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RESUMO

Dermatophagoides farinae (Hughes) (Pyroglyphidae) vem sendo estudado por causar alergia
em seres humanos e animais domésticos. Dentre os artrépodes, os piroglifideos sdo 0s
principais alérgenos envolvidos em problemas respiratorios. Cheyletus malaccensis
(Oudemans) (Cheyletidae) é um acaro com potencial predador utilizado no controle biolégico
de acaros da poeira e de produtos armazenados. O objetivo desse trabalho foi avaliar o
potencial de predacdo de C. malaccensis alimentando-se de D. farinae avaliando a predacao,
preferéncia alimentar e resposta a pistas olfativas de diferentes presas (D.
farinae, Megninia ginglymura (Megnin) (Analgidae) e Tyrophagos putrescentiae (Schrankh)
(Acaridae) bem como avaliar a dispersdao de fungos pelo acaro da poeira. Este estudo foi
realizado no laboratério de Acarologia da Universidade do Vale do Taquari - Univates,
Lajeado, estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Espécimes de D. farinae e C. malaccensis foram
coletados em amostras de poeira ambiental. Para o teste de predacao foram obtidas fémeas de
C. malaccensis datadas e alimentadas com D. farinae. Foram realizadas a contagem de presas
consumida e a oviposic¢do. Para o teste de pistas olfativas foram liberadas diferentes presas
(T. putrescentiae, M. ginglymura e D. farinae) em arenas. No dia seguinte, apos retirar as
presas houve a liberacdo de C. malaccensis, avaliando em seguida a preferéncia as presas. No
teste de preferéncia alimentar Cheyletus malaccensis foi liberado juntamente com as presas.
No estudo da biologia foram liberados espécimes de Cheyletus malaccensis separadamente
em arenas e alimentadas com D. farinae. Nos estagios imaturos de ovo, larva, protocrisalida,
protoninfa, deutocrisalida, deutoninfa, teliocrisalida foram avaliados por trés vezes ao dia e
na fase adulta, apenas uma avaliacédo diaria. Foi verificada a sobrevivéncia (machos e fémeas),
namero de ovos postos e viabilidade dos ovos. Para os testes com fungos, foram utilizadas as
seguintes espécies: Aspergilus niger, Aspergillus oryzae, Microsporum gypseum, Penicillium
citrinum, Trichophyton interdigitale. Neste estudo foi testada a viabilidade de cada isolado. A
suspensao de esporos de cada isolado foi padronizada para dar seguimento ao teste de
dispersdo. Neste teste foi inoculado a suspenséo de cada esporo separadamente em placas e
liberadas espécimes de D. farinae. Apds 24 horas os acaros foram retirados e liberados em
placa contendo Agar Sabouraud Dextrose. Foi avaliado diariamente o nimero de coldnia
fangicas crescida em cada placa. Os resultados demontram que C. malaccensis é um inimigo
natural de D. farinae, sendo capaz de se desenvolver e reproduzir quando alimentado
exclusivamente desse presa. D. farinae demonstrou ser uma espécie dispersora de fungos
ambientais e patogénicos.

Palavras-chave: Acaro da poeira; Predador; Isolados flngicos; Alergénicos.



ABSTRACT

Dermatophagoides farinae (Hughes) (Pyroglyphidae) has been studied for causing allergy in
humans and domestic animals. Among arthropods, these mites are the main allergens involved
in respiratory problems because they feed on fungal spores and disperse it into the
environment. Cheyletus malaccensis (Oudemans) (Cheyletidae) is a potential predatory mite
used in the biological control of dust mites and stored products. The objective of this work
was to evaluate the predation potential of C. malaccensis feeding on D. farinae by assessing
predation, feeding preference and response to olfactory cues of different prey (D. farinae,
Megninia ginglymura (Megnin) (Analgidae) and Tyrophagos putrescentiae) (Schrank, 1781)
(Acaridae) as well as evaluate fungal dispersion by dust mite. This study was carried out at
the University of Taquari - Univates Acarology laboratory, Lajeado, Rio Grande do Sul. D.
farinae and C. malaccensis specimens were collected from environmental dust samples. For
the predation test were obtained females of C. malaccensis dated and fed with D. farinae. Prey
counts consumed and oviposition were performed. For the olfactory cues test, different prey
(T. putrescentiae, M. ginglymura and D. farinae) were released in arenas. The following day
the preys were removed, C. malaccensis released and predator preference was evaluated
without their presence. In the food preference test, Cheyletus malaccensis was released along
with the prey, where their food preference was evaluated. For biology, specimens of C.
malaccensis were released separately in arenas, which were fed with D. farinae. The stage of
development of C. malaccensis (egg, larva, protocrisalida, protoninfa, deutocrisalida,
deutoninfa, teliocrisdlida) was evaluated three times a day, and in adulthood only one daily
evaluation. Survival (males and females), number of eggs laid (females) and egg viability
were verified. For the fungal tests, the following species were used: Aspergilus niger,
Aspergillus oryzae, Microsporum gypseum, Penicillium citrinum, Trichophyton interdigitale.
where the viability of each isolate was tested. The spore suspension of each isolate was
standardized to follow up the dispersion test. For this test, the suspension of each spore was
separately inoculated in plates and D. farinae specimens were released. The next day (24 hours
after) the mites were removed from this plate and released on a plate containing only
Sabouraud Dextrose Agar. The number of fungal colonies grown on each plate was evaluated
daily. The results show that C. malaccensis is a natural enemy of D. farinae, being able to
develop and reproduce when fed exclusively on this ectoparasite. Dermatophagoides farinae
demonstrate to be a well dispersing species of environmental and pathogenic fungi.

Keywords: Dust mite; Predator; Fungal isolates; Allergens.
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1 INTRODUCAO

Os acaros constituem um dos grupos dos artrépodes com variada morfologia, habitat
e comportamento, sendo encontrados em praticamente todos os locais acessiveis a vida animal
(MORAES; FLECHTMANN, 2008). Diversos grupos acarinos tém como seus hospedeiros
0s mamiferos e aves, onde se alimentam de sangue, linfa, restos de derme ou secrecgdes
sebéceas que ingerem ao perfurarem a pele ocasionando com isso grande irritacdo relacionada
ao aparecimento de algumas doencas (GUIMARAES et al., 2001).

Algumas espécies de acaros sao hematofagas e vetores de doencas causadas por virus,
bactérias e fungos (PROCTOR; OWENS, 2000; ROETS et al, 2011). Estudos
epidemioldgicos mostram algumas das principais espécies de acaros nos paises subtropicais e
tropicais. Entre elas estdo Tyrophagus putrescentiae  (Schrank) (Acaridae),
Dermatophagoides pteronyssinus (Trouessart) (Pyroglyphidae) e Dermatophagoides farinae
(Hughes) (Piroglyphidae) (FLECHTMANN, 1998), sendo as principais fontes de
aeroalérgenos a nivel mundial (EZEQUIEL et al., 2001; YU et al., 2014). Estas espécies
acarinas sdo as principais desencadeadoras de doengas alérgicas, devido ao acumulo de
alérgenos em domicilios humanos, estando presentes em abundancia na poeira doméstica
(MIYAMOTO et al., 1968; VOORHORST et al., 1969; NAVARRO et al., 2008; COLLOFF,
2009).

Dermatophagoides farinae vem sendo estudado por ser grande causador de alergia em
seres humanos e animais domésticos. E uma espécie encontrada abundantemente em
estofados, cortinas, tapetes, filtro de ar condicionado e colchdes, onde alimenta-se de restos
de pele humana (MUNIR et al., 1995). Esta espécie pode ser encontrada em silos e produtos
armazenados vindo a acometer consequentemente a salude de animais de confinamento
(ARRUDA et al., 1991).
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A associacgdo entre acaros e fungos ja esta estabelecida na literatura, apesar de ndo se
conhecer bem os mecanismos envolvidos (COLLOFF, 2009). Os fungos representam um
diversificado grupo de organismos, podendo ser saprofitas, simbiontes, comensais e/ou
parasitas (MURRAY; ROSENTHAL; ALLER, 2015). Estes microrganismos emergiram nas
Gltimas décadas como causadores de doencas em humanos, principalmente entre os que se
encontram imunocomprometidos. Nos grupos de individuos doentes, os fungos possuem o
papel de patogénicos oportunistas, podendo causar morbilidade e mortalidade. Quanto aos
aspectos morfoldgicos, os fungos microscopicos sao divididos em dois grupos: leveduriformes
e filamentosos (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2015).

Tyrophagus putrescentiae ja foi avaliado se alimentando de esporos e hifas de uma
grande variedade de microrganismos dermat6fitos como: Microsporum canis e Microsporum
gypseum. Este estudo demonstrou que quando os esporos de determinados fungos estdo
aderidos ao corpo de T. putrescentiae ocorre maior crescimento e multiplicacdo das col6nias
fangicas (DUEK et al. 2001). Os resultados sugerem que D. farinae possua capacidade para
atuar como vetor mecanico de fungos ambientais e patogénicos por ser prevalente em produtos
armazenados e em ambientes domiciliares (DUEK et al. 2001).

