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Resumo 
 
 

 
PINTO, Natália Berne. Controle integrado de nematódeos de ruminantes com a 
utilização de bactérias e fitoterápicos. 2017. 66f. Dissertação (Mestrado em 
Ciências) - Programa de Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.  
 

 
Este estudo objetivou avaliar alternativas de controle integrado dos nematódeos 
gastrintestinais (NGI) de ruminantes. Na primeira etapa foram realizados coprocultura 
quantitativa e qualitativa para os testes in vitro de Bacillus circulans (Bcir), B. 
thuringiensis var. osvaldocruzi (Bto), B. thuringiensis var. israelensis (Bti) e B. 
thuringiensis var. kurstaki (Btk) frente aos NGI. Todos as espécies de Bacillus 
demonstraram efeito larvicida (≥ 60%). Bcir e Bti foram incubados com anti-
helmínticos (moxidectin, nitroxynil e levamisole) e mantiveram a sua viabilidade. O 
melhor resultado nos dois testes anteriores foi obtido com Bti, o qual foi avaliado in 
vivo em bovinos jovens naturalmente infectados com NGI. Grupo I tratado com 
Levamisol (anti-helmíntico), grupo II com Bti, grupo III com Bti associado ao Levamisol 
e o grupo IV Controle (não tratado). A eficácia foi estabelecida comparando o número 
de larvas recuperadas antes (hora zero) e após (24, 48 e 72 horas) os tratamentos. O 
potencial nematicida de Bti in vivo de 84% foi observado às 24h. Idealizando a 
associação de mais de uma alternativa de controle parasitário foi realizado testes in 
vitro de inibição da eclodibilidade e de migração larval de NGI de ovinos frente ao óleo 
essencial de Rosmarinus officinalis, o qual foi submetido e testado em seis 
concentrações (227,5mg/mL; 113,7mg/mL; 56,8mg/mL; 28,4mg/mL; 14,2mg/mL; 
7,1mg/mL). Na análise cromatográfica deste óleo foram identificados 18 constituintes, 
sendo os majoritários o Eucalyptol (1.8-cineole) com 42,11%, o (+)-2-Bornanone com 
16,37% e o alpha.-Pinene com 14,76%. Nos testes in vitro o óleo de R. officinalis inibiu 
100% da eclodibilidade nas quatro maiores concentrações e alcançou 70% e 74% de 
inibição da migração das larvas nas duas maiores concentrações, respectivamente. A 
concentração inibitória de 50% (CI50) do óleo sobre os ovos foi de 0,5181 mg/mL, 
enquanto a CI50 das larvas foi de 62,17 mg/mL. Com este estudo foi determinado a 
ação nematicida de quatro espécies de Bacillus in vitro e o mesmo efeito in vivo do 
Bacillus thuringiensis var. israelensis, bem como a ação ovicida e larvicida do óleo 
essencial de Rosmarinus officinalis, o que permite concluir que estas duas alternativas 
avaliadas tem potencial para a utilização no controle de NGI de ruminantes. 
 
 
Palavras-chave: Bacillus spp.; bovinos; ovinos; Rosmarinus officinalis; 
Tricostrongylideos 

 
 
 
 



 

Abstract 
 
 
 

Pinto, Natália Berne. Integrated control of ruminant nematodes with the use of 
bacteria and phytotherapics. 2017. 66f. Dissertation (Master degree in Sciences) - 
Programa de Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade de Veterinária, 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017. 

 
 

This study aimed to evaluate alternatives of integrated control to the gastrointestinal 
nematodes (GIN) of ruminants. In the first stage, in vitro tests were performed, in order 
to confront Bacillus circulans (Bcir), B. thuringiensis var. osvaldocruzi (Bto), B. 
thuringiensis var. israelensis (Bti) e B. thuringiensis var. kurstaki (Btk) against 
nematodes. All species of Bacillus showed larvicidal effect (≤ 60%). Bcir and Bti were 
incubated with anthelmintics (moxidectin, nitroxynil and levamisole) and maintained 
their viability. The best result in the two previous tests was obtained with Bti, which 
was evaluated in vivo in young cattle naturally infected with GIN. Group I treated with 
Levamisole (antihelmintic), group II with Bti, group III with Bti associated with 
Levamisole and group IV Control (untreated). Efficacy was established by comparing 
the number of larvae recovered before treatment (hour zero) and after (24, 48 and 72 
hours). The nematicidal potential of Bti in vivo of 84% was observed at 24h. Idealizing 
the association of more than one parasitic control alternative, in vitro tests of inhibition 
of hatchability and larval migration of GIN of ovine species against Rosmarinus 
officinalis essential oil were carried out and tested in six concentrations (227,5mg/mL; 
113,7mg/mL; 56,8mg/mL; 28,4mg/mL; 14,2mg/mL; 7,1mg/mL). In the 
chromatographic analysis of this oil, 18 constituents were identified, the majority being 
Eucalyptol (1,8-cineole) with 42.11%, (+) - 2-Bornanone with 16.37% and alpha.-
Pinene with 14.76%. In vitro tests, R. officinalis oil inhibited 100% hatchability at the 
four highest concentrations and reached 70% and 74% inhibition of larval migration at 
the two highest concentrations, respectively. The inhibitory concentration of 50% 
(IC50) of the oil on the eggs was 0.5181 mg / mL, while the IC50 of larval inhibition 
was 62.17 mg / mL. This study determined the nematicidal action of four species of 
Bacillus in vitro and the same in vivo effect of Bacillus thuringiensis var. israelensis, as 
well as the ovicidal and larvicidal action of the essential oil of Rosmarinus officinalis, 
which allows to conclude that these two alternatives have potential for the use in the 
control of GIN of ruminants. 
 
 
Keywords: Bacillus spp.; cattle; sheep; Rosmarinus officinalis; Tricostrongylideos 
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1 Introdução   

 

A alimentação é uma necessidade básica para todo ser humano e que depende 

diretamente do setor agropecuário. A pecuária de ruminantes é responsável por 40% 

do Produto Interno Bruto (PIB) do mundo e o Brasil, com o seu vasto território, possui 

vocação agrícola e tem grande parte do seu PIB baseado nesta produção (MORGAN 

et al., 2013). Em período de crise econômica o único setor neste país que manteve 

taxas positivas de crescimento durante todo o ano de 2014 foi o setor agropecuário, 

figurando como retentor do título de segundo maior rebanho comercial do mundo e 

grande exportador de proteína de origem animal de bovino, suíno e de aves com a 

expectativa de que esta produção suprirá 44,5% do mercado mundial até 2020 

(BRASIL, 2015).  

Ao contrário deste cenário, a produção de carne ovina é insuficiente para 

abastecer até mesmo mercado interno brasileiro, sendo necessária a importação de 

aproximadamente nove mil toneladas apenas do Uruguai (BRASIL, 2016). O Rio 

Grande do Sul é o estado que possui o maior rebanho de ovinos do Brasil e 

historicamente tem grande aptidão para a ovinocultura (BRASIL, 2014).  

Apesar de haver um grande espaço para a expansão da produção de rebanhos 

comerciais de ovinos e bovinos no país, a rentabilidade desta produção, em inúmeros 

casos, fica aquém do esperado devido a prejuízos causados por parasitos (STIVARI 

et al., 2013). Na ovinocultura os NGI frequentemente inviabilizam a sua produção, pois 

além de gerar gastos com o seu tratamento, diminuem a produtividade do rebanho e 

podendo levar os seus hospedeiros a morte (AMARANTE & SALES, 2007).  O cenário 

da bovinocultura se assemelha ao que presenciamos na produção de ovinos, sendo 

as parasitoses uma das maiores causas de entraves na sua produção (STROMBERG 

et al., 2015). 

No intuito de controlar os nematódeos gastrintestinais (NGI) destes ruminantes 

diversas moléculas químicas foram desenvolvidas, porém a utilização erronia destes 

fármacos e um manejo sanitário inadequado levaram a uma seleção de parasitos 

multirresistentes (SOUTELLO et al., 2007; ZAROS et al., 2014). 
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Assim as linhas de pesquisa visando novas alternativas ao controle de NGI de 

ruminantes são de notável importância, visando à diminuição de resíduos em produtos 

de origem animal e principalmente para aumentar a produtividade de rebanhos de 

ruminantes e atenuar a sua taxa de mortalidade. Dentre estes estudos destaca-se a 

seleção de raças resistentes, produção de vacinas, fitoterapia e controle biológico 

(FAWZI et al., 2014; MOLENTO et al., 2013; LARA et al., 2016).  

