procuram
ambientes protegidos, sdo sensiveis a radiacdo solar, dessecacdo e altas temperaturas (Rust;
Dryden, 1997; Linardi, 2024), necessitam de umidade relativa acima de 50% e do solo entre
1% a 20% (Sousa, 1997). Assim se orientam para locais umidos, e quando se encontram em
ambientes arenosos, penetram no solo para se proteger da luz (Linardi, 2024).

A fase de larva passa por trés instares larvares (L1, L2 e L3), onde a larva de terceiro
estadio (L3) deixa de se alimentar e esvazia o trato gastrointestinal (Silverman; Rust, 1985;
Dryden; Rust, 1994; Rust; Dryden, 1997), dobra-se sobre si e adquire formato de U, unindo a
parte cefalica com a parte anal (Figura 4B) (Linardi, 2024). Nessa fase ocorre a produgdo de
um fio ténue que dard origem ao casulo pupal (Silverman; Rust, 1985; Dryden; Rust, 1994).

O casulo pupal ¢ viscoso e feito de seda (Figura 4C), e tem como fungdo facilitar a
aderéncia de particulas do ambiente para proteger as larvas (Figura 4D) até o desenvolvimento
completo em formas adultas. Podem sobreviver por longos periodos no ambiente se ndo houver
estimulos para emergéncia do adulto (Silverman; Rust, 1985; Dryden; Rust, 1994).

O estagio de pupa ¢ o mais resistente a dessecagdo, ¢ as fémeas possuem o ciclo mais
rapido quando comparada aos machos (Linardi; Nagem, 1972).

Figura 4. Estagios imaturos de Ctenocephalides felis felis. A - Larva. B - Estadio L3 ou pré-
pupa . C - Pupa nua. D - Pupas com casulo pupal (aderéncia de sujidades). (Fonte: Arquivo
pessoal).



Os adultos emergem quando estimulados por pressdo mecanica (Silverman; Rust, 1985;
Linardi, 2024) e também pelo aumento da temperatura (Silverman; Rust, 1985). Os adultos
possuem fototropismo positivo e geotropismo negativo, sendo atraidos ao hospedeiro por
vibragdes, correntes de ar, niveis de CO?, odores, dentre outros (Dryden; Rust 1994; Linardi,
2024).

Tabela 1. Ciclo Biologico de Ctenocephalides felis felis contendo o tempo de
desenvolvimento e fatores que podem influenciar na mudanca de estagio.

Estagio Tempo Fatores que influenciam
Ovo 1-6 dias -Temperatura,-Umidade Relativa
-Umidade Relativa-Luz
Larva 8-34dias -Temperatura
-Matéria orgénica
-Alimento
Pré-pupa 1-2 -Prote¢ao do casulo
-Vibragoes
-Pressao mecanica
-Temperatura
-Presenca de hospedeiro
Pupa 6-7 dias chegando -CO2
a 140 dias -Umidade Relativa
-Odores
- Umidade alta acelera o
desenvolvimento.

Tabela Adaptada de Dryden; Rust (1994)

No Brasil, C. felis felis ¢ a pulga mais comum e foi encontrada em: Alagoas, Amazonas,
Bahia, Cear4, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Pernambuco
(incluindo o territério de Fernando de Noronha), Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio
Grande do Sul, Roraima, Santa Catarina e Sao Paulo (Linardi; Santos, 2012).

2.4 Patogenos e Endossimbiontes Encontrados em Crtenocephalides felis felis.

Ha diferentes tipos de endossimbiontes ou patdgenos associados a C. felis, estas pulgas
atuam como hospedeiros intermediarios ou vetores biologicos de bactérias, protozoarios e
helmintos (Linardi; Guimaraes, 2000).

Ctenocephalides felis atua como hospedeiro intermediario de um cestéide encontrado
no intestino delgado dos caes e gatos e que pode afetar humanos, o Dipylidium caninum (Rust,
2017; Gutema et al., 2020). A dipilidiose ¢ mais prevalente em criangas, que podem acabar
ingerindo as pulgas ao beijar, lamber e dormir com os animais de estimagdo (Ramos et al.,
2020).

Coutinho e Linardi (2007) através de técnicas de biologia molecular reconheceram DNA
de Leishmania em C. felis de caes naturalmente infectados em Belo Horizonte (MG), sugerindo
que a pulga seja uma possivel transmissora mecanica da leishmaniose visceral canina.

Esta espécie de pulga também ¢ o principal vetor da bactéria Bartonella henselae,
responsavel pela doenga conhecida como arranhadura do gato (Jacomo et al., 2002), uma
zoonose que pode causar o surgimento de papulas no local da ferida, seguida de linfadenopatia
(Florin, 2008).



Ctenochephalides felis ¢ o principal vetor e reservatdrio da bactéria Rickettsia felis,
sendo responsavel pela febre tifo, uma zoonose emergente em varias partes do mundo (Brown;
Macaluso, 2016). No Brasil, os primeiros casos de infec¢@o por R. felis em humanos foram
descritos por Raoult et al. (2001).

Com relagdo a doengas em animais domésticos, as pulgas da espécie C. felis sdo os
principais vetores da bactéria Mycoplasma haemofelis, uma ricketsia que pode causar anemia
infecciosa em gatos, também conhecida como micoplasmose felina (Souza et al., 2002).

Foram detectados RNA do virus da leucemia felina (FeLV) em pulgas e fezes de C. felis
e os resultados, in vitro, demostraram que essas pulgas sdo potenciais vetores para o RNA do
virus FeLV, podendo as mesmas desempenhar um papel importante na transmissao do virus
(Vobis et al., 2003).

Um recente estudo realizado por Coelho et al. (2023) relataram pela primeira vez,
através de detec¢ao molecular, a presenca de Anaplasma platys em pulgas da espécie C. felis,
sendo esta uma possivel transmissora de anaplasmose canina.

Além dos patoégenos ja mencionados, diversos outros endossimbiontes ja foram
descritos por pesquisadores em C. felis: Dirofilaria immitis, Dipetalonema recondirtum
(Jellison, 1959); Hymenolepis (Rodentolepis) e Hymenolepis diminuta (Salem et al., 1980);
Rickettsia burnetii, Spirochaeta ctenocephali, Nosema ctenocephali, Crithidia sp., Leptomonas
ctenocephalis (Wenyon, 19926; Jekins, 1964; Strand, 1977); Bartonella henselae, Hemoplasma
sp. (Shaw et al., 2004); Nolleria pulicis (Bears et al., 1990b); Trypanossoma lewisi (Molyneux,
1969) (De Avelar, 20006).

2.5 Controle de Ctenocephalides felis felis: Importancia Econdomica e Desafios de Controle

E comum ocorrer infestagdes por ectoparasitas, especialmente pulgas, tendo eliminagio
trabalhosa, o que pode levar tempo e gerar gasto financeiro (Blagburn; Dryden, 2009),
representando um desafio em medicina veterinaria (Rust; Dryden, 1997), pois animais silvestres
podem servir como reservatdrios para infestagdes (Rust, 2017).

A maior parte do ciclo bioldgico da pulga ocorre no ambiente (Linardi; Guimaraes,
2000) e para que o controle seja efetivo, muitas vezes € necessario combinar estratégias de
combate através do manejo ambiental associado ao controle quimico e tratamento dos animais
(Dryden; Rust, 1994; Blagburn; Dryden, 2009).

