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Have great potential zoonotic and compromise animal health due to its action hemato-
phagous. Objectives of this study was to evaluate the effect of different disinfectant solu-
tions on the third stage larvae of Ancylostoma spp. purpose environmental control. They
were obtained from various coproculture from two dogs naturally infected with Ancylos-
toma spp. Seven days after the third stage larvae were recovered, quantified and stored
in tubes Falcon comprising six groups with six replicates each. Larvae were treated with
sodium hypochlorite 100% benzalkonium chloride 15 and 30%, 7.99% formaldehyde,
70% ethanol and distilled water (control group) and assessed for motility in times of 1,
6 and 24 hours after the start of the challenge. In 1 hour, ethanol 70% and sodium hypo-
chlorite 100% disinfectants are highly effective in the elimination of third stage larvae of
Ancylostoma spp. and there significant difference, while formaldehyde 7.99% obtained
the same effect in time of 24 hours. For evaluation of different concentrations of sodium
hypochlorite was held forming groups 5 and 6 replicates, and treated with distilled water
(control) and sanitary water in concentrations of 100%, 50%, 25% and 12.5% . Were
evaluated for motility at times of 10 and 30 minutes and 1 hour. There was a significant
difference in bleach to 50%. The treatment with bleach at a concentration of 12.5% did
not show a percentage of mortality of larvae satisfactory in any of the evaluated times.
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RESUMO. Objetivos do presente estudo foi avaliar  finalidade de controle ambiental. As foram obtidas

a acdo de diferente solugdes de desinfetante sobre  a partir de varias coprocultura de dois cdes natu-
larvas de terceiro estagio de Ancylostoma spp. com  ralmente infectados com Ancylostoma spp. Apos
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sete dias as larvas de terceiro estagio foram recu-
peradas, quantificadas e acondicionadas em tubos
de Falcon compreendendo seis grupos com seis
repeticdes cada. As larvas foram tratadas com hi-
poclorito de sodio 100%, cloreto de benzalconio
15 e 30%, formaldeido 7,99%, alcool 70% e agua
destilada (grupo controle) e avaliada quanto a mo-
tilidade nos tempos de 1, 6 e 24 horas ap6s o inicio
do desafio. Em 1 hora, o alcool 70% e hipoclorito de
sodio 100% sao desinfetantes altamente eficazes na
eliminagdo de larvas de terceiro estagio de Ancylos-
toma spp. e houve diferenga significativa, enquanto
que o formaldeido 7,99% obteve a mesma eficacia
no tempo de 24 horas. Para avalia¢ao de diferentes
concentragdes de Hipoclorito de sodio realizou-se
a formacao 5 grupos e 6 repeti¢des, sendo tratadas
por agua destilada (controle) e dgua sanitaria nas
concentragoes de 100%, 50%, 25% e 12,5%. Foram
avaliadas quanto a motilidade nos tempos de 10 e
30 minutos e 1 hora. Houve uma diferenga signi-
ficativa na dgua sanitéria a 50% e 25% com os de-
mais grupos em 30 minutos. O tratamento com agua
sanitaria na concentragdo de 12,5% ndo apresentou
um percentual de mortalidade de larvas satisfatério
em nenhum dos tempos avaliados.

PALAVRAS-CHAVE. 4ncylostoma, desinfetante, zoonose.

INTRODUCAO

Os nematoides Ancylostoma caninum e Ancylos-
toma braziliense possuem uma grande destaque
dentro do cenario das zoonoses de grande impor-
tancia em saude publica, ambas sdo responsaveis
pela Larva migrans cutanea e a enterite eosinofilica
causada por 4. caninum.

A distribui¢ao ¢ cosmopolita, apesar de ser co-
mum em paises em desenvolvimento, onde hé caes
domiciliados sem tratamento anti-helmintico de ro-
tina e caes errantes excluidos da maioria dos pro-
gramas de sanidade animal, favorecem a dissemi-
nagao através das fezes ovos de helminto, tais como
Ancylostoma sp. Esses animais transitam em am-
bientes frequentados por adultos, criangas € imuno-
comprometidos que podem se infectar na manipu-
lagdo do solo contaminado com larva L3 em locais
como pragas, praias em outras vias publicas.