Além de buscar novas formas de controle, é importante que se use esses 

métodos de forma associada visando diminuir os níveis de contaminação do ambiente 

e de infecção dos animais. Com isso a utilização de fitoterápicos, bactérias e anti-

helmínticos concomitantemente se torna uma estratégia extremamente relevante para 

o controle de NGI de ruminantes. 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo Geral  

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar alternativas ao controle dos nematódeos 

gastrintestinais de ruminantes através de fitoterapia e controle biológico com espécies 

de Bacillus. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a ação nematicida in vitro de Bacillus circulans (Bcir), B. thuringiensis 

var. osvaldocruzi (Bto), B. thuringiensis var. israelensis (Bti) e do B. 

thuringiensis var. kurstaki (Btk) sobre Haemonchus spp., Ostertagia spp. e 

Trichostrongylus spp. de bovinos; 

 Verificar a viabilidade de Bcir, Bto, Bti e Btk, após a incubação com os 

antihelminticos; 

 Testar a ação nematicida do Bti in vivo administrado em bovinos; 

 Avaliar a ação nematicida in vivo de Bti associado a levamisole em bovinos; 

 Avaliar a ação ovicida e larvicida in vitro do óleo essencial de Rosmarinus 

officinalis sobre nematódeos gastrintestinais de ovinos; 

 Identificar os constituintes do óleo essencial de Rosmarinus officinalis. 
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3 Revisão da Literatura  

 

     3.1 Nematódeos gastrintestinais de ruminantes 

 

Os NGI são os parasitos de maior importância para os ruminantes, (COSTA, 2007) 

as suas infecções ocorrem de forma mista, ou seja, mais de um gênero de parasito 

em um mesmo hospedeiro, concomitantemente. Os seus representantes de maior 

importância são da família Trichostrongylidae que possuem ciclo de vida monoxênico 

e permanecem uma fase no ambiente e outra em seu hospedeiro definitivo (SANTOS 

et al., 2015). Rebanhos de bovinos e ovinos com altas taxas de infecção por parasitos 

apresentam uma diminuição drástica de sua produtividade, isto ocorre por menor taxa 

de prenhes, retardo no crescimento e queda na produção de carne e leite 

(STROMBERG et al., 2012). 

Em ovinos, os gêneros que estão comumente envolvidos nestas infecções são 

Trichostrongylus spp. e Haemonchus spp. (OLIVEIRA-SEQUEIRA e AMARANTE, 

2002). Quando se considera todas as afecções que podem acometer estes pequenos 

ruminantes a haemoncose aparece como principal causa de morte destes animais 

(SPRENGER et al., 2016).  

 Em bovinos, estudo desenvolvido por Assis-Brasil et al. (2013) demonstrou que 

após o desmame, os NGI constituem a principal enfermidade do trato digestório 

destes animais. No Brasil os Trichostrongilídeos mais frequentes são Haemonchus 

spp., Cooperia spp., Trichostrongylus spp.,  Ostertagia spp. (SANTOS et al., 2010). O 

grau de infecção por esses nematódeos pode se alternar de acordo com a região do 

país, e do histórico do rebanho, como demonstra relatos de Minas Gerais, onde a 

maior prevalência foi determinada por Haemonchus spp. (SANTOS et al., 2010), 

enquanto que em São Paulo há registro de rebanhos com maiores taxas de Cooperia 

spp. (BRESCIANI et al., 2001).   

O nematódeo gastrintestinal de maior relevância em rebanhos de ruminantes no 

mundo é Haemonchus spp., que tem como órgão de eleição o abomaso, onde faz 

hematofagia levando seus hospedeiros a quadros de anemia severa (AMARANTE, 

2015). O nematódeo H. contortus é a espécie mais frequente em ovinos (MACIEL et
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al., 2014), já em bovinos a frequência maior de H. similis e H. placei (SILVA et al., 

2015). 

O gênero Cooperia tem como órgão de eleição o intestino delgado de ruminantes, 

onde se nutri dos tecidos da parede de seu hospedeiro. Está presente em todos os 

continentes e na maioria dos rebanhos, sendo a sua prevalência maior na 

bovinocultura (SANTOS et al., 2015). As espécies desse gênero que mais ocorre em 

bovinos e ovinos são C. curticei, C. punctata, C. pectinata e C. spatulata (SANTOS et 

al., 2010; BUZZULINI et al., 2007). 

Ao contrário de outros gêneros da família Trichostrongylidae, Trichostrongylus spp. 

possui diferentes órgão de eleição entre suas espécies. T. colubriformis e T. vitrinus 

localizam-se na porção anterior do intestino delgado e duodeno, já a espécie T. axei 

se fixa no abomaso. Sendo maior a prevalência em ovinos das espécies T. 

colubriformis e T. axei (AMARANTE, 2015) e em bovinos T. axei é mais comumente 

encontrado (STROMBERG et al., 2015). 

Ostertagia spp. é um parasito que possui elevada patogenicidade por sua 

característica de permanecer em hipobiose causando severas lesões na mucosa do 

abomaso de seus hospedeiros (CHAPARRO et al., 2013). As principais espécies 

deste parasito em ovinos são Teladorsagia. circumcincta, T. ostertagi e T. trifurcata, 

em bovinos a maior prevalência é de O. ostertagi (AMARANTE, 2015; CHAPARRO et 

al., 2013). 

 

3.2 Resistência anti-helmíntica 

 

A preocupação com a resistência de parasitos aos anti-helmínticos é justificada, 

visto a existência de populações multirresistentes, ou seja, que não sofrem efeito 

deletério de nenhum fármaco disponível no mercado (SCZESNY-MORAES et al., 

2010). Isto se agrava com o fato de que nos últimos 30 anos apenas uma molécula 

nova foi disponibilizada no mercado brasileiro, este produto é derivado do amino-

acetonitrilo e possui indicação para o tratamento apenas em ovinos (KAMINSKY et 

al., 2008a). Esta dificuldade em desenvolver novas moléculas químicas para o 

controle de NGI está intimamente ligada ao fato de serem muito dispendiosos os 

estudos nesta área e pelo rápido aparecimento de sua ineficiência (PRICHARD, 

1994). 
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O registro de resistência está descrito em rebanhos ovinos desde os anos 50 

(LELAND et al., 1957), sendo o Rio Grande do Sul o primeiro local no Brasil a registrar 

o seu aparecimento em 1967/68 (SANTOS & GONÇALVES, 1967/68). Atualmente 

este problema já está relatado em todos os continentes. No continente Americano já 

foi descrito a multirresistência em países pertencentes às três américas, como Brasil, 

Estados Unidos da América e México (TORRES-ACOSTA et al., 2012). Também foi 

nesta região, mais precisamente no Uruguai, que foi descrito o primeiro relato de 

resistência a última molécula lançada para o tratamento de ovinos (MEDEROS et al., 

2014). A tendência da insuficiente eficácia destes químicos é aumentar, como pode 

ser observado pelo histórico de evolução deste entrave. Sendo notável a necessidade 

de medidas em conjunto para a sua solução, passando pela informação ao produtor 

até a acessibilidade de seu correto diagnóstico (TORRES-ACOSTA et al., 2012). 

Em bovinos a preocupação com a pouca eficácia dos anti-helmínticos é mais 

recente e são poucos os relatos de resistência parasitária, porém já existem estudos 

que comprovam multirresistência também nestes rebanhos (MEJÍA et al., 2003; 

GASBARRE et al., 2009). Os registros demonstram a resistência de todas as espécies 

de NGI de bovinos a um ou mais princípio-ativo na América, representada por Brasil, 

Estados Unidos e Argentina; na Ásia, pela Índia; na Oceania, pela Austrália e Nova 

Zelândia; e na Europa pela Alemanha e Reino Unido. Isto reforça a ideia de problema 

de importância mundial (SUTHERLAND & LEATHWICK, 2011). 

 

3.3 Resíduos dos tratamentos 

 

As populações de NGI pouco sensíveis a todos os anti-helmínticos comerciais 

disponíveis, levam a altas frequências de tratamentos e a utilização de sobre doses 

destes fármacos. Isto se reflete, não só em maiores gastos com os rebanhos, mas 

também em elevados índices de resíduos no ambiente e nos produtos de origem 

animal. Em estudo realizado em amostras de leite cru na grande bacia leiteira no 

estado de Minas Gerais foi observado expressiva porcentagem de contaminação por 

anti-helmínticos, dentre os quais os amino-benzimidazóis (55,42%), levamisol 

(53,57%), avermectinas (60,24%), tiabendazóis (67.47%), moxidectina (73,49%) e 

triclabendazóis (45,78%) (CERQUEIRA et al., 2014). Nos leites processados, UHT, 

leite em pó e o leite pasteurizado, as avermectinas foram os principais resíduos 
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encontrados por órgãos de fiscalização, alcançando 87% de presença nas amostras 

(PACHECO-SILVA et al., 2014). 

Recentemente o Brasil foi alvo de restrições para a exportação de carne bovina, 

gerando grande impacto econômico no setor. Amostras de animais abatidos em 

frigoríficos habilitados para exportação apresentaram concentrações de avermectinas 

no intervalo de 20µg/kg a 1.359µg/kg, ou seja, acima do limite máximo permitido 

(COOPER et al., 2012). Já quanto aos resíduos no ambiente, é possível que ocorra a 

liberação de moléculas nas fezes em quantidade expressiva (213 ± 10 µg kg-1) por até 

70 dias após o tratamento (ERZEN et al., 2005).  