Existem diversas formas de controle desses insetos que podem ser utilizadas, dentre elas
o controle mecanico e o controle quimico, sendo o segundo mais utilizado, tendo como foco a
interferéncia no ciclo bioldgico do parasito (Rust, 2005). O controle mecéanico € a forma mais
simples de controlar esse ectoparasito e consiste na catagdo manual das pulgas dos animais,
limpeza frequente de ambientes através da aspiragdo e lavagem das roupas e camas dos animais,
dessa forma, ha uma interrupgao do ciclo, o que e ajuda a reduzir a presenca de ovos e larvas
no local em que os animais frequentam (Rust; Dryden, 1997; Linardi, Guimaraes, 2000; Rust,
2017).

No controle quimico sdo utilizados diferentes grupos de substancias, dentre as quais
podemos citar os organofosforados, os carbamatos, as formamidinas, os piretroides, os
fenilpirazoles, as lactonas macrociclicas, os reguladores de crescimento (RCIs) e as
isoxazolinas (Scott et al., 2002; Rust, 2005; Blagburn; Dryden, 2009; Magalhaes et al., 2016).

Alguns estudos relataram a resisténcia de C. felis a alguns compostos, o que tem gerado
grande preocupacao (Rust, 2017), isso se deve principalmente ao uso incorreto dos compostos
quimicos, que vem contribuindo para a necessidade de buscar novas estratégias de controle
desses insetos (Rust, 2005; Rust, 2017). Nos ultimos anos vém se buscando alternativas mais
ecologicas visando interromper o ciclo de vida desse ectoparasito ( Rust, 1997; Rust, 2020)

Melo et al. (2007), utilizaram fungos entomopatogénicos em ovos e adultos de C. felis,
observando que tanto ovos como adultos foram sensiveis a infec¢ao por Metrahizium anisopliae
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e Beauveria bassiana, possuindo grande potencial como agentes de controle bioldgico de
pulgas.

No que diz respeito a utilizagdo de 6leos essenciais, esses apresentaram resultados
promissores no controle de C. felis. Batista et al. (2016) verificaram a eficicia de Oleos
essenciais e extratos de Schinus molle L. produzidos com frutas e folhas, contra C. felis, obtendo
resultados positivos no controle dos adultos, porém, tendo baixa eficacia contra ovos.

Freitas et al. (2021), avaliaram a eficacia e o efeito residual dos dleos essenciais de
1llicium verum (anis-estrelado) e Pelargonium graveolens (geranio rosa) em C. felis felis, onde
o oOleo essencial de L. verum apresentou atividade inseticida por aproximadamente 18 dias e
esta atividade se manteve acima de 70% durante nove dias, enquanto o 6leo essencial de P.
graveolens apresentou atividade inseticida de 13 dias, conseguindo manté-la em torno de 41,2%
por dois dias.

Assuncao et al. (2024) avaliaram a eficacia de Piper aduncum L., uma planta medicinal
brasileira, no controle de C. felis, demonstrando que este 6leo essencial apresenta alta eficacia
contra o parasito, obtendo 100% de mortalidade de ovos ¢ 100% de mortalidade para pulgas
adultas.

Ainda no que se refere ao estudo envolvendo oleos essenciais, Lima et al. (2024)
avaliaram a acdo inseticida e repelente de Copaifera reticulata, Citurs paradisi, Lavanda
hybrida e Salvia sclarea em estagios imaturos e adultos de C. felis, observando como resultado
que tanto o dleo essencial de L. hybrida, quanto o de S. sclarea apresentaram agdo inseticida e
repelente contra todos os estagios de C. felis, enquanto o 6leo essencial de C. paradisi nao
apresentou atividade inseticida ou repelente. O 6leo essencial de C. reticulata foi o que
apresentou melhores resultados contra pupas e adultos de pulgas, € o 6leo essencial de S. sclarea
apresentou o melhor efeito repelente.

Outra forma de controle muito utilizada € o controle biolégico, que consiste no controle
do numero de plantas e animais por inimigos naturais do meio ambiente, mantendo um
equilibrio entre os seres vivos, podendo ser realizado por virus, bactérias, fungos, nematoides,
protozodrios, insetos, dentre outros (Parra et al., 2002).

Atualmente, espécies de nematoides entomopatogénicos (NEPs) se mostraram
promissores no controle biologico de diversas espécies de artropodes e sdao utilizados em
diversas partes do mundo no o controle de pragas presentes no solo e em ambientes infestados
(Grewal et al., 2001).

2.6 Nematoides Entomopatogénicos (NEPs): Aspectos Relacionados a Biologia e Ecologia

No filo nematoda estdo incluidas espécies capazes de provocar doengas em artropodes,
conhecidas como nematoides entomopatogénicos (NEPs) (Almenara et al., 2012).

Os NEPs pertencem a ordem Rhabditida (Nematoda: Secernentea), nas quais estdo
inseridas as familias Steinernematidae (Chitwood; chitwood, 1937) com os géneros Steneinema
(Travassos, 1927) e Neosteirnenema a (Nguyen; Smart, 1992) e a familia Heterorhabditidae
(Poinar, 1976) que possui at¢ o momento apenas o género Heterorhabditis (Dowds; Peters,
2002).

Pesquisas referentes ao uso de controle biologico de artrépodes terrestres vém se
concentrando nos géneros Steinernema e Heterorhabditis (Adams; Nguyen, 2002; Nguyen;
Hunt, 2007) que sdo cosmopolitas € podem ser encontrados no mundo todo (Lawrence et al.,
2006). Tais pesquisas vém crescendo consideravelmente nos Ultimos anos, e isso se reflete
diretamente no numero de espécies validas descritas at¢ 0 momento. Na década atual, o nimero
de descrigdes de espécies dentro do género Steinernema chegou a 100 e o género
Heterorhabditis passou a ter 18 espécies validas (San-blas et al., 2019; Bhat et al., 2020;
Machado et al., 2021). Apesar dos avangos, o género Neosteinernema possui apenas uma unica
espécie descrita até hoje, Neosteinernema longicurvicauda (Nguyen; Smart, 1996; Bhat et al.,



2020).

Os nematoides entomopatogénicos possuem grande potencial dentro do controle
bioldgico de insetos pragas, principalmente no controle daquelas que possuem pelo menos um
estagio de desenvolvimento no solo, possuem boa capacidade de locomogdao em busca de
hospedeiros, podem ser reproduzidos facilmente em laboratdrio, sdo resistentes a inseticidas e
podem infectar uma variedade de hospedeiros nao causando danos a vertebrados e plantas
(Dolinski; Moino-Jr, 2006).

Os NEPs dos géneros Steinernema e Heterorhabditis possuem em seu trato
gastrointestinal  bactérias simbiontes dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus,
respectivamente (Burnell; Stock, 2000; Almenara, 2012). Apds a penetragdo dos NEPs nos
insetos alvos, essas bactérias sdo liberadas em seu interior provocando septicemia e morte do
hospedeiro (Grewal et al., 2001; Forst; Clarke, 2002; Hazir et al., 2003). Essas bactérias
possuem a capacidade de produzir substancias que impedem o desenvolvimento de outros
micro-organismos (Ferraz, 1998).