Cheyletus malaccensis (Oudemans) (Cheyletidae) € um &caro com potencial predador,
atualmenteutilizado no controle bioldgico de acaros da poeira e de produtos armazenados. Sua
eficacia ja foi testada alimentando-se com Aleuroglyphus ovatus (Troupeau,1879) (Acaridae),
Caloglyphus redickorzevi (Zachvatkin) (Acaridae), Dermanyssus gallinae (De Geer)
(Dermanyssidae), Glycyphagus destructor (Schrank) (Glycyphagidae), Megninia ginglymura
(Mégnin) (Analgidae), T. putrescentiae e ovos de insetos praga. Essas pesquisas obtiveram
resultados significativos, demonstrando eficacia de C. malaccensis para o controle destas
populacbes (PEKAR; HUBERT, 2008; CEBOLLA, et al., 2009; GRANICH, et.al.,2016;
TOLDI et al., 2017).

A utilizagdo de um método alternativo, com o uso de inimigos naturais para o controle
bioldgico, possibilita 0 emprego de praticas mais limpas e menos impactantes ambientalmente
(GUIMARAES, 2000; LESNA et al., 2009). Desta forma, evitar o uso de acaricidas
(CHIRICO; TAUSAN, 2002) e a manipulacdo de produtos toxicos por parte do produtor
(GUIMARAES, 2000), que prejudica 0 meio ambiente e sua propria satde utilizando produtos
inadequados em situagOes diversas (SPARAGANO et al., 2009).
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Dermatophagoides farinae, por representar um problema em produtos armazenados,
necessita de novas alternativas de controle bioldgico para que seja evitado o uso de acaricidas
sintéticos, nestes locais. Estes produtos aumentam significativamente os riscos para a saude
humana, de forma geral. Essa espécie deve ser estudada como um possivel vetor mecénico de
fungos ambientais e patogénicos em residéncias, pois, dispersam esporos causando problemas
respiratorios em humanos e animais. A busca por uma alternativa de controle para o combate
de acaros em produtos armazenados se faz necessario, pois estes produtos séo direcionados para
o consumo animal (ISMAN, 2006).

N&o ha grupos de pesquisa atualmente no Brasil que trabalham com &caros de
importancia médica. Desta forma, este estudo busca uma nova linha de pesquisa relacionada a

salde, elucidando as possiveis interagdes de acaros de importancia médica e microrganismos.

13



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Essa pesquisa teve como objetivo avaliar a dispersdo de fungos ambientais e

patogénicos por D. farinae, bem como avaliar o potencial de predacdo de C. malaccensis

alimentando-se desta mesma espécie.

2.2 Objetivos especificos

(\

Manter cultivo dos isolados fungicos em laboratorio.

Testar a viabilidade dos isolados fungicos.

Avaliar a dispersdo de diferentes espécies de fungos ambientais e patogénicos
promovido pelo acaro de importancia médica D. farinae.

Confeccionar e manter criacBes estoque, em condi¢des de laboratério, do &caro de
importancia médica D. farinae.

Confeccionar e manter criagcdes estoque, em condigdes de laboratorio, do acaro predador
C. malaccensis.

Quantificar o potencial de predacéo de C. malaccensis alimentando-se de D. farinae.
Avaliar preferéncia de C. malaccensis quando oferecidas através de pistas olfativas das
presas D. farinae, M. ginglymura e T. putrescentiae.

Avaliar preferéncia alimentar de C. malaccensis quando oferecidas as presas D. farinae,
M. ginglymura e T. putrescentiae.

Realizar o estudo do ciclo de vida de C. malaccensis alimentando-se de D. farinae.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Potencial patogénico dos acaros

A alergia é caracterizada por uma resposta imune a antigenos afetando 20 a 30% da
populacdo mundial. As respostas inflamatdérias sdo resultantes da interacdo entre
imunoglobulinas IgE e alérgenos, consideradas importantes para o desenvolvimento de doencas
alérgicas (SERRAVALLE et al., 1998). Um aumento significativo de doencas alérgicas no
mundo ao longo das Ultimas décadas tem sido observado, resultando em impactos
socioecondmicos importantes (O'CONNELL, 2004).

Quanto aos problemas respiratorios, considera-se atopico o individuo com um sistema
imune capaz de produzir anticorpos IgE em resposta a um determinado estimulo antigénico. Ja
a alergia descreve um quadro de alteragdo do individuo, passando de um estado normal para
processo imunoldgico desencadeado por um alérgeno ou uma substancia. Em individuos
saudaveis e inerte pode induzir uma resposta anticérpica nao-mediada por IgE. Grande parte
das doencas alérgicas sdo causadas pelos mecanismos de hipersensibilidade que resulta de uma
resposta anormal mediado pelo por IgE (JOHANSSON, 2014).

A poeira doméstica como alérgeno foi descrita pela primeira vez por Kern (1921). Neste
estudo foi reportado que varios pacientes com rinite e asma formavam eritema e edema na pele
guando expostos a extratos de poeira obtidos de suas proprias casas. Em 1960 ja havia estudos
referentes a diferentes fontes de alérgenos na poeira doméstica identificadas. Essas fontes de
alérgenos incluiam pelos de animais, insetos e fungos. No entanto, em 1967 foram obtidas
evidéncias de D. pteronyssinus presente em poeira que ocasionava grande reacdo na pele. Esta
espécie é considerada o principal agente alergénico na poeira doméstica, na Holanda, Reino
Unido, Austrélia, Japao e Brasil (PLATTS-MILLS, 2003).
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A asma é uma destas doencas alérgicas graves e estd fortemente associada a
sensibilizacdo aos acaros (SIMONS, 1999). Em uma meta-analise com pacientes de 16 paises,
observou-se alta prevaléncia de asma associada a sensibilizacdo por acaros da poeira domiciliar
(CALDERON et al., 2014). Sabe-se que os acaros de importancia médica podem afetar a satide
humana de trés maneiras: causando dermatites ou outros danos nos tecidos epiteliais, atuando
como vetores ou hospedeiros intermediarios de inimeros agentes patogénicos e causando fortes
reacOes alérgicas (GUIMARAES et al., 2001).

A familia Pyroglyphidae redne as principais espécies acarinas alergénicas, sendo elas
D. pteronyssinus, E. maynei e D. farinae, encontradas em abundancia a nivel mundial. S&o
espécies comuns na América do Norte e Europa Continental, porém, raro no Reino Unido e
na Australia (COLLOFF,2009). A reproducdo e o desenvolvimento ja foram estudados
principalmente com D. pteronyssinus e D. farinae. Apresentam seis estagios de
desenvolvimento, sendo cada um deles separado por uma muda: o ovo, prelarva, larva,
protoninfa, tritoninfa e adultos (macho ou fémea). A influéncia de temperatura ideal para a
reproducéo e o desenvolvimento de &caros tem sido pouco estudada até o0 momento. Porém,
Furumizo (1973) através de seus estudos, considerou as temperaturas Otimas para 0
desenvolvimento de D. farinae entre 26,6 °C a 32,2 °C. Acima dessa temperatura, 0 autor
relata um encurtamento do periodo de desenvolvimento de D. farinae.

Bronswijk e Sinha (1971) observaram maior fecundidade em D. farinae a 30 °C quando
comparado a 20 °C sugerindo que esta espécie prefere temperaturas mais altas. Dentro deste
contexto, um estudo realizado numa populacdo com criangas no sul do Brasil, demosntrou que
D. pteronyssinus e D. farinae sdo as espécies de teste cutdneo positivo mais comuns
(RONCADA et al., 2016) (Figura 1). A sensibilizacdo pode depender da quantidade de
alérgenos a qual o individuo permanece exposto, ao tempo da exposic¢do e ainda da genética
individual (PLATTS-MILLS, 2003).

Figura 1. Dermatophagoides farinae fémea

il %,

Fonte: da autora (2018)
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O primeiro caso de anafilaxia sistémica ocorrida pela ingestao de alimentos infestados
por acaros foi mencionado por Erben et al. (1993), tendo como agente causador D. farinae. A
sensibilizacdo cruzada com acaros da poeira doméstica causada por D. farinae e D.
pteronyssinus foi descrita recentemente causando graves problemas respiratérios em seres
humanos (ARLIAN et al., 2009; LIAO et al., 2010).