E importante que métodos de prevencdo e con-
trole de parasitadas sejam implantados, a fim de
reduzir a contaminacdo ambiental pela infec¢do de
ovos infectados e larvas infectantes. Nesse sentido
faz-se necessario a utilizacado de métodos de invia-
bilizagcao de larvas e ovos no ambiente através de-

sinfetante sdo utilizados no dia a dia nas residéncias
e areas comerciais.

Objetivo do presente estudo foi avaliar a agdo de
diferente solugdes de desinfetantes sobre larvas de
terceiro estagio Ancylostoma (Dubini 1843) com a
finalidade de prevencao e controle ambiental.

MATERIAL E METODOS

Selecio dos cies infectados naturalmente por
Ancylostoma spp.

O trabalho foi realizado nas dependéncias do La-
boratorio de Quimioterapia Experimental de Produ-
tos Parasiticidas (LQEPV), Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizado no
municipio de Seropédica.

Foram utilizados 2 caes da raga beagle que eram
mantidos em canis individuais do laboratorio LQE-
PV, comprovadamente parasitados pelo nematdide
Ancylostoma spp. por meio da técnica de exame
coproparasitologico de Centrifugo-Flutuagdo Sim-
ples realizada no mesmo laboratorio. Em seguida,
foi realizada a contagem de ovos por grama de fe-
zes (OPG) segundo a técnica de Gordon e Whitlo-
ck (1939, modificada). A amostra fecal desses caes
foi realizado um pool para formacao de varias co-
procultura com finalidade de obtengao de larvas de
Ancylostoma spp. Estas coprocultura foram manti-
das por sete dias em estufa a 26°C, estando entre 23-
30°C que ¢ a temperatura favoravel ao desenvolvi-
mento pré- parasitario das espécies deste nematdide
(Freitas 1982). As L, recuperadas foram contadas
em seis aliquotas de 100pmL, media resultante foi
de 33 larvas\ 100umL sob microscopia Optica com
objetiva de 10x.

Avaliacdo da acio desinfetante sobre a mortali-
dade de larvas de Ancylostoma spp.

As larvas foram acondicionadas em um frasco
do tipo Erlenmeyer e entdo, suspensos em agua
destilada. Foi realizada a contagem das larvas na
suspensao segundo Oshima (1961). Posteriormente
trinta seis aliquotas de 3 mL contendo aproximada-
mente 980 larvas foram separadas e colocadas em
tubos de Falcon de 12 mL e centrifugados por trés
minutos a 1500 rpm. Em seguida, o sobrenadante
foi desprezado, as amostras foram divididas em seis
grupos com seis repeti¢des cada.

As amostras foram re-suspensas com 0s respec-
tivos tratamentos até completarem dois mL de solu-
¢do. O primeiro grupo foi re-suspenso em agua des-
tilada representando o grupo controle. O segundo
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foi submetido ao tratamento com um quaternario de
amonia, sendo uma solu¢ao desinfetante comercial
a base de Cloreto de Benzalconio 15%. O terceiro
grupo foi re-suspenso em Alcool 70°GL O quarto
grupo foi submetido ao tratamento com Hipoclorito
de Sodio entre 100%. O quinto com um desinfetan-
te comercial a base de formaldeido 7,99% e sexto
e ultimo grupo Cloreto de Benzalconio 30%. As
amostras foram expostas aos devidos tratamentos
por uma hora e em seguida centrifugadas por trés
minutos a 1500 rpm, sendo o sobrenadante despre-
zado. Os tubos foram completados com agua des-
tilada e novamente centrifugados repetindo esta
operagdo por trés vezes com o intuito de retirar
completamente os desinfetantes utilizados. Ao fi-
nal, os tubos contendo as larvas tratadas foram pre-
enchidos com agua destilada até completarem dois
mililitros da soluc¢ao. Todo material foi identificado
e mantido em estufa climatizada com demanda bio-
quimica de oxigénio, com temperatura de 27 + 1°
C e umidade relativa do ar de 75 £+ 10% por 2 dias.
Os tubos foram vedados com algodao hidrofébico
e homogeneizados periodicamente para garantir a
oxigenagdo necessaria para a viabilidade das larvas.

