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I. INTRODUCAO

Partindo simplesmente dos achados de necropsia para
diagnosticar infecg¢bes humanas por nematddeos, no século ©passa-
do, parasitologistas de diversos paises desenvolveram técni-
cas que dispensaram, para tal fim, o exame pds-morte, sendo
usado o peso especifico dos ovos ©para separd-los do material
fecal e, depois, técnicas de cultura dos ovos, para obtencao
de larvas, cuja morfologia foi <caracterizada para as larvas
infectantes, denominadas de L3 ou larvas de 3° estdgio. Essas
técnicas foram adotadas especialmente na parasitologia veteri-
naria, onde receberam posteriormente mais atencdao do que na

parasitologia humana.

A coproscopia tem diversas desvantagens, sendo uma
das mais importantes a dificuldade na identificacéo correta

dos ovos de nematdéddeos parasitos gastrintestinais.

A  larvacultura, embora apresente maior margem de se-
guranca na identificacdo dos nematdédeos, ¢é uma técnica demora-

da, ©pois necessita, no minimo, de sete dias para se chegar ao



diagnéstico especifico com base em L3.

Por este motivo idealizamos este trabalho objeti-
vando adaptar e avaliar a técnica de WHITLOCK (1959), desenvol-
vida com nematédeos parasitos de ovinos, para a identificacgdo
das larvas de 1° estdgio ou L1, numa tentativa de diagnosti-
car infecgdes em bovinos. Desta forma conseguiriamos dimi-

nuir o intervalo de tempo entre a amostragem e o diagnédstico.

Este estudo situa-se dentro do Projeto "Parasitismo
em bovinos de leite no Estado do Rio de Janeiro: Epidemiolo-
gia, Importdncia Econbmica e Controle", sob os auspicios do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

(CNPq) , no Programa Nacional de Saude Animal.



II. REVISAO DE LITERATURA

Através da extensa literatura, nota-se a preocupagao
de diagnosticar com precisdo e rapidez as infec¢bdes por nema-
tédeos gastrintestinais de ovinos e bovinos, 0 que nos condu-
ziu ao levantamento das diferentes técnicas que passamos a re-

latar.

A. TECNICAS DE IDENTIFICACAO
ATRAVES DE OVOS NAS FEZES

STOLL (1923) descreveu a técnica de flotacdo para
contagem de ovos de ancilostomideos; em 1930, O mesmo autor
relatou adaptacbes desse método para contagem de ovos de nema-
tdédeos gastrintestinais de ovinos, concluindo ser um bom méto-
do.

GORDON & WHITLOCK (1939) relataram um método quanti-

tativo que envolve o uso de uma camara especial ©para microsco-

pia, a chamada cdmara McMaster; neste processamento sao gas-—

tos cerca de 4 minutos para cada amostra.



SHORB (1940), em estudo comparado de ovos de Vvarios
nematddeos gastrintestinais de ruminantes domésticos, eviden-
ciou a dificuldade de identificacdo especifica através de me-
didas de ovos, aludindo a semelhanca de forma e tamanho. Tam-
bém salientou que para a identificacéo precisa é necessario
conhecer o hospedeiro e a distribuicdo geogréafica da espécie

considerada.

FARR & LUTTERMOSER (1941) compararam a eficiéncia
da solucdo de sulfato de zinco com a da solucdo saturada de
aglcar, para flotacdo de ovos de helmintos de aves, e conclui-
ram que a segunda era a mais eficiente, devido a seu peso es-

pecifico, a facilidade de obtencdo e a montagem.

TETLEY (1941) comparou as medidas de ovos de Haemon-
chus contortus, obtidos pela dissecagcdo do Utero de fémeas e
por oviposigao normal, comprovando estatisticamente haver di-

ferengcas entre as duas amostras.

KATES & SHORB (1943) identificaram quatorze espécies
de nematdédeos gastrintestinais de ovinos através de medidas e

caracteristicas morfoldgicas de ovos.

TURNER (1947) discutiu a eficiéncia do método de
flotagdao direta (D.C.F.) para a contagem de ovos de Nematodi-

rus spathiger nas fezes de ovinos.

WHITLOCK (1948) modificou a técnica que usa a céma-
ra McMaster, concluindo que as modificagdes tornaram a técni-

ca mais viédvel, facilitando seu uso na pratica.