Nos ultimos anos T. putrescentiae, conhecido por habitar domicilios humanos e
produtos armazenados em industrias e residéncias, vém chamando atencédo para a area da satde
publica tornando-se uma das principais causas de asma, rinite e demais doengas alérgicas
devido ao seu potencial alergénico (ARLIAN et al., 1984; VAN HAGE-HAMSTEN e
JOHANSSON, 1998; BRAVO et al., 1999; ELDER et al., 2012; LIAO et al., 2013a, 2013b;
YU et al., 2014) (Figura 2). A ingestdo de alimentos contaminados por esta espécie também
pode levar a casos de anafilaxia (LIAO et al., 2013a). Nuifiez et al. (2016) descreveu uma forte
inducdo de inflamacdo alérgica nos pulmdes de camundongos tanto em modelos agudos ou
crénicos. Casos de anafilaxia pela ingestdo de T. putrescentiae também ja foram documentados
(TAKAHASHI et al., 2014). Estima-se que a incidéncia de episodios de anafilaxia seja em
torno de 0,5 a 2,0%, sendo a maioria pela ingestdo de cereais, especialmente o trigo,
contaminados por &caros e seus alergénicos (POSTHUMUS; BORISH, 2012).

Figura 2. Tyrophagus putrescentiae fémea

Fonte: da autora (2018)

Em geral, os episodios de anafilaxia ocorrem em pacientes com rinite alérgica ou

asma, que sensibilizados para acaros da poeira doméstica, desenvolvem reagfes alérgicas,
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mediadas ou nédo por anticorpos IgE (POSTHUMUS; BORISH, 2012). Dermatophagoides
farinae e T. putrescentiae ja foram relatados por Horn et al. (2017) em uma granja de ovos de
postura em diferentes sistemas de confinamento. No mesmo ambiente, houve a presenca de
Megninia ginglymura, considerado acaro ectoparasita causador de problemas cutaneos em
galinhas poedeiras (Figuras 3 e 4) (GUIMARAES; LEFFER, 2009).

Figura 3. Megninia ginglymura fémea Figura 4: Megninia ginlgymura macho

Fonte: da autora (2019)
Megninia ginglymura ja foi relatada na india, causando problemas em matrizes de

corte (GUIMARAES; LEFFER, 2009) onde se constatou que as aves debicam-se
constantemente ocasionando petéquias hemorragicas na pele e ocorréncia de vesiculas. Num
estudo realizado em granjas comerciais no municipio de Ourinhos/SP, Tucci et al. (2005)
registraram sinais clinicos de ectoparasitismo em 30% do plantel das aves, onde identificaram
a presenca de M. ginglymura. De acordo com 0s autores, os danos causados pelos &caros, além

de causar problemas na satde da ave, ocasionaram a queda da produgéo de ovos em 20%.

3.2 Fungos Ambientais e Patogénicos

Os fungos sdo microrganismos de distribuicdo cosmopolita fazendo parte dos mais
diversos habitats, como serapilheiras, plantas e animais vivos ou em decomposicdo. Estdo
presentes em geral, nos habitats que contenham matéria organica passivel de colonizagédo
(BONONI, 1998). Podem ser filamentosos ou leveduriformes e sdo encontrados normalmente

em regides com ambientes tropicais e subtropicais, onde a temperatura e humidade sdo mais
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elevadas, 0 que propicia o seu desenvolvimento. A maioria os fungos sdo terrestres, mas ha
também a descricdo de espécies aquaticas marinhas e de agua doce. Os fungos desempenham
0 papel de simbiontes, saprébios ou sendo parasitas de plantas e animais, incluindo o proprio
ser humano (MARGULIS; SCHWARTZ, 2009). Isso pode significar que hd muitas espécies
desconhecidas ou extintas. Muitas espécies podem ser benéficas para a satde, como os fungos
alimenticios, e outras, causadores de problemas para a saude humana e veterinaria.

Os esporos de determinados fungos quando inalados podem causar graves doengas
pulmonares que vao desde a inflamagao das vias aéreas, como também as infe¢Bes de risco
no pulméo. Um exemplo é a aspergilose broncopulmonar alérgica considerada uma infec¢do
invasiva (BEISSWENGER et al, 2012). Essa doenca ja foi relatada por acometer a salde
principalmente de pessoas com complicacdo provida de asma e fibrose cistica (MARTINS et
al, 2005; MURRAY et al, 2006). Aspergilose, € uma infecdo fungica oportunista das mais
comuns em todo o0 mundo que € provocada por espécies de fungos do género Aspergillus.
Grande parte das infeccdes em humanos é causada por Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Aspergillus nidulans, Aspergillus terreus e Aspergillus fumigatus. Estas especies podem
originar varios quadros clinicos, pois, estdo distribuidos na natureza, encontrando-se
facilmente no solo e em material organico em decomposigéo (JIANG et al, 2013; MARTINS
et al, 2005).

Outra doenca também causada por fungos é a onicomicose que pode ser causada por
fungos filamentosos ou leveduriformes, tanto ndo dermatofitos, quanto dermatéfitos. Os fungos
ndo dermatofitos sdo encontrados facilmente na natureza como patdgenos de plantas e saprébios
do solo, porém, tem a capacidade de invadir unhas. Fungos dermatofitos que taxonomicamente
sdo classificadas pelo género Tricophyton, Microsporum e Epidermophyton (ELEWSKI, 1998),
possuem a capacidade de invadir tecidos queratinizados como pelo, pele e unhas. Causam
normalmente apenas infec¢fes superficiais em animais ou no ser humano (WEITZMAN, .,
1995; ELEWSKI,1998).

Os dermatofitos podem ainda ser classificados em antropofilicos, zoofilicos e geofilicos.
Os antropofilicos acometem preferencialmente humanos e raramente 0s animais, sao causados
normalmente pelo género Trycophyton (COELHO, 2008). Os zoofilicos acometem a salde de
animais e raramente os humanos e sdo causados por espécies dos géneros Tricophyton e
Microsporum (WEITZMAN, 1995; BRASCH, 2010). As espécies geofilicas sdo representadas
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pelo género Microsporum, encontradas no solo e acometendo a saide do homem. (SPIEWAK,
,1998).

Dentre as doencas adquiridas por fungos, a criptococose, causada pela levedura
Cryptococcus neoformans, € considerada uma das micoses mais comuns em pacientes
imunodeprimidos, principalmente nos portadores da AIDS (sindrome da imunodeficiéncia
adquirida. Esse fungo acomete principalmente o sistema nervoso central (FERNANDES, 2000;
FILIU, 2002) e facilmente sdo encontrados em solo vegetais em decomposicdo. Apresenta
como reservatorios as fezes das aves, principalmente espécies de pombos (BICHARD,1998).

Fungos do género Penicillium sdo muito comuns em frutas citricas a nivel mundial.
Atualmente hd uma grande demanda na comercializacdo desses frutos, o que gera uma
preocupacdo com manejo dessa cultura desde a colheita até a chegada do produto ao
consumidor. O bolor verde Penicillium digitatum é a principal doenga que ocorre na pos-
colheita dos citros, principalmente se os frutos estiverem danificados. Este fungo provoca uma
podriddo fruto, cobrindo-o com micélio grande nimero de esporos, lhe deixando com uma
coloracdo verde e causando danos econémicos (TEIXIDO et al., 2001). H4 uma estimativa de
que 25% da producéo de alimentos a nivel mundial é afetada por micotoxinas, fazendo com que
inviabilize o produto para a comercializagdo e consumo (KEMPKEN; ROHLFS, 2010).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por fungos, considerados
compostos biossintetizados e excretados pelas vias metabolicas em sua fase final (exponencial
de crescimento) (JAY, 2005). Os principais fungos que produzem essas toxinas sdo do género
Aspergillus, Claviceps, Penicilliume Fusarium. Estes microrganismos podem contaminar
produtos agricolas, principalmente grdos como o milho, amendoim, feijdo, trigo, entre outros.
Em seres humanos e animais podem causar intoxicacdo alimentar quando ingeridos através
desses alimentos contaminados (BOEIRA, 2012).

A intoxicacdo alimentar causada pelas micotoxinas sdo chamadas de micotoxicoses
(KEMPKEN, 2010). Os sintomas apresentados podem ser normalmente danos no figado
(hepatotoxicidade), no cérebro (neurotoxicidade), nos rins (nefrotoxicidade), e inclusive
alteracdes no material genético (genotoxicidade). Estudos apontam o0 aumento da incidéncia de
infecbes fungicas graves na ultima década, principalmente pelo aumento de pacientes
imunodeprimidos, o que representa uma seria causa de morbidade e mortalidade nesta
populacédo de doentes (MURRAY et al, 2006).
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3.3 Associagéo entre fungos e Dermatophagoides farinae

Os fungos entomopatogénicos invadem seus hospedeiros via tegumento, transpondo
a cuticula que envolve os artropodes (ALVES, 1998). A cuticula é a principal barreira que
protege esses organismos contra o parasitismo e outras doencas. Ela é formada por uma
camada externa, a epicuticula, composta por lipidios e ceras, e uma camada interna, que
compde a sua maior parte, a proticuticula composta por fibras de quitina ligadas a proteinas
(ARRUDA, 2005; BERINGER, 2011).

Os éacaros da poeira sdo o0s principais alérgenos envolvidos em problemas
respiratorios. Eles se alimentam de esporos de fungos e os transportam em Sseus corpos
dispersando-os pelo ambiente. Estudo realizado demonstrou que D. farinae tem preferéncia
por algumas espécies de fungos como Cladosporium sphaerospermum e Wallemia sebi
quando comparados com Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor e Stachybotrys
chartarum (NAEGELE.et al., 2012).

