
ABSTRACT
Nematophagous fungi represent an interesting biological alternative to conventional methods. Among the various species, Dud-
dingtonia flagrans stands out for its ability to pass through the gastrointestinal tract unchanged. The number of chlamydospo-
res required for the fungus to be effective in the presence of varying  concentrations of gastrointestinal strongyle (GIS) eggs is
largely unknown and remains a topic of discussion. The aim of this study was to evaluate, in vitro, the efficacy of D. flagrans in
the faeces of naturally infected sheep by analyzing different concentrations of chlamydospores and varying levels of GIS egg counts.
Fresh faeces from naturally infested sheep were collected in a farm in Central Italy. Based on fecal egg count, three batches of
150, 450 and 900 eggs per gram of feces (upg) were prepared. Each batch was divided into five groups. Four groups were ino-
culated with 1 ml of D. flagrans chlamydospore suspension containing 1000, 3000, 6250 or 11000 chlamydospores per gram (cpg),
respectively. The fifth group served as a control, receiving 1 ml of distilled water. The cultures were incubated for 14 days at 24
°C. Each test was repeated three times for each group. Infecting larvae (L3) were recovered, counted and morphologically iden-
tified. The efficacy of D. flagrans, increasing   with higher concentration of chlamydospore, ranging from 49.35 to 84.25% in the
150 epg groups; 40.97% to 87.47% in the 450 epg groups and 38.03% to 70,87% in the 900 epg groups. For all epg levels, the
Kruskall-Wallis test showed significant differences (p-value <0.05), indicating that at least one treatment group had significan-
tly different reduction of larvae compared to the others. Based on these results, D. flagrans appears to require a minimum con-
centration of chlamydospores in the faeces to exert a significant larvicidal effect. Conversely, the number of GIS eggs in the fe-
ces does not appear to be a determining factor for the fungal efficacy.
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INTRODUZIONE

Le parassitosi causate dagli strongili gastrointestinali (SGI) rap-
presentano un problema sanitario ed economico importante
negli allevamenti ovini e caprini [1]. Il controllo di questi pa-
rassiti, viene comunemente effettuato utilizzando farmaci an-
tielmintici, tuttavia, l’uso eccessivo e/o inadeguato di tali
prodotti ha portato, nel tempo, all’emergere e alla diffusione
di resistenza agli antielmintici (RA) in diverse specie di nematodi
[2], compromettendo anche la sostenibilità nella produzione
animale e la biodiversità [3].  I funghi nematofagi sono con-
siderati una valida alternativa biologica ai metodi di control-
lo tradizionali. Tra le diverse specie, Duddingtonia flagrans si
distingue per la sua capacità di attraversare il tratto gastroin-
testinale senza subire alterazioni. Il micelio di questo fungo, che si

sviluppa a partire da spore sopravvissute al passaggio ga-
strointestinale, si diffonde attraverso le feci e genera struttu-
re in grado di intrappolare, colonizzare e distruggere le larve
degli strongili. È stato dimostrato che la somministrazione ora-
le di D. flagrans a diverse specie di animali è efficace nella ri-
duzione larvale nei pascoli [4, 5, 6, 7]. Tuttavia, confrontare i ri-
sultati di studi simili risulta complicato a causa delle differenti
quantità di clamidospore impiegate. Alcune indagini hanno evi-
denziato che concentrazioni più elevate di clamidospore di D.
flagrans possano migliorare l’efficacia nella cattura dei nema-
todi [8], ma altre ricerche hanno rivelato che non esiste una
dose ottimale da utilizzare [9, 10], poiché essa potrebbe variare
a seconda del ceppo impiegato [11]. Inoltre, sono pochi gli stu-
di che hanno esaminato in vitro l’efficacia di D. flagrans con-
siderando la quantità di uova di SGI presenti nelle feci
[12]. Pertanto, l’obiettivo di questa ricerca è stato quello di va-
lutare in vitro l’efficacia di D. flagrans nelle feci di ovini natu-
ralmente infestati, analizzando diverse concentrazioni di cla-
midospore e differenti quantità di uova di SGI. 
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MATERIALI E METODI