KRUG & MAYHEW (1949) separaram quatro grupos de

ovos de nematddeos de bovinos, classificando-os de acordo com

sua forma, tamanho e caracteristicas da casca. Relataram a
dificuldade da diferenciacéo de algumas espécies, através das
caracteristicas acima mencionadas, devido a grande semelhancga

em forma e tamanho.

ROBERTS & O'SULLIVAN (1950) sugeriram modificacdo
da técnica apresentada por GORDON & WITLOCK (1939), ©para con-
tagem de ovos de nematddeos gastrintestinais de ovinos, desen-

volvida para baixas infestacgdes.

TETLEY (1950), trabalhando com infeccao mista de
Haemonchus contortus e Ostertagia spp., tentou diferenciar os
ovos destas espécies utilizando um grédfico bi-dimensional. Por
este método mostrou haver uma pequena superposicdo de medidas

entre eles.

CUNLIFFE & CROFTON (1954), baseando-se na probabili-
dade estatistica, descreveram um método de diferenciacao de
ovos de nematddeos gastrintestinais de ovinos. Para isto con-
sideraram a hipdétese dos ovos de diferentes espécies pertence-

rem a classes de tamanho particular.

LEVINE et al. (1960), comparando técnicas para con-
tagem de ovos de nematddeos gastrintestinais de bovinos e ovi-
nos, concluiram que: para uma comparacao valida, deveria ser
usada uma técnica padréo realizada em diferentes laboratérios;
a técnica da cédmara McMaster deveria ser a escolhida, por sua

rapidez e preciséao.



BIRD (1971) enfatizou que, na maioria das espécies,
os ovos de nematdédeos estdo dentro das faixas de 50-90 um de
comprimento por 21-47 um de largura, seja qual for o tamanho
da fémea adulta. Destacou também que entre exemplares da mes-
ma espécie sdo encontradas grandes variag¢des. Por estes moti-
vos, diz o autor, torna-se dificil a identificacdo especifica

através dos ovos.

B. TECNICAS DE IDENTIFICAGAO
ATRAVES DE LARVACULTURA (L3)

VEGLIA (1928) observou que as larvas de alguns nema-
tédeos gastrintestinais de ovinos na Africa do Sul podiam ser

determinadas pelo tamanho da cauda da larva infectante (L3) .

MORGAN (1930) identificou larvas infectantes de al-
guns nematdédeos de pequenos ruminantes através da morfologia

da cauda.

MONNIG (1931) diagnosticou especificamente nematddeos

de ovinos, baseando-se na morfologia das larvas infectantes.

DICKMANS & ANDREWS (1933), em estudo morfoldgico com-
parado de larvas infectantes de nematdédeos do trato alimentar
de ovinos, concluiram ser dificil identificar as larvas de ne-
matdédeos da familia Trichostrongylidae. Os autores justifica-
ram a conclusdo referindo-se ao tamanho das caudas dos tricos-
trongilideos, embora ressalvassem que espécimes dos géneros

Oesophagostomum e Chabertia, por possuirem caudas longas, apre-



sentem maior facilidade de diagnéstico. Desta maneira os auto-
res afirmam que, para se diagnosticar com maior precisdo, é ne-

cessdrio trabalhar com infecg¢gbdes puras.

ROBERTS & O'SULLIVAN (1950), para Obtengdo das cultu-
ras de larvas infectantes, usaram mistura de fezes frescas com
fezes esterilizadas e identificaram-nas especificamente atra-

vés da morfologia.

KEITH (1953) formulou uma chave para identificacao
das larvas infectantes dos nematdédeos de ruminantes domésticos,

que ¢é de grande valor no estudo préatico.

HANSEN & SHIVNANI (1956), em trabalho sobre morfolo-
gia das larvas infectantes de nematdédeos de Dbovinos, admitiram
ser possivel distinguir estas larvas a nivel de género e usual
mente até de espécie, através dos caracteres morfoldgicos que

apresentam.

DOUVRES (1957) descreveu a morfogénese das formas pa-
rasitas de Trichostrongylus axei e T. colubriformis, em bovi-
nos. Para identificacéao das larvas infectantes foram usadas

as caracteristicas morfoldgicas.