Van Bronswijk e Sinha (1973) encontraram 45 especies de fungos em poeira
domeéstica e constataram que quando os acaros eram alimentados apenas com culturas de
fungos, nenhuma das espécies testadas era adequada para a reproducdo de D. farinae. Ao
serem comparados a outros microrganismos, os fungos apresentam maiores beneficios em seu
uso, pois ndo necessitam ser ingeridos pelo hospedeiro para dispersdo e estdo presentes
naturalmente em muitos ecossistemas (ESPOSITO; AZEREDO, 2010).

3.4 Controle de D. farinae

As tentativas de controle dos acaros da poeira doméstica geralmente séo realizadas
através de trés abordagens :método fisico, como padrées de limpeza excepcionais (ADILAH et
al., 1997; NISHIOKA et al., 1998), a reducgdo dos niveis de umidade (BISCHOFF et al., 1998)
e a reducdo de alérgenos por acaricidas que apresentem eficacia (MITCHELL et al., 1985;
GREEN et al., 1989). Embora tenha sido obtido um controle satisfatorio na utilizacdo de
acaricidas sintéticos (benzoato de benzila e acido tanico), o risco para a saude humana seria um
problema em potencial. Este problema levou a esforgos de pesquisa para desenvolver
alternativas mais seguras e eficientes no controle de acaros em ambientes domiciliares. O uso

de acaricidas derivados de plantas chamou a atengéo e foi considerado como uma alternativa
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promissora para acaricidas quimicos (MIYAZAKI et al., 1989; MC DONALD e TOVEY,
1993; TOVEY e MC DONALD, 1997; KIM et al., 2003; REMBOLD, 2005).

Algumas pesquisas (TAMAI et al., 2002; SILVA e OLIVEIRA, 2006, PASAY et al.,
2010) mostram que 0s acaros apresentam capacidade de desenvolver resisténcia a acaricidas
quimicos. Diante desta problematica surge a necessidade de novas alternativas de controle

principalmente o uso sustentavel no controle bioldgico de acaros praga (PARRA, 2002).

3.5 Cheyletus malaccensis

A maioria dos Cheyletidae sdo conhecidos por terem um habito predatério, sendo
algumas espécies consideradas agentes de controle bioldgico de acaros da praga (GERSON et
al., 2003). Esse grupo tem grande importancia para a avicultura brasileira (EZEQUIEL et al.,
2008). Espécies desta familia tem o hébito de cacar por emboscada, permanecendo a maior
parte do tempo em reflgios (GERSON et al.,2003).

Figura 5. Cheyletus malaccensis fémea Figura 6. Cheyletus malaccensis macho

Fonte: da autora (2018).

Cheyletus malaccensis controla Glycyphagus destructor (Schrank, 1781) e T.
putrescentiae (Figuras 5 e 6). Toldi et al. (2017) realizaram estudos e observaram a biologia de
C. malaccensis alimentando-se de D. gallinae em condi¢cdes de laboratorio sob trés
temperaturas. Este acaro demonstrou ser um predador eficaz de T. putrescentiae e M.
ginglymura (PEKAR; HUBERT, 2008; GRANICH et al.,2016).
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4 Dermatophgoides farinae COMO DISPERSOR DE FUNGOS
AMBIENTAIS E PATOGENICOS

4.1 Introducéo

Dermatophagoides farinae conhecido como acaro da poeira, € um artrépode que pode
ser facilmente encontrado em domicilios. Se aloja em estofados, cortinas, tapetes e
principalmente nos colchdes, onde alimentam-se de restos de pele humana. Esta espécie é
conhecida por causar problemas de alergias em animais domésticos e em confinamento. Em
seres humanos, D. farinae pode causar sérios problemas respiratorios. Esta espécie também é
causadora de grandes contaminacGes em industrias, pois sdo ambientes ideais para sua
proliferacdo devido ao elevado volume de estocagem de alimentos e grdos (ADILAH et al.,
1997; NISHIOKA et al., 1998).

Os fungos sdo microrganismos encontrados em diversos hébitats, inclusive em
produtos armazenados. Podem ser filamentosos ou leveduriformes. Alguns dos principais
fatores que favorecem a proliferacdo de fungos em produtos estocados é a temperatura,
umidade e o proprio manejo da armazenagem (GUTKOSKI, 2000; RUPOLLO, et al., 2006).
Estes microrganismos sdo potencialmente capazes de produzir metabdlitos toxigénicos,
podendo contaminar os grdos durante o armazenamento. Se o ambiente for favoravel podem
persistir em ragdes e alimentos destinados ao consumo animal e humano. Os principais
géneros de fungos toxigénicos sdo: Aspergillus, Penicillium e Fusarium (SWEENWEY:;
DOBSON, 1998).

Os esporos de fungos quando inalados causam sérios problemas pulmonares que védo
de uma simples inflamac&o nas vias aéreas, ou até infecgdes que podem acometer o0 pulméo
(BEISSENGER, 2012). Uma dessas infec¢Bes é a aspergilose broncopulmonar, considerada
alérgica e invasiva (MARTINS et al., 2005; MURRAY et al., 2006). A Onicomicose é uma
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infeccdo também causada por fungos, principalmente por aqueles dos géneros Tricophyton,
Microsporum e Epidermophyton (ELEWSKI, 1998). Causam infeccBes superficiais em
animais e seres humanos, quando invadem tecidos queratinizados como pelo, pele e unhas
(ELEWSKI, 1998; WEITZMAN, 1995).

As espécies fungicas podem ser entomopatogénicos, onde invadem seus hospedeiros
via tegumento, transpondo a cuticula que envolve os artropodes (ALVES, 1998; ARRUDA,
2005; BERINGER, 2011)). Dentre os artropodes, os acaros da poeira sdo 0s principais
alérgenos envolvidos em problemas respiratérios, além de alimentar-se de esporos de fungos
e dispersa-los no ambiente. Acaros de grdos armazenados vém trazendo preocupagdes as
industrias de sementes e alimentos, pois também contaminam os grdos armazenados,
causando problemas de alergias aos consumidores (DURMUS; MUHLIS, 2007).

Os acaros em geral, fazem a muda liberando o exoesqueleto para 0 ambiente onde esta
inserido. A cuticula do exoesqueleto € formada por quitina onde ha umidade que se retém
entre 0s sitios anatdmicos. Fungos como sdo adaptaveis a locais Umidos proliferam-se
rapidamente na presenca desse material. No entanto, cuticulas do exoesqueleto tornam-se
ideais para o crescimento de colonias fungicas (NOH et al., 2016). No entanto, a hipotese
deste estudo é de que a dispesdo de fungos possa ocorrer através de fatores mecanicos. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a dispersdo de diferentes espécies de fungos ambientais e

patogénicos por D. farinae.

4.2 Material e Métodos

Este estudo foi realizado no laboratério de Acarologia da Universidade do Vale do
Taquari - Univates, em Lajeado, estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Os equipamentos
necessarios para o desenvolvimento da pesquisa, tais como capelas de fluxo laminar, estufas
microbioldgicas foram fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia, da mesma instituicao.
Esse experimento foi mantido em camara climatica a 26 + 1 °C e 80 = 5 % de umidade relativa
do ar (UR) e em ambiente escuro. Todo o material utilizado durante o estudo foi esterilizado
com o auxilio de uma autoclave em capela de fluxo laminar. Para esterilizacdo no ambiente

destes foi utilizada luz UV.
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4.2.1 Criacdo estoque de Dermatophagoides farinae

Espécimes de D. farinae foram coletadas em amostras de poeira ambiental de um
filtro de refrigerador numa fabrica de ragdo animal na regido do Vale do Taquari, Rio Grande
do Sul. Apds a coleta, foi realizado um processo de triagem e separacdo das espécies com 0
auxilio de um microscépio estereoscopio no Laboratorio de Acarologia-Univates. Essas
criacbes foram mantidas a temperatura de 26 = 1 °C, fotofase de 12 horas, umidade relativa
do ar de 80 + 10 % e mantidos em recipiente envolvido com papel pardo em seu interior para

manter o ambiente com menor luminosidade (Figura 7).