 

3.4 Alternativas ao controle parasitário 

 

A necessidade de buscar outros métodos para o controle dos NGI de ruminantes 

ocorre, não só pelo fato de se estar em eminente perigo de não possuir mais químicos 

capazes de controlar estes parasitos, mas também pela tendência mundial dos 

consumidores de produtos de origem animal optarem por produtos orgânicos, ou seja, 

produtos oriundos de rebanhos nos quais é proibida a utilização de anti-helmínticos 

(SILVA et al., 2012).  

A forma como está sendo enfrentado este grave problema, se distingue em alguns 

aspectos nos diferentes continentes do mundo e isto ocorre de acordo com a cultura, 

o conhecimento dos produtores e as condições climáticas locais. A Oceania tem 

grande experiência na produção de rebanhos de ruminantes e possui alto nível de 

tecnificação, a aceitação por parte dos produtores a novas estratégias de manejo é 

grande e o controle dos NGI está baseado na manutenção da população de refugia, 

ou seja, parasitos sensíveis aos anti-helmínticos, escolha de moléculas e de suas 

combinações de acordo com o seu potencial de ação em determinada propriedade e 

prevenção da entrada de nematódeos resistentes no rebanho (LEATHWICK & 

BESIER, 2014). 

Na Europa o clima continental predominante na região, diverge muito do 

encontrado em regiões tropicais e subtropicais. Por esta razão o entrave imposto por 

parasitos deveria ser atenuado pela característica de invernos longos e rigorosos 

contrastando com verões secos e quentes, o que não favorece o desenvolvimento dos 

nematódeos. Porém o aquecimento global tem mudado este cenário, levando ao 

aparecimento destes helmintos em regiões de elevadas altitudes e em locais mais 
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próximos ao Círculo Ártico. Este novo cenário encontra produtores não adaptados a 

estes problemas ocasionando importantes perdas econômicas nos rebanhos. Estudos 

visando amenizar eminentemente estes prejuízos estão baseados em diagnósticos 

das parasitoses a nível individual e de rebanho. Realizando além da identificação dos 

gêneros envolvidos e das populações resistentes, também uma previsão do impacto 

das mudanças globais na epidemiologia das infecções parasitárias, bem como na 

distribuição e disseminação da resistência anti-helmíntica. Visando assim, o 

desenvolvimento de estratégias para o manejo sustentável de infecções por helmintos 

considerando as perspectivas de futuras mudança nas tendências sazonais 

(MORGAN et al., 2013).  

Na América se observa diferentes situações entre a América do Sul e a América 

do Norte. Na América do Sul a convivência com os problemas decorridos das 

parasitoses é observado desde o início da intensificação das criações comerciais de 

ruminantes, porém a introdução de novas tecnologias para o controle de NGI é recente 

e a resistência do produtor as mudanças ainda está presente. O tratamento dos 

animais ainda está baseado na utilização de anti-helmínticos e a ausência de um 

manejo sanitário e nutricional eficiente leva a uma baixa produtividade dos rebanhos 

e é um fator desestimulante parte este ramo do setor agropecuário (AMARANTE, 

2014).  

Na América do Norte a produção de ovinos e bovinos visa mercados com valor 

agregado e para isso tem como objetivo rebanhos que possuam algum diferencial com 

destaque para os orgânicos (WHITLEY et al., 2014). Para a criação de rebanhos de 

“ruminantes orgânicos” visando a produção de leite apenas três moléculas de anti-

helmínticos são autorizadas ao uso, a ivermectina, o fenbendazole e a moxidectina, e 

apenas são utilizados como parte de um manejo preventivo fora do período de 

lactação. Para animais destinados ao abate não é permitido a utilização de nenhuma 

molécula química comercial. A diminuição da infecção e dos efeitos deletérios dos NGI 

ocorre principalmente devido ao investimento em quantidade e qualidade de alimentos 

(SORGE et al., 2015).  

Em uma união de esforços e visando a utilização integrada de estratégias de 

controle, são diversas as linhas de pesquisas em todo o mundo buscando a resolução 

deste problema, dentre estes os sistemas eficientes de manejo dos rebanhos já 

demonstraram a sua relevância. Este método inclui a adequação de lotação dos locais 

onde serão alocados estes rebanhos, a associação de diferentes categorias e raças 
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de animais, a alternância entre períodos em que o rebanho permanece na pastagem 

com períodos em que a pastagem fica vazia e uma correta nutrição. Todos estes 

métodos visam diminuir a contaminação ambiental com parasitos e assim atingir 

grande parte de sua população que se encontra na fase de vida livre (CEZAR et al., 

2008).  

A superlotação dos locais destinados a pecuária é um fator que auxilia de forma 

importante no aumento das populações de parasitos, pois quanto maior for a 

ocupação de hospedeiros infectados maior será a contaminação do ambiente. Este 

problema tem se agravado com a disputa entre a pecuária e a agricultura, onde 

diversas vezes os rebanhos perdem espaço para as lavouras (WALLER, 2002). 

A associação entre espécies é um método que tem demonstrado relevante impacto 

ao diminuir a infecção dos hospedeiros. Bovinos adultos são mais resistentes a 

infecção por NGI e quando alocados junto a ovinos beneficiam esta espécie. Grande 

parte das larvas ingeridas pelos bovinos não vão conseguir estabelecer a infecção e 

assim não iram liberar ovos ao ambiente, diminuindo a contaminação das pastagens. 

Outro fator que pode auxiliar na diminuição da contaminação da pastagem é a 

introdução de bovinos adultos em locais destinados a ovinocultura, reduzindo o 

número de ovinos, que são mais susceptíveis, por hectare sem diminuir a 

produtividade deste local (WALLER & THAMSBORG, 2004). Além de agregar 

espécies, a associação entre categorias é benéfica aos animais mais jovens com 

baixa imunidade, não causando efeitos deletérios aos animais adultos e mais 

resistentes (MOLENTO et al., 2013). 

O manejo de pastagens tem como princípio a divisão da área de pastejo, com 

áreas onde os animais permaneçam em pastejo por curtos períodos e áreas que 

permanecem em “descanso”, visa principalmente a recuperação das forrageiras. 

Porém, se este período de permanência dos animais, for inferior ao tempo de 

desenvolvimento dos ovos até a fase de larva infectante e o intervalo de descanso da 

área for suficiente para a degradação das larvas, esta rotação pode ser benéfica para 

os ruminantes, diminuindo a contaminação ambiental (HOSTE & TORRES-ACOSTA, 

2011). Esse período de descanso pode ser realizado associando lavoura e pecuária, 

assim durante o período de plantação até a colheita a área fica livre de contaminação 

por NGI. 

A nutrição adequada aos animais suscetíveis a infecção tem elevada notoriedade 

para o desenvolvimento do sistema imune em animais jovens e para a melhor resposta 
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deste, em animais adultos. A melhor resposta do hospedeiro com acesso a uma 

alimentação com elevados níveis de proteína bruta, sobrevém com uma maior 

resiliência e maior resistência destes animais (AMARANTE, 2014). 

A seleção de indivíduos mais resistentes a infecções por parasitos ocorre 

naturalmente desde que essas populações começaram a coexistir, onde apenas os 

mais adaptados sobreviveram.  Os estudos de resistência em ruminantes tem 

concentrando-se em ovinos, com identificação de raças mais resistentes, como: 

Scottish Blackface (ABBOTT et al., 1985); Saint Croix (GAMBLE & ZAJAC, 1992); Gulf 

Coast Native (BAHIRATHAN et al., 1996); Santa Inês (AMARANTE et al., 2004); 

Crioula Lanada (BRICARELLO et al., 2004) e Menz (GETACHEW et al., 2015). Já em 

bovinos foi detectada maior adaptabilidade da raça Aberdeen Angus (SUAREZ, et al., 

1995) aos nematódeos. Nesta mesma linha de pesquisa, estudos vem sendo 

conduzidos para identificar animais mais adaptados dentro de uma determinada 

população, permitindo assim a escolha de indivíduos mais resistentes dentro de 

qualquer raça (IDRIS et al., 2012; MACKINNON et al.,1991). Com maior precisão é 

possível fazer esta escolha baseada em marcadores genéticos que conferem a 

característica de resistência ou suscetibilidade aos animais (HOSTE & TORRES-

ACOSTA, 2011; MCRAE et al., 2014). 

Uma outra linha de pesquisa promissora são as vacinas, através da utilização de 

antígenos “ocultos” e “naturais”, demonstrando uma proteção significativa em estudos 

que utilizaram como antígeno vacinal em desafio experimental de Haemonchus 

contortus. Os antígenos ocultos são oriundos da membrana que reveste o trato 

digestório do parasito levando a formação de anticorpos contra os mesmos. Ao se 

alimentar, os anticorpos ingeridos pelo parasito adulto se ligam à superfície da sua 

membrana intestinal resultando em lesões, um exemplo é a H11 (MUNN et al., 1993a), 

uma glicoproteína presente na membrana intestinal de H. contortus. Os antígenos 

naturais, como exemplo, a proteína somática de H. contortus adulto Hc23 (FAWZI et 

al., 2014), são antígenos dos parasitos que induzem a uma resposta imune a nível de 

mucosa dos hospedeiros, local de entrada ou de estabelecimento da maioria dos 

patógenos.  