Duddingtonia flagrans (Mycelia NV, Belgio) è stato coltivato per
quattro settimane su agar sabouraud arricchito con l’aggiun-
ta di cloramfenicolo per inibire la crescita batterica (2%
CHF-WA). Le colture sono state effettuate in piastre Petri dal
diametro di 9 cm e mantenute a 24° C in un termostato [11].
Successivamente, le clamidospore di D. flagrans sono state rac-
colte spruzzando delicatamente acqua distillata sui miceli e ra-
schiando con cura la superficie dell’agar. La sospensione mi-
celiare recuperata è stata miscelata meccanicamente, dopodi-
ché sono state estratte tre aliquote da 20 µl, le quali sono sta-
te diluite in acqua distillata e contate utilizzando un emocito-
metro di Neubauer per stimare il numero di clamidospore per
millilitro d’acqua. Le clamidospore sono state conservate in ac-
qua distillata a 4 °C fino al momento dell’utilizzo. Le feci fre-
sche di pecore naturalmente infestate, sono state campionate
in un allevamento della provincia del centro Italia (Teramo).
Le feci sono state analizzate utilizzando la tecnica di flottazione,
e i campioni risultati positivi sono stati sottoposti ad esame
quantitativo con la tecnica di McMaster modificata [13]. In base
alla carica fecale sono stati suddivise tre aliquote rispettivamente
di 150, 450 e 900 uova per grammo di feci di SGI (upg). Ogni
aliquota è stata suddivisa in cinque gruppi. Quattro gruppi sono
stati inoculati ciascuno con 1 ml di una sospensione fungina
di clamidospore di D. flagrans contenente rispettivamente 1000,
3000, 6250 o 11000 clamidospore per grammo di feci (cpg). Il

gruppo rimanente è servito da controllo, ricevendo 1 ml di ac-
qua distillata. Le colture sono state conservate per 14 giorni a
24 °C. Il test è stato ripetuto tre volte per ciascun gruppo. Le
larve infestanti sono state recuperate (L3) con la tecnica di Ro-
berts e O’Sullivan [13], in seguito sono state contate e identi-
ficate morfologicamente secondo linee guida precedente-
mente pubblicate  [14]. 

ANALISI STATISTICA

L’analisi statistica è stata eseguita utilizzando il test ANOVA non
parametrico di Kruskal-Wallis, con l’obiettivo di confrontare
i gruppi trattati con i rispettivi controlli. L’analisi di correla-
zione è stata eseguita tramite pairwise test impiegando il softwa-
re IBM SPSS 28. L’efficacia nematofaga per ciascuna concen-
trazione fungina è stata calcolata secondo la formula: Riduzione
% = 100 - (L3 nel gruppo trattato x 100/L3 nel gruppo di con-
trollo) [8].

RISULTATI E DISCUSSIONE

Le specie di SGI identificati nei gruppi di controllo mediante
l’analisi morfologica sono state Haemonchus contortus (65%),
Teladorsagia circumcincta (25%) e Trichostrongylus colu-
briformis (10%). Le riduzioni larvali determinate, in ordine cre-

150 1000 L3 1636 129 1679 1491 1739
Riduzione % 49.35 6.54 47.67 43.81 56.57

3000 L3 1028 45 1023 985 1075
Riduzione % 68.31 1.14 68.69 67.03 69.21

6250 L3 775 60 791 709 825
Riduzione % 76.15 0.16 76.20 75.97 76.27

11000 L3 511 40 501 476 555
Riduzione % 84.25 1.27 83.83 83.23 85.68

Controllo L3 3248 232 3323 2988 3433
Riduzione % 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