Figura 7. Criacdo estoque de Dermatophagoides farinae

Fonte: da autora (2018)

4.2.2 Isolados de fungos ambientais e patogénicos

As diferentes especies de fungos utilizadas nos testes foram depositadas
na micoteca do Laboratério Acarologia. Foram mantidas em condi¢Ges propicias até o
momento da aplicacdo com temperatura média de 35 £ 1 °C, para os patogénicos e 28 + 1 °C
para os ambientais (figura 8). Para cada tratamento foi utilizado um isolado de cada espécie de
fungo, sendo eles: Aspergilus niger, Aspergillus oryzae, Microsporum gypseum, Penicillium
citrinum, Trichophyton interdigitale. Todas essas espécies foram inoculadas separadamente em
tubos de ensaio de vidro contendo Agar Sabouraud Dextrose e fechado com tampa rosca.
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Figura 8. Isolados de fungos ambientais e patogénicos

Fonte: da autora (2018)

4.2.3 Padronizacéao de fungos

Em cada tubo com isolado fungico foi adicionado 5 mL de solucéo salina (0,85 %) com
5mL de polisorbato 80 (0,025 %). Com o auxilio de al¢a de inoculagdo foi realizada uma
raspagem das col6nias para que ficassem suspensas nesta solucéo (suspenséo de esporos). Foi
homogeneizado com auxilio do Vértex e em seguida deixado em repouso por 10 minutos para
que houvesse a separacdo das hifas e conideos por sedimentacdo. Apos passado esse tempo,
foi utilizada uma pipeta de Pasteur para a retirada somente da suspensdo de esporos. Da
suspensdo de cada isolado fungico foi feita a contagem de esporos na camera de Neubauer
para que obtivesse a padronizacdo final de 2x10° mL. As suspensdes de esporos padronizadas
foram utilizadas para os testes de viabilidade e de disperséo de fungos.

4.2.4 Teste de viabilidade de fungos

Da concentracdo de cada isolado fungico anteriormente padronizado (Iltem 5.2.3), foi
retirado 100 pL e homogeneizado em 9,9 ml de solucéo salina (0.85) com polisorbato 80 (0,025
%) em um tubo formando a concentragdo 2x10° /mL. Desta concentracio, foi retirado 50 pL e
inserido em uma placa de Petri de 9 cm de diametro contendo Agar Sabouraud dextrose. Foi

considerado 100 % de viabilidade as placas que obtiveram 100 col6nias crescidas apds 10 dias

26



de incubacdo a 26 °C. A avaliacdo foi realizada diariamente com a contagem das col6nias

formadas em cada placa.

4.2.5 Dermatophagoides farinae como dispersor de fungos

Para cada isolado flngico foi realizada a suspenséo de esporos padronizada (Item 5.2.3),
onde inoculou-se 1 mL deste conteido em uma placa de Petri de 9 cm de didametro contendo
Agar Sabouraud Dextrose. Para o controle negativo, foi inoculada somente a concentragio de
Salina (0,85%) com polisorbato 80 (0,025 %), sem a presenca de esporos fungicos. Apos
aplicado a suspensdo, as placas ficaram expostas no fluxo laminar por uma hora até secar o
conteldo. Em seguida, foram liberados 10 espécimes de D. farinae em cada uma das placas.
Estes acaros ficaram neste ambiente por 24 horas e apds foram retirados e liberados
separadamente no centro de uma placa contendo somente Agar Sabouraud Dextrose, a qual foi
fechada com parafilme e levada a uma estufa com temperatura de 26 °C. Para cada isolado
fangico e controle foram realizadas 10 repeti¢cfes as quais foram avaliadas diariamente num

periodo de 10 dias onde foi feita a contagem das coldnias formadas em cada placa.

4.2.6 Anélise estatistica dos dados

O teste de viabilidade de fungos foi analisado estatisticamente através do Teste de
Kruskal-Wallis, enquanto o teste de dispersdo de fungos foi analisado pelo teste de Tukey com
0 uso do programa BioEstat 5.0, sendo seus valores transformados em raiz quadrada.
4.3 Resultados
4.3.1 Viabilidade de fungos

Observou-se que nos testes de viabilidade que todos os isolados demonstraram estar
viaveis, tendo, em média, um ndmero de col6nias superior a 100 (H: 2.20; p=0,69) (Tabela 1)

(Figura 9).
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Tabela 1. Média em dias * erro padrdo (EP) de viabilidade de fungos a 26x1° C, 80 £ 5 % de
umidade relativa do ar em laboratorio.

Fungos Apergillus Aspergillus Microsporum.  Pinicillium. Trichophyton.
niger oryzae Gypseum citrinum interdigitale
N° de colbnias 101+7,3 a 102,7+9,7a 101+42a 119+118a 100+ 4.6a

Letras iguais na mesma linha ndo se diferem estatisticamente de acordo com o Teste de Kruskal-Wallis do
programa BioEstat 5.0.

Figura 9. Viabilidade a partir dos isolados fungicos: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Microsporum gypseum, Pinicillium citrinum e Trichophyton interdigitale.

Aspergillus niger Aspergillus oryzar Microsporum gypseum
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o

4.3.2 Dermatophagoides farinae como dispersor de fungos

Os resultados obtidos para a dispersdao dos fungos por D. farinae mostraram-se
significativos para A. niger, diferenciando-se dos demais isolados. Aspergillus oryzae, M.

gypseum e P. citrinum foram dispersos de forma semelhante, enquanto T. interdigitale em
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menor frequéncia, se assemelhando ao controle negativo (Tabela 2) (Figura 10). A mortalidade
de D. farinae dispersando diferentes espécies de fungos foi para A. niger (10 %), P. citrinum
(10 %) e T. interdigitale (20 %). Para A. oryzae e P. gypseum ndo ocorreram mortalidade

(Tabela 3).

Tabela 2. Porcentagem média (x EP) de col6nias dispersas por Dermatophagoides farinae a
26 + 1°C em laboratério. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente de
acordo com o teste de Tukey.

Fungos Aspergillu  Aspergillus Microsporum Pinicilium Trichophyton Controle
sniger oryzae gypseum citrinum interdigitale. negativo
Colbnias  168,5t6,5a  140,7+25b  129,8+50b 129,2+45b 24+05¢c 0,00 c

Figura 10. Colénias fungicas dispersas por D. farinae

Aspergillus niger Aspergillus oryzar Microsporum gypseum

o =~
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Tabela 3. Mortalidade de Dermatophagoides farinae para a dispersdo de col6nias flngicas
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Microsporum gypseum, Penicillium citrinum e
Trychophyton intedigital a 26 + 1 °C em laboratoério.

Fungos Mortalidade D. farinae (%0)
Aspergillus niger 10
Aspergillus oryzae 0
Microsporum gypseum 0
Penicillium citrinum 10
Trychophyton intedigitale 20

% - percentual de mortalidade de Dermatophagoides farinae

4.4 Discussao

O teste de viabilidade foi realizado para certificar-se de que os esporos dos fungos
estivessem ativos. A média esperada para o crescimento foi de 100 coldnias para cada isolado.
A suspenséo (solucéo salina (0,85 %) + polisorbato 80 (0,025 %)) foi aplicada nas placas e
absorvida pelo Agar Sabourad Dextrose, permanecendo somente os esporos dos fungos sobre
a base deste meio de cultura. Esse método permitiu que os &caros nao ficassem aderidos ao
meio, podendo se locomover facilmente. Para essas placas que continham a suspensdo obteve-
se a estratégia de determinar a poténcia 2 x 10°/ mL a partir da medida de &rea da placa (63,58
cm?), para que os esporos ficassem proximos uns aos outros (200.000 esporos/espécie/placa).
Dessa forma, os acaros a0 movimentar-se, entrariam em contato com estes esporos e 0s
dispersariam, confirmado através do teste.

De acordo com os resultados verificou-se que A. niger foi a espécie que obteve maior
dispersdo de esporos por D. farinae. No entanto, os demais fungos testados, mesmo que em
menores proporcles, também foram dispersados. Aspergillus oryzae, P. citrinum e T.
interdigitale ndo apresentaram diferenca significativa entre si. Porém, o nimero de colénias
dispersas por T. interdigitale se diferenciou dos demais fungos, obtendo menor dispersao. No
controle negativo ndo ocorreu crescimento de colbnias, enquanto a mortalidade de D. farinae
para o controle negativo foi de 100% (data not show). Esse resultado demonstra que D. farinae

alimentam-se de esporos de fungos, pois na falta de alimento houve mortalidade. Para o teste
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de dispersdo a mortalidade foi baixa em A. niger, P. citrinum e T. interdigitale. Em A. oryzae
e T. interdigitale a sobrevivéncia de D. farinae foi de 100 %.

Renker et al. (2005) testaram D. farinae alimentando-se de diferentes espécies de
fungos e avaliaram a dispersdo dos esporos através das fezes do &caro. Concluiram que a
capacidade de dispersdo de esporos ainda é questionavel, pois, ndo foi possivel comprovar se
a dispersdo realmente ocorreu por esse mecanismo (RENKER et al. 2005). No entanto,
Nesvorna et al. (2012) relataram que ndo foi possivel comprovar através de avaliacdo das
fezes, a quantidade de esporos que 0s acaros ingerem e posteriormente dispersam, pois cerca
de 50% dos esporos sdo degradados por este artropode. As inddstrias necessitam de
determinada manutencdo e controle de umidade para manter os produtos em condicGes
adequada (PARK; ANTONIO, 2006).