O controle biológico tem demonstrado ser uma importante opção para reduzir a 

contaminação ambiental por NGI. Fungos e bactérias com potencial nematicida têm 

sido explorados e o resultado tem sido de êxito. Os fungos nematófagos utilizam 

diversos meios para diminuir a população de nematódeos. Dentre estes, o principal 



20 

 

utilizado pelos fungos mais eficientes, é a característica de aprisionar e penetrar em 

larvas e ovos de nematódeos com as suas hifas, por isso são chamados de fungos 

predadores. Alguns fungos ainda colonizam a vulva de parasitos adultos e produzem 

toxinas que causam efeitos deletérios a estes (DEGENKOLB & VILCINSKAS, 2016). 

As bactérias também utilizam mais de um método para causar lesões a estes 

parasitos. Estas produzem proteínas e toxinas capazes de ocasionar danos por ação 

de proteases e quitinases a cutícula do nematódeos e, quando ingeridas, gerando 

poros na mucosa do trato digestório dos mesmos (ZENG et al., 2015; ZHENG et al., 

2016). 

Na busca por alternativas ao controle de parasitos, uma opção baseada na 

utilização de plantas vem sendo alvo de diversos estudos, não somente no Brasil 

como no mundo. A utilização de fitoterápicos na medicina humana já é uma realidade, 

na área animal muitos estudos vem sendo conduzidos com diferentes plantas na 

tentativa de identificar constituintes promissores (SAKONG et al., 2016), 

principalmente no Brasil que possui o maior acervo de diversidade vegetal do mundo 

(SANTOS et al., 2013). Os objetos de pesquisa muitas vezes são determinados 

através de conhecimento popular prévio das plantas, que podem ter ação, tanto 

diretamente sobre os parasitos, como estimulando as defesas dos seus hospedeiros 

(ALONSO-DIAZ et al., 2010). São diversos os estudos que já evidenciaram o potencial 

nematicida de plantas e de seus componentes (NERY et al., 2010; YOSHIHARA et 

al., 2014). Dentre estas plantas, as aromáticas tem sido alvo de pesquisa do núcleo 

de pesquisa sobre fitoterápicos da Universidade Federal de Pelotas, o qual envolve 

várias áreas, entre as quais, química, microbiologia e parasitologia (DIAS DE 

CASTRO et al., 2013). 

 

3.5 Bacillus spp. 

 

Pesquisas com controle biológico tem mostrado o grande potencial de bactérias 

nematopatogênicas no controle de NGI de ruminantes. Essas bactérias apresentam 

diversos mecanismos de ação, através da produção de proteínas, enzimas e toxinas, 

durante o período de esporulação no bolo fecal, onde se encontram as larvas de 

primeiro e segundo estágio dos principais NGI. Estas larvas ao entrarem em contato, 

e por vezes se alimentarem de bactérias, sofrem lesões na membrana do seu trato 

digestório, inviabilizando seu desenvolvimento (URBAN JR et al., 2013; LARA et al., 
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2016; PENG et al., 2016). Além disso, estudos observaram que estes microrganismos 

também possuem a capacidade de induzir a proteção de mucosas, através do maior 

aporte de eosinófilos locais e proteção sistêmica com a produção de interleucinas 

(RICHARD et al., 2000; KHAN et al., 2003).  

O gênero Bacillus compreende microrganismos presentes em grande quantidade 

no solo, em forma de bastonete simples, aeróbio ou anaeróbio facultativo (MOREIRA 

& SIQUEIRA, 2006). Existem diversas espécies deste gênero, sendo algumas já 

avaliadas no controle de insetos e parasitos de animais, dentre essas se destaca o 

Bacillus thuringiensis e Bacillus circulans (OLIVEIRA et al., 2006; SINOTT et al., 2012). 

A espécie B. circulans foi assim nomeada em 1890 por possuir movimentos 

circulares no interior de sua colônia (NAKAMURA & SWEZEY, 1983). O potencial 

nematicida desta bactéria é atribuído a toxicidade de seus esporos, sendo necessária 

a ingestão destes para o controle de parasitos (SINOTT et al., 2014). 

Descrito pela primeira vez na Alemanha, o B. thuringiensis foi isolado em 1915 da 

traça da farinha, é um microrganismo formador de esporo e se caracteriza pela 

presença intracelular de um cristal proteico (ANGELO et al., 2010). Esta espécie 

possui algumas subespécies, como Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti), B. 

thuringiensis var. osvaldocruzi (Bto) e B. thuringiensis var. kurstaki (Btk).  

Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) é mesofilica, flagelada, 

entomopatogênica e formadora de esporos e de endotoxinas delta (SINOTT et al., 

2012). Foi isolada pela primeira vez de mosquitos mortos em Israel, durante a 

pesquisa de microrganismos capazes de diminuir a população destes insetos 

(GOLDBERG & MARGALIT, 1977; MARGALIT & DEAN, 1985). Alguns estudos já 

demonstraram o potencial deletério das endotoxinas e o seu mecanismo de ação 

(SOBERÓN et al.,2016), inclusive evidenciando o efeito tóxico destas em 

Haemonchus contortus (LARA et al., 2016). 

 

3.6 Rosmarinus officinalis 

 

O Rosmarinus officinalis é uma planta originária do Mediterrâneo, pertencente à 

família Lamiaceae e conhecida popularmente no Brasil por Alecrim. Esta erva cresce 

em formato de arbusto, possui folhas em formato de agulha, perfume característico, 

floração nas cores rosa, branca, roxa e azul, e atualmente é cultivada em diferentes 
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continentes no mundo. Seus constituintes químicos incluem resina, ácido tânico, óleos 

voláteis e flavonóides (BEGUM et al., 2013).  

É uma planta lenhosa perene, ou seja, com ciclo de vida longo, com duração de 

aproximadamente dois anos, onde, durante este período as suas folhas não caem e 

possui na sua estrutura partes lenhosas. Muito utilizada na culinária como tempero, 

na ornamentação de casas e, desde a antiguidade, é cultivada no intuito de curar 

diversas enfermidades, como doenças do sistema nervoso central, sistema cardio-

vascular, fígado, sistema reprodutor, sistema respiratório, artrite, gota, dor muscular, 

feridas e para evitar a calvície prematura (BEGUM et al., 2013). 

Existem diversas linhas de pesquisa com o objetivo de comprovar o potencial desta 

planta, tanto em estimular o organismo para responder melhor a determinadas 

afecções, como de atuar diretamente contra agentes infecciosos. Assim, já foi 

determinada a ação anti-inflamatória (NOQUEIRA DE MELO et al., 2011), a ação 

antimicrobiana (DERWICH et al., 2011) e a ação antifúngica (WALLER et al., 2017) 

deste fitoterápico. Além destes, a ação ovicida e larvicida em namatoídes 

fitopatogênicos já foi observada por estudos desenvolvidos por Oka et al. (2000).  
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Abstract 

In this study, we tested the in vitro and in vivo larvicidal activity of Bacillus species against 

gastrointestinal nematodes in cattle, and their viability in the presence of anthelmintics. For in 

vitro tests, cattle feces naturally infected with trichostrongylides were incubated with spore 

suspensions of Bacillus circulans (Bcir), B. thuringiensis var. osvaldocruzi (Bto), B. 

thuringiensis var. israelensis (Bti) or B. thuringiensis var. kurstaki (Btk). Subsequently, 

residual larvae were counted and identified. All of the Bacillus species showed 60% or more 

larvicidal effects. Bcir and Bti were selected to be incubated with anthelmintics (moxidectin, 

nitroxynil and levamisole), and after 24, 72, and 144 h, their viability was evaluated. Bti showed 

highest drug resistance, maintaining a concentration of 1.107 CFU/mL. Based on this result, Bti 

was selected for in vivo tests on calves naturally infected with gastrointestinal nematodes. The 

calves  were dived into four groups: Group 1, Bti suspension of ~1 × 109 CFU orally 

administered; Group 2,  Bti suspension of ~1 × 109 CFU orally administered with levamisole 

(subcutaneously, 150 mg); Group 3, only levamisole (subcutaneously, 150 mg), and Group 4 

untreated. Then 24 and 48 h after treatment, larvae numbers were counted. We observed a 

reduction of 84%, 100%, and 100% after 48 h of treatment, respectively, for Groups 1, 2 and 3 

treatments in comparison with the untreated. The tested Bacillus species showed larvicidal 

activity against bovine trichostrongylides, and its association with anthelmintics. It may serve 

as a promising integrated alternative for control of gastrointestinal nematodes in cattle. 