450 1000 L3 3862 99 3893 3751 3942
Riduzione % 40.97 0.66 40.65 40.54 41.74

3000 L3 2759 109 2797 2636 2845
Riduzione % 57.80 2.17 56.55 56.54 60.31

6250 L3 1213 148 1237 1055 1348
Riduzione % 81.46 2.17 80.79 79.70 83.89

11000 L3 819 35 827 781 850
Riduzione % 87.47 0.73 87.37 86.80 88.24

Controllo L3 6542 102 6547 6438 6642
Riduzione % 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

900 1000 L3 5700 203 5734 5482 5884
Riduzione % 38.03 3.24 39.89 34.29 39.91

3000 L3 4896 95 4893 4802 4992
Riduzione % 46.80 0.77 46.38 46.35 47.69

6250 L3 3506 422 3285 3240 3993
Riduzione % 61.82 5.58 64.47 55.41 65.58

11000 L3 2687 355 2780 2295 2986
Riduzione % 70.87 3.06 69.52 68.71 74.37

Controllo L3 9206 303 9120 8955 9543
Riduzione % 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Table 1 - Percentuale di riduzione del numero totale di larve L3 di SGI .

Numero Numero Media Deviazione Mediana Percentile Percentile
uova (upg) clamidospore/ml standard 25 75
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scente di concentrazione fungina, sono state del 49,35%,
68,31%, 76,15% e 84,25% rispetto al gruppo di controllo con
150 upg; del 40,97%, 57,80%, 81,46% e 87,47% rispetto al grup-
po di controllo con 450 upg; del 38,03%, 46,80%, 61,82% e
70,87% rispetto al gruppo di controllo con 900 upg (Tabelle
nn. 1, 2). 
Il test Kruskall-Wallis è risultato significativo (p-value <0,05)
per tutte le aliquote testate con differenti quantità di uova, quin-
di almeno un gruppo presenta un valore di riduzione signifi-
cativamente diverso dagli altri. 
Dai confronti dei test, per ciascun aliquota di uova, emerge che
le differenze significative sono comprese tra: 1000-6250 (P =
0,016) cpg, nello specifico, i valori di riduzione ottenuti con 6250
cpg sono significativamente maggiori di quelli ottenuti con 1000
cpg; tra 1000-11000 (P = 0,016) cpg, nello specifico, i valori di
riduzione ottenuti con 11000 cpg sono significativamente mag-
giori di quelli ottenuti con 1000 cpg; tra 3000-11000 (P = 0,016)
cpg, nello specifico, i valori di riduzione ottenuti con 11000 cpg
sono significativamente maggiori di quelli ottenuti con 3000
cpg. Tra le altre coppie non c’è una differenza significativa (p-
value>0.05) (Tabella n. 2) mentre per ogni gruppo di cpg è sta-
ta rilevata almeno una differenza significativa (p-value<0.05).
Il confronto tra le diverse concentrazioni di cpg ha rivelato che
per ciascun gruppo di cpg emerge solo una differenza signifi-

cativa dai test: 150 upg - 900 upg (P=0,027), in particolare la
riduzione dei valori L3 di 900 upg è significativamente infe-
riore rispetto a quella di 150 upg (Tabella n. 3). 
In accordo con i dati emersi dal presente studio, è necessaria
una concentrazione minima di clamidiospore di D. flagrans nel-
le feci per esercitare un effetto significativo sugli SGI. Diver-
samente, il numero di uova di SGI non risulta un fattore de-
terminante per l’efficacia di D. flagrans nelle feci ovine. Que-
sti dati sono in linea con precedenti studi condotti su feci bo-
vine e su terreni di coltura, i quali indicano che l’attività fun-
gina non è influenzata dal numero delle uova/larve di SGI pre-
senti nelle feci [15, 16, 12, 17]. 
Tuttavia, altri studi hanno dimostrato che vi è una correlazione
positiva tra l’efficacia di cattura di D. flagrans e un numero mag-
giore di uova/larve per grammo di feci [18, 19, 20], suggeren-
do che una maggiore densità larvale possa stimolare la for-
mazione di trappole o reti, contribuendo così a una significa-
tiva riduzione delle larve.  Pertanto, è possibile ipotizzare che
la capacità predatoria di D. flagrans possa dipendere dalla con-
centrazione di clamidospore presenti nelle feci oppure dal tipo
di ceppo di D. flagrans utilizzato. È infatti noto che diversi iso-
lati di D. flagrans mostrano livelli differenti di efficacia nella
cattura delle L3 nei confronti della stessa specie di parassita [21,
22, 23], come ad esempio Cooperia oncophora [24, 25]. 