Caso isso ndo ocorra, 0os fungos séo beneficiados e conseguem se desenvolver com
maior eficacia. D. farinae demonstrou eficiéncia na dispersdo de esporos fungicos, o0 que
auxilia no aumento de contaminagdes em estocagens das inddstrias. Este estudo sugere a
necessidade de controle de D. farinae devido a sua capacidade de proliferagcdo flngica no

ambiente.
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BIOLOGIA DE Dermatophagoides farinae (PYROGLYPHYDAE) por Cheyletus
malaccensis (CHEYLETIDAE): PREDACAO, PREFERENCIA ALIMENTAR E
RESPOSTA as PISTAS OLFATIVAS

5.1 Introducao

Espécies acarinas de importancia médica estdo presentes em domicilios humanos
() podendo ser alergénicas ou vetores de agentes patogénicos como virus, bactérias e fungos
(EVANS, 1992; PROCTOR; OWENS, 2000; ROETS et al., 2011). Estudos epidemioldgicos
mostram
Tyrophagus putrescentiae (Schrank) (Acaridae), Dermatophagoides pteronyssinus (Trouess
art) (Pyroglyphidae) como as principais espécies acarinas em paises subtropicais e tropicais
(EZEQUIEL et al., 2001; YU et al, 2014;), enquanto que em regibes mais
secas Dermatophagoides farinae (Hughes) (Pyroglyphidae) ¢ mais abundante (ARLIAN,
2002; CHUA et al., 2007). Estas espécies sdo consideradas cosmopolitas e representam as
principais fontes de aero alérgenos em domicilios humanos (COLLOFF, 2009). D. farinae é
considerado um acaro comum na América do Norte e Europa Continental, porém, rara no
Reino Unido e na Australia (COLLOFF, 2009). O desenvolvimento dessa especie ja foi
avaliado em diferentes temperaturas (16, 23, 30, e 35 °C) e umidade relativa do ar de 75 %,
demonstrando melhor fecundidade a 23°C (ARLIAN, 1996).

Os alérgenos providos de 4&caros da poeira e produtos armazenados
sdo termorresistentes, podendo desencadear reacdes alérgicas quando ingeridos por
individuos atépicos, mesmo ap0Os passarem por temperaturas elevadas por coccao
(SANCHEZ-BORGES et al., 2007). Os alimentos estocados em domicilios ou nas indstrias
estdo suscetiveis a contaminacdo por acaros da poeira, principalmente se mantidos em
ambientes com temperaturas mais elevadas e Umidos que favorecam a proliferacdo desses

organismos. Siegert (2016) em um estudo, demonstrou que D. farinae seguido de T.
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putrescentiae foram as espécies mais abundante em farelo de soja encontrado em uma fabrica
de racdo animal.

A anafilaxia pela ingestdo de acaros € uma reacdo grave e potencialmente fatal,
correlacionada a ingestdo de alimentos preparados principalmente com farinhas de trigo e
milho contaminadas por 4&caros da poeira domiciliar e/ou de estocagem em
industrias (SANCHEZ-BORGES, et al. 2007). O primeiro caso de anafilaxia sistémica
ocorrida pela ingestdo de alimentos infestados por &caros teve como agente causador D.
farinae (ERBEN et al., 1993). Outros relatados ja foram registrados devido a ingestdo de
farinha de milho contaminada  por D. pteronyssinus,  T. putrescentiaece D.
farinae (SANCHEZ-BORGES et al., 2007).

As tentativas de controle dos acaros da poeira doméstica geralmente sdo realizadas
através de trés abordagens diferentes: o0 método fisico, como padrdes de limpeza excepcionais
(ADILAH etal., 1997; NISHIOKA et al., 1998), a redugdo dos niveis de umidade no ambiente
(BISCHOFF et al., 1998) e a reducdo de alérgenos, por acaricidas que apresentem eficacia
(MITCHELL etal., 1985; GREEN et al., 1989), 0 que exige analise avaliativa de profissionais
especializados. Embora tenha sido testado e obtido um controle satisfatorio de acaros com a
utilizacdo de acaricidas sintéticos como benzoato de benzila e acido tanico, o risco para a
salide humana e veterinaria é um problema em potencial.

Além disso, pesquisas mostram que 0s acaros apresentam capacidade de
desenvolver resisténcia a acaricidas quimicos (TAMALI et al., 2002; SILVA; OLIVEIRA,
2006, PASAY et al., 2010). Este problema levou a esforgcos de pesquisa para desenvolver
alternativas mais seguras e eficientes no controle de acaros em ambientes domiciliares e
industriais, destacando-se 0 uso sustentavel de acaros predadores a ser utilizados no controle

bioldgico aplicado de acaros que alcangam o status de praga (PARRA, 2002).

Cheyletus malaccensis (Oudemans) (Cheyletidade) encontrado em silos de produtos
armazenados ou em domicilios, normalmente em regides geograficas mais imidas, podendo
causar dermatite em seres humanos (COHEN, 1980). Cheyletus malaccensis é o causador de
urticaria papulosa em humano (YOSHIKAWA, 1985). Esta espécie fica refugiada em palhas
e tatames que quando em contato com o ser humano, pode inserir parte do gnatossoma ou
aparelho bucal e injetar fluido salivar, o que causaria alergia em pessoas susceptiveis.

No entanto, é um &caro predador que vem sendo utilizado no controle biolédgico de

acaros da poeira e de produtos armazenados. Sua eficacia ja vem sendo testada alimentando-
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se de Aleuroglyphus ovatus (Troupeau), Caloglyphus redickorzevi (Zachvatkin),
Dermanyssus galinae (De Geer) (Dermanyssidae), Glycyphagus destructor (Schrank)
(Glycyphagidae) Megninia ginglymura (Mégnin) (Analgidae), T. putrescentiae (Acaridae),
,além de ovos de insetos obtendo-se resultados promissores onde demonstrou eficicia no
controle das referidas presas (PEKAR, S.; HUBERT, J., 2008; CEBOLLA, et al., 2009;
GRANICH, et al., 2016; TOLDI et al., 2017).

A utilizacdo de controle alternativo, com o uso de inimigos naturais no controle
bioldgico possibilita 0 emprego de praticas mais limpas e menos impactantes para 0 meio
ambiente (GUIMARAES, 2000; LESNA et al., 2009). Desta forma, evita-se o uso de
acaricidas (CHIRICO; TAUSAN, 2002) e a manipulacdo de produtos toxicos por parte do
produtor (GUIMARAES, 2000), que em muitas vezes, utiliza produtos inadequados em
situagOes diversas (SPARAGANO et al., 2009). O objetivo desse trabalho foi avaliar o
potencial de predacdo de C. malaccensis alimentando-se de D. farinae, sob condic¢des de
laboratorio, avaliando a predacdo, preferéncia alimentar e resposta a pistas olfativas das

presas D. farinae, M. ginglymura e T. putrescentiae.

5.2 Material e Métodos

Este estudo foi realizado no Laboratdrio de Acarologia (Labacari) da Universidade do
Vale do Taquari - Univates, estado do Rio Grande do Sul, Brasil, conduzido entre os meses
de junho/2018 a setembro de 2019.

5.2.1 Criacéo estoque de acaros.

Espécimes de D. farinae e C. malaccensis foram coletados em amostras de poeira
disposta sobre filtro de um refrigerador de uma fabrica de racdo animal (Figuras 11 e
12). Tyrophagos putrescentiae foi coletado em amostras de poeira doméstica com o auxilio
de um aspirador de p6 (Figura 13). Megninia ginglymura foi obtido de penas de galinhas
poedeiras (Gallus gallus domesticus (Linnaeus, 1758) (Phasianidae) (Figura 14). A triagem
das amostras foi realizada com o auxilio de um microscopio estereoscopico, quando foi feita
a separacdo destes acaros em unidades experimentais distintas, especificas para cada

espécie. Estas criagfes foram mantidas a temperatura de 26 + 1°C, com fotofase de 12 horas
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e umidade relativa de 80 £ 10% em um recipiente plastico, com papel pardo em seu interior
para manter o ambiente escuro. As coletas de dados ocorreram na regido do Vale do Taquari,
Rio Grande do Sul, Brasil.

Figura 11. Criacdo estoque de C. Figura 12. Criacdo estoque de D. farinae
malaccensis

Figura 13. Criacdo estoque de Figura 14. Megninia ginglymura retiradas
Tyrophagos putrescentiae de penas de Gallus gallus domesticus

Fonte: da autora (2019)

5.2.2 Predacao

O teste de predacéo foi realizado em arenas confeccionadas em placas de Petri de
acrilico de 6 cm de didmetro contendo um disco de algoddo imido no fundo sobreposta por
um circulo de plastico preto. Nas paredes internas das placas, contornando este circulo foi
disposta uma faixa de algoddo umedecido para evitar a fuga dos acaros (Figura 15). No centro
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da arena, foi colocada uma estrutura em forma de “V” invertido para que servisse de refigio
ao predador. Foi liberado um espécime de C. malaccensis datado juntamente com 10
espécimes de D. farinae em cada uma das 15 unidades experimentais. O teste foi avaliado
durante 10 dias onde foi realizada a contagem do nimero de presas consumidas e 0vos postos

pelo predador.