 

 

Keywords: Bacillus spp.; biological control; Trichostrongylides; Anthelmintics. 
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1. Introduction 

GIN infection in cattle results in a significant economic loss to the cattle production 

worldwide. This damage mainly causes reductions in milk production, slaughter weight, and 

animal deaths [1,2]. After a long indiscriminate use, the currently available anthelmintics are 

able to produce only a limited anti-parasitic effect. Besides, the residual anthelmintics in the 

meat are undesirable for consumption and their secretion pollute the environment [3]. 

Though anthelmintics remain the principal method of controlling GIN in ruminants, 

their effectiveness in many herds is questionable [4,5,6]. The integrated gastrointestinal 

nematode control, with the use of pasture management, rotational grazing, genetic selection, 

nematicidal fungi, and herbal medicines, has already consolidated for small ruminants [7,8]. 

In agriculture, there are many studies looking at bacteria as an alternative to control 

nematodes [9,10,11], but there are very few extending the same approach to control nematodes 

in domestic animals [12,13]. The maximum proportion of parasites is present in the 

environment, thus the use of bacteria might reduce environmental load of the nematodes [14].  

The toxins released by Bacillus spp. act on the early stages of the trichostrongylide 

larvae and the larvicidal activity depends on the bacterial load and time of exposure [15]. It is 

important that the alternative biological control offers an integrated nematode control, such as 

in combination with pharmaceuticals, which in turn becomes an effective strategy to control 

gastrointestinal nematodiasis [16]. 

In pursuit of this alternative, the present study aimed to verify the in vitro and in vivo 

nematicidal effects of Bacillus species, and assessed the effectiveness of these bacteria in 

combination with commercial anthelmintics. 
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2. Material and Methods 

2.1. Recovery of the parasite eggs 

For the in vitro efficacy tests, the nematode eggs were obtained by the fecal samples 

collected directly from the rectums of calves naturally infected with gastrointestinal nematodes. 

The samples were analyzed using the Gordon and Whitlock [17] technique, using only samples 

containing ≥1000 eggs per gram of feces. 

2.2. Bacillus spp. 

The bacterial strains Bacillus circulans (Bcir), B. thuringiensis var. osvaldocruzi (Bto), B. 

thuringiensis var. israelensis (Bti) and B. thuringiensis var. kurstaki (Btk) used in this study 

were obtained from microbial collection of the Department of Microbiology and Parasitology, 

Pelotas Federal University. The bacteria were revived by subculturing on NYSM medium agar 

[18], incubated at 28 °C for 24 h. The purity of the inoculum was confirmed by the Gram-

staining. The cultures were then inoculated into a 1-L volumetric flask containing 200 mL of 

Nutrient Yeast Extract Salt Medium (NYSM) medium, and then incubated on a rotary shaker 

at 28 °C at a speed of 150 rpm for 48 h till sporulation occurred. Afterwards, all sporulated 

cultures were placed in a water bath (80 °C) for 12 min to remove any vegetative Bacillus forms 

and then titrated. To perform the tests, we used Bti and Bto at a concentration of 108 colony-

forming units per mL (CFU/mL), Btk, and Bcir. The optimum concentrations were based on an 

earlier study [15]. 

2.3. In vitro larvicidal assay for Bacillus 

To evaluate the larvicidal activity of the selected Bacillus species against 

trichostrongylide five groups of test samples were made. In each group 4 g of feces was taken 

from the pool, and in Group I Bcir (2.108 CFU/mL/vial), in group II Bto (2.108 CFU/mL/vial), 

in group III Bti (2.108 CFU/mL/vial), in group IV Btk (2.108CFU/mL/vial), and in Group V (as 

negative control) 2 mL of distilled water per vial was added. Then, all groups were subjected 
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to coproculture using the Roberts and O'Sullivan [19] technique. Larvae (L3) were recovered 

for counting and identification. All experiments were independently repeated three times. The 

efficiency of larval reduction was determined by using the formula R = 100 (1−T/C), where R 

is the reduction (larvicidal effect), C is the number of larvae in the control, and T is the number 

of larvae in the bacteria treated group [20]. 

2.4. Feasibility of Bacillus with test drugs  

To determine the compatibility of the tested Bacillus species with the anthelmintics, the 

Bacillus species that showed the best larvicidal effect in vitro was chosen. For this, 2 mL spore 

suspensions of Bti (1.108 CFU/mL) and Bcir (1.108 CFU/mL) were mixed with 2 mL of the 

anthelmintics:  moxidectin (Cydectin® - 10mg/mL), levamisole (Ripercol® - 75mg/mL), and 

nitroxynil (Dovenix® - 340mg/mL). All groups were incubated at room temperature and then 

bacteria in each group were quantified at 24, 72 and 144 h of incubation. The experiment was 

independently repeated three times in triplicate. 

2.5. In vivo Bacillus larvicidal effect   

Twenty-six mixed breed (Aberdeen Angus with Hereford) one-year-old calves, with an 

EPG average of ≥2000 were used. All calves were kept in natural (extensive) grazing conditions 

throughout the experiment. All experiments were approved by the Ethics Committee for Animal 

Experimentation (CEEA-9118). For evaluations, the animals were divided into four groups: 

Group A included four animals, which were administered levamisole (7.5 g/100 mL) 

subcutaneously at a dose of 1 mL/20 kg body weight (as recommended by the supplier); Group 

B included eight animals receiving levamisole along with oral administration of Bti spore 

suspension (3.109 CFU /mL); Group C with twelve animals administered oral Bti spore 

suspension (3.109 CFU /mL), and Group D with two calves as controls. 

Before treatments, and 24 and 48 h after treatment, EPG and the number of larvae 

recovered from coprocultures, were performed as describe above.  
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3. Results 

3.1 In vitro Bacillus larvicidal efficacy 

All of the Bacillus species tested showed larvicidal effect against larvae (L3) of the 

gastrointestinal nematodes found in naturally infected feces (Fig. 1). Getting from the untreated 

group 793 larvae while from the group Bto 266 larvae, Btk 80 larvae, Bcir 73 larvae and Bti 40 

larvae. It was estimated that 80–90% of the incubated eggs would hatch under favorable 

conditions, and this was confirmed during the experiments. In relation to the identification of 

the larvae obtained from the coprocultures, it was observed that Haemonchus spp. were most 

prevalent, accounting for approximately 80% of the genus present.  

 The efficacy percentages of the larvicidal activity of Bto, Btk, Bcir and Bti, against the 

total larvae of trichostrongylides, were 66%, 89%, 90% and 94%, respectively, when compared 

to the negative control group. 

3.2. Bacillus larvicidal effect on trichostrongylides  

When the larvicidal effect for all Bacillus species on each species of gastrointestinal 

nematode in the feces was evaluated, the highest mortality rate was observed with 

Trichostrongylus spp. (90.3%), followed by Ostertagia spp. (87%) and Haemonchus spp. 

(85.7%) (Fig. 1). 

3.3. The bactericidal effect of the anthelmintics 

The only combination of bacteria and anthelmintic that generated bactericidal effect was 

moxidectin against Bcir, with a drop of log in every 24 h (Table 1). However, moxidectin did 

not shown any bactericidal effect against Bti. The other anthelmintics, levamisole and 

nitroxynil, did not show any bactericidal effect against Bcir and Bti. 

3.4. In vivo larvicidal effect of Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti)  

           The group that was administered levamisole showed an efficacy of 91% at 24 h and 

100% at 48 h. The group in combination with Bti and levamisole had an efficacy of 94% at 24 
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h and 100% at 48 h. The group treated with Bti alone showed larvicidal efficiency of 84% at 

24 h   and 34% at 48 h (Fig. 2). 

4. Discussion 

 Gastrointestinal parasites cause significant economic losses to cattle livestock. Different 

anthelmintics are used to control these parasites, but most of them have developed resistance 

[3]. In agriculture, biological control is already in use as an alternative control nematode 

infestation [21]. However, the potential for using this kind of alternative against gastrointestinal 

parasites in cattle is still under investigation. This study presents direct evidence for the 

successful implication of Bacillus spp. as a biological control agent for the gastrointestinal 

trichostrongylides in cattle. 

Bacillus circulans (Bcir), B. thuringiensis var. osvaldocruzi (Bto), B. thuringiensis var. 

israelensis (Bti), and B. thuringiensis var. kurstaki (Btk) showed potential in vitro larvicidal 

effect against the larvae of nematodes Haemonchus spp., Ostertagia spp. and Trichostrongylus 

spp. Among the tested bacteria, Bacillus circulans and B. thuringiensis var. israelensis showed 

the best in vitro larvicidal efficiency of 90% and 94%, respectively, against the tested 

nematodes. These results were in line with our earlier report on the control of nematodes in 

naturally infected sheep herd [15]. 

Besides these, there are also other parallel studies   conducted with an aim of   using 

Bacillus as an alternative to improve agricultural production [22,23,24,25]. The study 

conducted by Kotze [26] using B. thuringiensis to control in vitro larval development of 

Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, and Ostertagia circumcincta obtained 

similar results to the present study, suggesting its use as an alternative endoparasite control. 