Em relagdo a busca pelo hospedeiro, os NEPs podem ser divididos em trés categorias:
cruzador ou cruiser, no qual o nematoide se movimenta no solo em busca do hospedeiro;
emboscador ou ambusher, onde o nematoide espera pelo hospedeiro e quando este se aproxima
realiza um movimento de nictagdo, no qual apoia-se na cauda e salta em dire¢ao ao hospedeiro
(Lewis et al.,, 1995; Dolinski; Moino-Jr, 2006), algumas espécies apresentam os dois
comportamentos (cruiser e ambusher) como ¢ o caso de Steinernema feltiae (Dolinsl; Moino-Jr,
20006).

O ciclo biologico dos NEPs (Figura 5) possui trés estdgios de desenvolvimento: ovo,
juvenil (J1,J2, J3 e J4) e adultos que podem ser machos, fémeas ou hermafroditas dependendo
do género (Forst; Clarke, 2002).

Inseto-hospedero

Figura 5. Ciclo biologico dos nematoides entomopatogénicos dos géneros Steinernema e
Heterorhabiditis (Fonte: Dolinski; Moino-Jr, 2006).



O ciclo de vida dos géneros Steneinerma e Heterorhabiditis possui o juvenil de terceiro
estadio (J3), conhecido como juvenis infectantes (JIs), que sdo de vida livre e ndo se alimentam
(Gaugler, 1981). Os JIs do género Steinernema penetram nos hospedeiros através das aberturas
naturais (boca, anus e espirdculos) (Dolinski; Moino-Jr, 2006), ja os JIs de Heterorhabditis
(Figura 6A), além de penetrarem pelas aberturas naturais, possuem uma estrutura diferenciada
em sua porcao anterior denominada dente quitinoso (Figura 6B), que ajuda a penetrar também
através do tegumento do artropode alvo (Forst; Clarke, 2002). Ao penetrarem no hospedeiro
liberam em sua hemocele as bactérias simbiontes presentes em seu trato gastrointestinal, que se
multiplicam causando septicemia e morte do invertebrado (Burman, 1982). No interior do
inseto, os juvenis conhecidos como J3 se desenvolvem em J4 e ddo origem aos adultos de
primeira geragao, machos e fémeas (Steinernematidae) ou hermafroditas (Heterorhabditidae),
posteriormente, os adultos copulam e dao origem a ovos fertilizados (Adams; Nguyen, 2002;
Almenara, 2012).

Figura 6. Porcao anterior de JIs com dente dorsal proeminente. (Fonte: Khuong, 2010)

No género Steinernema, os ovos fertilizados podem ser postos no interior do corpo do
inseto hospedeiro ou retidos no interior do corpo da fémea de nematoide até a eclosdo dos J1.
Quando retidos no corpo da fémea, os J1 serdo liberados para o interior do inseto e irdo se
alimentar e mudar para o estadio J2 e J3 (juvenil infectante), no qual os J3 irdo reter a cuticula
do estadio anterior e posteriormente deixardo o inseto cadaver, sendo liberados no meio
ambiente, nesse processo, alguns J1 vao continuar o ciclo de desenvolvimento (J2, J3, J4) e
adultos de segunda geragdo que irdo continuar o ciclo até esgotarem os recursos alimentares,
(Almenara, 2012).

Os adultos sao encontrados no interior de cadaveres dos hospedeiros (machos, fémeas e
hermafroditas) e as fémeas hermafroditas no género Heterorhabditis sao produzidas apenas na
primeira geracao, sendo machos e fémeas produzidos apenas a partir da segunda geracao de
adultos (Almenara, 2012).

Mesmo um tUnico JI de Heterorhabditis ¢ capaz de causar infec¢do e se reproduzir ja
que a primeira geracao de adultos ¢ hermafrodita e se autofecundam, sendo capaz de produzir
ovos fertilizados (Almenara, 2012).

No género Heterorhabditis as bactérias simbiontes atravessam as células do corpo da
fémea hermafrodita e ficam disponiveis na hemocele do inseto para serem ingeridas pelos novos
juvenis (Almenara, 2012), ja nas espécies do género Steneinerma as bactérias sao liberadas na
hemocele do hospedeiro através do anus e sdo ingeridas pelos J2, quando se esgotam os recursos
alimentares e estes ja possuem uma quantidade aumentada de bactéria em seu interior deixam



de se alimentar e passam a ter a boca e anus fechados para se tornarem J3 infectantes e serem
liberados no ambiente em busca de um novo hospedeiro (Ferraz, 1998).

2.7 Fatores que Interferem na Atividade dos Nematoides Entomopatogénicos (NEPs) e
sua Producao

Os nematoides entomopatogénicos dos géneros Steinernema e Heterorhabditis possuem
ampla distribuicdo geografica (Dolinski; Moino-JR, 2006); e por serem encontrados
naturalmente no solo podem sofrer influéncia direta do meio ambiente, onde alguns fatores
ambientais como porosidade e tipo do solo, umidade relativa, concentracdo de oxigénio,
temperatura, pH e radiacao ultravioleta podem interferir na infectividade dos NEPs (Shapiro-
Ilan et al., 2006).

Cada nematoide possui sua temperatura ideal e sofre grande influéncia da mesma
(Shapiro-Ilan et al., 2006). Dependem diretamente da umidade do solo para poderem se
movimentar, mas sao sensiveis a umidade em excesso (Shapiro-Ilan et al., 2006; Rohde et al.,
2010), s@o favorecidos por solos porosos que permitem maior movimentagao entre as particulas,
mas em solos com porosidade excessiva pode ocorrer retencdo de agua e prejudicar a
movimentagdo dos JIs, além disso, o excesso de radiacdo ultravioleta pode provocar a morte
de JIs (Shapiro-Ilan et al., 2006).

Alguns fatores devem ser levados em consideracao ao escolher as espécies/linhagens de
nematoides entomopatogénicos a serem utilizadas, como: apresentar alta viruléncia, conseguir
identificar e ter o mesmo perfil de solo que o inseto praga (umidade, porosidade), conhecer o
comportamento de busca pelo hospedeiro do nematoide escolhido; para isso diversos espécimes
sdo testados em laboratorio visando alcangar os parametros desejados (Santos Neto, 2023).

Os NEPs podem ser produzidos tanto in vivo quanto in vitro, em pequena, média e larga
escala de acordo com a finalidade (Almenara, 2012).

Em produgdes in vivo, o inseto mais utilizado ¢ a fase larvar de Galleria mellonella
(Grewal et al., 2001); porém os NEPs também podem ser reproduzidos em Tenebrio molitor,
Spodoptera frugiperda e Bombyx mori (Molina et al., 2004).

