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“Comece fazendo o que é necessério, depois o que ¢é posstvel, e de repente vocé estard fazendo
o tmpossivel.”

Francisco de _Assis

A meu pai, José Eustdquio de Freitas (In memorian,).

Dedico.



E @roibido

& proibido chorar sem aprender,

Levantar-se um dia sem saber o que fazer

Ter medo de suas lembrangas.

& proibido ndo rir dos problemas

Nao [utar pelo que se quer,

Abandonar tudo por medo,

Ndo transformar sonhos em realidade.

E proibido ndo demonstrar amor

Fazer com que alguém pague por tuas diividas e mau-humor.
& proibido deixar os amigos

Ndo tentar compreender o que viveram juntos
Chamd-los somente quando necessita deles.

E proibido ndo ser vocé mesmo diante das pessoas,
Fingir que elas ndo te importam,

Ser gentil s6 para que se lembrem de vocé,

Esquecer aqueles que gostam de vocé.

E proibido ndo fazer as coisas por si mesmo,

Ndo crer em DEUS e fazer seu destino,

Ter medo da vida e de seus compromissos,

Ndo viver cada dia como se fosse um iiltimo suspiro.
& proibido sentir saudades de alguém sem se alegrar,
Esquecer seus olhos, seu sorriso, S0 porque seus caminhos se
desencontraram,

Esquecer seu passado e pagd-lo com seu presente.

& proibido ndo tentar compreender as pessoas,
Pensar que as vidas deles valem mais que a sua,
Nao saber que cada um tem seu caminho e sua sorte.
& proibido ndo criar sua historia,

Deixar de dar gracas a Deus por sua vida,

Ndo ter um momento para quem necessita de voce,
Ndo compreender que o que a vida te dd, também te tira.
& proibido ndo buscar a felicidade,

Nao viver sua vida com uma atitude positiva,

Ndo pensar que podemos ser melhores,

Ndo sentir que sem vocé este mundo ndo seria igual.

Pablo Neruda
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RESUMO

FREITAS-VIEIRA, Vivian Suane. Avaliacdo do Desenvolvimento de Ovos de Ancylostoma
caninum e Trichuris vulpis Submetidos a Baixas Temperaturas e Infeccdo Experimental
Com Trichuris vulpis em Caes, 2012. 101p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Ancylostoma caninum e Trichuris vulpis sdo nematdides gastrintestinais de cdes, possuem
ampla distribuicdo mundial, ttm grande importancia em Medicina Veterinaria .Estudos sobre
prevaléncia mostram que esses nematoides estdo presentes em todo o Brasil,em cées
domiciliados e errantes. Possuem importancia em Salde Publica, sendo considerados como
agentes etiologicos da Sindrome da Larva Migrans Cutanea e Visceral respectivamente. Os
cdes infectados possuem importante papel na disseminacdo desses nematoides, principalmente
em locais publicos, devido a ndo remocéo das fezes contendo fases de desenvolvimento dos,
aumentando a chance de infeccdo de cées e pessoas, principalmente criancas.O efeito da
temperatura sobre o desenvolvimento dos ovos desses geo-helmintos é pouco estudado e pela
primeira vez é realizado um estudo para avaliacdo de ovos apds estocagem sob baixas
temperaturas.Este trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento de ovos de
A.caninum e T.vulpis mantidos sob +10°C e - 4°C.Fezes estocadas sob +10°C podem ser
utilizadas para realizacdo do OPG de A. caninum até 10 semanas,grande parte dos ovos
permaneceu em fase de gastrula apds estoque e a viabilidade de ovos é afetada ndo ocorrendo
desenvolvimento até L ; Amostras de fezes podem ser utilizadas para avaliacdo do OPG de T.
vulpis apos estoque a £10°C e -4°C por até 12 semanas . Ovos de T. vulpis se desenvolvem
até ovo larvado ap6s estoque em baixas temperaturas. Doses de 1.000 e 1.500 ovos
embrionados de T.vulpis geraram infeccdo em cédes e os valores hematoldgicos permanec
eram proximo aos de referéncia apesar da infeccdo. Ovos de T.vulpis de cdes infectados
experimentalmente se desenvolveram até ovo larvado apds estoque sob baixas temperaturas.

Palavras-chave: A. caninum. T. vulpis. Caes. Estocagem. Temperatura. Infeccdo
experimental.



ABSTRACT

FREITAS-VIEIRA Vivian Suane. Evaluation of the Development of Eggs Ancylostoma
caninum and Trichuris vulpis Subject to Low Temperatures and Experimental Infection
in Dogs with Trichuris vulpis, 2012. 101p. Dissertation (Master of Veterinary Science).
Veterinary Institute, Department of Veterinary Parasitology, Federal Rural University of Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Ancylostoma caninum and Trichuris vulpis are gastrointestinal nematodes of dogs, they have
worldwide distribution and are of great importance in veterinary medicine. Prevalence studies
show that these nematodes are present in Brazil, domiciled and stray dogs. They have great
importance in public health, being considered as etiologic agents of Syndrome Larva Migrans
Cutaneous and Visceral, respectively. Dogs infected play an important role in the spread of
these nematodes, especially in public places, due to not remove the feces containing phases of
development, increasing the chance of infection of dogs and people, mainly children.The
effect of temperature on egg development of geo-helminths is rarely studied, it is first carried
out a study to assess egg after storage at low temperatures. This study aimed to assess the
development of eggs A.caninum and T.vulpis kept under = 10°C and -4°C. Feces stored under
+ 10°C can be used to perform the EPG A. caninum up to 10 weeks, most of the eggs
remained in stock after gastrula stage, and egg viability is affected not going development to
L 3. Feces samples can be used to evaluate the OPG T. vulpis stock after the £ 10°C and -4°
C for up to 12 weeks. Eggs of T. vulpis develop until egg larvae after inventory at low
temperatures. Doses of 1,000 and 1,500 embryonated eggs generated T.vulpis infection in
dogs and haematological indices remained close to the reference in spite of infection. T.vulpis
eggs experimentally infected dogs developed into larvae after egg inventory at low
temperatures

Key words: A. caninum. T. vulpis. Dogs. Storage. Temperature. Experimental infection.
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1-CAPITULO I

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DE OVOS DE Ancylostoma
caninum SUBMETIDOS A BAIXAS TEMPERATURAS

20



1.1 INTRODUCAO

Os cées jovens sdo frequentemente acometidos por Ancylostoma caninum, nematoide
hemato6fago do intestino delgado, a infeccdo ocorre por via percuténea e ingestdo de larvas
(L3)com alimentos e/ou agua (SOULSBY, 1987).

Ovos e larvas de A. caninum vém sendo coletadas em amostras de fezes de cées de
locais publicos (COELHO, 2007; SILVA FRANCISCO et al., 2008), pelo fato de serem
levados pelos proprietarios a pracgas , eliminam fezes e contaminam o solo com vérias formas
parasitarias (SANTAREM et. al., 2004), constituindo um problema de Saude Publica,
causando a zoonose Larva Migrans Cuténea.

A prevaléncia em canideos é alta em paises de clima tropical e clima temperado em
todo o mundo (GRAMDEMANGE et al., 2006; TRAUB et al., 2008). As fases pré-
parasiticas, ovos e larvas desenvolvem-se no ambiente e sdo dependentes das condicOes
climéticas, sendo a temperatura de 25 a 30°C ideal para desenvolvimento (BALASIGAM,
1964).

No Brasil ndo existe relatos sobre o desenvolvimento dos ovos em baixas
temperaturas. Com o objetivo de conhecer melhor o desenvolvimento de ovos e larvas de
A.caninum submetidos a baixas temperaturas elaboramos esse estudo.
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1.2 REVISAO DE LITERATURA

Os cées podem ser infectados por diversos helmintos gastrintestinais, tais como,
Ancylostoma sp., Toxocara canis, Trichuris vulpis, Dipylidium caninum, e Taenia sp.
Infecgbes com endoparasitas causam diferentes sintomas clinicos dependendo da espécie do
parasita e carga parasitaria. A infecgdo pode variar de leve distdrbios gastrointestinais, como,
anorexia, baixo ganho de peso, perda de peso, anemia, desidratacdo e até evoluir a ébito
(BARUTZKI; SCHAPER., 2003).

Dos nematoides parasitas de cées, Ancylostoma sp.; € um dos mais frequentes e com
ampla distribuicdo (KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007).

Alguns nematdides de animais podem afetar naturalmente o homem, porém o ciclo de
vida ndo é finalizado por falta de estimulos adequados ou de outras condi¢fes metabolicas,
ndo conseguem evoluir até sua forma adulta ( REY, 2001). A Larva Migrans Cutanea (LMC)
é conhecida como dermatite serpinginosa ou “bicho geografico” e ¢ causada pela penetragido
ativa e migracdo de larvas de Ancylostoma sp. na pele de humanos causando erupcdo linear e
tortuosa na pele , geralmente muito pruriginosa (NUNES et al , 2000 ; PERUCA et al, 2009).

O risco de contaminacdo humana ndo estd limitado ao ambito domeéstico, pois,
frequentemente, os cédes sdo levados por seus proprietarios para passear em areas publicas
destinadas a recreacdo e os parasitados podem defecar nestes locais contaminando o ambiente,
favorecendo a infeccdo (CAPUANO; ROCHA, 2006).

Varios relatos da literatura demostraram a alta prevaléncia de ovos e larvas de A.
caninum (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al.,2002) em vérias cidades do Brasil (SCAINI et al.,
2003; LEITE et al., 2006 , ALMEIDA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009).

1.2.1 Influéncia da temperatura no desenvolvimento dos ovos de A. caninum

A. caninum é o nematdide mais patogénico do intestino delgado de cédes tendo grande
importancia em Medicina veterinaria, possui ampla distribuicdo em todo mundo, sendo
encontrado em paises de clima temperado e tropical e sua transmissdo ocorre por infeccdo
oral e/ou percutanea (DUNN, 1978;SOULSBY, 1987). A temperatura entre 25 a 35°C é
favoravel para incubacdo de ovos A. caninum, com méaxima eclosdo de larvas a 25°C e na
faixa de 30 a 35°C as larvas sdo maiores (BALASIGAM , 1964). O desenvolvimento das
formas infectantes oscila entre 25 a 30°C, faixa de temperatura 6tima para A. caninum, sendo
necessario aproximadamente uma semana para 0 desenvolvimento. Em temperaturas mais
baixas o desenvolvimento torna-se mais lento, por exemplo, a 15°C o desenvolvimento ocorre
em 22 dias e em torno de 9°C ocorre em nove dias (SOULSBY, 1987). Os ovos e larvas de A.
ceylanicum e A. tubaeforme tiveram o desenvolvimento acelerado quando a temperatura foi
elevada (MATTHEWS,1985). Kopp (2008) observou uma dimiuicdo de 40% no numero de
larvas de A.caninum viavéis apds descongelamento.

Fezes congeladas contendo ovos de A. caninum apresentam reducdo no OPG,
independentemente da técnica de diagndstico e da solucdo empregada. Os ovos sdo
danificados pelo processo de descongelamento (CRINGOLI et al, 2011).
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

-Avaliar a influéncia da temperatura sobre as diferentes fases de desenvolvimento de
ovos de A.caninum.

1.3.2 Objetivos especificos

-Verificar a variacdo de OPG (ovos por grama de fezes) de amostras estocadas a
+10°Ce - 4°C.

-ldentificar a variagdo do OPG de animais naturalmente infectados durante as estagOes
do ano.

-Observar as possiveis variacdes nas diferentes fases de desenvolvimento de ovos de
A. caninum recuperados de amostras de fezes estocadas a *10°C e -4°C e
posteriormente mantidos a = 25°C e 30°C, em diferentes estagdes do ano.

-Conferir a viabilidade dos ovos de A.caninum mantidos sob baixas temperaturas para
o0 desenvolvimento até L.
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1.4 MATERIAL E METODOS

1.4.1 Local

O estudo foi realizado no Laboratério de Helmintologia da Estacdo para Pesquisas
Parasitologicas W. O. Neitz do Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

1.4.2 Animais doadores

Foram utilizados cées naturalmente infectados por A. caninum como doadores de fezes
coletadas nas diferentes estacfes (outono, inverno e primavera) no periodo de abril a
dezembro. Esses animais foram mantidos em baias individuais e foi fornecido agua ad libitum
e racdo uma vez ao dia.

1.4.3 Delineamento experimental

e Estocagem de amostras de fezes a £10°C e -4°C, OPG e recuperacgdo de ovos de
A.caninum e avaliacdo pelo estimulo da temperatura de £25°C e 30°C

Amostras de fezes foram coletadas em recipiente pré-identificados durante cada
estacdo, para obtencdo de 720 gramas, ap6s homogeneizacdo uma amostra de quatro gramas
foi retirada para avaliagdo do OPG pela técnica de McMaster (GORDON; WHITLOCK,
1939). Um total de 36 amostras foram submetidas a baixas temperaturas, sendo 18 a
refrigeracédo (x10°C) e 18 sob congelagéo (- 4°C) em duplicata. Semanalmente, uma amostra
a £10°C e - 4°C dos dois grupos, com cinco gramas cada, foi processada e utilizada para
realizacdo do OPG pela técnica de McMaster e recuperagdo de ovos através da técnica de
flutuacdo (RODRIGUES; HONER, 1985), em que amostras fecais foram homogeneizdas com
solucdo saturada de agucar, o contedo filtrado em peneira contendo gaze para retencdo de
parte da sujidade e apds colocado em recipiente de plastico que possibilita a adesdo dos ovos
na parte superior , durante aproximadamente 40 minutos, ap6s este tempo o filtrado foi
cuidadosamente desprezado e com uma pipeta de Pausteur contendo agua , ovos aderidos na
parte superior do recipiente foram lavados e mantidos em placas de Petri sem adigdo de
qualquer substancia e imediatamente levados ao microscépio de luz, 100 ovos (100%) foram
contados e avaliados quanto ao estagio de desenvolvimento. Os ovos recuperados de +10°C e
- 4°C foram mantidos em placas de Petri em meio liquido &gua a temperatura de + 25°C e
outra amostra a 30°C .

e Avaliacdo das fases de desenvolvimento (mérula a L;) de A. caninum das
amostras estocadas
Logo apos a recuperacao dos ovos de amostras mantidas a +10°C e - 4°C foi realizada

a avaliacdo e contagem dos estagios de desenvolvimento. O mesmo procedimento foi
realizado 24 horas apds e as larvas (L;) sem motilidade foram consideradas mortas.
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e Recuperacao de larvas de terceiro estagio de A. caninum das amostras estocadas

As larvas de terceiro estagio (L3) de A. caninum recuperadas através da técnica de
coprocultura (ROBERTS; O'SULLIVAN, 1950) e a aliquota de 0,2 ml do total do volume
recuperado foi colocada em lIamina, levada ao microscépio de luz e quantificadas as larvas.

e Anélise estatistica

Foi utilizado o teste t - Student para os dados paramétricos e Mann-Whitney para os dados
ndo-parametricos e para a obtencdo de valores médios das diferentes fases de

desenvolvimento de A.caninum durante cada estacdo. O Programa estatistico utilizado foi o
Bioestat verséo 5.0.
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1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 pode ser observado valores de OPG de fezes estocadas a £10°C e - 4°C
durante o periodo do outono. Nota-se que 0 OPG de amostras a £10°C variou entre 2.850 a
12.800, valores menores e maiores em relagdo ao OPG inicial da massa fecal antes de ser
estocada. O OPG de amostras estocadas a - 4°C variou entre 0 a 300, valores muito baixos
guando comparados ao OPG inicial, concordando com Cringonli (2011) que afirma que fezes
congeladas contendo ovos de A.caninum apresentam reducdo no OPG e que 0s 0vos Sdo
danificados quando amostras sdo descongeladas. O OPG de fezes recém coletadas variou de
1.500 a 2.300 mostrando um reducdo na liberacdo de ovos de nematdides quando comparado
com o0 OPG do inicio do estudo.