Figural5. Arenas utilizadas para o teste de predacdo

Fonte: da autora (2018)

5.2.3 Pistas olfativas

O teste de pistas olfativas foi realizado em placas de acrilico de 8 cm de comprimento,
4 cm de largura e 0,5 cm de espessura contendo quatro espacos perfurados e interligados
que serviram de passagem para 0s acaros. A base da placa foi fechada com tecido “voal” e a
superficie com uma lamina de vidro (Figura 16). Os trés espacos maiores foram isolados com
algodao e em seguida liberadas 10 presas de cada  espécie
separadamente (T. putrescentiae, M. ginglymura e D. farinae).

Vinte e quatro horas ap0s a liberacéo, as presas e o isolamento entre os espagos foram
retirados. No menor espaco foi liberado um predador proveniente da colbnia estoque datada.

O espago menor e as canaletas que interligavam os demais, foram denominados zona neutra
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para este teste. O teste foi realizado com 60 repeticdes onde as avaliacdes foram realizadas a

1°, 3°, 7° e 24° hora ap6s a liberagdo do predador (um espécime por arena).

Figura 16. Arena utilizada para o teste de preferéncia de Cheyletus mallaccencis sobre
Dermatophagpoides farinae, Megninia ginglymuta e Tyrophagos putrescentiae. Z.N (zona
neutra); M.g (Megninia ginglymura); D.f (Dermatophagoides farinae); T.p (Tyrophagos
putrescentiae).

5.2.4 Preferéncia alimentar

Para este teste foram datadas 60 fémeas de C. malaccensis e mantidas por 24 h sem
alimento antes de iniciar o teste. Foram utilizadas unidades experimentais idénticas aquelas
do teste de predacdo. Para cada espécime de C. malaccensis foram liberados 10 espécimes de
cada uma das presas: D. farinae, M. ginglymura e T. putrescentiae. A avaliacdo foi realizada
na 1°, 3°, 7° e 24° hora apos a liberagdo de C. malaccensis. Foi observada a localizacdo do

predador em relacdo as presas.
5.2.5 Biologia de Cheyletus malaccensis

Para esse teste, dez fémeas de C. malaccensis datadas, retiradas das criacdes e
mantidas separadamente na presenga de machos. Destas arenas foram retirados trés

ovos/fémea, totalizando 30 ovos, individualizados em unidades experimentais idénticas as do
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teste de predagdo. As arenas foram mantidas a temperatura de 26 + 1 °C, umidade relativa do
ar de 80+5% e cobertas com uma lamina de vidro escuro para manter o ambiente com pouca

luminosidade.

Nas fases imaturas (ovo,
larva, protocrisalida, protoninfa, deutocrisalida, deutoninfa, teliocrisdlida) as avaliacbes
foram realizadas trés vezes ao dia, as 8, 14 e 20 horas quando foi avaliado o estagio de
desenvolvimento do predador. Na fase adulta, as avaliacGes foram realizadas diariamente as
14h, verificando-se a sobrevivéncia e o0 nimero de ovos/fémea. Nesta fase as fémeas ndo

foram acasaladas.

5.2.6 Andlise estatistica dos dados

Para o teste de predagdo os dados foram comparados através do teste de Correlacéo de
Pearson de significancia 5 % do programa BioEstat 5.0 (AYRES et al. 2007). Os testes de
preferéncia alimentar e pistas olfativas foram comparados a partir do teste de Friedman ao
nivel de significancia de 5 % do programa BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007). Para a biologia
de C. malaccensis os dados coletados foram comparados através do teste t de student, ao nivel
de significancia de 5 %. Também foram realizados calculos de tabela de vida que incluem
a taxa liquida de reproducéo (R, = Y mx.Ix), duracdo média de uma geragédo (7' = > mx.Ix.x /
> mx.Ix), capacidade inata de aumentar em ntimero ( r, =log R/ T.0,4343) ¢ a taxa intrinseca
de crescimento (A = antilogrm) (SILVEIRA-NETO, 1976) . A razéo sexual utilizada para os

calculos da tabela de vida foi a da geracao progenitora.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Predacao

No teste de predacdo foram obtidos resultados robustos com referéncia ao predador
C. malaccensis alimentando-se de D. farinae (R: - 0,89; p = 0,0004) (Figura 17). Observou-

se correlacdo negativa entre a postura e o consumo de presas. Assim, quando se observou alta
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oviposi¢cdo houve baixo consumo de presas e vice-versa. Entre os dias (2-5 e 9-10) houve
aumento de oviposicdo e diminuicdo da predacdo, enquanto nos dias (6-8), ocorreu aumento

de predacéo e diminuicdo significativa da oviposicao.

Figura 17. Média didria de presas consumidas e oviposi¢cdo de Cheyletus malccensis
alimentando-se de Dermatophagoides farinae a 26 + 1°C, 80 + 5 % de umidade relativa e 12
horas de fotoperiodo em laboratorio (r=-0.89; p = 0.0004).
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5.3.2 Pistas olfativas

Observou-se que C. malaccensis ndo teve preferéncia por nenhuma das presas
oferecidas na primeira e segunda hora ap6s a liberacdo, sendo encontrados em sua grande
maioria na zona neutra (Figura 18). Na terceira avaliacdo, sete horas apds a liberacéo,
observou-se preferéncia por T. putrescentiae e zona neutra. Na Ultima avaliagcdo, na 24° hora,

C. malaccensis preferiu a zona neutra e o local onde estava D. farinae.

Figura 18. Preferéncia de Cheyletus malaccensis as presas Dermatophagoides farinae,
Megninia ginglymura e Tyrophagos putrescentiae, através de pistas olfativas a 26 + 1°C, 80 £
5 % de umidade relativa e 12 horas de fotoperiodo em laboratorio. Porcentagem seguida da
mesma letra ndo diferem entre si, representadas pelo teste de Friedman.
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HORAS AVALIADAS
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5.3.3 Preferéncia alimentar

Cheyletus malaccensis, na primeira avaliacdo, preferiu alimentar-se de M.
ginglymura (Figura 19), na avaliacdo seguinte, na terceira hora, observou-se preferéncia pela
zona neutra e M. gynglymura. Na terceira avaliacdo o predador ndo demonstrou preferéncia
alimentar. Entretanto, na dltima avaliacdo, C. malaccnesis voltou a preferir M. ginglymura

como alimento.

Figura 19. Preferéncia alimentar de Cheyletus malaccensis as presas Dermatophagoides
farinae, Megninia ginglymura e Tyrophagos putrescentiae a 26 + 1 °C, 80 % de umidade
relativa em 12 horas de fotoperiodo em laboratdrio. Porcentagem seguida da mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Friedman.
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5.3.4 Biologia

A fase de ovo de C. malaccensis ndo diferiu estatisticamente entre fémeas e machos.
Entretanto, as fases de larva, protocrisalida, protoninfa e deutocrisalida, apresentou diferenca
significativa entre os sexos (Tabela 4). As fases de deutoninfa e teliocriséalida, que antecedem
a fase adulta, ocorreram somente entre as fémeas, enquanto que 0s machos
ndo apresentaram estas fases, evoluindo de deutocrisalida diretamente para a fase adulta. O

periodo de ovo-adulto dos machos foi mais longo do que fémeas.

D. farinae demonstrou ser um alimento adequado em todas as fases do ciclo de vida
de C. malaccensis, tanto para fémeas quanto para machos. Isto pode ser comprovado
observando a taxa de sobrevivéncia que foi de 100 %. Observou-se
que C. malaccensis apresentou uma taxa de fecundidade de 146,75 £ 0,93 ovos/fémea num
periodo de 23,75 + 3,69 dias, sendo a viabilidade dos ovos de 97,03 %. A fase de pré-
oviposicao foi de 3,26 dias, enquanto a oviposi¢do chegou a 23,75 + 3,69 dias (Figura 20). O
periodo de pds-oviposicao foi de 2,94 + 0,43dias (Tabela 5).

Neste estudo, C. malaccensis alimentando-se de D. farinae aumentou cerca de 52,9
vezes (Ro=52,9) a cada 32,38 dias (T = 32,38.), correspondendo a um crescimento diario
populacional de 13% (A = 1,13), i.e, um producéo de 0,12 feméas/fémea/dia (rm= 0,12). O
tempo de duplicacdo (TD) da populacéo é de 5,78 dias (Tabela 6).

Os autores observaram que C. malaccensis preferiu reflgios para oviposicao,
principalmente por ser locais com menor luminosidade, quando em arenas. Estes locais eram

deixados pelo predador somente no momento em que havia necessidade de alimentar-se.
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Tabela 4. Duragdo média (+ EP) em dias e sobrevivéncia (%) das fases imaturas
de Cheyletus malaccensis alimentadas com Dermatophagoides farinae a26 £1 ° C, 80 £ 5%
de umidade relativa e fotoperiodo de 12 horas em laboratério. Médias seguidas da mesma letra
na coluna ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste t de Student a 5% de
significancia. N - nimero de acaros avaliados; Média + EP - erro padrdo; S - sobrevivéncia.