A infec¢do ocorre através da adigdo de uma suspensao aquosa contendo os JIs em placas
forradas com papel filtro e as larvas do inseto, e apos aproximadamente cinco a sete dias as
larvas mortas sdo acondicionadas em armadilhas de White (White, 1927), contendo agua
destilada, o que permite a saida dos nematoides do inseto para o ambiente aquoso, onde serdao
coletados (Negrisoli et al., 2015). Essa técnica de producdo ¢ simples (Figura 7) e de baixo
investimento inicial, sendo bastante utilizada para pesquisas em laboratorios, mas apesar disso,
possui como desvantagem baixa produgdo, depende de mao de obra e espaco fisico adequado,
além da producao do inseto hospedeiro, estando susceptivel a infec¢des e surtos de doengas
(Almenara et al., 2012).
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Figura 7. A - Producdo in vivo em larvas de Tenebrio molitor. B - Galleria mellonella
infectadas com Heterorhabditis indica (LPP30) em placa de petri contendo papel filtro e
suspencao aquosa contendo os juvenis infectates. C - Armadilha de White (1927) contendo
juvenis infectantes (Fonte: Arquivo pessoal).

Existem diferentes técnicas para a producdo de NEPs in vitro, nas quais sao utilizados
meios artificiais liquidos e fermentadores, para a producdo em larga escala (Almenara, 2012).
Esse tipo de producdo oferece maior controle, no entanto, exige tecnologias avangadas para
simular condigdes naturais e garantir a viabilidade dos nematoides. Estudos destacam a
formulagdo de meios liquidos e sélidos para producdo de NEPs, incluindo estratégias para
manter sua viruléncia (Gaugler, 2002). A formulagdo e armazenamento dos NEPs pode ser feita
de diversas formas, como o uso de esponjas de poliuretano que se dispersam em agua, granulos,
vermiculita, iscas, dentre outros (Grewal et al., 2005).

2.8 O Controle Biolégico Utilizando Nematoides Entomopatogénicos (NEPs) e Sua
Utiliza¢ao em Ctenocephalides felis felis

A utilizagdo dos NEPS no controle bioldgico abrange uma ampla gama de insetos que
causam prejuizos em diversos tipos de cultivos agricolas. Dentre os estudos realizados podemos
citar alguns como o controle da cochonilha-da-raiz-do-cafeeiro, Dysmicoccus texensis (Alves
et al., 2009); o controle de ninfas de cigarrinha da cana (Mahanarva fimbriolata) (Leite et al.,
2005), da mosca-do-Mediterraneo (Ceratitis capitata) e do gorgulho-da-goiaba (Conotrachelus
psidii) (Silva et al., 2010), do bicudo da cana-de-actcar (Sphenophorus levis) (Giometti et al.,
2011), da mariposa Stenoma catenifer, praga da cultura de abacate (Andal6 et al., 2019), dentre
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outros.

Além disso, pesquisas vém sendo realizadas para avaliar a associacdo dos NEPs com
outras formas de controle de pragas, tanto quimicos como outros entomopatdgenos, ¢ ainda
diferentes formas de aplicagdo dos nematoides (Sunanda et al., 2014; Antwi; Reddy, 2016).
Estas pesquisas possuem grande importancia para avaliar a compatibilidade desses produtos
com os nematoides e se pode ocorrer interferéncia na capacidade reprodutiva e infectante dos
NEPs diminuindo assim a eficiéncia do controle da praga alvo (Monteiro, 2014).

Atualmente os NEPs vem sendo avaliados como uma nova forma de controlar
invertebrados de importancia médico veterinaria, que sdo vetores de patdogenos. Dentre estes
podemos destacar estudos realizados com carrapatos (Monteiro et al., 2010; 2012; 2014; 2020),
mosquitos (Cardoso et al., 2015; Ulvedal et al., 2017; Subkrasae, 2022), moscas (Sobrinho et
al., 2016; Monteiro Sobrinho et al., 2021; 2023a; 2023b; Archana et al., 2017; Leal et al., 2017;
Arriaga; Cortez-Madrigal, 2018) e moluscos das espécies Biomphalaria glabrata e
Pseudosuccinea columella (Tunholi et al., 2017; Vidal et al., 2021; Amaral et al., 2021; Amaral
et al., 2022).

Dentro desta nova area de aplicacao dos NEPs pouco se sabe sobre seu uso no controle
de pulgas, ja que s3o escassos os estudos envolvendo nematoides entomopatogénicos € o
controle de C. felis felis.

O primeiro relato de estudos envolvendo NEPs e o controle de C. felis foi realizado por
Silverman et al. (1982), no qual foi avaliado a susceptibilidade de larvas de pulga por
nematoides entomopatogénicos da espécie Steinernema carpocapsae. Neste estudo foi possivel
observar a infec¢do de diferentes estagios do ciclo evolutivo do inseto sendo infectados por S.
carpocapsae, no qual pode ser notada a presenga de adultos do NEP no interior das larvas de
pulga 48 horas ap6s a infec¢do, havendo uma maior mortalidade das larvas a medida em que a
umidade aumentava. Foi possivel ainda perceber a presenca dos nematoides também dentro de
casulos de pré-pupas e pupas. Silverman et al., (1982) relataram ainda em suas descobertas que
ndo foram produzidos JIs no interior das larvas usadas em seu estudo.

Henderson et al. (1995) observaram a infectividade de S. carpocapsae em diferentes
estagios evolutivos de C. felis em substratos.distintos, Os autores sugeriram que a aplicacao do
NEP em solos como areia e cascalho que continham ovos, larvas e pupas de C. felis resultou
numa redu¢do da emergéncia das formas adultas.

Samish et al. (2020) avaliaram a infectividade de fungos e quatro espécies de nematoides
entomopatogenicos no controle de C. felis em diferentes temperaturas, substratos e umidade
relativa, sendo as espécies Steinernema feltiae e H. bacteriophora consideradas mais eficientes
no controle desse inseto a 28°C e 95% de umidade relativa.

Mais recentemente um estudo realizado por Souza et al. (2024) avaliou a infec¢ao de
larvas de sete dias de C. felis por NEPs das espécies H. bacteriophora e H. indica, em trés
concentragoes diferentes de JIs/larva, ocasionando na mortalidade das larvas acima de 80%
para H. bacteriophora e 70% para H. indica nas tré€s concentragdes testadas (120JIs, 160 JIs e
200 JIs por larva de pulga).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local e Periodo de Realizacio dos Experimentos

O presente estudo encontra-se cadastrado no Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o numero de cadastro
AD3CB93. Este foi realizado no periodo de margo de 2020 a agosto de 2024 nas instalagdes do
Anexo 1 do Laboratorio de Controle Microbiano de Artropodes (LCM) localizado na Estagao
Experimental para Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz (EPPWON) do Departamento de
Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterinaria (IV) da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRYJ), Seropédica - RJ, Brasil.

3.2 Obtencao das Pupas e Adultos de Ctenocephalides felis felis

Para a realizagdo do estudo, foram utilizadas pré-pupas, pupas e adultos de pulgas C.
felis, oriundas do Laboratorio de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria
(LQEPV) no Departamento de Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterinaria (IV) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica - RJ, Brasil. A colonia de
C. felis mantida no LQEPV possui certificado de aprovagdo emitido pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) - IV/UFRRIJ tendo como ntimero de protocolo 4313110419.