A justificativa para o valor baixo de OPG a - 4°C pode ser o fato de ovos de
A.caninum precisarem de um periodo de tempo maior para flutuarem, visto que a técnica
empregada para a contagem de ovos nesse estudo é realizada com até 10 minutos apos o
processamento da amostra fecal.

Tabela 1. Valores de OPG’s semanal de fezes mantidas a +10°C e a -4°C, e de fezes recém-
coletadas, no periodo do Outono (25/4 a 20/6). O OPG inicial foi de 6.100 em 18/4/2011.

Datas OPG
Récem- +10°C -4°C
coletadas

7 d (25/4) 1.800 4.800 300
14 d (02/5) 2.100 12.800 250
21d (09/5) 1.700 7.600 150
28 d (16/5) 1.500 5.150 200
35d (23/5) 2.300 4.000 0
42 d (30/5) 2.000 3.800 50
49 d (06/6) 1.900 2.850 0
56 d (13/6) 1.750 3.700 0
63 dias (20/6) 2.200 4.750 0
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Nas fezes estocadas a £10°C e nas récem coletadas 0 OPG variou de 900 a 3.050 e de
1.800 a 3.400 respectivamente,valores diferentes do inicial que foi de 2.400. Das amostras
estocadas a - 4°C o OPG foi de zero , este fato pode ser explicado pela cristalizagcdo que
ocorre na casca dos ovos que dificultam sua habilidade de flutuar, como observado por
Nielsen ( 2011) em ovos de Strongylus sp. ap6s estoque em congelacéo (Tabela 2).

Tabela 2 . Valores de OPG’s semanal de fezes mantidas a £10°C e a -4°C, e de fezes recém-
coletadas, no periodo do Inverno (05/7 a 19/9/11). O OPG inicial foi de 2.400 em 28/6/2011.

Datas OPG
Récem- +10°C -4°C
coletadas

7d (05/7) 1.950 3.050 0
14 d (11/7) 2.100 2.100 0
21d (18/7) 1.800 1.750 0
28 d (25/7) 2.300 1.950 0
35d (01/8) 2.800 2.200 0
42 d (08/8) 2.800 1.050 0
49 d (15/8) 3.100 1.650 0
56 d (22/8) 3.400 1.750 0
63 d (29/8) 2.900 1.150 0
70 d (05/9) 2.600 1.250 0
77 d (12/9) 2.200 1.700 0
84 d (19/9) 2.500 900 0
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Na primavera pode ser observado que o OPG de fezes estocadas a £10°C oscilou entre
1.300 a 2.200, e em recém coletadas variou de 1.500 a 2.300, valores diferentes do inicial que
foi de 2.800. Das amostras estocadas a - 4°C o OPG foi zero , este fato pode ser explicado
explicado pela cristalizacdo que ocorre na casca dos ovos que dificultam sua habilidade de
flutuar, como observado por Nielsen (2011) em ovos de Strongylus sp. ap6s estoque em
congelacdo (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de OPG’s semanal de fezes mantidas a £10°C e a - 4°C, e de fezes recém-
coletadas, no periodo da Primavera (06/10 a 24/11/11). O OPG inicial foi de 2.800 em
29/9/2011.

Datas OPG
Récem- +10°C -4°C
coletadas

7d (06/10) 1.800 2.200 0
14 d (13/10) 2.100 2.000 0
21 d (20/10) 1.700 1.700 0
28 d (27/10) 1.600 1.900 0
35d (03/11) 1.900 1.800 0
42 d (10/11) 2.300 2.100 0
49 d (17/11) 1.800 1.800 0
56 d (24/11) 1.500 1.700 0
63 d (01/12) 1.700 1.300 0
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Somente a partir dos 35 dias foi possivel a manutencdo a 30°C , de ovos recuperados
de amostras estocadas a + 10°C. Todos o0s ovos observados e contados logo apos a
recuperacdo encontravam-se na fase de morula. Aos 35 dias observou-se 34% dos ovos
larvados a 25°C em contraste com 15% a 30°C demonstrando que provavelmente a
temperatura de 25°C foi mais favoravel para esta fase (Tabela 4).

Tabela 4. Datas de observag6es, no outono, das diferentes fases de desenvolvimento de ovos
e larvas de A.caninum estocados sob = 10°C e a estimulados a £25°C e 30°C, em percentagem
verificados semanalmente.

Datas +10°C = +25°C +10°C = 30°C

24 h 24 h
R M G OLLV Ol LM R ™M G OL LV Ol LM

25/4 (7 d) M* 0 37 55 8 0 O - - - - - - -
02/5 (14 d) M* 0 41 41 18 0 O - - - - - - -
09/5 (21 d) M* 0 57 42 1 0 O - - - - - -
16/5 (28 d) M* 02 55 42 1 0 O - - - - - - -

23/5(35d)  M* 05 57 4 M* 0 75@ 6 0 4

30/5 (42 d) M* 12 63 20 5 0 O M* 0 81 13 4 0 2

o
o

06/6 (49 d) M* 17 66 5 9 0 3 M* 6 56 28 9 0 O
13/6 (1 56d) M* 0 100 O 0O 0 0 M* 0 98 01 0 01

20/6 (63 d) M* 62 38 0 0 0 O M* 31 67 O 02 0 0

M*- Ovos classificados logo ap6s a recuperacdo em fase de moérula.

R - classificacdo da fase dos ovos imediatamente ap0s a recuperagao.

M — Morula; G — Géstrula; OL — Ovo larvado ;LV — larva viva Ol — Ovo invidvel; LM — Larva morta.
# Ovos recuperados aos 35 dias e mantidos a 30°C.
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Somente a partir dos 35 dias foi possivel a manutencdo a 30°C , de ovos recuperados
de amostras estocadas a - 4°C. Na tabela 5 estdo demonstrados os resultados do outono a -
4°C. As amostras mantidas a = 25°C, o desenvolvimento dos ovos nos dias 21 e 28
permaneceu em fase de morula . Aos 56 dias o desenvolvimento para gastrula alcangou um
elevado percentual ndo se observando desenvolvimento para as fases seguintes, concordando
com Balasigam (1964) que observou que 0s 0vos ndo resistiram ao congelamento quando
mantidos de 0°C a - 20°C.

Tabela 5. Datas de observag6es, no outono, das diferentes fases de desenvolvimento de ovos
e larvas de A.caninum estocados sob -4°C e a estimulados a +25°C e 30°C, em percentagem
verificados semanalmente.

Datas -4°C & +25°C -4°C = 30°C
24h 24h
M G OL LV Ol LM M G OL LV Ol LM

25/4 (7 d) M* 0 8 11 0 0 o0 - - - - - - -

02/5 (14 d) M* 14 86 0 0 0 O - - - - - -

09/5(21d)  M* 0
16/5(28d)  M* 0

23/5 (35 d) M* 10 90 0 0 0 O ™M* 89 11 0 0 0 O

o
o
o
o

1

1

1

1

1

1

1

o
o
o
o

1

1

1

1

1

1

1

30/5 (42 d) M* 9 91 0 0 O O ™M* 18 8 0 0 0 O

06/6 (49 d) M* 13 8 0 0 O O M* 22 78 0 0 O O

13/6 (56d)  M* 000 0 0 M* 0 100 0 0 0 O

20/6 (63 d) M* 73 27 0 0 0O O M* 5 49 0 0 01

M*- Ovos classificados logo ap6s a recuperacdo em fase de mérula.

R- - classificacdo da fase dos ovos imediatamente ap6s a recuperacao.

M — Morula; G — Gaéstrula; OL — Ovo larvado ;LV — larva viva ; Ol — Ovo inviavel; LM — Larva morta.
# Ovos recuperados aos 35 dias e mantidos a 30°C.
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Na tabela 6 observa-se que ovos de A.caninum recuperados de amostras armazenadas
sob + 10°C quando estimulados a temperatura de £25°C e 30°C, ndo diferiram quanto ao
percentual de desenvolvimento aos sete, 42, 49, 56 e 70 dias pos estoque. Somente aos 28 dias
observou-se ovos larvados a 30°C, sendo esta temperatura considerada favoravel ao
desenvolvimento de ovos de A.caninum por Balasigam (1964) e ao desenvolvimento de
formas infectantes por Soulsby (1987).

Tabela 6. Datas de observagdes, no inverno, das diferentes fases de desenvolvimento de ovos
e larvas de A.caninum estocados sob +10°C e estimulados a £25°C e 30°C, em percentagem
verificados semanalmente.

Datas +10°C + 25°C +10°C = 30°C
24h 24h
M G OL LV Ol LM M G OL LV Ol LM
05/7 (7 d) M* 0 (100)0 0 0 0 M* 0 @ 0 0 0 O

1/7(14d) M* 36 64 0 0 0 0 M* 16 8 0 0 0 0
187(1d) M* 63 37 0 0 0 0O M* 2377 0 0 0 O
257(28d) M+ 88 12 0 0 0 0 M- 0 8(18)0 0 0

01/8 (35d) M* 73 27 0 0 O O M* 5 41 0 O O O

08/8 (42d) M* 0 o 0 00 M* 0 00 O
158 (49d) M* 0 0 000 M 0 (1000 0 0 0
2218 (56d)  M* 0

29/8 (63 d) M* 23 7/ 0 O O O M* 12 8 0 0 0 O

05/9 (70d)  M* o M* 0 o 0 0 0

12/9 (77d) M* 100 O 0 0 0O M* 55 45 0 0 0 O

o

o

o
o
o
<

*
o
o
o
o
o

o
o
o
o

19/9 (84 d) M* 95 5 0 0 00 M* 78 22 0 0 0 O

M*- Ovos classificados logo ap6s a recuperacdo em fase de morula.
R- classificagdo da fase dos ovos imediatamente ap0s a recupera¢do M — Mérula; G -Gastrula; OL- Ovo larvado;
LV- Larva viva; OI- Ovo inviavel; LM - Larva morta.
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No inverno observou-se grande variacdo nas diferentes amostras analisadas e maior
percentual na fase de mérula, uma vez que sob congelacéo a evolucéo para a fase seguinte foi
reduzida ou ndo ocorre mesmo quando se eleva a temperatura para 25°C, na temperatura de
30°C observou-se elevado numero de ovos em gastrula na maioria das amostras, sugerindo
que a biologia dos ovos de A.caninum foi afetada pela estocagem em baixa temperatura o que
também foi citada por Balasigam (1964) (Tabela 7).

Tabela 7. Datas de observag®es, no inverno, das diferentes fases de desenvolvimento de ovos
e larvas de A.caninum estocados sob - 4°C e a estimulados a +25°C e 30°C, em percentagem
verificados semanalmente.

Datas -4°C= +25°C -4°C = 30°C
24 h 24 h
M G OL LV Ol LM M G OL LV Ol LM
05/7 (7 d) M* 12 8 0 0 0 0O M* 28 72 0 0 0 O

11/7 (14 d) M* 66 36 0 0 0 O M* 55 45 0 0 0 O
18/7 (21 d) M* 61 39 0 0 0 O M* 0 100 0 O 0 O
25/7 (28 d) M* 78 22 0 0 0 O M* 0 100 0 0 O O

01/8 (35d) M* 8 16 0 0 0 O M* 68 32 0 0 0 O

08/8 (42d)  M* oo 0 00 M* o
15/8 (49d)  M* oo 0 00 M* oo 0 00

22/8 (56 d) M* 89 11 0 O 0 0 M* 0 100 0 O O O

o
o
o
o

29/8 (63 d) M* 36 64 0 O O 0O M* 43 57 0 0 O0 O
05/9 (70 d) M* 0 100 0 O O O M* O 100 O O O O
12/9 (77d) M* 383 67 0 O OO0 M* 22 78 0 0 0O

19/9(84 d) M* 8 12 0 0 0 0 M* 69 31 0 0 0 O

M*- Ovos classificados logo ap6s a recuperagdo em fase de mérula.
R- classificacdo da fase dos ovos imediatamente apds a recuperacao
M — Mérula; G — Gastrula; OL — Ovo larvado; LV- Larva viva ; Ol — Ovo inviavel; LM — Larva morta.
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Observou-se que grande percentual dos ovos permaneceu em fase de mérula e aos 7
dias ocorreu desenvolvimento de ovo larvado a 25°C. A temperatura de 30°C, elevado
percentual de ovos permaneceu em fase de mérula, e de 3 a 10% para gastrula. Os resultados
revelam que neste periodo ndo ocorreu o estimulo para o processo de desenvolvimento,

mesmo apads os ovos terem sido submetidos a baixas temperaturas (Tabela 8).

Tabela 8. Datas de observages na primavera, das diferentes fases de desenvolvimento de
ovos e larvas de A.caninum estocados sob + 10°C e a estimulados a +25°C e 30°C, em

percentagem verificados semanalmente.

Datas +10°C = +25°C

+10°C = 30°C

24 h
M G OLLV Ol LM

o
o

06/20 (7d)  M*[93| 6 (10
13/10(14d) M* | 92| 7 C1)O0 0 O
2010 (21d) M* (6139 0 0 0 O
27/10(28d) M*[1000 0 0 0O 0 0
03/11(35d) M*[12000 0 0 0O 0 O
10/11(42d) M* |86|14 0 0 0 O
17/11(49d) M* |88|12 0 0 0 O
24/11(56d) M* (8020 0 0O 0 0

01/12 (63 d) M* 18416 0 O O O

M*

M*

M*

M*

M*

M*

M*

M*

M*

M G OL LV Ol LM

90

97

100

97

90

90

90

90

87

10

10

10

10

10

13

0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O
0 O

M*- Ovos classificados logo ap6s a recuperacdo em fase de mérula.
M — Mérula; G — Gastrula; OL — Ovo larvado; Ol — Ovo invidvel; LM — Larva morta.
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A temperatura de +25°C, de 50 a 100% dos ovos permaneceram em fase de morula,
com o desenvolvimento maximo de evolucao para gastrula aos 35 dias. E dos ovos mantidos a

30°C poucos evoluiram para gastrula, com o maximo de 27% aos sete dias (Tabela 9).