In an in vitro study conducted by our group [15], Bcir and Bti showed 86.63% and 

81.55% efficacy, respectively, in inhibiting the development of larval nematodes in sheep. The 

present study obtained better test results with these two Bacillus. The difference between the 
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two studies could be attributed to the nematodes under evaluation, as the cited work tested 

Haemonchus contortus alone, whereas we evaluated Haemonchus spp., Ostertagia spp. and 

Trichostrongylus spp. The difference in the fecal compositions (pH, water content in sheep vs. 

cattle) might also play some role for the microorganism production of the larvicidal toxin. 

However, we could not evaluate such possibilities. In general, most herds involve extensive 

farming; therefore, infections are the rule, and thus a testing done with multiple genera 

approximates the reality found in the field [27]. 

Urban [25] orally administered Bti Cry 5B toxin in pigs and found a reduction of 97% 

in Ascaris suum L4 larvae. Similar results were also found by Capello [28], while evaluating 

Bti Cry 5B toxin, in vitro and in vivo, against larvae and adults of Ancylostoma ceylanicum. 

The efficacy of Bti reported herein might be based on the secretion of the same toxin; however, 

in contrast to our experiment, the mentioned study used a purified form of Bti Cry 5B toxin. 

However, there are also evidences that suggest Cry11Aa toxin produced by Bti renders 

larvicidal effect against Haemonchus contortus [29]. 

Baloyi [30], while studying in vitro migration inhibition of Haemonchus contortus L3 

by Bacillus thuringiensis, observed a reduction of ~73% in larval recovery. On the other hand, 

we reported a 94% larval inhibition by Bti. We observed an in vitro reduction of 66%, 89%, 

and 94% for Bto, Btk, and Bti, respectively. This difference in results can be attributed to the 

difference in the strains, spore or toxin concentration, and to the different toxins expressed by 

the strains used. 

The Bacillus strains used in this experiment showed similar toxin band patterns when 

electrophoresed on 12% SDS–PAGE, where each strain produced predominant bands of 10–90 

kDa (data not show). The data obtained in this study suggest that one or more toxins could 

confer the larvicidal effect to Bacillus. We acknowledge this as limitation of our work that we 

did not identify which toxin(s) is responsible for the toxic effect on the trichostrongylide larvae.  
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The anthelmintics levamisole, moxidectin, and nitroxynil showed no toxic effect on Bti. 

The in vivo combination test indicated that levamisole with Bti does not cause synergistic effect, 

thus suggesting that the anthelmintic effect observed was due to levamisole alone. Levamisole 

generates spastic paralysis in gastrointestinal nematodes (adults and larvae), thus facilitating 

elimination of the parasites in the stool and inhibiting their migration [31]. However, in some 

herd levamisole resistance has been noted [32], in such cases; some synergic effect might be 

manifested. 

This study found a reduction of 91% in the larvae with the treatment by Bacillus and 

levamisole combination in the first 24 h. A similar result was found in a study conducted by 

Soutello [33], where a reduction of 97.4% occurred after 24 h possibly via the same active 

mechanism. 

The in vivo larvicidal effect of Bti was observed only at 24 h post administration with 

84% efficacy, whereas at 48 h its efficacy dropped to 34%. This was expected since a single 

administration of Bti was applied, and the higher number of bacteria, after oral administration, 

in the feces occurs at 12 h [34]. 

5. Conclusions 

Although there is a growing interest in the use of bacteria for biological control of 

gastrointestinal nematodes in ruminants, studies employing different Bacillus species are 

scarce. Given the significant nematicide effect observed in this study, it is clear that all of the 

tested Bacillus species are promising for the biological control of bovine nematodiasis. In 

addition, Bacillus thuringiensis var. israelensis can be used in combination with anthelmintics 

as an integrated control management of the parasites. 

 In summary, the Bacillus species used in this study seem to be a promising alternative 

for the control of nematode in veterinary medicine. 
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Table 1:  Bacillus species viability before and after incubation with different anthelmintic for 

24, 72 and 144 hours of incubation 

 

Treatments 

 Concentration (UFC/mL) 

Initial 

Concentration* 
24 h 72 h 144 h 

Levamisol+ Bcir 1.1010 1.1010 1.109 2.109 

Levamisol + Bti         1.108 6.108 3.108 1.107 

Moxidectina + Bcir 1.1010 1.109 6.107 3.106 

Moxidectina + Bti        1.108 1.108 6.107 3.107 

Nitroxinil+ Bcir 1.1010 1.109 2.109 7.108 

Nitroxinil+ Bti        1.108 8.107 7.107 2. 107 

*Concentration of each Bacillus species before addition of antihelminthic 

 

 

 

Fig. 1: Larvicidal efficacy in vitro. The data represents the mean percentage efficacy (+/- SD) 

in vitro from Bacillus thuringiensis var. osvaldocruzi (Bto), Bacillus thuringiensis var kurstaki 

(Btk), Bacillus circulans (Bcir), and Bacillus thuringiensis var. israelenses (Bti) on larvae (L1 

/ L2) of gastrointestinal nematodes of cattle. 
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Fig. 2: Larvicidal efficacy in vivo. The data represents the mean percentage (+/- SD) of the 

anthelmintic efficacy of Bacillus thuringiensis var. israelenses (Bti) and their association in 

gastrointestinal nematodes of cattle in vivo test. 
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Inibição da eclodibilidade e da migração larval de nematódeos gastrintestinais de 

ovinos por óleo essencial de Rosmarinus officinalis 

Natália Berne Pinto, Leonardo Mortagua de Castro, Rosária Helena Machado Azambuja, Micaele 

Quintana de Moura, Wesley Douglas Terto, Marlete Brum Cleff, Rogério Antonio Freitag, Sabrina 

Jeske, Maria Elisabeth Aires Berne, Fábio Pereira Leivas Leite 

 

 

Resumo 

As infecções por nematódeos gastrintestinais (NGI) constituem a maior limitação à 

produção de pequenos ruminantes e o seu controle realizado intensamente por anti-

helmínticos levou ao aparecimento da resistência. Dentre as alternativas ao controle 

de NGI de ovinos, estudos com a utilização de plantas, com possível potencial 

antihelmíntico, se torna uma importante linha de pesquisa. O objetivo deste estudo foi 

avaliar a ação ovicida e larvicida in vitro do óleo essencial de Rosmarinus officinalis. 

O óleo de R. officinalis foi analisado por cromatografia gasosa e foram testados em 

NGI as seis seguintes concentrações, 227,5mg/mL; 113,7mg/mL; 56,8mg/mL; 

28,4mg/mL; 14,2mg/mL; 7,1mg/mL. Para determinar a ação ovicida, ovos foram 

recuperados de fezes de ovinos naturalmente infectados por NGI, através de filtragens 

em quatro tamises de diferentes aberturas de malhas e incubados por 24h com as 

diferentes concentrações do óleo, seguindo-se a contagem de ovos e larvas. Na 

avaliação da migração das larvas, estas foram obtidas por coprocultura, e da mesma 

forma associadas ao óleo essencial por 24h nas mesmas concentrações, em seguida 

permaneceram por mais 24h em microtamises, seguindo-se a contagem de larvas que 

migraram e que não migraram. Na análise cromatográfica deste óleo foram 

identificados 18 constituintes, sendo os majoritários o Eucalyptol (1.8-cineole) com 

42,11%, o (+)-2-Bornanone com 16,37% e o alpha.-Pinene com 14,76%. Nos testes 

in vitro o óleo de R. officinalis inibiu 100% da eclodibilidade nas quatro maiores 

concentrações e alcançou 70% e 74% de inibição da migração das larvas nas duas 

maiores concentrações, respectivamente. A concentração inibitória 50 (CI50) do óleo 

sobre os ovos foi de 0,5181 mg/mL enquanto a CI50 da migração das larvas foi de 

62,17 mg/mL. Os resultados aqui apresentados permitem concluir que, o óleo 

essencial de R. officinalis possui ação ovicida e larvicida sobre NGI de ovinos, portanto 

com potencial para novos estudos in vivo. 

 

Palavras-chave: Controle biológico; Fitoterapicos; Helmintos; Ruminantes 
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1 Introdução  

O incentivo para a produção de carne ovina tem sido grande e a estrutura da 

criação se modificou para atender ao mercado, visando maior produtividade em menor 

espaço. Para isso, os rebanhos foram concentrados em pequenas áreas e os animais 

selecionados a partir da sua produção de carne. Esta nova realidade de produção, 

aliada a um manejo ineficiente levou os nematódeos gastrintestinais (NGI) a ser o 

principal entrave na produção de ovinos (AMARANTE et al., 2015). 