N Ovo Larva Protocrisa  Protonin  Deutocri Deuto  Teliocri Ovo- S%
lida fa salida ninfa salida Adulto
08 4,92 + 3,75+ 1,58 + 2,12 + 145+ 3,14+ 1,64 + 13,67+ 100
Q 0,17a* 0,32a 0,07 a 0,14a 0,11a 0,53a 0,09a 3,07a
a 22 457 + 3,27+ 141+ 2,64 + 1,74 + - - 18,61+ 100
0,12a 0,08b 0,04 b 0,12 b 0,08b 345b

Figura 20. Media diaria (EP) de oviposicdo de Cheyletus malaccensis alimentando- se de
Dermatophagoides farinae a 26 + 1 °C, 80 + 5% de umidade relativa e fotoperiodo de 12 horas

em laboratério.
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Tabela 5. Duragdo média (+ EP) em dias de longevidade, pré-oviposi¢do, periodo de oviposi¢ao
e pos-oviposicdo e fecundidade (nimero total de ovos / fémea) de Cheyletus malaccensis
alimentados com Dermatophagoides farinae a 26 £ 1°C, 80 £ 5 % de umidade relativa e
fotoperiodo de 12 horas no laboratdrio.

Cheyletus malaccensis

Parametros " Q 3
Fecundidade 8 1459 + 16,4 -
Longevidade 30 31,01 + 3,08b 38,49 + 3,46a
Pré-oviposicéao 8 3,26 £0,33 -
Oviposicao 8 23,75 + 3,69 -
Pds-oviposicado 8 2,94 +0,43 -

Tabela 6. O tempo médio de geracdo (T), a taxa liquida de reproducdo (Ro), a capacidade
inata de aumento (rm), a taxa de aumento finito (1) e o tempo de duplicacdo (TD) da
alimentacdo de Cheyletus malaccensis em Dermatophagoides farinae a 26 £ 1°C, 80 £ 5 %
de UR e fotoperiodo de 12 horas.

Parametros Cheyletus malaccencis
T 32,38
Ro 52,9
Im 0,12
A 1,13
D 5,78
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Tabela 7. O tempo médio de geragdo (T), a taxa liquida de reproducdo (Ro), a capacidade inata
de aumento (rm), a taxa de aumento finito (1) e o tempo de duplicacdo (TD) da alimentacao
de C. malaccensis alimentando-se de D. farinae, M. ginglymura e T. putrescentiae.

Presas N Ro rm T A TD
Presente estudo D. farinae 30 52,9 0,12 32,38 1,13 5,78
Granich, 2016 M. ginglymura 30 1356 0,12 416 1,13 5.8
Granich, 2016 T. putrescentiae 30 13,9 0,09 30,3 1,09 79

5.4 Discussao

Conhecer a bioecologia de acaros predadores se alimentando de diferentes espécies
de presas é importante para entender e aplicar estratégias de tecnologias limpas em programas
de controle bioldgico aplicado. No teste de predacdo de C. malaccensis alimentando-se de D.
farinae observou-se que nos dias avaliados em que o predador estava em contato com a presa,
ocorreu um declinio no nimero de ovos. Quando o predador esteve em local de refdgio
(estrutura em “V” invertido), sem a presenca das presas, 0 nimero de ovos aumentou
significativamente. Observou-se neste estudo que o predador tem a estratégia de ovipositar
preferencialmente em refugios. Gerson et al. (2003) através de seus estudos ja haviam relatado
que C. malaccensis tem um comportamento de permanecer em refugios. Os Cheyletidae tém
como estratégia cacar por emboscada, isto €, permanecem em local protegido, saindo apenas
para a caca de presas. Este habito foi observado no comportamento de C. malaccensis nesse
teste.

Foi realizado o teste de pistas olfativas para compreender o comportamento de C.
malaccensis na auséncia das presas. Os resultados corroboram com os resultados do teste de
predacéo, pois este predador ndo demonstrou preferéncia por D. farinae, M. ginglymura ou T.
putrescentiae. Assim, na auséncia de alimento ou presa preferiu permanecer no reflgio onde
nédo havia presa ou odor da presa. N&o obstante, no intuito de obter mais informacdes a respeito
da alimentacdo do predador, foi realizado um teste de preferéncia alimentar com as presas
presentes nas arenas. Neste estudo o predador preferiu M. ginglymura como presa. No entanto

D. farinae pode ser considerado um alimento alternativo na auséncia de M. ginglymura.
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A biologia de C. malaccensis obteve novas informacgdes referente as fases de
desenvolvimento de macho e fémea. Na incubacdo ndo ocorreu diferenca entre machos e
fémeas, no entanto nas fases de larva, protocrisalida, protoninfa e deutocrisalida, houve
diferenca entre os estadios, onde o maior periodo de desenvolvimento observou-se para
machos. No periodo ovo-adulto (maior em fémeas) e a longevidade (maior em machos), C.
malaccensis demonstrou diferenca significativa entre fémeas e machos obtendo sobrevivéncia
de 100%, para ambos os sexos. Quando alimentado com D. farinae as fases de deutoninfa e
teliocrisalida apenas foram apresentadas pelas fémeas, enquanto os machos passaram da fase
deutocrisélida diretamente para a fase adulta.

A inexisténcia da fase de deutoninfa para os machos ja havia sido relatada por
Nakada (1972). Saleh et al. (1986), comprovou através de seus estudos que o ciclo de vida de
C. malaccensis alimentando-se de A. ovatus obteve as fases de desenvolvimento da fémea
constituida por ovo, larva, protoninfa e deutoninfa, enquanto nos machos as fases observadas
foram de ovo, larva e protoninfa (SALEH et al.,1986). Ainda ndo se sabe as razdes pelos quais
existe essa variacdo nas fases de desenvolvimento em C. malaccensis. Possivelmente, esta
estratégia esteja ligada a necessidade de o macho chegar a fase adulta mais rapidamente e com
isso ter a possibilidade de fecundar maior nimero de fémeas. Além disso, questdes
nutricionais podem estar envolvidas. Estes resultados sugerem a realizagcdo de mais estudos

para compreender este evento.

Cheyletus malaccensis tem demonstrado, ao longo de diversos estudos, ser um
predador com potencial para uso em programas de controle bioldgico aplicado. Esta espécie
foi relatada por Horn et al. (2018) num levantamento realizado em granjas de galinhas
poedeiras, sendo considerado o predador mais abundante associado a esse ambiente. Segundo
Granich et al. (2016) a fecundidade de C. malaccensis alimentando-se de M. ginglymura teve
uma taxa de 310,7 £ 45,8 ovos, enquanto T. putrescentiae foi de 32,7 £ 4,5. No presente
estudo, o predador mostrou-se eficiente obtendo uma maior fecundidade (145,99 + 16,4
ovos/fémea) num periodo de 23,75 + 3,69 dias, quando alimentado de D. farinae. A
viabilidade de ovos de C. malaccensis foi de 97,03 %, o que demonstra que D. farinae
representa uma dieta nutritivamente adequada para o predador.

Dermatophagoides farinae é uma espécie carreadora de fungos para novos ambientes
promove contaminagdes em locais com produtos armazenados e ambientes domiciliares. C.

malaccensis demonstrou ser um inimigo natural de D. farinae capaz de se desenvolver e
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reproduzir quando alimentado exclusivamente dessa espécie acarina. Portanto, aplicar
controle biolégico em domicilios, ndo seria uma boa alternativa, pois C. malaccensis ao inserir
0 gnatossoma na pele pode causar urticaria em seres humanos (YOSHIKAWA, 1985). Assim
sugere-se para os domicilios a retirada de tapetes, cortinas e demais objetos acumuladores de
poeira, 0s quais sdo ambientes ideais para proliferagdo dos acaros. A temperatura 6tima para
o desenvolvimento e oviposicdo de Dermatophagoides farinae é de 26°C (FURUMIZO,
1973). Para restringir o crescimento populacional de D. farinae, a umidade relativa deve ser
inferior a 50% durante um periodo de 2 a 8 horas diarias. Isso faz com que reduza
consequentemente a producdo de alérgenos. No entanto, para evitar totalmente o crescimento
populacional, deve-se manter uma umidade relativa inferior a 35% durante 22 horas diarias
ou acima de 85% por 2 horas (ARLIAN, 1999).

Industrias de estocagem de grdos e racdo possuem um ambiente com umidade
relativa em tormo de 70%, enquanto a temperatura pode variar de 20 a 25°C (BOBBIO, 2001).
Analisando esses parametros e comparando com o desenvolvimento de D. farinae, é possivel
que essess fatores determinantes favorecam o desenvolvimento desta espécie. Para isso, a
melhor e mais eficiente alternativa é a aplicacéo de estratégias limpas com a utilizacéo de C.

malaccensis para controlar esta espécie.
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