Tabela 9. Datas de observacbes na primavera das diferentes fases de desenvolvimento de
ovos e larvas de A.caninum estocados sob - 4°C e a estimulados a +25°C e 30°C, em
percentagem verificados semanalmente.

Datas -4°C = +£25°C -4°C = 30°C

24 h 24 h
M G OLLV Ol LM M G OL LV Ol LM
06/10 (7 d) M* 68 32 0 O M* 73 27 0 0
13/10 (14d) M* 60 40 0 O M* 76 24 0 0
20/10(21d) M* 67 33 0 O M* 95 5 0 0
27/10(28d) M* 100 0 0 O M* o 0 0
03/11 (35 d) M*@@ 0 0 M* 80 20 0 0
10/11 (42d)  M* 90 10 0 0 M* 96 4 0 0
17/11(49d) M* 83 17 0 0 M* 81 19 0 0
24/11(56d) M* 50 50 0 O M* 91 9 0 0
01/12(63d) M* 61 39 0 0 M* 88 12 0 0

M*- Ovos classificados logo ap6s a recuperagdo em fase de morula.
M — M6rula; G — Géstrula; OL — Ovo larvado; Ol — Ovo inviavel; LM — Larva morta.
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As L; recuperadas de fezes a £10°C por 7 a 14 dias apresentaram numeros elevados
(225 e 450) quando comparados com os demais periodos (Tabela 5). Comprovando que em
amostras a - 4°C a congelacdo interfere na biologia dos ovos ndo permitindo seu
desenvolvimento até L. Estes resultados estdo de acordo com Kopp (2008) que observou uma
diminuicdo de 40% de larvas viaveis ap6s o descongelamento de amostras de fezes.

Tabela 10. Recuperacgéo de larvas de terceiro estagio (L3) de A. caninum de coprocultura de
fezes estocadas a +10°C e - 4°C no Outono ( 25/4 a 20/6).

Datas Outono +10°C -4°C
7d (25/4) 225 zero
14 d (02/5) 450 zero
21 d (09/5) 60 Zero
28 d (16/5) 10 zero
35d (23/5) 05 zero
42 d (30/5) 10 zero
49 d (06/6) 20 zero
56 d (13/6) 10 zero
63 d (20/6) zero zero

- Recuperacéo de larvas de terceiro estagio (L3) de A. caninum de coprocultura de fezes
estocadas a £10°C e -4°C ,no Inverno (25/4 & 20/6) e Primavera (06/10 a 24/11/11).

Observou-se que ndo houve recuperacao de Lz de A. caninum no periodo do inverno e
da primavera em amostras estocadas a £10°C e - 4°C. Nestes periodos, ovos estocados a
baixas temperaturas tiveram a viabilidade afetada ndo se desenvolvendo até Lj. Estes
resultados concordam com os de KOPP (2008) que observou redugédo da viabilidade de L3
oriundas de ovos congelados.
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- Andlise Estatistica da avaliagdo de ovos de A. caninum no Outono, Inverno e
Primavera

Nas tabelas 11 (Outono) e 12 (Inverno) observou-se grande percentual de evolugédo
para a fase de gastrula quando os ovos foram mantidos sob refrigeracdo e congelagdo
colocados 25°e 30°C (P>0,05) e 0 maximo de 26,6 % de ovos larvados (P< 0,05). As demais
fases ocorreram percentual minimo ou o desenvolvimento cessou. Os resultados deste estudo
demonstraram que 0s ovos ndo sobrevivem bem & congelacdo mas podem ser avaliados por
numero de ovos por grama de fezes (OPG) quando mantidos sob + 10°C por até 9 semanas.
Resultados semelhantes foram observados por Cringoli et al (2011) que observou que ovos
sofrem danos nas membranas da casca.

Tabela 11. Valor médio de diferentes fases de ovos de A. caninum de amostras a = 10°C e -
4°C mantidos a +25°C e a 30°C no Outono.

Fases de +25°C 30°C

desenvolvimento

+10°C -4°C +10°C -4°C

X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP
Morula 10,9+ 20,1 354%°+ 422  762+134"  358°+347
Gastrula 57,1°£193 633"+ 417 7542+157  64,00+348
Ovo larvado 266" +208  12°%37 11,42+115 0,0°+0,0
Larva viva 51+ 59 0,0°+0,0 422+35 0,0°+0,0
Ovo inviavel 0,0° £ 0,0 0,0°+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Larva morta 0,3+ 1,0 0,0 +0,0 1,424+17 0,28+ 0,4

®Valores seguidos de mesma letra, na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem significativamente através do Mann-
Whitney a 5% de significancia (p<0,05). **Valores seguidos de mesma letra na mesma linha, em cada tratamento, ndo
diferem significativamente através do teste t Student a 5% de significancia (p<0,05). M= Média; D.P= Desvio-padréo.
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Tabela 12 . VValor médio de diferentes fases de ovos de A. caninum de amostras a + 10°C e -
4°C mantidos a +25°C e a 30°C no Inverno.

Fases de + 25°C 30°C
desenvolvimento
+10°C -4°C +10°C -4°C
X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP
Moérula
4822+ 427" 4542+362  286°+353  23,8°+282
Gastrula
51,82+ 42,7* 54,62 + 36,2* 70,3+ 34,5 76,32 + 28,2
Ovo larvado 0,0+0,0 0,0+0,0 1,12+ 3,8 0,0+0,0
Larva viva 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Ovo inviavel 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Larva morta 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

®Valores seguidos de mesma letra, na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem significativamente através
do teste Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). **Valores seguidos de mesma letra na mesma linha, em
cada tratamento, ndo diferem significativamente através do teste t Student a 5% de significancia (p<0,05). M=

Média; D.P= Desvio-padrao.
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Na tabela 13 (Primavera) observou-se que grande percentual dos ovos permaneceram
em fase de mérula que variou de 67,1 % ( - 4°C ) e 87,1% (£ 10°C ) mantidos a + 25°C (P<
0,05). e 86,7% (- 4°C) € 92,3 % (* 10°C) (P>0,05). Na fase de gastrula variou de 12,7 % (+
10°C) a 32,9 % ( - 4°C) mantidos a + 25°C (P< 0,05) e a 30°C de 7,7 % (+ 10°C ) a 13,3%
(-4°C) (P>0,05). Notou-se pequeno percentual de ovo larvado somente mantidos a * 25°C .

Tabela 13 . VValor médio de diferentes fases de ovos de A. caninum de amostras a + 10°C e
- 4°C mantidos a +25°C e a 30°C na Primavera.

Fases de +25°C 30°C

desenvolvimento

+10°C -4°C +10°C -4°C

X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP
Moérula 87,12+11,9" 67,1°+224" 9232+44 86,7°+96
Gastrula 12,7°+12,00 32,98+224" 77°+44 13,38+96
Ovo larvado 0,22+0,4 0,0°+0,0  0,18+03  0,0°40,0
Larva viva 0,0+0,0 0,0+0,0 00+00 00400
Ovo inviavel 0,0+0,0 0,0£0,0 00+00  00+0,0
Larva morta 0,0+0,0 0,0+0,0 00+00 0000

®alores seguidos de mesma letra, na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem
significativamente através do teste Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). **Valores seguidos
de mesma letra na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem significativamente através do teste t
Student a 5% de significancia (p<0,05). M= Média; D.P= Desvio-padréo.
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1.6 CONCLUSAO

As amostras de fezes contendo ovos de A. caninum podem ser avaliadas para OPG por
até 10 semanas quando estocadas a +10°C e ovos mantidos a - 4°C ndo resistem.

Ovos de A.caninum permaneceram em fase de gastrula durante o periodo de estudo.

Ovos de A. caninum recuperados no outono evoluiram até Ls apds estoque a +10°C
aos sete e 14 dias do outono.
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2 CAPITULO I

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO E SOBREVIVENCIA DE
OVOS DE Trichuris vulpis EM DIFERENTES TEMPERATURAS E DE
INFECCAO EXPERIMENTAL DE CAES
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2.1 INTRODUCAO

Cées sdo os hospedeiros definitivos de Trichuris vulpis, um nematoide gastrintestinal,
que causa a doenca conhecida como tricuriase que pode causar sintomas, tais como, anorexia,
baixo ganho de peso, perda de peso, anemia, desidratacdo e até evoluir a 6bito, dependendo da
carga parasitaria do animal (BARUTZKI;SCHAPER, 2003).

T.vulpis, vulgarmente conhecido como verme chicote caracteriza-se por um ciclo de
vida direto e pela resisténcia de seus ovos, que podem permanecer infectantes no ambiente
por muitos anos ( VENCO et al., 2011).

Nas Ultimas décadas uma série de estudos sobre a epidemiologia de parasitas de cées
vem sendo realizados em diferentes paises; como Alemanha, Argentina e Nigéria
(BARUTZKI, SCHAPER, 2003; FONTANARROSA et al, 2006; UGBOMOIKO et al, 2008).

O contato com fezes ou solo que contenham ovos embrionados de T. vulpis, serve
como fonte de infeccdo e possivelmente o desenvolvimento da Sindrome Larva Migrans
Visceral, antes sO atribuida ao Toxocara canis. Os sintomas clinicos sd@o dependentes da
severidade da infeccdo e da extensdo dos tecidos envolvidos. Estudos da morfologia e
imunoeletroforético do nematoide confirmaram caso de Larva Migrans Visceral causada por
T. vulpis (MASUDA et al., 1987).

No Brasil, sdo poucos os estudos sobre a biologia de Trichuris vulpis envolvendo
desenvolvimento e sobrevivéncia de ovos em baixas temperaturas e infeccdo experimental em
cdes adultos com diferentes numeros de ovos embrionados. Desta forma com o objetivo de
contribuir para o conhecimento sobre T.vulpis elaboramos este estudo.

A elucidacdo sobre aspectos da biologia, incluindo o periodo pré-patente, sdo
necessarios para criar estratégias de controle, com isso, sera possivel reduzir a infec¢do de
T.vulpis, tendo em vista que, o nematdide tem ampla distribuicdo mundial e grande
importancia em Medicina Veterinaria e Satde publica.
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2.2 REVISAO DE LITERATURA

2.2.1 Trichuris vulpis (Froelich, 1789)

Trichuris vulpis é um nematdide que habita o intestino grosso de canideos silvestres,
tais como, chacais, lobos e raposas e de cdes domésticos (KIRKOVA et al, 2006) . E um geo-
helminto com ciclo de vida direto e seus hospedeiros tornam-se infectados com a ingestéo de
ovos contendo a larva infectante. O efeito patogénico de T. vulpis sobre seus hospedeiros esta
totalmente elucidado (KIRKOVA,; DINEV, 2005).

Sdo pequenos nematdides que compreendem 4,5 a 7,5 cm e a sua cauda possui um
quarto do comprimento de todo o corpo (BOWMAN et al, 2002).

Ovos de T. vulpis, tém sido encontrados em amostras de terra de parques e em fezes de
cdes em outros ambientes publicos (DUNN et al., 2002), logo, a contaminagdo ambiental por
fezes de animais infectados é o principal fator de disseminacdo deste nematodide. Os ovos do
de Trichuris sdo formados por trés camadas distintas favorecendo a resisténcia a fatores
ambientais (FILLIPIS; NEVES, 2010), por muitos anos, 0 que aumenta a taxa de infeccéo ,
dificultando o controle da tricuriase (TRAVERSA, 2011).

2.2.2 Ciclo biolégico de T. vulpis

Os cdes se infectam ao ingerir ovos larvados com a L1 (forma infectante) no ambiente,
no intestino delgado eclodem as L; que penetram na mucosa onde sofrem trés mudas, se
direcionam para o limen e se fixam com sua extremidade anterior mais fina na mucosa, e
atingem a maturidade sexual em 30-107 dias (KIRKOVA; DINEV, 2005).

2.2.3 Periodo Pré-patente de T.vulpis

O periodo pré-patente foi determinado ap6s infeccdo experimental em sete caes,
variando entre 10 a 12 semanas, com média de 11 semanas (RUBIN, 1954). Em estudos
realizados por Kirkova et al (2006), o periodo pré-patente variou entre 14 a 16 semanas.

2.2.4 Perfil hematologico de cées infectados por T.vulpis

Em cées infectados, elevados valores de hemoglobina e hemoglobina corpuscular
média foram observadas entre 60 e 207 dias pds - infec¢do, diminuicdo do Volume
corpuscular médio entre os dias 15 e 35 e nenhuma alteracdo no volume globular, valores de
indice de hemoglobina e morfologia das células vermelhas do sangue. Além disso, uma
leucocitose com eosinofilia, neutrofilia (elevacdo dos neutrdfilos), linfocitopenia e
aprimorados taxa de sedimentacdo eritrocitica foram encontrados (KIRKOVA ; PETKOV;
GOUNDASHEVA, 2005).
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2.2.5 Frequéncia de ovos de T. vulpis em pracgas no Brasil

Vaérios estudos vém sendo realizados com o objetivo de se conhecer a frequéncia de
T.vulpis no Brasil, destacando-se:

- Rio Grande do Sul, em Balneério Cassino, 237 amostras coletadas, sendo 9,7%
positivas para T.vulpis ( SCAINI et al, 2003).

- Sd0 Paulo, em Ribeirdo Preto, 331 pools de fezes, tendo 15,7% de amostras positivas
para T.vulpis (CAPUANO; ROCHA, 2006).

- Santa Catarina, em Itapema, 150 amostras fecais de cdes foram coletadas em Meia-
Praia, observou-se trés (2 %) amostras positivas para Trichuris spp. (LEITE et al., 2006).

- S&o Paulo, em Aracatuba em 65 cdes eutanaziados, treze (20%) cées albergavam de 1
a 29 espécimes de T. vulpis (BRESCIANI et al., 2008).

- Goias, em Goiania, 201 amostras fecais, observou-se que duas (1%) por T.vulpis
(OLIVEIRA et al.,2009).

- Rio de Janeiro, 204 amostras de fezes, cinco amostras foram positivas para T. vulpis
(2,5%) (VASCONCELLOS et al., 2006).

O conhecimento da prevaléncia e incidéncia dos parasitas de animais domésticos que
possuem carater zoondtico é fundamental para o planejamento e elaboracdo de medidas
profilaticas, visando tanto o bem-estar e a sanidade do animal quanto a saude publica
(BRENER et al., 2005).