1000 150 49.35 6.54 47.67 43.81 56.75 0.027

450 40.97 0.66 40.65 40.54 41.74

900 38.03 3.24 39.89 34.29 39.91

3000 150 68.31 1.14 68.69 67.03 69.21 0.027

450 57.80 2.17 56.55 56.54 60.31

900 46.80 0.77 46.38 46.35 47.69

6250 150 76.15 0.16 76.20 75.97 76.27 0.027

450 81.46 2.17 80.79 79.70 83.89

900 61.82 5.58 64.47 55.41 65.58

11000 150 84.25 1.27 83.83 83.23 85.68 0.027

450 87.47 0.73 87.37 86.80 88.24

900 70.87 3.06 69.52 68.71 74.37

Table 3 - Percentuale di riduzione del numero totale di larve L3 di SGI e comparazione con il test di Kruskall-Wallis tra i gruppi con diversa
concentrazione di Duddingtonia flagrans e il diverso numero di uova. Per ogni gruppo di spore vi è almeno una differenza significativa (p-va-
lue<0.05).

Numero Numero Riduzione % Deviazione Mediana Percentile 25 Percentile 75 p-value
clamidospore/ml uova (upg) Media standard

150 1000 49.35 6.54 47.67 43.81 56.57 0.016

3000 68.31 1.14 68.69 67.03 69.21

6250 76.15 0.16 76.20 75.97 76.27

11000 84.25 1.27 83.83 83.23 85.68

450 1000 40.97 0.66 40.65 40.54 41.74 0.016

3000 57.80 2.17 56.55 56.54 60.31

6250 81.46 2.17 80.79 79.70 83.89

11000 87.47 0.73 87.37 86.80 88.24

900 1000 38.03 3.24 39.89 34.29 39.91 0.016

3000 46.80 0.77 46.38 46.35 47.69

6250 61.82 5.58 64.47 55.41 65.58

11000 70.87 3.06 69.52 68.71 74.37

Table 2 - Percentuale di riduzione del numero totale di larve L3 di SGI e comparazione con il test di Kruskall-Wallis tra i gruppi con diversa
concentrazione di Duddingtonia flagrans e le rispettive cariche di uova. Per ogni gruppo di spore si osserva almeno una differenza significa-
tiva (p-value<0.05). 

Numero Numero Riduzione% Deviazione Mediana Percentile 25 Percentile 75 p-value
uova (upg) clamidospore/ml Media standard
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CONCLUSIONE

I risultati della presente ricerca confermano l’efficacia di D. fla-
grans per il controllo dei SGI delle pecore. Il ricorso a strate-
gie di controllo alternative all’uso dei farmaci è una priorità nel-
l’ambito dell’allevamento ovino al fine di contrastare l’aumento
della resistenza ai farmaci antielmintici di sintesi, limitare le per-
dite economiche causate delle infestazioni di SGI e dall’AR e
di evitare ripercussioni negative sulla sicurezza alimentare [26,
27]. Sarebbero dunque auspicabili ulteriori studi per ap-
profondire le informazioni sull’efficacia di D. flagrans in con-
dizioni di campo e valutare l’efficacia di D. flagrans in combi-
nazione con altri funghi nematofagi.
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