Todas as amostras foram avaliadas quanto a mo-
tilidade da larva nos dias O (1h e 6h, apos o tra-
tamento), +1 (24h apos o tratamento). As fragdes
de cada uma das amostras foram avaliadas foram
aliquotas de 25uL sob microscopia Optica. A morta-
lidade das larvas foi baseada na motilidade (Verocai
et al. 2010, Tavares et al. 2011).

Avaliacao de diferentes diluicoes na acao de hi-
poclorito de sodio contra as larvas Ancylostoma
Spp-

Utilizando a mesma metodologia descrita no
topico anterior para preparo de solucdes, e média
aproximada de larvas em 30 aliquotas de 3 milili-
tros foi de 950 larvas utilizadas para forma cinco
grupos com seis repeticdes cada.

As amostras foram re-suspensas com 0s respec-
tivos tratamentos até completarem dois mililitros de
solucdo. O primeiro grupo foi re-suspenso em agua
destilada representando o grupo controle. O segun-
do foi submetido ao tratamento com hipoclorito de
sodio a 100%, ja nos demais grupos foram realiza-
dos diluigdes, fracionando em hipoclorito de sédio
e a agua destilada. Baseado nisso, o terceiro grupo
de tratamento foi de hipoclorito de s6dio a 50% e
quarto grupo de hipoclorito de s6dio a 25% e o 1lti-
mo grupo foi de hipoclorito de sédio a 12,5%.

As amostras foram avaliadas quanto a motilida-
de da larva no total de uma hora com finalidade de
verificar em que momento ocorre a mortalidade de
100% da amostra. As avalia¢des ocorreram 10 e 30
segundos, 1 hora apos o tratamento. As fracdes de
cada uma das amostras foram avaliadas em aliquo-
tas de 25uL sob microscopia Optica. A mortalidade
das larvas foi baseada na motilidade (Verocai et al.
2010, Tavares et al. 2011).

Analise dos dados

Todos os dados foram analisados estatisticamen-
te, sobre a viabilidade da larva, foi utilizado o Teste
de Comparag¢ao de Propor¢des Multiplas segundo
Zar (1999).

RESULTADO E DISCUSSAO

Segundo Balassiano (2007) observou que mes-
mo com higienizacdo ambiental adequada, 43,8%
dos cdes estavam infectados com endoparasitose e
48, 8% foi administrado anti-helmintico a 30 dias e
permaneceram infectado, podendo ser explicado, na
medida que alguns parasitas podem permanecer in-
cistar na musculatura pelo menos 240 dias, no caso
do A. caninum (Stoye 1973). Outra possibilidade e
que o desinfetante ndo foi adequado para inativacao
dos ovos de helmintos, ja que ovos e larvas infec-
tantes podem resistir a agdo de alguns desinfetantes
e permanecem no ambiente por anos. Este fato foi
observado no presente estudo, com o desinfetante
Cloreto de Benzalconio nas concentragdes de 15%
e 30% que ndo apresentou diferenca significativa
em nenhuma das avalia¢des na mortalidade de larva
de L3 de Ancylostoma spp. podendo ser visualizada
na tabela 1. Essas larvas podem ainda ser uma ame-
aca para a saude humana e animal, mesmo depois
exposicao desses desinfectante.

Tavares (2011) constatou ap6s 21 dias de incuba-
¢do de ovos Toxocara cati exposto por 60 minutos ao
hipoclorito de sodio 2-2,5%, onde 6,08% ovos foram
degenerados. No presente estudo, na concentragdo
de hipoclorito de s6dio 100% em 10 minutos de ava-
liacdo, ocorreu uma letalidade de 100% das larvas
de L3 de Ancylostoma spp. e repetiu-se 0 mesmo
resultado na concentracdo de 50% de hipoclorito de
sodio em 30 minutos ap6s o desafio (Tabela 2), pro-
vavelmente pela maior concentracao de cloro ativo
que lesionou a cuticula fina da larva do nematoide.