WHITLOCK (1960) usou a chave de KEITH (1953) para
identificag¢do das larvas infectantes de nematdédeos de Dbovino e

recomenda seu uso na pratica.
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C. TECNICAS DE IDENTIFICACAO
ATRAVES DA LARVACULTURA (L1)

VEGLIA (1915) descreveu a anatomia e o ciclo de vida
de H. contortus. A metodologia usada foi a ©oviposicdo das fé-
meas gravidas em adgua tépida, manutencgdo dos ovos destas em es-—
tufa e, apdés 24 horas, obtencgdo das larvas de 1° estdgio. O au-
tor concluiu que o0s ovos obtidos das fezes eclodem mais rapida-
mente do que aqueles eliminados pela fémea em condigbes artifi-
ciais. As larvas de 1° estdgio foram descritas com base na mor-

fologia e medidas.

VEGLIA (1923) caracterizou Dbrevemente a larva de 1le°
estdgio de Oesophagostomum columbianum em seu estudo sobre o
ciclo de wvida desta espécie. Para a descrigcdo foram usados os

caracteres morfolédgicos.

MONNIG ('926), trabalhando com Trichostrongylus ruga-
tus e T. 1instabilis observou que o tempo minimo para a ecloséo
da L1 foi de 18 horas e descreveu, com detalhes, a morfologia

destas larvas.

ANDREWS (1939), utilizando técnicas desenvolvidas

por VEGLIA (1915), -encontrou o tempo de 20 horas para a obten-

¢cdo de L1 de Cooperia curticei, caracterizando-a brevemente atra-
vés da morfologia.

GOLDBERG (1951), descrevendo o ciclo de Oesophagosto-
mum uenulosum, encontrou L1 em 24 horas e caracterizou-a, mas

com poucos detalhes de morfologia e mensuragdes.


upstart
8


SILVERMAN & CAMPBELL (1959), estudando sob condi-
cdbes constantes o desenvolvimento embriondrio e larval de Hae-
monchus contortus, obtiveram larvas de 1° estdgio no tempo mi-

nimo de 12 horas, quando a 37°C.

WHITLOCK (1959) descreveu técnicas para obtencao de
ovos e de Ll de nematddeos de ovinos. Usou wuma técnica de se-
paracdo dos ovos das fezes e cultivou-os em tubo de vidro pro-
jetado para a coleta de Ll; as larvas eram mortas rapidamente
apés eclosdo com iodo, impregnado num ©pedaco de filme fotogra-
fico no fundo do tubo, estando em estdgio wuniforme de desen-
volvimento quando examinadas para identificacgéo. A diferen-
ciagdo das L1 foi Dbaseada em caracteres similares aqueles em
pregados para identificacdo do estdgio infectante (L3) . 0 diag-
néstico diferencial de infecg¢do ©por nematéddeos, pelo exame das

L1, pode ser feito entre 24 e 26 horas.

ISENSTEIN (1963), estudando o ciclo de wvida de Coo-
peria onchophora, conseguiu obter larvas de le° estéagio em

16,5 horas e caracterizou-a morfologicamente.

AHLUWALIA & CHARLESTON (1974) concluiram que a tem
peratura 6tima para o desenvolvimento mais rédpido do ovo em

blastémero a larva de 1° estdgio de Cooperia curticei situou-

se entre 27 e 37°C.

KHAN & DORSMAN (1978) conseguiram obter grande nuUme-—

ro de larvas de 1° estdgio de (C. curticei com temperatura en-

tre 27 e 37°C.
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IIT. MATERIAL E METODOS

A. MATERIAL

1. Local

O trabalho foi desenvolvido na Area Experimental da
Parasitologia e nos laboratérios da Area de Parasitologia no
Departamento de Biologia Animal do instituto de Biologia da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

2. Animais

Os animais utilizados no experimento foram ovinos
(Ovis afies) e Dbovinos (Bos taurus e Bos indicus), proceden-

tes de Uruguaiana (RS) e de Barra Mansa e Barra do Pirai (RJ),

respectivamente.

Todos O0S animais eram portadores de infecgdo natu-
ral, por diversos géneros de nematdédeos gastrintestinais, tais
como Haemonchus, Cooperia, Trichostrongylus e Oesophagosto-

muro.
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B. METODOS

1. Avaliagdo da técnica proposta por
WHITLOCK (1959) e das modificacgdes
sugeridas por nbs

Para obtencdo de ovos, visando a coleta de larvas
de 1° estdgio foi wutilizada a técnica de WHITLOCK (1959), mo-

dificada na forma abaixo ©para adequacdo a objetivos propostos.