A implementacdo de medidas preventivas de controle, como prevencdo da defecagéo
em areas publicas, controle de cdes errantes, promocdo de leis protetoras de areas publicas,
além de tratamento periodico de cées levariam a diminuicdo da atual situacdo (ALMEIDA et
al, 2007).

2.2.6 Influéncia da temperatura no desenvolvimento dos ovos

A temperatura de 4,4°C a 5,7° C ndo ocorreu desenvolvimento de ovos, mas quando
transferidos para 33,3°C a 38,8° C as L; logo se desenvolveram. A 25,4°C a 32,2°C e 33,3°C a
38,8°C rapido desenvolvimento da larva foi observado com formacéo de L; em nove a dez
dias . A temperatura de 44,4°C ndo foi letal, mas foram necessarios 19 dias para a formacéo
de L;. A 48,3° C ndo ocorreu evolucédo até L, e os efeitos foram letais em 12 dias (RUBIN,
1954).

Os ovos alcangcam o estagio infectante em trés semanas, em condicBes favoraveis,
contudo, o desenvolvimento pode ser prolongado em baixas temperaturas, como entre 6 a
20°C, pois o desenvolvimento esta relacionado com a composi¢do do solo e da temperatura
(SOULSBY, 1982).

Foi observado que, mesmo quando ovos T. vulpis sdo expostos a temperaturas
extremas a viabilidade do ovo ndo ¢ afetada (TRAVERSA, 2011).

Em estudos sobre a flutuacdo sazonal em prevaléncia de nematoides gastrintestinais de
caes com potencial zoonotico, T.vulpis se mostrou prevalente nas diferentes estagdes exceto
no outono, estacdo na qual se mostrou menos prevalente, indicando que o parasita se adapta a
diferentes temperaturas (ANDRESIUK, 2007).
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo geral

-Avaliar a influéncia da temperatura sobre as diferentes fases de desenvolvimento de ovos de
T.vulpis de cdes naturalmente e experimentalmente infectados.

2.3.2 Objetivos especificos

- Verificar o OPG de amostras de fezes estocadas sob +10°C, -4°C e recém coletadas em
diferentes estacoes;

- Observar o desenvolvimento dos ovos de T.vulpis estocados sob +10°C e -4°C e
posteriormente mantidos a £25°C e 30°C, em diferentes estacdes do ano;

- Investigar se a quantidade de 500, 1.000 e 1.500 de ovos de T.vulpis é capaz de estabelecer
infeccdo em animais livres de nematodides;

- Verificar o OPG individual de cdes experimentalmente infectados para o conhecimento da
carga parasitaria em relacdo a quantidade de ovos inoculados e para o conhecimento do tempo
de duracéo da infeccdo;

- Investigar o perfil hematoldgico para notar as possiveis alteracbes sanguineas causadas pela
infeccdo experimental de T.vulpis;

- Observar o desenvolvimento de ovos de T.vulpis provenientes de fezes de cées

experimentalmente infectados para saber se existe diferenca quando comparados com cées
naturalmente infectados.
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2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Local

O estudo foi realizado no Laboratério de Helmintologia da Estacdo para Pesquisas
Parasitologicas W. O. Neitz do Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

2.4.2 Animal
2.4.3 Doador

Foi utilizado cao naturalmente infectado por T. vulpis como doador de fezes, coletadas
no outono e inverno de 2010 e verdo de 2011 e nas diferentes estagdes do ano de 2011
(outono, inverno e primavera) no periodo de abril a dezembro. Esse animal foi mantido em
baia individual, sendo fornecido dgua ad libitum e racdo uma vez ao dia.

2.4.4 Infeccéo experimental

Cées (n=4) que viviam em baias de alvenaria e apresentavam boas condi¢fes de salde,
pesando entre 17 a 20 Kg, tinham livre acesso a agua e racdo, foram cedidas pelo Laboratorio
de Hemoparasitos e vetores da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Duas semanas
antes da infeccdo, as cadelas foram separadas em gaiolas metalicas para a coleta de fezes
individuais e administrado vermifugo oral de amplo espectro composto por Pamoato de
Pirantel, Pamoato de Oxantel e Prazinquantel (Petzi Plus) suspensdo dose unica de acordo
com o peso do animal para eliminacdo de helmintos gastrintestinais. Foi realizado exame
hematologico e constatado que animais ndo estavam infectados com hemoparasitos. Duas
semanas apo6s a vermifugacdo foi realizada coleta de fezes individuais e constatado que
animais estavam livres de helmintos gastrintestinais (OPG zero).

2.4.5 Delineamento experimental

O objetivo do trabalho foi avaliar os estagios de desenvolvimento de ovos de T.vulpis
e a influéncia da temperatura sobre os estagios de desenvolvimento de ovos de T. vulpis de
cdo naturalmente infectado.

2.4.6 Estocagem de amostras de fezes a +10°C e - 4°C, OPG e recuperagdo de ovos de
T.vulpis

Amostras de fezes foram coletadas em recipientes pré-identificados durante cada
estacdo para obtencdo de 720 gramas, ap0s homogeneiza¢do, uma amostra de quatro gramas
foi retirada para avaliacdo do OPG pela técnica de McMaster (GORDON; WHITLOCK,
1939). Um total de 36 amostras, com 15 gramas cada, foram submetidas a baixas
temperaturas, sendo 18 mantidas sob refrigeragdo (£10°C) e 18 sob congelagédo (-4°C), em
duplicata. Semanalmente, uma amostra mantida a +10°C e outra a -4°C foi processada e
realizados o OPG e a recuperacdo de ovos através da técnica de flutuacdo (RODRIGUES;
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HONER, 1985). Os ovos recuperados de cada amostra foram colocados em placa de Petri e
imediatamente levados ao microscopio de luz, e 100 ovos foram contados e avaliados quanto
ao estagio de desenvolvimento. Os ovos recuperados de +£10°C e -4°C foram mantidos em
placas de Petri a temperatura ambiente (£25°C) e outra amostra a 30°C (BOD).

2.4.7 Avaliacdo das fases de desenvolvimento de ovos de T. vulpis

Imediatamente apds a recuperagdo dos ovos foi realizada a avaliagdo das fases de
desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, e apos trés, sete, dez, 15, 20, 25 e 30 dias
(observacgOes) os ovos foram novamente avaliados e classificados conforme seu estagio de
desenvolvimento.

2.4.8 Infeccdo experimental em cées

Ovos de T. vulpis recuperados de fezes de cdo naturalmente infectado foram mantidos
em meio aquoso sem adicdo de qualquer substancia em temperatura ambiente (25°C £ 2°C)
até a observacao da larva infectante. Trés animais foram infectados via oral com quantidade
de 500, 1.000 e 1.500 ovos embrionados de T. vulpis respectivamente com auxilio de pipeta
de Pasteur, um cdo permaneceu como controle. A idade dos ovos inoculados em cées variou
entre 18 a 35 dias apos o desenvolvimento da larva.

2.4.9 OPG de cées infectados experimentalmente por T.vulpis

A partir da sexta semana exames coprologicos foram realizados por pool de fezes
através da técnica de McMmaster (GORDON; WHITLOCK, 1939) com a finalidade de
observar a eliminacdo de ovos. E a partir da 112 semana os animais foram separados em baias
individuais e 0 OPG passou a ser individualizado para estimar a carga parasitaria em relagédo a
quantidade de ovos de T. vulpis inoculados, e conhecer a duracdo da infecgéo.

2.4.9.10 Perfil hematoldgico de caes infectados

Foram realizados hemogramas durante uma, trés, seis, nove, doze e quinze semanas
pos-infeccdo com o objetivo de verificar possiveis alteragdes causadas pela infeccéo
experimental de T.vulpis.

4.10.11 Avaliacdo das fases de desenvolvimento de ovos de T. vulpis de caes
experimentalmente infectados

Imediatamente apds a recuperacdo dos ovos foi realizada a avaliagdo das fases de
desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, e apés trés, sete, dez, 15, 20, 25 e 30 dias
(observacgdes) os ovos foram novamente avaliados e classificados conforme seu estagio de
desenvolvimento.

2.4.10.12 Analise estatistica
Foi utilizado o teste de Mann-Whitney e t — Student para obtencdo de valores médios das

diferentes fases de desenvolvimento de T.vulpis durante cada estacdo. O Programa estatistico
utilizado foi o Bioestat versao 5.0.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Avaliacdes de OPG de amostras de fezes estocadas sob +10°C, - 4°C e recém
coletadas em diferentes estacdes

Observou-se que nas fezes mantidas a - 4°C o valor para OPG foi mais elevado, e que
houve uma acentuada varia¢ao nesses valores para as fezes frescas.

Tabela 1. Valores de OPG’s semanal de fezes mantidas a £10°C e a - 4°C, e de fezes recém-
coletadas, no periodo do Outono. O OPG inicial foi de 5.200 em 18/4/2011.

Data OPG
Recém- +10°C -4°C
coletadas

25/4 (7d) 9.100 8.550 6.650
02/5 (14d) 4.200 3.050 7.300
09/5 (21d) 9.150 7.200 7.850
16/5 (28d) 4.650 6.500 6.400
24/5 (35d) 1.500 5.500 9.550
31/5 (42 d) 1.750 4.150 7.400
07/6 (49d) 2.800 3.500 5.300
13/6 (56d) 1.900 5.350 10.650
20/6 (65d) 3.150 7.100 8.650
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Observou-se que nas fezes mantidas a - 4°C o valor para OPG foi mais elevado. Nos
OPG’s de fezes frescas do inverno observou-se que ocorreu variacdo durante toda a estacédo
com picos em final de julho e inicio de agosto o que pode estar relacionado com as condi¢des
climaticas, devido a temperatura ser mais baixa (no periodo seco de abril a setembro).

Tabela 2 Valores de OPG’s semanal de fezes mantidas a £10°C e a - 4°C, e de fezes recém-
coletadas, no periodo do Inverno. O OPG inicial foi de 2.350 em 28/7/2011.

Datas OPG
Recém- +10°C -4°C
coletadas

7 dias (05/7) 1.650 3.450 2.850
14 dias (11/7) 1.600 3.600 4.700
21 dias (18/7) 1.950 4.150 3.700
28 dias (25/7) 3.800 3.200 4.700
35 dias (01/8) 3.800 3.200 2.900
42 dias (08/8) 1.900 3.800 2.800
49 dias (15/8) 1.700 1.700 4.850
56 dias (22/8) 2.100 1.850 3.500
65 dias (29/8) 2.000 4.150 3.000
72 dias (05/9) 2.900 2.350 3.500
79 dias (12/9) 2.400 2.850 3.650
86 dias (19/9) 2.000 2.100 3.750
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Observou-se que os valores de OPG de fezes mantidas a £10°C oscilou de 2.000 a
3.000 e o das amostras a - 4°C variou de 1.900 a 3.300. Nos OPG’s de fezes frescas da
primavera o OPG variou de 1.700 a 2.300.

Tabela 3 Valores de OPG’s semanal de fezes mantidas a +10°C e a - 4°C, e de fezes recém-
coletadas, no periodo da Primavera. O OPG inicial foi de 3.100 em 29/10/2011.

Datas OPG
+10°C -4°C Recém coletadas
7 dias (06/10) 2.900 2.700 2.100
14 dias (13/10) 3.000 3.300 1.800
21 dias (20/10) 2.800 2.900 1.900
28 dias (27/10) 2.000 1.900 1.700
35 dias (03/11) 2.500 2.300 1.900
42 dias (10/11) 2.900 2.700 2.300.
49 dias (17/11) 2.700 2.100 1.800
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2.5.2 Avaliagdes preliminares: desenvolvimento dos ovos em duas diferentes
temperaturas

Na tabela 4 estdo apresentados os resultados sobre a avaliacdo de ovos recuperados e
mantidos em £25°C, foi observado o desenvolvimento de larva em 26 dias, enquanto que oS
mantidos sob +10°C n&o ocorre desenvolvimento.

Tabela 4. Datas de observacdes das fases do desenvolvimento de ovos de T.vulpis
recuperados de fezes frescas e mantidos em +£10°C e £25°C a partir de 25/05/2010 até a
observacao de ovos larvados.

Data +25°C +10°C
28/5 (3 d) Morula Unicelulares
31/5 (6 d) Mérula Unicelulares
07/6 (13 d) Morula Unicelulares
10/6 (16 d) Moérula Unicelulares
17/6 (23 d) Géstrula Unicelulares
21/6 (26 d) Ovos larvados Unicelulares
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Na tabela 5 observa-se que ovos recuperados e mantidos em +25°C foi notado o
desenvolvimento de larva em 29 dias, enquanto que os mantidos sob +10°C ndo ocorre

desenvolvimento.

Tabela 5 . Avaliagdo do desenvolvimento dos ovos de T.vulpis recuperados de fezes frescas e

mantidos em +10°C e £25°C a partir de 07/09/2010 até a observacédo de ovos larvados.

Datas 25 °C +10°C
13/9 (6d) Morula Unicelulares
17/9 (10d) Moérula Unicelulares
20/9 (13d) Morula Unicelulares
22/9 (15d) Moérula Unicelulares
24/9 (17d) Géstrula Unicelulares
28/9 (20d) Géstrula Unicelulares
07/10 (29d) 100% ovos larvados Unicelulares

Observou-se que ovos recuperados e mantidos em £25°C foi observado o
desenvolvimento de larva em 11 dias, mais rapido quando comparados a outras observacoes,
mostrando que a temperatura tem influéncia no desenvolvimento da larva, confirmando com
Rubin (1954), enquanto que os mantidos sob +10°C nédo ocorreu desenvolvimento (tabela 6).

Tabela 6 . Avaliacdo do desenvolvimento dos ovos de T. vulpis recuperados de fezes
frescas mantidos em +£10°C e £25°C a partir de 30/01/2011 até a observacdo de ovos larvados

(dados preliminares).

Data +25°C +10°C
Dia 01/02 ( 2d) Morula Unicelulares
Dia 03/02 (4d) Morula Unicelulares
Dia 07/02 (8d) Gastrula Unicelulares
Dia 09/02 (10d) Géstrula formagéo nitida da larva Unicelulares
Dia 10/02 (11d) 100 % dos ovos larvados Unicelulares
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2.5.3 Avaliacdo do desenvolvimento dos ovos de T. vulpis estocados em baixas
temperaturas, na Estacdo do Outono

e Amostras estocadas a +10°C

Observou os resultados de ovos mantidos a £25°C, aos 30 dias apds cada recuperacéo,
nota-se que grande parte dos ovos ndo embrionaram e apenas na Ultima observagdo houve
100% dos ovos larvaram, no periodo o percentual de ovos larvados variou entre 15 a 100%.
Pode-se afirmar que a temperatura ndo estimulou o desenvolvimento de larvas apds estoque
das amostras sob £10°C mesmo estando 0s ovos mantidos na faixa de temperatura favoravel
para embrionamento citada por Rubin (1954) (tabela de dados em anexo).
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Figura 1. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de £10°C (refrigeracdo) e estimulo
a £25°C sobre as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 63 dias
no Outono.