Morrondo et al. (2006) e Verocai et al. (2010)
utilizando os mesmos desinfetantes, constataram
que o alcool 70°GL foi 100% e 97, 2% eficaz na
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inibicao da embriogénese dos ovos 7. canis, respec-
tivamente. No presente estudo obteve-se o resulta-
do superior com mortalidade de 100% das larvas de
L3 de Ancylostoma spp em todas as avaliagdes de
alcool 70°GL, no entanto era de se esperar devido a

Tabela 1. Numero médio com desvio padrao e percentual mé-
dio de larvas L, vivas de Ancylostoma spp. submetidos aos
tratamentos com cloreto de benzalcdnio 15%, alcool 70°GL,
hipoclorito de sédio 100% e formaldeido 7,99% e cloreto de
benzalcdnio 15% durante as avaliagbes.

Grupos Horas apéds o desafio
1hora 6horas 24 horas

Controle

Média 27,66 37,5 36

Desvio padrao 12,84 13,50 8,22

% 65,312 71,322 74,822
Alcool 70°GL

Média 0 0 0

Desvio padrao 0 0 0

% o° o° o°
Hipoclorito de sédio 100% 0 0 0

Média 0 0 0

Desvio padrao 0 0 0

% o° o° o°
Formaldeido 7,99%

Média 11 1 0

Desvio padrao 5,32 0,89 0

% 55,432 2,64° o°
Cloreto de Benzalconio 15%

Media 24,83 23,16 28,16

Desvio padrao 11,92 14,74 6,96

% 78,582 66,732 55,312
Cloreto de Benzalconio 30%

Média 38 34,5 44,83

Desvio padrao 11,52 10,83 5,81

% 78,99 80,722 81,132

Colunas com letras diferentes diferem significativamente entre si (p>0,05).

Tabela 2. Numero médio com desvio padrao e percentual mé-
dio de larvas L, vivas de Ancylostoma spp. submetidos aos
tratamentos com hipoclorito de sédio 100%, hipoclorito de s6-
dio 50%, hipoclorito de sédio 25% e hipoclorito de sédio 12,5
% durante as avaliagdes.

Grupos Minutos apos o desafio
10 min 30 min 60min
Controle
Média 9,83 11,16 12,16
Desvio padrao 4,21 4,21 5,03
% 83,80 95,142 96,942
Hipoclorito de sodio 100%
Média 0 0 0
Desvio padrao 0 0 0
% (0 (0 (0
Hipoclorito de sodio 50%
Média 2,166 0 0
Desvio padrao 2,48 0 0
% 16,09° (0 (0
Hipoclorito de sodio 25%
Média 15,66 1,66 0
Desvio padrao 12,67 1,03 0
% 87,85? 19,03° (0
Hipoclorito de sédio 12,5%
Media 9 10,16 9
Desvio padrao 5,21 3,43 6,26
% 76,122 87,922 76,122

Colunas com letras diferentes diferem significativamente entre si (p>0,05)..

eficacia em ovos de casca espessa como do 7. canis.

Massara et al. (2003) ndo obteve um resultado
satisfatorio na inibi¢ao do desenvolvimento embrio-
nario nos ovos de Ascaris lumbricoides na utiliza-
¢ao de soluto de formaldeido, enquanto no presente
estudo o formaldeido 7,99% e hipoclorito de sédio
a 25% obtiveram total letalidade apés um hora do
desafio e diferiu significativamente, provavelmente
tal resultado foi devido se tratar de formas evoluti-
vas diferentes, favorecendo um a¢do contraria.

CONCLUSAO

O hipoclorito de sodio 100% foi altamente efi-
caz na eliminagdo de larva de terceiro estdgio de
Ancylostoma spp. imediatamente ap6s o tratamento
em 10 minutos. Enquanto que o alcool 70% e o hi-
poclorito de sdédio 50% obtiveram total letalidade
das larvas vivas em 30 minutos e com 1 hora apds
o desafio hipoclorito de sddio 25% e formaldeido
7,99% em 24 horas obteve a eficacia plena. Os de-
mais tratamentos ndo demonstraram um percentual
de mortalidade larvar satisfatoério em nenhum dos
tempos avaliados. Estes resultados mostram, tam-
bém, a necessidade de se reavaliarem os procedi-
mentos de descontaminagdo de ambientes quando
se tem por objetivo prevenir a infecc¢ao por larva L3
de Ancylostoma spp.
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