3.3 Obtencio e Preparacio dos Nematoides Entomopatogénicos (NEPs)

As espécies de nematoides H. bacteriophora (HP88) e H. indica (LPP30) utilizadas nos
ensaios foram provenientes da colonia mantida no Anexo 1 do LCM. Estes foram produzidos
in vivo em larvas de sétimo instar de G. mellonella (Lepdoptera; Pyralidae), segundo a
metodologia descrita por Lindegren et al. (1993) e Kaya e Stock (1997), a coleta dos juvenis
infectantes (JIs) de NEPs foi realizada através da montagem da armadilha de White (White,
1927). Ap6s a recuperagao, os JIs foram armazenados em garrafas de cultivo celular de 40 ml
contendo agua destilada autoclavada e mantidos em camara climatizada do tipo B.O.D
(Eletrolab®, modelo EL 212) a 16+£1°C e 70-80% UR. Juvenis infectantes recém produzidos
foram coletados e quantificados para a realizagdo dos experimentos.

A quantificagdo dos juvenis infectantes foi realizada através da contagem de 12
aliquotas (Figura 8A) de 10 pL contendo os JIs (Figura 8B) em microscopio dptico de campo
claro (objetiva 4X). As aliquotas foram distribuidas em lamina de vidro, sem laminula, com o
auxilio de um pipetador automatico. Na contagem foram descartados o maior € 0 menor nimero
de juvenis infectantes observados, apds a exclusdo foi realizado um célculo de média simples
com os valores restantes para a obten¢do da quantidade de nematoides dentro de cada frasco
(Taylor et al., 1998).
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Figura 8. A - Lamina de microscopia contendo 12 aliquotas de 10 uL contendo juvenis
infectantes. B - Juvenis infectantes observados em microscopia Optica de campo claro (10x)
para quantificagdo (Fonte: Souza, 2020).

3.4 Metodologia
3.4.1 Pupas

Na realizacdo dos ensaios bioldgicos com pupas nuas foram utilizadas 155 larvas de C.
felis de terceiro instar (pré-pupa). As pré-pupas foram armazenadas em placas de petri de 6 cm
de diametro, sem a presenca de matéria organica e observadas pelo periodo de cinco dias até a
pupagao, com a formacao de um casulo sem protecao (pupa nua).

Para a realizagdo dos ensaios bioldgicos de pupa com casulo pupal foram utilizadas 155
pupas envoltas em matéria organica que foram utilizadas diretamente na realizagdo do
experimento.

Todos os ensaios bioldgicos com pupas (pupa nua e pupa com pupario) receberam 120
Js/pupa de H. bacteriophora (HP88) e H. indica (LPP30) em uma suspensdo de 600 pL por
placa de petri.

Cada tratamento possuia dez repeticdes, onde cada repeticao continha uma placa de Petri
(de 6cm de diametro) contendo papel filtro previamente esterilizado e 11 pupas de C. felis.
Além disso, cada grupo experimental continha um grupo controle, com cinco repeti¢des, cada
qual possuindo 11 pupas em 600 pL 4dgua destilada.

Apo6s a infeccdo, todas as placas dos bioensaios com pupas foram vedadas com papel
filme para evitar risco de fuga das pulgas em caso de emergéncia de adultos, em seguida foram
realizados perfuragdes no papel filme com agulha (0,30 x 8 mm) para oxigenagao e as placas
foram mantidas em camara climatizada a uma temperatura de 25+1°C, 70-80% UR.

A susceptibilidade das pupas nuas foi avaliada quanto a presenca de juvenis e adultos
dentro das mesmas. Decorridos 48 horas, uma pupa nua de cada placa foi dissecada e observada
em lupa para verificar se estas foram infectadas pelos JIs, as demais pupas puderam ser
observadas sem dissecc¢ao, pois as mesmas se apresentavam transltcidas.

J& para o bioensaio com pupas apresentando pupario, a infec¢do foi avaliada através da
disseccao de todas as pupas apos um periodo de 96 horas (quatro dias). A dissec¢dao em todos
os individuos infectados precisou ser realizada devido a presenca de matéria organica aderida
ao casulo pupal, o que ndo permitia a visualiza¢ao da presenga de NEPS no interior do inseto.

O controle foi avaliado quanto a emergéncia dos adultos, seguidos de dissec¢do dos
mesmos e das pupas nao emergidas.

A pupa usada para dissecagdo foi contabilizada como suscetivel quando apresentava
formas juvenis ou adultos de NEPs no seu interior.
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Em resumo, todos os ensaios bioldgicos citados acima seguiram a distribui¢do dos
grupos apresentada na Figura 9.

Os ensaios com pupas nuas e pupas com casulo pupal acima foram avaliados quanto a
repetibilidade.

Figura 9. Distribuicdo dos grupos utilizados no estudo de pupas com pupério. A - Grupo
Tratado (T1 a T10). B - Grupo controle (C1 a C5) . (Fonte: Arquivo pessoal).

Posteriormente a dissec¢do e observacao das pupas nuas, foi realizado a montagem da
armadilha de White modificada (White,1927), com as pupas ndo dissecadas, na tentativa de
recuperar JIs (Figura 10).

Figura 10. Montagem da armadilha de White modificada (White, 1927) com pupas nuas de
Ctenocephalides felis felis. (Fonte: Arquivo pessoal).

3.4.2 Adultos

Para a realizagdo dos bioensaios com adultos de C. felis, foram utilizadas as espécie de
NEPs H. bacteriophora (HP88) e H. indica (LPP30). Foram coletadas pulgas adultas de C. felis
felis, as quais foram dispostas em recipientes plasticos de 7,5cm de diametro por 8 cm de altura,
contendo papel filtro, cada qual, com de 25 pulgas por recipiente, contendo trés repeti¢des para
machos e trés repeti¢des para fémeas. Totalizando 150 pulgas, sendo 75 machos e 75 fémeas.
Em cada recipiente foi utilizado uma suspensdo de 1500 pL contendo 120 JIs/pulga. Foi
utilizado um grupo controle separado em dois recipientes contendo cada um 25 machos e 25
fémeas de pulgas adultas C. felis sobre papel filtro e 1500 pL de agua destilada. A soma total
de pulgas utilizadas no bioensaio foi de 200 pulgas adultas, contabilizando grupos tratados mais
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grupo controle.

Apos a infeccdo as amostras foram vedadas com papel filme e foram realizados
perfuragdes no papel filme com agulha (0,30 x 8 mm) para oxigenagdo, sendo posteriormente
mantidas em BOD a 25+1°C, 70% UR. Foram feitas avaliagdes diarias para verificar a
mortalidade e ap6s 16 dias os adultos foram avaliados e dissecados para verificar a presenga de
NEPs em seu interior.

A andlise da suscetibilidade foi realizada através da dissecagdo e observagao da presenca
de NEPs de diferentes fases evolutivas dentro das pulgas adultas. Os ensaios bioldgicos
seguiram a distribuicdo dos grupos apresentada na Figura 11.

Figura 11. Distribuigdo dos grupos utilizados no estudo com adultos. CF - Grupo controle fémea.
CM - Grupo controle macho. E1F a E3F -Grupo tratado fémea ¢ E1M a E3M - Grupo tratado Macho.
(Fonte: Arquivo pessoal).