Observou-se os resultados de ovos mantidos a 30°C, aos 30 dias apds cada
recuperacgdo, o percentual de ovos embrionados variou de 0 a 100%. Observa-se numero de
ovos larvados aos 30 dias foi maior quando comparado aos mantidos a + 25°C, mostrando que
a 30°C houve um estimulo ao desenvolvimento da larva apds o estoque de amostras de fezes a
+10°C. Esta temperatura estd de acordo com a temperatura favoravel ao desenvolvimento de
larvas citada por Rubin (1954) (tabela de dados em anexo).
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Figura 2. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de £10°C (refrigeracdo) e estimulo
a 30°C sobre as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 63 dias
no Outono.

e Amostras estocadas a - 4°C

Observou-se o0s resultados de ovos mantidos a +25°C, aos 30 dias apOs cada
recuperacdo, a taxa de embrionamento dos ovos foi de 0 a 61%. Nota-se que a = 25°C o
estimulo ao desenvolvimento foi baixo visando que apenas quatro observagdes obtiveram
ovos larvado, ndo sendo a temperatura capaz de estimular ovos larvados (tabela de dados em
anexo).
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Figura 3. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de -4°C e estimulo a +25°C sobre
as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 63 dias no Outono.
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Observou- se os resultados de ovos mantidos a 30°C, aos 30 dias ap6s cada
recuperacdo, variou de 25 a 100% a taxa de embrionamento, com destaque para sete
observacdes que tiveram taxa de embrionamento entre 61 a 100%, afirmando que esta
temperatura tem maior influencia no desenvolvimento da larva em ovos estocados a -4°C
(tabela de dados em anexo).
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Figura 4. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de -4°C e estimulo a 30°C sobre as
fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 63 dias no Outono.

2.5.4 Avaliacdo do desenvolvimento dos ovos de T.vulpis estocados em baixas
temperaturas, no Inverno

e Amostras estocadas a +10°C

Observou-se os resultados de ovos mantidos a 25°C, aos 30 dias ap06s cada
recuperacdo, o percentual de embrionamento de ovos foi entre 3 a 100%. Com destaque para
apenas duas observacOes que ndo foi registrada a presenga de ovos larvados. Nota-se que
houve um estimulo maior ao desenvolvimento de larvas quando comparados ao periodo do
outono (tabela de dados em anexo).

57



+10°C map #25°C

100 4 M

Percentual de ovos

"L | B

7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 7 84

Dias

BMoérula OGastrula B Ovo Larvado

Figura 5. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de +10°C e estimulo a £25°C sobre
as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 84 dias no Inverno.

Observou-se os resultados de ovos mantidos a 30°C, aos 30 dias apds cada
recuperacdo, o percentual de ovos embrionados variou de 65 a 100%. Das doze observacdes
realizadas, nove tiveram 100% de ovos embrionados. A temperatura de 30°C esté entre a
faixa favoravel ao desenvolvimento da larva citada por Rubin (1954) estimulou em grande
parte os ovos desse periodo (tabela de dados em anexo).
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Figura 6. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de +10°C e estimulo a 30°C sobre
as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 84 dias no Inverno.
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e Amostras estocadas a - 4°C

Notou-se que entre as doze observacdes realizadas, quatro ndo tiveram ovos larvados e
em oito observagdes a taxa de ovos larvados variou de 2 a 100%, sendo que somente uma
observacao alcancou 100% de ovos larvados (tabela de dados em anexo).
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Figura 7. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de -4°C e estimulo a +25°C sobre
as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 84 dias no Inverno.

Observou-se os resultados de ovos mantidos a 30°C, a taxa de ovos embrionados
variou entre 20 a 100%, apenas em trés observacOes ndo foi observada a presenca de ovos
larvados. Percebeu-se que a 30°C a taxa de embrionamento dos ovos foi maior que em ovos
mantidos a £25°C (tabela de dados em anexo).
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Figura 8. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de - 4°C e estimulo a 30°C sobre as
fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 84 dias no Inverno.
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2.5.5 Avaliagdo do desenvolvimento dos ovos de T. vulpis estocados em baixas
temperaturas, na Primavera.

e Amostras a + 10°C

Observou-se um elevado percentual de ovos larvados aos 30 dias para 0S 0vOS
mantidos a +25°C. Este resultado demonstra que a temperatura estimulou o desenvolvimento
de larvas conforme citado por Rubin (1954) (tabela de dados em anexo).
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Figura 9. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de +10°C e estimulo a +25°C sobre
as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 49 dias na Primavera.

Nos ovos mantidos a 30°C, notou-se que todos larvaram aos 20 dias, destacando que o
estimulo de 30°C diminui o tempo requerido para embrionamento dos ovos neste periodo.
Esta temperatura ¢ favoravel ao desenvolvimento conforme verificado anteriormente por
Rubin (1954) (tabela de dados em anexo).
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+10°C = 30°C
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Figura 10. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de +10°C e estimulo a 30°C sobre
as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 49 dias na Primavera.

e Amostrasa-4°C

Observou-se que ovos mantidos a + 25°C apds estoque sob baixas temperaturas
alcancou 100% de ovos larvados aos 25 dias apds recuperacao. Este resultado revela que o
estimulo da temperatura observada foi favoravel ao desenvolvimento de L; em ovos de
T.vulpis (tabela de dados em anexo).
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Figura 11. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de -4°C e estimulo a £25°C sobre
as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 49 dias na Primavera.

Em ovos mantidos a 30°C, também foi notado que 100% de todos os recuperados no
periodo atingiram 100% de ovos larvados, demonstrando que a faixa de temperatura
observada foi capaz de estimular o desenvolvimento dos ovos apds serem submetidos a baixas
temperaturas (tabela de dados em anexo).
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Figura 12. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de -4°C (congelagéo) e estimulo a
30°C sobre as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis, no periodo de sete a 49 dias na

Primavera.
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2.5.6 Infeccdo experimental em cées

Na 112 semana (79 dias) observou-se a eliminagdo de ovos de T.vulpis nas fezes de
dois cdes e a partir dai OPG passou a ser individual.

Tabela 7- Quantidade de ovos larvados inoculados em cées infectados por T.vulpis e resultado
do OPG individual semanal de cées.

NuUmero OPG
de ovos
Caes larvados 112 122 132 142 182 192 2028 242 282 302

1 500 - - - - # # # # # #

2 1.000 3.000 17.150 13.150 5.650 1550 5.750 2500 2.950 2.750 2.900

3 1.500 50 50 150 100 50 100 0 150 150 100

Neste estudo o periodo pré-patente estabeleceu-se a partir da 112 semana, concordando
com a faixa de tempo encontrada por Rubin (1954), que foi de 10 a 11,5 semanas, mas
discordando do periodo, mais longo 3 semanas, descrito por Kirkova (2006) que estabeleceu o
periodo de 15 a 16 semanas. Este fato pode ser explicado pelas variagdes climaticas que
influenciam o desenvolvimento dos animais e dos parasitos e das diferencas individuais de
cada animal, em varias regides do mundo. Nos cdes inoculados com 1.000 e 1.500 ovos de T.
vulpis observou-se eliminacdo de ovos a partir da 112 semana pds-infeccdo e o OPG variou de
17.150 a 1.550 (céo 2) e de 50 a 150 ( cdo 3).( Tabela 1). O cdo infectado com 500 ovos ndo
eliminou ovos de T.vulpis até a 14 semana e ocorreu 0 Obito do animal sem relacdo com a
infecco, necropsia foi realizada e nenhum T. vulpis adulto foi encontrado no intestino grosso
e ceco do cdo . Uma unica fémea de T vulpis pode eliminar até 2.000 ovos por dia (Levine,
1980) e Reinecke (1983) considera infeccdo suave até 5.000 OPG; moderada de 5.000 a
25.000 e severa acima de 25.000 ovos. Desta forma consideramos a infeccdo obtida no
presente estudo como baixa de acordo com Reinecke (1983).

2.5.6.1 Perfil hematoldgico de cées experimentalmente infectados
o NuUmero de hemacias

Nos animais infectados ocorreu variacdo de 5.000 a 7.800 estando dentro dos valores
de referéncia, com destaque para a reducdo na 3? semana do céo infectado com 1.000 ovos de
T.vulpis. Comparando com os valores de referéncia observou-se que apesar desta variacdo 0s
valores estdo dentro da faixa de referéncia que é de 5,5-8,5 uL (BRUNO et al., 2006).
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O aumento do numero de hemécias também foi observado em estudos realizados por Kirkova

(2005).
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Figura 13. Namero de hemacias em caes infectados por T.vulpis e controle durante o periodo

pré-patente.

. Volume globular

Os valores para o volume globular dos cdes infectados diminuiu com o tempo de
infeccdo, com destagque para a queda acentuada no cdo infectado com 1.500 ovos de T.vulpis
na sexta semana e aumento progressivo entre a 9° e 15° semana e queda brusca na 26°

semana.
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Figura 14. Volume globular de cées infectados por T.vulpis e controle durante o periodo pre-

patente.
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° Concentracdo de hemoglobina corpuscular média

A partir da 3% semana os valores de concentragdo de hemoglobina corpuscular média
houve pouca alteracéo e os valores de cdes infectados e cdo controle foram proximos. O valor
de referéncia para cdes € de 32 a 36 ( g/dL). Os cdes apresentaram valores na faixa do valor da
partir da 2% semana pos-infeccdo. Na avaliagdo hematoldgica realizada por Kirkova et
al.(2005) observou uma diminui¢do na concentragdo de hemoglobina corpuscular média entre
os dias 15 e 35 dias pos-infec¢éo.
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Figura 15. Concentracdo de hemoglobina corpuscular média em cées infectados por T.vulpis e
controle durante periodo pré-patente.

° NuUmero de Plaguetas

Os cédes apresentaram variacdo nos valores de plaquetas dentro da faixa de referéncia de
200.000 a 500.000 pL (BRUNO et al., 2006). Na 32 semana, cdo infectado com 1.000 ovos
apresentou queda brusca apresentando 193.000 plaquetas, nimero menor que os de referéncia.
Nas demais andlises, constatou-se a recuperacdo no numero de plaquetas que se dentro dos
valores de referéncia.
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Figura 16. Numero de plaquetas em cées infectados por T. vulpis e controle durante o periodo
pré- patente.
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° NUmero de Linfécitos

Na 26° semana no cao que foi infectado com 1.500 ovos de T.vulpis, ultrapassando a
faixa do ideal enquanto nos outros cées infectados e controle os valores pouco variaram
permanecendo na faixa de referéncia para cées que é de 1.000 a 4.800 mm?®.
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Figura 17. Namero de linfocitos de cées infectados por T. vulpis e controle durante o periodo
pré-patente.

° NUmero de eosinéfilos

O numero de eosinofilos do cdo com maior dose de ovos de T.vulpis apresentou grande
aumento até a 6% semana e depois desse periodo ocorreu ligeira queda no nimero de
eosinofilos. Enquanto que os caes infectados com 500 e 1.000 ovos respectivamente
mantiveram-se na faixa de valores de referéncia. O cdo controle também apresentou um
aumento no namero de eosindfilos entre a 6% e 122 semana pos-infeccdo. O ndmero de
eosindfilos ideal é de 100 -1.250 mm 3. No estudo realizado por Kirkova também foi notado o
aumento de eosinofilos em cées infectados.
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Figura 18. Numero de eosinofilos de cées infectados por T.vulpis e controle durante o periodo
pré-patente.
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Os experimentos relatados em Kirkova (2005) referem-se a dose de 10.000
ovos/kg/peso ndo podendo ser comparado com os do presente estudo, onde se tentou
reproduzir o modelo de infeccdo mais proximo do que ocorre naturalmente.

2.5.7 Avaliacdo do desenvolvimento dos ovos de T. vulpis estocados em baixas
temperaturas obtidos de cdo com monoinfecg¢éo experimental na Primavera.

o Amostras a £10°C

Em ovos recuperados de amostras de fezes de cdo experimentalmente infectado, nota-
se que apds estoque sob +10°C, 100% dos ovos mantidos a +25°C, apresentaram-se larvados
aos 25 dias. Observou se que nao existe diferenca quando comparados ao desenvolvimento de
ovos de cées naturalmente infectados (tabela de dados em anexo).
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Figura 19. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de +10°C (refrigeracdo) e
estimulo a +25°C sobre as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis provenientes de
cdes experimentalmente infectados, no periodo de sete a 35 dias na Primavera.

Observou-se que 0s ovos mantidos a 30°C apds recuperacao, apresentaram L; formada
aos 20 dias, demonstrando que esta temperatura estimulou mais rapidamente a formacéo de
larva de T.vulpis. Esta temperatura é favoravel ao desenvolvimento conforme observado por
Rubin (1954) (tabela de dados em anexo).
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+10°C = 30°C
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Figura 20. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de +10°C (refrigeracdo) e
estimulo a 30°C sobre as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis provenientes de caes
experimentalmente infectados, no periodo de sete a 35 dias na Primavera.

) Amostras a - 4°C

Notou-se que em ovos mantidos a + 25°C, o percentual de ovos larvados variou de 72
a 100% aos 30 dias apds recuperacdo, mesmo 0s ovos estando mantidos em temperatura
favoravel ao desenvolvimento de L; (tabela de dados em anexo).
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Figura 21. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de -4°C e estimulo a £25°C sobre
as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis provenientes de cdes experimentalmente
infectados, no periodo de sete a 35 dias na Primavera.
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Observou-se que todos os ovos recuperados no periodo mantidos a 30°C atingiram
100% dos ovos larvados aos 30 dias (tabela de dados em anexo).
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Figura 22. Influéncia do tempo de estocagem a temperatura de -4°C (congelagéo) e estimulo a
30°C sobre as fases de desenvolvimento dos ovos de T. vulpis provenientes de caes
experimentalmente infectados, no periodo de sete a 35 dias na Primavera.
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2.5.8 Andlise estatistica da avaliacdo do desenvolvimento de ovos de T.vulpis (Outono,
Inverno, Primavera e Primavera cédes com monoinfeccao experimental)

Na tabela 8 (Outono) observa-se que aos 7 dias a fase de morula variou de 54,9 %

(-4°C) a 100% ( - 10°C) (P<0,05) e diminuicéo gradativa desta fase e elevacédo para a fase de
gastrula nas temperatura de + 10°C e - 4°C (P>0,05).0vos larvados foi observado aos 25 dias
em abas as temperaturas ( P>0,05). Na tabela 9 ( Outono) notou-se aos 7 dias presenca de
morula , que variou de 45,8% (- 4°C) a 46,1% (x 10°C) (P>0,05) e géstrula 9,4% (+ 10°C) a
9,8 % (- 4°C) e observou-se a presencga de ovos larvados aos 10 dias e aumento gradativo até

aos 30 dias ( P>0,05).