Na tentativa de reduzir os prejuízos, houve um elevado aumento na frequência 

e nas doses de tratamentos com anti-helmínticos acarretando de forma irreversível a 

resistência dos NGI a praticamente todos os princípios ativos disponíveis (SALGADO 

& SANTOS, 2016). Dentre estes parasitos destaca-se o Haemonchus contortus, 

principalmente por sua característica hematófaga e alta prolificidade das fêmeas 

(GETACHEW et al., 2007). 

 Novas estratégias de combate a esses nematódeos são alvos de estudos em 

todo o mundo, dentre os quais se destacam a utilização de manejo com diferentes 

espécies de ruminantes, pastejo rotativo, integração lavoura-pecuária, seleção 

genética de animais, utilização de fungos e bactérias no controle biológico, 

fitoterápicos e produção de vacinas (MOLENTO et al., 2013; SINOTT et al., 2012).  

Nos últimos anos os estudos com plantas obtiveram grande representatividade 

dentre as linhas de pesquisa que buscam alternativas contra parasitos de ruminantes. 

Estes tem mostrado atividade anti-helmíntica promissoras sobre NGI de ovinos 

(CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007; YOSHIHARA et al., 2014; RIBEIRO et al., 

2014; MARIE-MAGDELEINE et al., 2014; MACEDO et al., 2015).  

Rosmarinus officinalis, pertence à família Lamiaceae e é conhecida 

popularmente por Alecrim. Esta planta é comumente utilizada na culinária, mas em 

estudos realizados seu óleo essencial já demonstrou ação antibacteriana e antifúngica 

(OLUWATUYI et al., 2004; GENENA et al., 2008). Com isso, em face ao grave 

problema de resistência, aliado ao apelo do consumidor por alimentos sem resíduos 

químicos, buscar alternativas sustentáveis de controle aos nematódeos de ovinos é 

uma necessidade eminente e o Alecrim surge como agente em potencial. 

Sendo assim, este estudo tem como objetivo avaliar a atividade in vitro do óleo 

de R. officinalis, sobre ovos e larvas de NGI de ovinos. 
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2 Material e Métodos 

2.1 Obtenção do óleo 

Para obtenção do óleo essencial de R. officinalis a planta foi adquirida de um 

distribuidor comercial, (Luar Sul Alimentos) com certificação de qualidade e origem. 

As folhas secas foram submetidas à extração com arraste de vapor em aparelho 

Clevenger, durante 4h. O óleo essencial foi obtido por hidrodestilação (1,5L de água 

destilada / 100 g planta), seco com sulfato de sódio anidro P.A., armazenado em 

frasco âmbar e mantido a -18 ºC até a utilização. 

Foi realizada a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa do 

óleo essencial de R. officinalis (Chiaradia et al., 2008) e os compostos foram 

analisados com base na biblioteca NIST08 do GC/MS.  Para os testes, o óleo 

essencial foi diluído em Água Destilada e Tween 80 a 1% como segue: 227,5mg/mL; 

113,7mg/mL; 56,8mg/mL; 28,4mg/mL; 14,2mg/mL; 7,1mg/mL, corresponde, 

respectivamente a concentração de 25%; 12,5%; 6,25%; 3,12%; 1,56% e 0,78%. 

 

2.2 Obtenção de ovos  

Os ovos de NGI foram recuperados através de coleta de fezes diretamente da 

ampola retal de ovinos com infecção natural mista. As amostras de fezes coletadas 

foram imediatamente processadas, passando primeiro por maceração e 

homogeneização com água destilada à 40 ºC. Seguindo-se a passagem por três 

tamises de malhas de 1mm, 105μm, 55μm com o objetivo de reter as maiores 

partículas do bolo fecal. O material restante passou por tamise de malha de 25μm 

onde os ovos ficaram retidos, foram recuperados e centrifugados (203 g por 5 minutos) 

com água destilada por três vezes desprezando o sobrenadante. Uma última 

centrifugação foi realizada utilizando solução hiperssaturada para a flutuação dos 

ovos e este sobrenadante foi desprezado na tamise de malha de 25μm para lavagem 

com água destilada (Hubert e Kerboeuf, 1992). 

 

          2.3 Teste in vitro de Inibição da Eclodibilidade (IE) 

O teste de inibição da eclodibilidade foi realizado a partir da técnica de Coles 

et al. (1992), utilizando-se aproximadamente 150 ovos das soluções testes em placas 

de polietileno de 24 poços. Assim foram formados quatro seguintes grupos, Grupo 1: 

Óleo Essencial de Alecrim nas concentrações de 25%; 12,5%; 6,25%; 3,12%; 1,56% 

e 0,78%; Grupo 2: Controle negativo com água destilada, Grupo 3: Controle positivo 
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com Levamisol 0,025 mg/mL, Grupo 4 controle de atuação física com o Óleo Mineral 

e Grupo 5 com Tween 80 a 1%. Todos os testes foram incubados por 24 horas em 

estufa a 28º C e 80% UR e realizados em triplicatas. Após este período se procedeu 

as leituras em microscópio invertido, com a contando dos ovos e das larvas presentes 

em cada poço. As médias da inibição da eclodibilidade para cada tratamento foi 

determinada conforme a equação descrita por Camurça-Vasconcelos et al. (2007): % 

de Inibição da Eclodibilidade = número de larvas / número de larvas+número de ovos 

X 100. 

Foi aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade, utilizando o 

programa ASSISTAT Versão 7.7 pt (2017). E a concentração inibitória 50% (CI50), 

concentração capaz de inibir 50% da eclosão foi determinada a partir da curva dose-

resposta. Com intervalo de confiança de 95%, utilizando o programa GraphPad Prism 

para Windows, versão 5.0.  

 

          2.4 Obtenção de larvas 

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de ovinos com 

infecção mista natural por NGI. Estas foram processadas para identificar as positivas 

através da quantificação dos ovos pela técnica descrita por Gordon & Whitlock (1939). 

As amostras positivas foram acondicionadas em estufa a 28 °C e UR acima de 80% 

por sete dias, quando então as larvas de terceiro estágio foram recuperadas, contadas 

e identificadas (ROBERTS E O’SULLIVAN, 1950). 

 

         2.5 Teste in vitro da Inibição da Migração Larval (IML) 

No teste de IML segundo Jackson e Hoste (2010) com modificações, 

primeiramente as larvas foram colocadas para migrar em tamis de 25µm por 

aproximadamente uma hora em placas de polietileno de seis poços, selecionando as 

larvas viáveis. Após essa seleção inicial, as L3 foram colocadas em contato com 0,6% 

da solução de desembainhamento (hipoclorito de sódio 2%) por aproximadamente 

20min. Seguindo-se três lavagens através de centrifugando, a 203 g por 2min com 

água destilada e a adequação final para concentração de 150 larvas em 100µL.  

Então, foi adicionado 100µL da solução larvar na primeira e na terceira linha 

das placas de 24 poços para incubação por 24 horas em estufa a 28 ºC com 80% UR, 

com 900µL do óleo nas concentrações de 25%; 12,5%; 6,25%; 3,12%; 1,56% e 0,78%. 

Após este período, o conteúdo de cada poço contendo as L3 foi transferido para 
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tamises de 25µm inseridas em outra placa de polietileno de 24 poços e 

acondicionadas novamente em estufa a 28 °C por 24 horas. Após este período os 

tamises foram removidos e conteúdo retido foi colocado nos poços da segunda e 

quarta linha da placa, seguindo-se a contagem em microscópio invertido das larvas 

que migraram e das larvas que ficaram retidas nos tamises.  O mesmo procedimento 

foi realizado com os controles de água destilada, Óleo Mineral, Tween, e anti-

helmíntico (Levamisol 0,025 mg/mL), e todos os testes foram realizados em triplicatas.  

Foi aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade, utilizando o 

programa ASSISTAT Versão 7.7 pt (2017). E a concentração inibitória 50% (CI50), 

concentração capaz de inibir 50% da migração larval foi determinada a partir da curva 

dose-resposta. Com intervalo de confiança de 95%, utilizando o programa GraphPad 

Prism para Windows, versão 5.0. Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética 

em Experimentação Animal (CEEA) com o número 3897. 

 

         3 Resultados 

Na avaliação cromatografica do óleo essencial de R. officinalis foi observado 

dezoito diferentes compostos (Tabela 1), sendo que os três majoritários foram o 

Eucalyptol, o (+)-2-Bornanone e o alpha.-Pinene. Juntos, estes três representam mais 

de 70% dos componentes do óleo essencial.                                                                                                             

Segundo a classificação de POWERS et al. (1982), este óleo se mostrou 

altamente eficaz ao inibir a eclodibilidade em todas as concentrações testadas, 

alcançando 100% de ação em quatro das seis diluições (Figura 1).  

O mesmo óleo na avaliação da inibição da migração larval foi pouco efetivo nas 

duas maiores concentrações testadas, alcançando 74% e 70% respectivamente, e 

não foi efetivo nas demais concentrações (Figura 1). Os controles de Água Destilada, 

Tween e Óleo Mineral resultaram em menos de 10% de inibição para ambos os testes. 