3.5 Analise Estatistica

A estatistica utilizada para avaliar os ensaios biologicos foi realizada através do
programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011). Os dados paramétricos foram avaliados quanto
a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk seguidos da analise de varidncia (ANOVA) e teste de
Tukey com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaios Biologicos Utilizando Juvenis Infectantes de Heterorhabditis
bacteriophora (HP88)

4.1.1 Avaliacdo da suscetibilidade e presenca de nematoides infectantes
Heterorhabditis bacteriophora (HP88) em pupas nuas de Ctenocephalides felis felis

Na avaliacdo realizada apos 24 horas da exposicao aos JIs foi possivel observar a
presenga dos NEPs no interior das pupas, pois as mesmas se apresentavam translicidas. Apos
48 horas da infecgao, foi realizada a dissecagcdo de uma pupa de cada placa onde foi possivel
verificar a presenga de juvenis e adultos emergindo do interior das pupas (Figura 12). As
demais pupas foram observadas através de lupa, e foi possivel verificar a presengca de NEPs
no interior de todas as pupas.

Figura 12. Dissec¢do de pupa nua de Ctenocephalides felis felis demostrando a presencga de
juvenis (seta azul) e adultos (seta preta) de Heterorhabditis bacteriophora (HP88) em seu
interior (Fonte: Arquivo Pessoal).

No grupo controle as pupas se desenvolveram e emergiram como adultos, totalizando
99% de emergéncia.

Em contraste, no grupo tratamento (ensaio bioldgico e repeticdo) ndo foram
observados adultos emergidos, conferindo 100% de suscetibilidade das pupas nuas aos juvenis
infectantes (JIs) de H. bacteriophora (HP88).

Nos resultados obtidos através da analise de variancia (ANOVA), foram identificados
efeitos significativos entre os grupos testados e ao realizar o teste de Tukey (Tabela 2), foi
possivel verificar que as pupas expostas aos JIs apresentam uma diferenga significativamente
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maior em comparagao ao grupo controle.

Tabela 2 - Valores médios da suscetibilidade de pupas nuas de Ctenocephalides felis felis por
nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis bacteriophora (HP88) e adultos emergidos.

Suscetibilidade (%) de pupas nuas de Ctenocephalides felis felis a nematoides
entomopatogenicos Heterorhabiditis bacteriophora (HP88)

Grupos Adultos que emergiram  Presenca de nematoides no interior das pupas
Ensaio biologico 0,00 A 100,00A
Repeticio 0,00 A 100,00A
Controle 99.00 B 0,00B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre pelo teste de Tukey (p<0,05).

Apo6s a montagem da armadilha de White (1927), observou-se a emergéncia de JIs em
pequenas quantidades a partir das pupas nuas. Os juvenis coletados da armadilha de White
foram utilizados para infeccdo de G. melonella onde foram recuperados novos Jls,
desmosntrando que os mesmos possuem capacidade de desenvolver o ciclo completo no
interior do inseto e realizar a manuteng¢ao do ciclo apds infectarem pupas nuas de C. felis.

4.1.2 Avaliacdo da infeccio de pupas com pupario de Ctenocephalides felis felis por
Heterorhabditis bacteriophora (HP88).

A suscetibilidade das pupas com pupario aos JIs de H. bacteriophora foi avaliada apds
96 horas da realizagdo da infeccdo e, por meio da dissecacdo foi possivel observar a presenca
de juvenis e adultos no interior das pupas (Figura 13), alcangando uma taxa de 55,44% de
suscetibilidade no grupo exposto (ensaio biologico e repeticdo) aos JIs. No grupo controle foi
observado 96,36% de emergéncia de pulgas adultas.

Figura 13. Dissecacdo de pupa com pupario de Ctenocephalides felis felis, juvenis (seta azul)
e adultos (seta preta) de Heterorhabditis bacteriophora emergindo de seu interior. (Fonte:
Arquivo Pessoal).

Os dados foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA) verificando a pre-
senca de diferengas estatisticas significantes entre os grupos. Ao realizar o teste de Tukey (Ta-
bela 3), foi observado que os grupos expostos aos JIs, apresentaram diferencas significativas
quando comparados ao grupo controle, ndo apresentado diferenga significativa quando compa-
rados entre si.
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Tabela 3 - Valores médios da suscetibilidade de pupas com pupario de Ctenocephalides felis
felis por nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis bacteriophora (HP88) e adultos
emergidos.

Suscetibilidade (%) de pupas com pupario de Ctenocephalides felis felis a nematoides
entomopatogenicos Heterorhabiditis bacteriophora (HP88)

Grupos Adultos que emergiram  Presenca de nematoides no interior das pupas
Ensaio biologico 0,00 A 60,90 A
Repeticao 0,00 A 49,99 A
Controle 96,36 B 0,00 B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.1.3 Avaliacdo da infeccio de pupas nuas de Ctenocephalides felis felis por
Heterorhabditis indica (LPP30).

Na analise realizada ap6s 24 horas de infecgdo pelos JIs de H. indica, foi possivel
observar a presenc¢a de nematoides entomopatogénicos em algumas pupas nuas. Na dissecagao
de uma pupa de cada placa, ap6s 48 horas, foi possivel verificar a presenc¢a de juvenis e adultos
em seu interior (Figura 14).

Figura 14. Dissecagdo de pupas nuas de Ctenocephalides felis felis com juvenis (seta azul) e
adultos (seta) de Heterorhabditis indica emergindo de seu interior. (Fonte: Arquivo pessoal).

As demais pupas(ensaio bioldgico e repeticao) foram avaliadas através de lupa, onde
foi observado a presenga de NEPs em seu interior, totalizando 98,18% de suscetibilidade.

Os dados obtidos foram analisados através da analise de variancia (ANOVA) que
demostraram a ocorréncia de diferencas estatisticas significantes entre os grupos. Esses dados
foram analisados através do teste de Tukey (Tabela 4), o qual verificou a diferenga de
suscetibilidade entre os grupos expostos aos JIs quando comparados ao grupo controle, ndo
ocorrendo diferenca significativa quando comparados entre si.

Tabela 4 - Valores médios da suscetibilidade de pupas nuas de Ctenocephalides felis felis por
nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis indica (LPP30) e adultos emergidos.

Suscetibilidade (%) de pupas nuas de Ctenocephalides felis felis a nematoides
entomopatogenicos Heterorhabiditis indica (LPP30)

Grupos Adultos que emergiram  Presenca de nematoides no interior das pupas
Ensaio bioldgico 0,00 A 96,36 A
Repeticao 0,00 A 100,00 A
Controle 98,18 B 0,00 B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Apobs a montagem da armadilha de White, foi possivel observar a emergéncia de
juvenis infectantes modificada para realizar a coleta dos JIs e a infeccdo de G. mellonella,
onde ocorreu infeccdo das mesmas demonstrando a capacidade dessa espécie de nematoide
entomopatogénico infectar pupas nuas de C. felis e manter seu ciclo em outras espécies de
artropodes. No grupo controle ocorreu 98,18% de emergéncia de pulgas adultas.

4.1.4 Avaliacdo da infeccio de pupas com pupario de Ctenocephalides felis felis por
Heterorhabditis indica (LPP30).

A suscetibilidade das pupas com casulo pupal foi avaliada apds 96 horas da infeccgdo,
as mesmas foram dissecadas em sua totalidade, onde foi possivel observar a presenga de
juvenis e adultos no interior de algumas pupas (Figura 15), alcangando uma taxa de 64,99%
de suscetibilidade (ensaio biologico e repeticao). O total de adultos que emergiram no grupo
controle foi de 98,18%.