Tabela 8 . Valor médio de diferentes fases de ovos de T.vulpis de amostras a £ 10°C e - 4°C
mantidos a £25°C no Outono.

+25°C
Moérula Géstrula Ovo larvado
Dias

(10°C) (- 4°C) (10°C) (- 4°C) (10°C) (- 4°C)

X*+DP X*xDP X*:DP X*xDP X*xDP X*:DP
3 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0£0,0
7 100,0°+0,0 54,9°+ 52,1 0,0+0,0 0,7%+£2,0 0,0+£0,0 0,0£0,0
10 95,1°+10,0 91,3*+10,1 4,9°+10,0 8,7°+10,1 0,0+£0,0 0,0£0,0
15 80,3°+ 27,4 81,72+242 19,7°+274 183%+2472 0,0+£0,0 0,0£0,0
20 54,62+ 355 68,42 +251 454%+355 316°%+251 0,0+0,0 0,0+0,0
25 39,82+ 35,2 4442+30,2 499°+357 5512+30,0° 10,3*+31,0 04%+13
30 30,32+ 39,9 24,82+355 436%°+36,9 557%+322 261%°+389 196°%°+27.2

®Valores seguidos de mesma letra, na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem significativamente através
do Mann-Whitney a 5% de significincia (p<0,05). ** Valores seguidos de mesma letra na mesma linha, em cada
tratamento, ndo diferem significativamente através do teste t Student a 5% de significancia (p<0,05). M= Médig;
D.P= Desvio-padréo.
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Tabela 9. Valor médio de diferentes fases de ovos de T.vulpis de amostras a + 10°C e - 4°C
mantidos a 30°C no Outono.

30°C
Morula Géstrula Ovo larvado
Dias
(10°C) (-4°C) (10°C) (-4°C) (10°C) (-4°C)
X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP
3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

7 59,62 + 40,0 80,38+28,  94°+255 9,8%°+255 0,0+0,0 0,0£0,0
10  46,12+498  458°+4951 260°+282 184°+284 11,6°+332 0,1°+03

15  39,82+41,7  306°+365 487%°+430" 38,7°+357 16,7°+33,2 30,8°+445
20 12,72 +17,7 512+10,3 50,6*+37,4" 389°+336  368°+41,9 56,0°+39,0
25 3,0+ 4,2 512+10,3 54,1°+414" 321°+345 429%°+433 56,6°+£395

30 1,74+ 3,4 1,68+4,7 446%+ 445" 242°%+277 538%+460 742°+305

®alores seguidos de mesma letra, na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem
significativamente através do Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). ** Valores seguidos de
mesma letra na mesma linha, em cada tratamento, nao diferem significativamente através do teste t

Student a 5% de significancia (p<0,05). M= Média; D.P= Desvio-padrao.

Na tabela 10 observou-se a presenca de morula até aos 30 dias nas duas temperaturas de
estocagem (z 10°C e -4°C) (P>0,05). A fase de gastrula aos 7 dias variou de 10,4% ( - 4°C) a 21 %
(x 10°C). A presenca de ovo larvado foi notada aos 15 dias com percentual que variou de 15.8 %
(-4°C)e51.7 % (£ 10°C) (P>0,05) e aos 30 dias variou de 15,8 % ( - 4°C) a51,7% (+ 10°C). Na
tabela 11 (Inverno) observou-se 0 mesmo percentual de 83,3% ( P>0,05) para mérula em ambas
temperaturas. E elevacdo para a fase de gastrula. Aumento gradual no percentual de ovos larvados foi
notado dos 7 aos 30 dias, valores de 39,8% ( - 4°C) e 94,4% (z 10°C) (P<0,05).
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Tabela 10 . Valor médio de diferentes fases de ovos de T.vulpis de amostras a + 10°C e

- 4°C mantidos a £25°C no Inverno.

+ 25°C
Moérula Géstrula Ovo larvado
Dias
10°C -4°C 10°C -4°C 10°C -4°C
X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP
3 83,32+ 38,9 83,32+ 38,9 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+£0,0 0,0£0,0
7 96,32+ 7,1 95,0+ 11,8 38171 50°+11,8 0,0£0,0 0,0£0,0
10 70,32+ 24,5 7572+285 29,72+245 24,3*+285 0,0£0,0 0,0£0,0
15  40,82+33,1° 61,3*+355 5722+315 37624340  2,0°+58 1,12+3,8
20 14,52 £ 27,9 29,3*+296 66,7°+356 683*+277 188+329 2,3*+£5,6
25 6,82+ 16,1 1478+232 56,60+39,3 741°+294 36,74+42,7 11,3*+26,0
30 1,92+6,6 3,32+8,38 46,42 +421 7342+34,6 51,7°+439 158°+283
®alores seguidos de mesma letra, na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem

significativamente através do teste Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). **Valores seguidos
de mesma letra na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem significativamente através do teste t

Student a 5% de significancia (p<0,05). M= Média; D.P= Desvio-padréo.
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Tabela 11. Valor médio de diferentes fases de ovos de T.vulpis de amostras a £ 10°C e -
4°C mantidos a 30°C no Inverno.

30°C
_ Morula Gastrula Ovo larvado
Dias
10°C -4°C 10°C -4°C 10°C -4°C
X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP
3  8332+389  8332+389 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0
7 7832+249  896°+186  210°+232 104°+186  0,7°+23 0,0°+0,0
10 42,32+446  63,0°+399  28,72+£291 324°+333 291°+363 4,6°+120
15  115°+26,9  456°+39,1 339°+304" 458 +312° 546°+39,7 7,7°+133
20 50°+173  2232+279  19,3°+254" 60,3°+19,6° 757°+339 17,4°+186
25 0,0°+0,0 8,92+ 19,0 147°+234 68,6°+240 8532+234 225°+205
30 0,0°+0,0 1,42+34 56°+11,3 588°+344 9442+113 39,8°+36,0

®alores seguidos de mesma letra, na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem
significativamente através do teste Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). **Valores seguidos
de mesma letra na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem significativamente através do teste t
Student a 5% de significancia (p<0,05). M= Média; D.P= Desvio-padréo.

Na tabela 12 ( Primavera) 100% dos ovos em fase de morula aos 3 dias (P>0,05). A
fase de gastrula aumentou alcangando aos 15 dias 52,3% ( - 4°C) e 65,1% ( + 10°C) (P<0,05).
Ovo larvado foi notado aos 20 dias (P>0,05) e alcancando 100% em ambas temperaturas
(P>0,05). Na tabela 13 (Primavera) 100% em fase de moérula aos 3 dias (P>0,05) com
aumento gradual para a fase de gastrula com percentuais que variou entre 43,6 (-4°C) e 72,8%
( £ 10°C) aos 10 dias. Notado a presenca de ovo larvado aos 10 dias para amostras
recuperadas de + 10°C (P>0,05) e aos 25 dias notou-se 100% (P>0,05) de ambas
temperaturas.
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Tabela 12 . Valor médio de diferentes fases de ovos de T.vulpis de amostras a + 10°C e - 4°C
mantidos a +25°C na Primavera.

+25°C
_ Moérula Gastrula Ovo larvado
Dias
10°C -4°C 10°C -4°C 10°C -4°C
X*tDP X*tDP X*:DP X*tDP X*+DP X*xDP
3 100,0*+0,0 100,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
7 99,68+ 1,0 82,3"+42 0,4°+1,0 17,7°+4.2 0,0+0,0 0,0£0,0
10  856°+50° 66,6°+163" 14450 334°+163  0,0+00 0,0+0,0
15 349°+76°  47,7°+94°  651°+76  523°+94"  0,0+0,0 0,0+0,0
20 0,00+0,0 473+11,4 28,78+ 259 12,0°+£29,4 71,3*+259 83,32+40,3
25 0,0£0,0 0,0+0,0 10,92 + 28,7 0,0°+0,0 89,12+ 28,7 100,0°+0,0
30 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 100,0°+£0,0 100,0*+0,0
®alores seguidos de mesma letra, na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem

significativamente através do teste Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). **Valores seguidos
de mesma letra na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem significativamente através do teste t

Student a 5% de significancia (p<0,05). M= Média; D.P= Desvio-padréo.
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Tabela 13 . Valor médio de diferentes fases de ovos de T.vulpis de amostras a + 10°C e
- 4°C mantidos a 30°C na Primavera.

30°C
_ Morula Gastrula Ovo larvado
Dias
10°C -4°C 10°C -4°C 10°C -4°C
X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP X*+DP
3 100,0°+0,0  100,0°+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
7 814°+297  90,0°%31 18,68 +29,7  10,0°+3,1 0,0+0,0 0,0£0,0
10 109°+6,8"  564°+45  72,8+290 43,6°+45 164°+335 0,0°+0,0
15 51°+5,8" 364°+40° 5562+36,6° 63,6°+4,0 39,72+41,7  0,0°%0,0
20 0,0°+0,0 1,12+ 2,0 0,0°+0,0 942+154  100,0°+0,0 89,4°+16,8
25 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 00+00  100,0°£0,0 100,0°+0,0
30 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 00+00  100,0°+0,0 100,0°+0,0

®Valores seguidos de mesma letra, na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem significativamente
através do teste Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). **Valores seguidos de mesma letra na mesma

linha, em cada tratamento, ndo diferem significativamente através do teste t Student a 5% de significancia
(p<0,05). M= Média; D.P= Desvio-padrao.

Na tabela 14 ( Primavera - cdo infeccdo experimental) observa-se 100% dos ovos em
fase de mérula aos 3 dias ( P>0,05) . Aos 20 dias observou-se que a fase de gastrula atingiu
14,6 % ( £10°C) e 59% (-4°C) (P<0,05) e de ovo larvado 35,4% (- 4°C) e 85% (£10°C)
(P<0,05) e aos 30 dias alcancou 0 maximo de 89,8% (- 4°C) e 100% (£10°C). Na tabela 15
observa-se aos 3 dias 100% dos ovos em fase de moérula ( P>0,05). Elevacdo para a fase
gastrula aos 10 dias que variou de 13,2% (- 4°C) a 64,2% (x10°C) (P<0,05).Ao0s 30 dias foi
observado que em ambas temperaturas de estocagem , ovos atingiram 100% de
embrionamento (P>0,05).

75



Tabela 14 . Valor médio de diferentes fases de ovos de T.vulpis de amostras a £+ 10°C e

- 4°C mantidos a 25°C na Primavera.( Monoinfec¢édo)

25°C
Morula Gaéstrula Ovo larvado
Dias
10°C -4°C 10°C -4°C 10°C -4°C
X*+EP X*+EP X*+EP X*+EP X*+EP X*+EP
3 100,0°+0,0  100,0*+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
7 99,22+ 13" 958%+3,1" 0,8+1,3 422+31" 0,0+0,0 0,0+0,0
10 80,42+ 45" 89,4°+27" 196°+45  106°+2,7 0,0+0,0 0,0+0,0

15  31,0°+43" 49.4°+54" 69,02+4,3"  506°+54" 0,0+0,0 0,0+0,0
20 0,4+0,9 568+125 1462+121° 59,0°+18,7° 850°+11,9° 354°+263"
25 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0°+0,0 20,0°+19,2 100,0°+0,0 82,0°+18,0

30 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,00+0,0 10,2*+11,5 100,0°+0,0 89,8*+115

®Valores seguidos de mesma letra na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem significativamente através
do teste Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). **Valores seguidos de mesma letra na mesma linha, em

cada tratamento, ndo diferem significativamente através do teste t Student a 5% de significancia (p<0,05). M=
Média; D.P= Desvio-padrao.
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Tabela 15 . Valor médio de diferentes fases de ovos de T.vulpis de amostras a + 10°C e

- 4°C mantidos a 30°C na Primavera ( Monoinfec¢édo)

30°C

_ Morula Gastrula Ovo larvado
Dias
10°C -4°C 10°C -4°C 10°C -4°C
X*+EP X*+EP X*+EP X*+EP X*+EP X*+EP

3  100,0°+0,0  100,0°+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
7 81,82+7,6° 944°+50 1828 +7,6°  56°+5,0 0,0+0,0 0,0£0,0
10 13,0°+93"  84,8°+7,0 64,22+31,9 132°+59° 228°+390 0,0°+0,0
15 3,8°+8,5 19,0°+11,6  39,42+292 428 +273 568°+£363 282°+294
20 0,0°+0,0 7,0°+5,1 0,0°+0,0  17,82+125 100,0°+0,0 752°+17,6
25 0,0°+0,0 1,0°+1,4 0,0+0,0 52+71  100,0°+0,0 934°+85
30 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 00+00  100,0°£0,0 100,0°+0,0

®Valores seguidos de mesma letra na mesma linha, em cada tratamento, ndo diferem significativamente através
do teste Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). **Valores seguidos de mesma letra na mesma linha, em
cada tratamento, ndo diferem significativamente através do teste t Student a 5% de significancia (p<0,05). M=
Média; D.P= Desvio-padrao.

A faixa de temperatura ideal para o desenvolvimento dos ovos de T.vulpis é de 25,4 a

38,8°C (Rubin, 1954), faixa de temperatura de manutencdo para observacdo das fases de
desenvolvimento deste estudo , apds estoque a + 10°C e - 4°C.e Pela primeira vez se avalia a
resisténcia de ovos de T.vulpis a baixas temperaturas.
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4 CONCLUSAO

Amostras de fezes contendo ovos de T.vulpis podem ser estocadas paraa = 10 e
- 4°C para realizacdo do OPG por até 12 semanas.

Ovos de T. vulpis se desenvolvem apos estoque em baixas temperaturas.

As doses de 1.000 e 1.500 ovos larvados de T.vulpis foram capazes de infectar os
animais.

Os cées permaneceram infectados durante o periodo do estudo.
O perfil hematolégico ndo sofreu alteracdo com a infeccao.

Os ovos se desenvolvem nas faixas de temperatura observadas ap6s estoque sob +10 e
- 4°C, demostrando que os ovos de T.vulpis resistem a baixas temperaturas.
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2.8 - ANEXOS

2.8.1 - Producéo cientifica do periodo académico

A- Resumos expandidos enviados para Jornada de Inicia¢do Cientifica — UFRRJ:

1- SAAVEDRAAF, FIGUEIREDO,K.G FREITAS VIEIRAV.S; RODRIGUES,
M.L.A.Avaliagdo do desenvolvimento dos ovos de Trichuris vulpis em diferentes
temperaturas sob condicdes de laboratorio. In: XXI Jornada de Iniciacdo Cientifica da
UFRRJ, 07 a 11 de novembro de 2011. (Apresentacdo sob a forma de apresentacdo oral).