Os gêneros identificados na coprocultura foram Haemonchus spp. (79%), 

Ostertagia spp. (18%) e Trichostrongylus spp. (3%). A análise estatística da inibição 

da eclodibilidade não demonstrou diferença entre os tratamentos, mas todos foram 

estatisticamente diferente do controle. A mesma análise sobre a inibição da migração 

larval identificou que as duas maiores concentrações são estatisticamente iguais entre 

si e diferentes dos demais tratamentos e do controle. A concentração mínima do óleo 

essencial de R. officinalis, necessária para inibir 50% da eclodibilidade (CI50) foi de 

0,5181 mg/mL, enquanto a CI50 da inibição das larvas foi de 62,17 mg/mL. 
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          4 Discussão 

A ação nematicida de óleos essenciais se deve a múltiplos fatores deletérios 

na atividade metabólica, na alteração da permeabilidade da membrana celular e na 

desestruturação do sistema nervoso (OKA et al., 2000). Em analises cromatográficas 

realizadas, foram identificados diferentes compostos para o óleo essencial de R. 

officinalis, dentre estes o 1,8-cineol e α-pineno foram descritos como componentes 

majoritários além de no presente estudo, também por Jiang et al. (2011), Santoyo et 

al. (2005) e Okoh et al. (2010). O α-pineno também foi encontrado dentre os principais 

composto por Bozin et al. (2007), Gachkar et al. (2007), e Bouchra et al. (2003), 

destacando assim a sua relevância.  

Em avaliação realizada por Grando et al. (2016) em larvas de Haemonchus 

contortus com o óleo essencial de Melaleuca alternifolia foi observado 88% de inibição 

no teste de migração larval (IM) a uma concentração de 56 mg / ml e 100% de inibição 

no teste de eclodibilidade (IE) a uma concentração de 3,5mg/mL. No presente estudo, 

onde o gênero de parasito mais prevalente foi o Haemonchus (79%), no teste de IM 

com a mesma concentração, porém com o óleo essencial de R. officinalis, foi 

observado uma inibição de 55,3% e no teste de IE a inibição foi de 96,6% na menor 

concentração. Os resultados dos dois estudos demonstram que são necessárias 

concentração relevantemente maior para inibir a migração das larvas do que para 

inibir e eclodibilidade. Isso ocorre pois, as larvas infectantes são mais resistentes visto 

que evoluíram para conseguir permanecer por longos períodos no ambiente expostas 

a ações deletérias do clima. Para isto, estas larvas possuem dupla cutícula e passam 

por um processo denominado anidrobiose, que gera uma severa diminuição da sua 

atividade metabólica aumentando o seu período de sobrevivência (Amarante, 2015). 

A avaliação cromatográfica destes óleos demonstram semelhanças, como o composto 

que está presente em maior quantidade no óleo de M. alternifólia é o terpinen-4-ol 

(41.98%), este também está no óleo de R. officinalis, porém em menor quantidade. E 

o componente de maior representatividade no óleo de R. officinalis, o 1.8-cineole, está 

entre os quatro principais do óleo de M. alternifolia. A CL50 para os dois óleos foi 

semelhante sendo de 0,43 mg/mL para M. alternifolia e de 0,5181 mg/mL para R. 

officinalis no presente estudo. 

Em estudo realizado por Barbosa et al. (2012), também com óleo essencial de 

R. officinalis em nematóides parasitos de plantas, foram realizados três coletas desta 

planta em diferentes locais e foi observado um potencial larvicida máximo de 2,55% 
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na concentração de 1,95%. Esta atividade foi inferior ao do presente estudo, mesmo 

na menor concentração, o que pode estar relacionado à época e local de coleta da 

planta, bem como as características do próprio nematódeo, visto o avaliado pelos 

autores ser de vida livre. 

A ação ovicida do óleo essencial de R. officinalis já havia sido observada em 

ovos de besouro e mariposa em pesquisa desenvolvida por Tunc et al. (2000), porém 

alcançando resultados de 65% de eficácia na concentração de 100%, e assim sendo 

inferior ao determinado no presente estudo que obteve 100% de inibição já na 

concentração de 3,12%. Esta diferença pode ser atribuída à origem dos ovos 

avaliados, que é recoberto por várias finas membranas, e estas características podem 

gerar maior resistência a ação do óleo. Também a origem da planta que podem 

apresentar diferentes concentrações em seus constituintes, como evidenciado por 

Yesil-Celiktas et al., (2007).  

Em estudo realizado por Yoshihara, et al. (2014) com extrato de Taninos 

Condensados (TCs) foi avaliado a inibição da migração das larvas e da eclodibilidade 

de quatro gêneros de NGI, sendo estes Haemonchus (84%), Trichostrongylus (13%), 

Oesophagostomum (2%) e Cooperia (1%). Estes dois gêneros mais frequentes, 

também foram os identificados no presente estudo, e as duas análises foram 

semelhantes ao que se refere a média do gênero mais patogênico em ovinos, o 

Haemonchus, que no presente estudo foi de 79%. Este extrato obteve ação superior 

a 90% de inibição da eclodibilidade, apenas a partir da concentração de 25mg/mL 

sendo que este mesmo resultado foi obtido no presente estudo já na concentração de 

7,1 mg/mL, consequentemente a sua CL50 foi maior de 2,85 mg/mL enquanto a do 

óleo foi de 0,5181 mg/mL. Em contrapartida o extrato de TCs alcançou melhores 

resultados no teste de IML obtendo 97,1% de inibição enquanto o do óleo de 

Rosmarinus officinalis foi de 74% na maior concentração (227,5 mg/mL). Mesmo com 

resultados superiores para o teste de IML, não foi observado 100% da inibição das 

larvas em nenhuma das concentrações testadas, confirmando o que foi observado no 

presente estudo, de serem as larvas desses nematódeos mais resistentes a ação dos 

fitoterápicos, quando comparado a ação destes sobre ovos. Como consequência, a 

CL50 das larvas deste estudo foi de uma concentração inferior, 12,45 mg/mL, 

enquanto a CL50 do óleo foi de 62,17 mg/mL. 

Avaliando o potencial em inibir a eclodibilidade do óleo essencial de 

Cymbopogon citratus em H. contortus, Macedo et al. (2015) observaram 99,5% de 
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inibição na concentração de 1,25 mg/mL, resultado próximo ao óleo essencial de R. 

officinalis 96,6% quando testado em maior concentração (7,1 mg/mL). Os diferentes 

resultados encontrados entre os estudos pode ser atribuído as plantas, por serem 

distintas. E também aos parasitos, os quais no presente estudo foi avaliado três 

gêneros de NGI, o que se assemelha ao encontrado a campo, visto que ovinos 

comumente possuem infecções mistas, enquanto o óleo essencial de Cymbopogon 

citratus foi avaliado apenas com H. contortus. Esta diferença de eficácia dos produtos 

entre os gêneros de NGI de ruminantes já foi descrita inclusive com anti-helmínticos 

comerciais, sugerindo que a espécie Haemonchus seja mais sensível (NOVA et al., 

2014). 

 

            5 Conclusões 

O óleo essencial de Rosmarinus officinalis demonstrou significante eficácia ao 

inibir a eclodibilidade de NGI de ovinos e, como também estas observações sugerem 

a eficácia sobre a motilidade das larvas destes parasitos. Assim este demonstrou ser 

uma promissora alternativa ao controle de parasitos de ovinos. 
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Tabela 1. Compostos do óleo essencial Rosmarinus officinalis identificados através de 
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. 
 

Cromatografia 

                  Eucalyptol (1.8-cineole)                                            42.11% 

                (+)-2-Bornanone                                                         16.37%            

                   alpha.-Pinene                                                          14.76% 

                    Isoborneol                                                               5.73% 

               alpha.-Terpineol                                                           5.40%   

                   Camphene                                                                3.87% 

                  o-Cymene                                                                  2.69%   

Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene-, (1S)             2.08%   

      1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl                                            1.70% 

                  beta.-Myrcene                                                           1.38% 

                  Terpinen-4-ol                                                             1.23%  

                 Bornyl acetate                                                            0.84%   

                 Caryophyllene                                                            1.00% 

              gamma.-Terpinene                                                        0.37% 

      Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)                                       0.19%   

                    Humulene                                                                0.15%   

                Methyleugenol                                                             0.07%   

                      Thymol                                                                   0.05% 

 

 

 



53 
 

 
Figura 1: Eficácia do óleo essencial de Rosmarinus officinalis em inibir a eclodibilidade (IE) e a migração 

das larvas (IM) de nematódeos gastrintestinais de ovinos. 
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5 Considerações Finais 

 

As parasitoses intestinais de ruminantes necessitam urgentemente de medidas 

integradas de controle, com ação sobre os NGI no hospedeiro e no ambiente, tornando 

mínimo o uso de anti-helmíntico. Resultados promissores apresentados aqui mostram 

perspectivas para o controle de nematódeos presentes no ambiente através da 

utilização de Bacillus in vivo, bem como a identificação de biomoléculas com ação 

nematicida.  
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