Figura 15. Dissec¢ao de pupa com pupdrio de Ctenocephalides felis felis com juvenis (Seta
laranja) e adultos (seta preta) de Heterorhabditis indica emergindo de seu interior. (Fonte:
Arquivo pessoal).

Os dados obtidos foram analisados através da analise de variancia (ANOVA), a qual
demonstrou a presenga de diferencas estatisticas entre os grupos testados. Ao avaliar os
bioensaios isoladamente através do teste de Tukey (Tabela 5), foi observado que diferencas
estatisticas de suscetibilidade ocorreram entre o grupo exposto aos JIs quando comparados ao
grupo controle.
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Tabela 5 - Valores médios da suscetibilidade de pupas com pupdrio de Ctenocephalides felis
felis por nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis indica (LPP30) e adultos emergidos.

Suscetibilidade (%) de pupas com pupario de Ctenocephalides felis felis a nematoides
entomopatogenicos Heterorhabiditis indica (LPP30)

Grupos Adultos que emergiram  Presenca de nematoides no interior das pupas
Ensaio biologico 0,00 A 68,17 A
Repeticio 0,00 A 61,81 A
Controle 98,18 B 0,00 B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.1.3. Avaliacao da infec¢iao de adultos de Ctenocephalides felis felis por Heterorhabditis
bacteriophora (HP88).

A analise da suscetibilidade dos adultos foi realizada 16 dias apos a infecgdo, onde foi
observado a presenga de NEPs no interior das pulgas (Figura 16), alcangando 70,66% e 72%
de suscetibilidade para machos e fémeas respectivamente, totalizando 71,33% de infectividade
dos adultos por JIs H. bacteriophora (HP8S).

I

L

Figura 16. Dissec¢do de adultos de Ctenocephalides felis felis com adultos de Heterorhabditis
bacteriophora emergindo de seu interior. (Fonte: Arquivo pessoal).

Os dados obtidos foram analisados através da andlise de varidncia (ANOVA) demons-
trando a presenga de diferencas estatisticas entre os grupos testados.

Ao analisar os dados separadamente através do teste de Tukey (Tabela 6) foi possivel
observar que ambos os grupos, machos e fémeas, apresentaram uma maior suscetibilidade a
infeccdo JIs, enquanto o grupo controle ndo apresentou mortalidade de adultos, com fémeas
apresentando um ligeiro aumento na infectividade quando comparadas aos machos, sendo essa
diferenca estatistica ndo significante.

Tabela 6 - Valores médios da suscetibilidade de adultos de Ctenocephalides felis felis por
nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis indica (LPP30) e adultos emergidos.

Suscetibilidade (%) de adultos de Ctenocephalides felis a nematoides
entomopatogenicos Heterorhabiditis bacteriophora (HP88)

Machos 70,66 A
Fémeas 72,00 A
Controle 0,00 B

Meédias seguidas de mesma letra nao diferem entre pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4.1.3. Avaliacao da infeccdo adultos de Ctenocephalides felis felis por Heterorhabditis
indica (LPP30).

Ao analisar a suscetibilidade dos adultos sos JIs de H. indica (LPP30) foi observado a
presenca nematoides em 72% e 68% de pulgas, machos e fémeas, respectivamente, totalizando
70% de infectividade dos adultos (Figura 17).

Figura 17. Disseccdo de adultos de Ctenocephalides felis felis com juvenis. Adultos de
Heterorhabditis indica emergindo de seu interior. (Fonte: Arquivo pessoal).

Através da analise de variancia (ANOVA), foi possivel observar diferengas estatisticas
significantes entre os grupos. Os dados foram analisados separadamente através do teste de
Tukey (Tabela 7) na qual foi observado que tanto machos quanto fémeas apresentam
suscetibilidade aos JIs quando comparados ao grupo controle. Ao serem analisados
1soladamente, machos e fémeas, ndo ocorreram diferencas estatisticas siginificantes entre si.

Tabela 7 - Valores médios da suscetibilidade de adultos de Ctenocephalides felis felis em
funcio da presenca de nematoides Heterorhabditis indica (LPP30).

Suscetibilidade (%) de adultos de Ctenocephalides felis a nematoides
entomopatogenicos Heterorhabiditis indica (LPP30)

Machos 72,00 A
Fémeas 68,00 A
Controle 0,00 B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre pelo teste de Tukey (p<0,05).

Através das analises realizadas foi possivel observar que adultos de C. felis foram suscetiveis
a JIs de H. indica (LPP30).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foi possivel observar a suscetibilidade de pupas e adultos de C. felis
aos nematoides entomopatogénicos das espécies H. bacteriophora e H. indica, demonstrando
que os mesmos sdo eficazes no controle desse ectoparasita, tal fato pode ser de grande
relevancia, considerando a busca por alternativas sustentdveis e ambientalmente seguras no
controle de ectoparasitas de importancia médico veterindria.

A literatura afirma que pulgas da subespécie C. felis felis apresentam grande capacidade
de desenvolver resisténcia a inseticidas (Rust, 2005). Linardi; Santos (2012), citam que diversos
autores tem relatado a presenca de C. felis felis resistentes a inseticidas comuns.

Segundo Bossard et al. (1998), em 1952 houve relato de resisténcia desse ectoparasita
ao composto dicloro-dietil-tricloroetano (DDT) em po6, seguido de relatos de resisténcia ao
composto clordane, dieldrin e hexaclorociclohexano, além do isomero gama do lindane. Ja Fox
etal., (1968) relataram que adultos e larvas de C. felis apresentaram resisténcia a DDT, dieldrina
e malation. Ainda no que se refere a este ultimo composto, EI-Gazzar et al. (1986) relataram
que uma colonia de pulgas originarias da Florida apresentava resisténcia ao malation.

Schwinghammer et al. (1985), demonstraram a presenca de cepas de C. felis resistentes
aos organosfosforados em Kentucky.

Rust (2017, 2020), cita que o aumento da resisténcia desse ectoparasito aos piretroides
tem gerado grande preocupacdo, e pesquisas atuais estdo buscando uma forma de controle
alternativo que seja ecoldgico e consiga interromper seu ciclo de vida. Corroborando com o
intuito do presente estudo, que ao avaliar a suscetibilidade de pulgas C. felis aos nematoides
entomopatogénicos evidenciou altos indices de suscetibilidade das pulgas e o potencial desses
organismos como agentes de controle bioldgico, o que pode reduzir a utilizacdo aos compostos
quimicos, diminuindo consequentemente a contamina¢do do ambiente e o aparecimento de
populagdes resistentes.

Outra vantagem da utilizagdo de nematoides entomopatogénicos no manejo de C. felis,
¢ a seletividade e auséncia de impacto significativo sobre organismos nao-alvo, apresentada por
eles, sendo seguros ao meio ambiente e seres humanos (Negrisoli, 2015).

Para que o controle de C. felis seja efetivo € necessario combinar estratégias de manejo
ambiental associado ao controle quimico (Dryden; Rust, 1994; Blagburn; Dryden, 2009), e os
NEPS surgem como uma alternativa de controle, podendo ser associados a alguns produtos
quimicos, ocorrendo sinergismo e ocasionalmente a redug¢do de produtos quimicos utilizados
na aplicacao, gerando menor custo (Koppenhofer; Kaya, 1998).