2- FIGUEIREDO, K.G ; SAAVEDRA, AF.; FREITAS VIEIRA\V.S; RODRIGUES,
M.L.A. Frequéncia de helmintos gastrintestinais de eqiiinos em diferentes Regifes do Estado
do Rio de Janeiro, avaliacdo das células intestinais e mensuragdo de ciatostomineos. In: XXI
Jornada de Iniciacdo Cientifica da UFRRJ, 07 a 11 de novembro de 2011. (Apresentacdo em
forma de poster).

3- SAAVEDRA, AF; FREITAS VIEIRA, V.S.; SCOTT, F.B.; RODRIGUES, M.L.A.
Trichuris vulpis: Avaliacdo da freqliéncia e da carga parasitaria de cdes da raca Beagle em
canil experimental da UFRRJ.In: XX Jornada Cientifica da UFRRJ.UFRRJ, Seropédica, Rio
de Janeiro, 2010. (Apresentacdo em forma de poster).

4- FIGUEIREDO, K.G; VALIM, J; FREITAS VIEIRA\V.S; RODRIGUES, M.L.A.
Frequéncia de nematoides estrongilideos e avaliagdo morfologia das larvas infectantes de
ciatostomineos em equinos, provenientes de diferentes regides do Estado do Rio de Janeiro.In
: XX Jornada Cientifica da UFRRJ.UFRRJ, Seropédica, Rio de Janeiro, 2010. (Apresentacao
em forma de poster).

B- Resumos enviados para Férum de Pos-Graduacgdo da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro

1- FREITAS VIEIRA, V.S; RODRIGUES, M.L.A; SCOTT, F.B. Aspectos
ZoonoticosdeTrichuris vulpis: infeccdo experimental em camundongos (Mus musculus) e
estudo morfométrico. In: V Férum de Pds-Graduacdo da UFRRJ, UFRRJ,Seropédica,2010.
(Apresentacdo em forma de poster).

2-FREITAS VIEIRA, V.S, SCOTT, F.B.; RODRIGUES, M.LA. Avaliacdo do
Desenvolvimento de Ovos de Ancylostoma caninum submetidos a baixas temperaturas. In: VI
Forum da Pds-Graduacdo da universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 22 a 24 de
novembro de 2011. (Apresentacdo sob forma de pdster).

C — Resumos enviados para 0 XVI Congresso Brasileiro de Parasitologia Veterinaria, Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, 2010.
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1-FIGUEIREDO, K.G; SAAVEDRAA.F; VALIM, JR.A; FREITAS VIEIRA, V.S
RODRIGUES, M.L.A. Frequéncia de nematdides estrongilideos e avaliacdo da morfologia
das larvas infectantes de ciatostomineos em equinos provenientes de diferentes regides do
Estado do Rio de Janeiro. In: XVI Congresso Brasileiro de Parasitologia Veterinaria, Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, 2010. (Apresentacdo em forma de poster).

2-FREITAS VIEIRA, V.S; TAVARES, P.V; SANTOS, C.N; SCOTT, F.B; RODRIGUES,
M.L.A. Avaliacdo do desenvolvimento de ovos de Trichuris vulpis em diferentes
temperaturas.In: XVI Congresso Brasileiro de Parasitologia Veterinaria, Campo Grande,
Mato Grosso do Sul,Brasil,2010. (Apresentacdo em forma de poster).

3- SANTOS, C.N.; SOUZA, L.S.; FREITAS, V.S.V,; RIBEIRO, C.D.U.; LUSTRINO, D;
A.F.; PINHEIRO, J.; RODRIGUES, M.L.A. Ciatostomineos (Nematoda-Cyathostominae):
Avaliacdo da reserva de glicogénio em larvas infectantes com diferentes tempos de vida, Rio
de Janeiro, Brasil. In: XVI Congresso Brasileiro de Parasitologia Veterinaria. 2010.
(Apresentacédo sob a forma de poster).

D- Resumos enviados para outros congressos

1- RODRIGUES, M.L.A; FREITAS, V.V.S; SOARES, I.A. The frequency of strongylid
Nematodes of horses from different regions of the state of Rio de Janeiro, Brazil and
evaluation of the Cyathostomins L; morphology. In: WAAVP 2009, 2009, Calgary World
Association for the advancement of Veterinary Parasitology 2009. 2009. (Apresentacéo
em forma de poster).

2-FREITAS, V.V.S; SOARES, |L.A; RODRIGUES, M.L.A. Frequéncia de nematoides
estrongilideos em cavalos proveniente de trés regides do Estado do Rio de Janeiro, Brasil e
avaliacio da morfologia das larvas infectantes. In: Zootec 2009, Aguas de Linddia, Sdo Paulo,
2009. (Apresentacdo em forma de poster).

3- SANTOS, C.N; SOUZA, L.S; FREITAS VIEIRA, V.S.; LUSTRINO, D; SILVA, J.P;
RODRIGUES, M.L.A. Avaliacdo da deplecdo energética em larvas infectantes de
ciatostomineos (Nematoda-Cyathostominae) de equinos, em clima tropical, RJ, Brasil. In:
XIV Congresso Portugués de Parasitologia. 2010. (Apresentacdo sob a forma de apresentacao
oral).
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2.8.2- CAPITULO Il

TABELAS . .

1- Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a £10°C e
mantidos a +25°C no periodo de 25/4 a 20/6 (Outono) (Fig. 1)....ccccoovvvriinininenecnenene

2- Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a £10°C e
mantidos a 30°C no periodo de 25/4 a 20/6 (Outon0) (Fig. 2) .....ccceereerereieriieneeeeesienes

3- Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a - 4°C e
mantidos a +25°C no periodo de 25/4 a 20/6 (Outono) (Fig. 3).....c.ccccervvereeierereneieseneens

4- Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a -4°C e
mantidos a 30°C no periodo de 25/4 a 20/6 (Outono) (Fig. 4) .....ccccevveveiiieiieiece e

5- Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a +10°C e
mantidos a £25°C no periodo de 05/7 a 19/7 (Inverno) (Fig.5) «..cccovveveiieiieiice e,

6- Resultados da avaliagédo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a £10°C e
mantidos a 30°C no periodo de 05/7 a 19/7 (Inverno) (Fig. 6) .....cccoveveiiieiieieiieieeceens

7- Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a -4°C e
mantidos a £25°C no periodo de 05/7 a 19/7 (Inverno) (Fig. 7) occcovvveeeiieiieieeie e

8- Resultados da avaliagdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a -4°C e
mantidos a 30°C no periodo de 05/7 a 19/7 (Inverno) (Fig. 8) ....cccevvveveiieiierecie e

9- Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a £10°C e
mantidos a +25°C no periodo de 06 /10 a 19/12 (Primavera) (Fig. 9) .....cccceverereienerrennn,
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10- Resultados da avaliagéo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a £10°C e
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Tabela 1 - Resultados da avalia¢do dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a £10°C e mantidos a £25°C no periodo de 25/4 a 20/6

(Outono)
Datas de Fase de +25°C
observagdes | recuperacao 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d
dos ovos M G OL|M G OL|M G OL|M G OL/M G OL |[M G OL|M G OL

25/4 1 Cél. 0 0 0 [0 0 O0]9% 4 0[9% 6 0 |9 6 0 [90 10 09 10 0
02/5 1Cél. 0 0 0o 0 0]1200 0 0]9% 5 0 [92 8 0 [73 271 0]0 20 80
09/5 1Cél. ) 0|0 0O 0[200 O O0[100 0 O [8 14 0 [19 8 0|11 74 15
16/5 1 Cél. 0 0 0 [0 0 O0[9% 10 o0[8 11 0 (10 9 0 |9 91 o0[8 20 O
23/5 1 Caél. 0 0 0 [100 0 0|70 30 0|20 8 0 [20 80 O [16 8 0|13 8 O
30/5 1Cél. 0 o0 0 100 0 O0[100 O 0|8 12 0 [20 80 0 |13 8 00 60 40
06/6 1Cél. ) 0 100 0 O0]1200 O 0]97 3 0 [3 66 O |5 44 00 100 0
13/6 1Cél. 0 0 0 100 0 O0[100 0O 0 |92 8 0 |90 10 0 [82 18 0|79 21 0
20/6 1 Cél. 0 o0 0 100 0 O0]100 O 0|48 5 0 [45 5 0 [0 7 93]0 0 100
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Tabela 2 - Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a £10°C e mantidos a 30°C no periodo de 25/4 a 20/6

(Outono)
Datas de Fase de 30°C
observagbes | recuperacao 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d

dos ovos G OL|M G OL|M G OL M G OL|/M G OL |[M G OL | M G OL
25/4 1 Cél. 0 0 [0 0 095 5 0 [95 5 0 [10 35 55 [0 15 85 [0 5 05
02/5 1 Cél. 0 0 [0 0 0|0 3 70 |0 0 100 [0 © 100 [0 0 100 |O 0 100
09/5 1 Cél. 0 0 |0 0 0 |100 O 0 100 O 0 |5 30 15 6 76 18 9 68 23
16/5 1 Cél. 0 0 |0 0 0|97 3 0 81 19 0 |25 70 5 12 68 20 0 25 75
23/5 1 Cél. 0 0 [100 O 0|70 30 o0 [16 8 0 |8 2 0 |3 97 0 |0 100 O
30/5 1 Cél. 0 0 [100 O 0|8 15 0 [45 51 4 [11 89 0 |6 91 3 |6 91 3
06/6 1 Cél. 0 0 [23 77 0[8 92 0 |6 94 0 |5 %5 0 |0 100 0 [0 100 0
13/6 1 Cél. 0 0 [100 O 0|61 39 O 15 85 0 |0 42 58 |0 40 60 0 12 88
20/6 1 Cél. 0 0 [92 8 0|20 8 O 0 100 0 |O 2 98 0 0 100 |0 0 100
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Tabela 3 - Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a - 4°C e mantidos a +25°C no periodo de 25/4 a 20/6

(Outono)
Datas de Fase de +25°C
observagdes | recuperacao 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d

dos ovos G OL|M G OL|M G OL|M G OL|/M G OL |[M G OL| M G OL
25/4 1 Cél. 0 0|0 0 097 3 0 |95 5 0 [95 5 0 [8 15 0 |85 15 0
02/5 1 Cél. 0 0|0 0 093 7 o0 |93 7 0 [80 20 o0 [19 81 o0 |oO 45 55
09/5 1 Cél. 0 0 |0 0 0 |100 O 0 100 O 0 |68 32 0 26 74 0 10 40 50
16/5 1 Cél. 0 0 |0 0 0 |91 9 0 90 10 0 40 60 0 40 60 O 0 90 10
23/5 1 Cél. 0 0 [100 O o|l70 30 o0 |20 8 0 [15 8 0 |0 100 0 |0 100 0
30/5 1 Cél. 0 0 [100 O 01200 0 o0 |93 7 0 |77 23 0 [42 58 0 [0 100 0
06/6 1 Cél. 0 0 [94 6 0|90 10 0 |78 22 0 76 24 0 |74 26 0 |57 43 0
13/6 1 Cél. 0 0 [100 O 0|8 19 0 80 20 0 86 14 0 84 16 0 71 29 0
20/6 1 Cél. 0 0 [100 O 0 |100 O 0 86 14 0 79 21 0 30 66 4 0 39 61
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Tabela 4 - Resultados da avaliagdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a -4°C e mantidos a 30°C no periodo de 25/4 a 20/6

(Outono)
Datas de Fase de 30°C
observagdes | recuperacao 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d

dos ovos G OL|M G OL|M G OL M G OL|/M G OL |[M G OL| M G OL
25/4 1 Cél. 0 0 [0 0 09 10 0 [15 0 8 |0 10 9 [0 5 95 |0 5 95
02/5 1 Cél. 0 0 [0 0 09 10 o0 |0 0 100 |O 0 100 [0 O 100 |O 0 100
09/5 1 Cél. 0 0 |0 0 0 |100 O 0 100 O 0 78 17 5 0 14 86 0 10 90
16/5 1 Cél. 0 0 |0 0 0 |87 13 0 80 20 0 30 60 10 26 6 12 0 75 25
23/5 1 Cél. 0 0 [100 0 O [61 39 0 |16 84 0 |0 55 45 [0 40 60 |0 39 61
30/5 1 Cél. 0 0 [100 O ©0 [100 0 0 [13 87 0 |0 86 14 [0 74 26 |0 6 %
06/6 1 Cél. 0 0 [23 77 0 [8 1 0 |39 53 8 [25 65 10 [0 8 15 [0 23 77
13/6 1 Cél. 0 0 [100 O 0 |94 6 0 271 73 0 |28 68 4 20 65 15 14 60 26
20/6 1 Cél. 0 0 [8 11 0 (12 87 1 0 16 84 |0 0 100 |O 0 100 |0 0 100
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Tabela 5 - Resultados da avalia¢do dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a £10°C e mantidos a +25°C no periodo de 05/7 a 19/7

(Inverno)
Datas de Fase de |+25°C
observagbes | recuperacéo 3d 7d 10d 15d 20 d 25 d 30d

dosovos |[M G OL |M G OL |[M G OL M G OL |M G OL M G OL | M G oL
05/7 1 Cél. 100 0 0 100 0 0 [9% 4 0 87 13 0 [64 36 0 0 100 0 |23 74 3
11/7 1 Cél. 100 O 0 |91 9 0 88 12 0 83 17 0 81 19 0 48 52 0 0 93 7
18/7 1 Cél. 100 0 0 /100 0O 0 [1200 0O O 89 11 0 |o 21 79 |0 16 84 |0 8 92
25/7 1 Cél. 100 O 0 |[100 O 0 69 31 O 4 92 4 0 10 90 0 0 100 |O 0 100
01/8 1 Cél. 100 O 0 |100 O 0 8 16 O 57 43 0 0 100 0 0 33 67 0 0 100
08/8 1 Cél. 0 0 0 |76 24 0 |19 8 0 10 9 0 |0 100 0 0 100 0 |0 40 60
15/8 1 Cél. 100 O 0 |93 7 0|79 21 O 21 79 0 17 83 0 0 89 11 | O 82 18
22/8 1 Cél. 0 0 0 /100 0O 0 [8 13 O 41 59 0 |o 8l 19 |0 20 80 |[oO 0 100
29/8 1 Cél. 100 0 0 100 0 0 [76 24 0 61 39 0 0 100 0 0 100 0 |0 100 0
05/9 1 Cél. 100 O 0 |[100 O 0 57 43 0 9 91 0 0 100 0 0 92 8 0 79 0
12/9 1 Cél. 100 O 0 | 95 5 0 41 59 0 10 70 20 0 62 38 0 10 90 0 0 100
19/9 1 Cél. 100 0 0 /100 0 0 |48 5 0 18 82 0 [12 88 0 (33 67 0 |0 8l 19