Os espécimes utilizadas no presente estudo sdo do género Heterorhabditis, que sdo
hermafroditas, € mesmo um Unico juvenil infectante € capaz de causar infeccao e se reproduzir
dentro do inseto hospedeiro (Burnell; Stock, 2000; Almenara, 2012).

Além disso, possui como vantagem a presenca de um dente quitinoso, sendo capaz de
penetrar no inseto alvo ndo so6 através das aberturas naturais, mas também perfurando a cuticula
(Forst; Clarke, 2002), o que pode ser uma vantagem com relagdo a infeccdo em adultos desse
ectoparasito, pois sdo insetos com o terceiro par patas adaptadas ao salto (Linardi, 2011;
Linardi, 2017), ndo ficando o tempo todo em contato direto com o solo, podendo dificultar a
penetragdo de juvenis infectantes.

Nematoides entomopatogénicos H. bacteriophora e H. indica sdo da categoria
“Cruiser”, com relag@o a busca pelo hospedeiro, se movimentando no solo e sdo atraidos pela
concentracdo de CO> (Dolinski; Moino-Jr, 2006), o que ¢ considerado uma vantagem na sua
utilizagcdo no controle de C. felis. em especial das pupas que se mantém imdveis no meio
ambiente.

De acordo com Sousa (1997), larvas desse inseto sdo sensiveis a radia¢dao solar e
procuram ambientes protegidos, além de necessitar de umidade relativa Otima para sua
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sobrevivéncia, se orientando para locais umidos, conseguindo penetrar em solos arenosos
(Linardi, 2024), trazendo vantagem a utilizacdo de NEPs no seu controle, contudo deve-se levar
em consideragdo o perfil de solo (umidade e porosidade) ideais para a escolha do nematoide a
ser utilizado no seu controle (Santos Neto, 2023).

Estudos realizados por Souza et al, (2024) avaliaram a utilizacdo de NEPs em larvas de
sete dias de C. felis felis. Foram utilizados no estudo nematoides entomopatogénicos H. bacte-
riophora (HP88) e H. indica (LPP30) em diferentes concentracdes de nematoides e umidade, e
foi verificado que o excesso de umidade foi prejudicial aos nematoides, que ficam com a mo-
vimentagao prejudicada e também ha baixa oxigenagdo nesse ambiente, o que também foi pre-
judicial as larvas de pulga, corroborando com Sousa (1997).

Os resultados dos ensaios bioldgicos evidenciaram alta suscetibilidade de C. felis felis
aos nematoides entomopatogénicos H. bacteriophora (HP88) e H. indica (LPP30), com taxas
de infec¢do que variaram conforme o estagio de desenvolvimento (pupas nuas, pupas com pu-
pario e adultos). O casulo pupal ¢ viscoso fazendo com que ocorra a aderéncia de particulas do
ambiente para proteger as larvas até o desenvolvimento completo em pulgas adultas (Silverman;
Rust, 1985; Dryden; Rust, 1994), esse estagio ¢ mais resistente a dessecagdo (Linardi; Nagem,
1972). Alguns autores mencionam a prote¢ao parcial das larvas pelo casulo até a formagao do
adulto (Silverman; Rust, 1985; Dryden; Rust, 1994).

No estudo realizado por Souza et al. (2024) foi observado que larvas de C. felis expostas
a JIs de H. bacteriophora e H. indica apresentaram percentuais de mortalidade acima de 80%
e 70% respectivamente.

Com base no que foi observado no presente estudo, ocorreu uma menor suscetibilidade
das pupas com casulo pupal, oferecendo uma protegao parcial, mas nao suficiente para impedir
apenetracdo dos JIs de H. bacteriophora e H. indica, que ocasionaram a mortalidade de 55,54%
para HP88 e 64,99% para LPP30 nas pupas estudadas.

Samish et al. (2020), avaliaram a infectividade de nematoides entomopatogénicos no
controle de C. felis em diferentes fases do inseto, obtendo resultados similares aos obtidos no
presente estudo, demonstrando alta taxa de mortalidade em pupas e adultos.

Apesar de ndo ser totalmente eficiente, a presenca do casulo pupal pode ser considerado
importante para a manutencao do ciclo bioldgico da pulga, pois, na sua auséncia permitiu que
os NEPs aqui estudados fossem capazes de penetrar e causar mortalidade de 100% para pupas
de H. bacteriophora e 98,18% H. indica.

Tais achados corroboram aos descritos por Henderson e et al. (1995), onde foi mencio-
nado que todas as pupas nuas foram suscetiveis aos nematoides, ocorrendo uma maior infec¢ao
quando comparadas as pupas com casulo pupal.

Quando nos referimos a emergéncia de adultos, Henderson et al. (1995), observaram
que a presenca de NEPs (Steinernema carpocapsae) em fases imaturas de C. felis interferiu na
emergéncia de pulgas adultas, corroborando com presente estudo, no qual ndo ocorreu emer-
géncia de adultos em nenhum dos grupos tratados, onde H. bacteriophora apresentou taxa de
70,66% de suscetibilidade para machos e 72% para fémeas, quanto H. indica apresentaram
taxas de infeccdo de 72% para machos e 68% para fémeas, sugerindo que a mobilidade dos JIs
facilita a infeccao em adultos moveis, apesar da cuticula mais resistente.

Com relacdo a manutencao e ciclo de vida dos NEPs dentro do hospedeiro, Souza et al.
(2024) verificou que as espécies H. bacteriophora e H. indica conseguiam infectar, matar e se
reproduzir em larvas de sete dias de C. felis. No presente estudo, foi possivel verificar que essas
espécies de NEPs, conseguem infectar pupas nuas e completar seu clico de vida, além de pro-
duzir juvenis capazes de infectar G. mellonella, fato que discorda dos achados obtidos por Sil-
verman et al. (1982), no qual observaram que a espécie N. carpocapsae nao consegue completar
seu ciclo em larvas e pupas de C. felis.
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Assim, de acordo com o presente estudo, os NEPs sdo uma ferramenta importante no
controle bioldgico de invertebrados pragas e podem futuramente ajudar no controle de C. felis
felis, devido a sua capacidade de atuar de forma eficiente e sustentavel, reduzindo a populacao
de pulgas sem a necessidade de produtos quimicos ou associado aos mesmos, contribuindo para
o equilibrio ecolégico e diminuindo o risco de resisténcia ao tratamento.
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6 CONCLUSAO

Nematoides das espécies H. bacteriophora (HP88) e H. indica (LPP30) conseguem pe-
netrar em pupas nuas e completar seu ciclo bioldgico, liberando juvenis infectantes no ambi-
ente.

Heterorhabditis bacteriophora (HP88) e H. indica (LPP30) penatram em pupas com
pupario e adultos de C. felis, completando seu ciclo biolégico, ndo sendo possivel avaliar a
recuperagao de JIs nesses estagios.

Esses achados contribuem para o entendimento do uso de nematoides no controle bio-
logico integrado desse inseto fornecendo um panorama da eficacia dos NEPs no manejo de C.
felis, refor¢cando o potencial de sua aplicacdo em programas de controle bioldgico e controle
integrado de pragas
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