90




Tabela 6 - Resultados da avalia¢ao dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a +10°C e mantidos a 30°C no periodo de 05/7 a 19/7

(Inverno)
Datas de Fase de 30°C
observagdes | recuperacao 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d

dosovos |M G OL|M G OL|[M G OL|[M G OL|[M G OL |[M G OL| M G OL
05/7 1 Cél. 00 0 0197 3 097 3 0 [66 34 0 0 83 17 [0 78 22 |0 35 65
11/7 1 Cél. 00 0 0 [8 20 0 |76 24 0 [72 28 0O 60 38 2 |0 19 81 |0 0 100
18/7 1 Cél. 00 0 019 2 0 [|9% 5 0 [0 8 12 |0 0 100 |0 0 100 | O 0 100
25/7 1 Cél. 00 0 0 [100 0 o0 [8 12 0 |0 0 100 |0 0 100 |0 0 100 | O 0 100
01/8 1 Cél. 00 0 0 [100 0 O0]100 0 0 |O 70 30 |0 28 72 |0 23 77 |0 0 100
08/8 1 Cél. 0 0 O0 |20 72 8|0 32 6 |0 0 100 |0 0 100 |0 0 100 | O 0 100
15/8 1 Cél. 00 0 0 [78 22 030 30 40 [0 40 60 |0 38 62 [0 33 67 |0 21 79
22/8 1 Cél. 0 0 o0 [0 18 8]0 49 51 |0 21 79 |0 10 9 |0 0 100 | O 0 100
29/8 1 Cél. 00 0 08 14 o0 [0 87 13 |0 76 24 |0 0 100 |0 0 100 | O 0 100
05/9 1 Cél. 00 0 038 6 0 [21 79 0 |0 39 61 [0 30 70 |0 23 77 |0 11 89
12/9 1 Cél. 00 0 o0[78 2 0 |0 8 92 |0 3 97 |o 0 100 |0 0 100 | O 0 100
19/9 1 Cél. 00 0 08 17 o0 [0 15 8 [0 8 92 |0 5 95 [0 0 100 | O 0 100
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Tabela 7- Resultados da avaliagdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a -4°C e mantidos a +25°C no periodo de 05/7 a 19/7

(Inverno)
Datas de Fase de |+25°C
observagbes | recuperacéo 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d

dosovos |[M G OL |M G OL |[M G OL M G OL |[M G OL |[M G OL | M G oL
05/7 1 Cél. 00 0 0 [100 O 100 0 0 [100 O 0 [59 41 0 |5 45 0 0 20 10
11/7 1 Cél. 100 O 0 98 2 0 |96 4 0 |92 8 0 |89 11 0 0 9 91 0 0 100
18/7 1 Cél. 100 0 0 [100 0 0 [100 O 0 [100 O 0|0 89 1 [0 8 12 0 79 21
25/7 1 Cél. 00 0 O0 [200 O O [41 5 o0 [10 77 13 |3 80 17 |3 80 17 1 78 21
01/8 1 Cél. 100 O 0 100 O 0 |82 18 0 |60 40 0 12 88 0 0 100 O 0 97 3
08/8 1 Cél. 0 0 0 [8 15 0 [26 74 0 [20 80 0 |15 85 0 0 85 010 6 94
15/8 1 Cél. 100 O 0 100 O 0 |[100 O 0 (100 O 0 34 66 0 5 95 0 (O 100 0
22/8 1 Cél. 0 0 0 [100 0 0 |94 6 0 [90 10 0 [72 28 0 65 35 0 |0 72 28
29/8 1 Cél. 00 0 O0 [100 0O 0 |92 8 0 [74 26 0 |0 100 0 0 100 00 100 0
05/9 1 Cél. 100 O 0 100 O 0 |9 10 0 |20 80 0 9 91 0 0 100 010 100 0
12/9 1 Cél. 100 O 0 97 3 0 |52 48 0 40 60 0 29 71 0 18 82 0 |9 89 2
19/9 1 Cél. 00 0 O |60 40 0 |35 65 0 [30 70 0 [30 70 0 30 70 030 70 0
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Tabela 8 - Resultados da avalia¢ao dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a - 4°C e mantidos a 30°C no periodo de 05/7 a 19/7

(Inverno)
Datas de Fase de 30°C
observagbes | recuperacéo 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d

dosovos (M G OL |M G OL [M G OL |M G OL|M G oOL M G OL | M G oL
05/7 1 Cél. 100 0 0 [92 8 0 [92 8 0 [59 31 8 |7 40 53 [0 36 64 |0 2 98
1117 1 Cél. 100 0 0 [9 5 0 [83 17 0 |80 20 0 |70 38 2 67 16 17 |0 0 100
18/7 1 Cél. 100 0 0 [9% 4 0 [92 8 0 |90 0 0 |0 81 19 [0 81 19 [0 80 20
25/7 1 Cél. 100 0 0 [1200 O 0 [92 8 0 |0 86 14 |0 81 19 |0 80 20 |O 74 26
01/8 1 Cél. 100 0 0 [1200 O 0 [100 0 0 |55 45 0 |28 72 0 |13 87 0 |7 93 0
08/8 1 Cél. 0 0 0 [100 © 0 [89 11 0 |83 7 0 |30 52 18 [10 68 22 |0 69 31
15/8 1 Cél 100 0 0 [89 11 0 [80 20 0 |80 200 0 |40 60 0 |0 88 12 |0 63 37
22/8 1 Cél. 0 0 0 [100 O 0 [0 8 15 |0 83 17 |0 80 20 |0 75 25 |0 70 30
29/8 1 Cél. 00 0 0 [97 3 0 [23 77 0o 2 8 [0 70 30 |0 59 41 |0 23 77
05/9 1 Cél. 00 0 0 [33 67 0 |17 83 0 |15 75 0 [14 76 0 |7 93 0 |0 100 O
12/9 1 Cél. 100 0 0 [83 17 0 [0 60 40 |0 55 450 52 48 |0 50 50 |0 42 58
19/9 1 Cél. 100 0 0 [9 10 0 [88 12 0 |85 15 0 |78 26 0 |10 9 0 |10 90 0
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Tabela 9 - Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a +10°C e mantidos a £25°C no periodo de 06 /10 a
19/12 (Primavera)

Datas de Fase de [£25°C
observacoes recuperacao 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d
dos ovos M G OL|M G OL |[M G OL|M G OL |M G oL G OL G oL
06/10 1 Cél. 00 0 0 [100 O 0 [82 18 0 [33 67 0 0 81 19 76 24 0 100
13/10 1 Cél. 100 O 0 97 3 0 91 9 0 26 74 0 0 8 92 0 100 0 100
20/10 1 Cél. 00 0 0 [1200 0O 0 |79 21 0 |28 72 0 0 25 75 0 100 0 100
27/10 1 Cél. 100 O 0 100 O 0 83 17 0 31 69 0 0 0 100 0 100 0 100
03/11 1 Cél. 100 O 0 |99 1 0 86 14 0 37 63 0 0 31 69 0 100 0 100
10/11 1 Cél. 100 0 0 [100 0 0 |93 7 0 |42 58 0 0 27 73 0 100 0 100
17/11 1 Cél. 100 O 0 100 O 0 85 15 0 47 53 0 0 29 71 10 90 4 96

94




Tabela 10 - Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a +10°C e mantidos a 30°C no periodo de 06 /10 a
19/12 (Primavera)

Datas de Fase de |30°C
observacoes recuperacao 3d 7d 10d 15d 20 d 25 d 30d
dos ovos M G OL|M G OL |M G OL|M G OL G oL G OL G oL
06/10 1 Cél. 00 0 0 [40 60 O - 8 92 |0 0 100 0 100 0 100 0 100
13/10 1 Cél. 100 O 0 |26 74 O 8 53 39 0 16 84 0 100 0 100 0 100
20/10 1 Cél. 100 0 0 [67 33 0 3 97 0 |0 53 47 0 100 0 100 0 100
27/10 1 Cél. 100 O 0 100 0 O 11 89 O 3 53 44 0 100 0 100 0 100
03/11 1 Cél. 100 O 0 100 0 O 16 84 O 14 86 0 0 100 0 100 0 100
10/11 1 Cél. 100 0 0 [100 0 O 19 8 0 |8 92 0 0 100 0 100 0 100
17/11 1 Cél. 100 O 0 100 0 O 13 87 O 11 89 0 0 100 0 100 0 100
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Tabela 11 - Resultados da avalia¢do dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a -4°C e mantidos a +25 °C no periodo de 06 /10 a
19/12 (Primavera)

Datas de Fase de +25°C
observacoes recuperacao 3d 7d 10d 15d 20 d 25d 30d
dos ovos M G OL|M G OL |M G OL|M G OL |[M G oL |M oL | M oL
06/10 1 Cél. 00 0 0 |76 24 0 33 67 0 |33 67 0 [28 72 0 0 100 |0 100
13/10 1 Cél. 100 O 0 |86 14 O 82 18 O 42 58 0 0 0 100 0 100 0 100
20/10 1 Cél. 100 0 0 [89 11 0 80 20 0 |46 54 0 0 0 100 0 100 [0 100
27/10 1 Cél. 100 O 0 |79 21 O 68 32 O 43 57 0 0 0 100 0 100 0 100
03/11 1 Cél. 100 O 0 |83 17 O 71 29 0 53 47 0 0 0 100 0 100 0 100
10/11 1 Cél. 100 0 0 [8 15 0 77 23 0 [59 41 0 0 0 100 0 100 |0 100
17/11 1 Cél. 100 O 0 |78 22 O 69 31 0 58 42 0 0 0 100 0 100 0 100
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Tabela 12 - Resultados da avaliagdo dos ovos de T.vulpis recuperados de amostras a -4°C e mantidos a 30 °C no periodo de 06 /10 a 19/12

(Primavera)

Datas de Fase de |30 °C
observacoes recuperacao 3d 7d 10d 15d 20 d 25d 30d
dos ovos M G OL|M G OL |[M G OL|M G OL |[M G oL |M oL | M oL
06/10 1 Cél. 00 0 0 |8 12 0 [49 51 0 32 68 0 03 42 55 0 0 100 |0 100
13/10 1 Cél. 100 O 0 |93 7 0 57 43 0 39 61 0 0 11 89 0 o0 100 0 100
20/10 1 Cél. 100 0 0 [8 11 0 |51 49 0O 41 59 0 0 0 100 [0 O 100 [0 100
27/10 1 Cél. 100 O 0 | 86 14 0 56 44 O 38 62 0 0 0 100 0 100 0 100
03/11 1 Cél. 100 O 0 |91 9 0 63 37 O 40 60 0 05 13 82 0 100 0 100
10/11 1 Cél. 100 0 0 |93 7 0 |5 42 0 31 69 0 0 0 100 |0 100 o0 100
17/11 1 Cél. 100 O 0 |8 13 O 61 39 O 34 66 0 0 0 100 0 100 0 100
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Tabela 13 - Resultados da avaliagdo dos ovos de T.vulpis de céo infectado experimentalmente recuperados de amostras a +10°C e
mantidos a +25°C no periodo de 06 /10 a 17/11 (Primavera)

Datas de Fase de [£25°C
observagoes recuperacao 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d
dos ovos M G oL M G OL M G oL | M G oL | M G oL | M G oL M G oL
25/10 1 Cél. 100 0 0 100 O 0 80 20 0 33 67 0 0 11 89 0 0 100 0 0 100
01/11 1 Cél. 100 O 0 97 3 0 74 26 0 26 74 0 2 8 90 0 0 100 0 0 100
08/11 1 Cél. 100 0 0 100 0 0 79 21 0 28 72 0 0 25 75 0 0 100 0 0 100
15/11 1 Cél. 100 O 0 100 O 0 83 17 0 31 69 0 0 0 100 0 0 100 0 0 100
22/11 1 Cél. 100 O 0 |99 1 0 86 14 0 37 63 0 0 29 71 0 0 100 0 0 100
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Tabela 14 - Resultados da avaliacdo dos ovos de T.vulpis de céo infectado experimentalmente recuperados de amostras a +10°C e

mantidos a 30°C no periodo de 06 /10 a 17/11 (Primavera)

Datas de Fase de |30°C
observagfes | recuperacao 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d
dos ovos M G OL|M G OL M G OL|M G OL G oL G OL | M oL
25/10 1 Cél. 100 O 0 73 27 0 [-0 10 9 |O 5 95 0 100 0 100 100
01/11 1 Cél. 100 O 0 [89 11 0 [13 63 24 [0 20 80 0 100 0 100 100
08/11 1 Cél. 100 O 0 |75 25 0 11 89 O 0 50 50 0 100 0 100 100
15/11 1 Cél. 100 O 0 [83 17 0 [15 8 0 [0 4 59 0 100 0 100 100
22/11 1 Cél. 100 O 0 [89 11 0 |26 74 0 [19 81 0 0 100 0 100 100
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Tabela 15 - Resultados da avalia¢éo dos ovos de T.vulpis de céo infectado experimentalmente recuperados de amostras a -4°C e mantidos
a £25°C no periodo de 06 /10 a 17/11 (Primavera)

Datas de Fase de [£25°C
observagoes recuperacao 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d
dos ovos M G oL M G OL M G oL | M G oL | M G oL G oL G oL
25/10 1 Cél. 100 0 0 99 1 0 88 12 0 43 57 0 28 72 0 0 100 0 100
01/11 1 Cél. 100 O 0 94 6 0 93 7 0 52 48 0 0 67 33 42 58 28 72
08/11 1 Cél. 100 0 0 95 5 0 89 11 0 46 54 0 0 78 22 33 77 13 87
15/11 1 Cél. 100 O 0 92 8 0 86 14 0 57 43 0 0 41 59 25 75 10 90
22/11 1 Cél. 100 O 0 |99 1 0 91 9 0 49 51 0 0 37 63 0 100 0 100
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Tabela 16 - Resultados da avalia¢éo dos ovos de T.vulpis de cdo infectado experimentalmente recuperados de amostras a -4°C e mantidos
a £30°C no periodo de 06 /10 a 17/11 (Primavera)

Datas de Fase de |30°C
observagoes recuperacao 3d 7d 10d 15d 20d 25d 30d
dos ovos M G oL M G OL M G oL | M G oL | M G oL G oL G oL
25/10 1 Cél. 100 0 0 94 6 0 80 20 0 23 25 52 7 21 72 0 100 0 100
01/11 1 Cél. 100 O 0 99 1 0 96 4 0 30 70 0 14 34 52 13 85 0 100
08/11 1 Cél. 100 0 0 100 O 0 78 12 0 17 19 64 9 21 70 13 84 0 100
15/11 1 Cél. 100 O 0 89 11 0 84 16 O 0 75 25 0 0 100 0 100 0 100
22/11 1 Cél. 100 O 0 |9 10 0 86 14 0 25 25 0 05 13 82 0 100 0 100
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