Obtengdo de ovos

A  obtencdo de ovos obedeceu ao seguinte processamen-

to :

a) de cada amostra de fezes coletada na ampola re-
tal dos animais foram separados 8-10 g que foram homogeneiza-
dos em 80 ml de agua durante 20 minutos; quando se tratava de

fezes de ovinos, recorreu-se ao uso de gral e pistilo para me-

lhor éxito na homogeneizacéo;

b) a suspensdo homogeneizada de fezes foi filtrada

em ©peneira com gaze hidréfila, recolhendo-se <cerca de 60 ml;

c) o filtrado foi envasado para bécher, ao qual se

acrescentou um  volume igual de solucdao saturada de acucar

(3:2) ;
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d) a mistura liquida foi homogeneizada e envasada
para o frasco de vidro de paredes tetas <com capacidade total
de aproximadamente 125 ml (8,3x5x3 c¢cm), com tampa de rosca ou
de ©pressdao com cortiga; tomava-se o cuidado de tampar o fras-

co bem cheio evitando-se a formacdo de bolhas de ar;

e) a mistura no frasco tampado permanecia em repou-

so durante 30 a 60 minutos;

f) apés o repouso inclinou-se o frasco em angulo
de 30° com a 1linha de terra e destampou-se cuidadosamente, des-
pejando o contetdo com o <cuidado de ndo deixd-lo tocar na pa-

rede superior do frasco, pois nela os ovos ficam aderidos.

g) retirado todo o) contetudo, adicionaram-se 5 ml
de 4gua da torneira sem deixar que esta tocasse a parede supe-
rior do frasco, desta forma removia-se grande numero de detri-
tos que prejudicam a cultura, desprezando-se esta 4&gua com o©

mesmo cuidado Jj& descrito.

h) removidos os detritos, lavou-se por duas vezes
consecutivas, com 5 ml de 4gua da torneira de cada vez, a pa-
rede do frasco, e o lavado foi transferido ©para placa de Pe-

tri de 50x20 mm e incubado em estufa a 37°C por 24 horas.

Ovos retirados por dissecacéo do utero de fémeas,
que haviam sido coletadas de bezerros recém-abatidos, foram

submetidos ao mesmo processamento, a partir do item h da téc-

nica descrita.
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2. Estudo das larvas de referéncia
obtidas de culturas puras

As larvas L1 de culturas ©puras, obtidas pela disse-
cacao de fémeas dos nematddeos, serviam como larvas de refe-
réncia para 0s estudos morfoldgicos e identificacao especifi-

ca.

Dentre os aspectos deu-se énfase as caracteristicas
biométricas diferenciais das L1, salientando-se: 0 comprimen-
to total, a largura e a distédncia do anus a extremidade posterior (cauda)
sendo todas as medidas apresentadas em micrometro (KUm) . Para
as observagdes de amplitude de variagcdo das medidas propostas
para as larvas, sempre que possivel, utilizou-se 100 L1 de ca-

da espécie, ou o maior numero possivel.

3. Estudo comparado das larvas L1-L3 obtidas
de culturas mistas para aprimorar a faci-
lidade de identificacdo das primeiras

Apdés incubacdo de 24 horas em estufa a 37°C, obti-
veram-se as larvas de 1° estéagio (L1), que foram mortas pelo

calor e fixadas e coradas pelo azul de algoddo lactofenol a 0,01%.

As larvas L1 de nematdédeos de Dbovinos foram compara-
das morfologicamente <com as de ovinos WHITLOCK (1959) e com as
larvas infectantes (L3) de bovinos que foram obtidas segundo
a técnica de ROBERTS & O'SULLIVAN (1950) e 1dentificadas atra-

vés da chave elaborada por KEITH (1953).

Para a mensuracdo das L1 foi feita wescala de proje-
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cédo com micrdémetro objetivo e cadmara clara; as imagens das
larvas foram projetadas ©pela mesma camara clara sobre a esca-

la preparada, facilitando a leitura das medidas.

Todas as larvas foram medidas, desenhadas, identifi-
cadas ou fotografadas com auxilio de microscépio WILD M-20 em

contraste de fase.

4. Andlise estatistica

Para andlise das medidas usou-se a metodologia e as

tabelas de REMINGTON & SHORK (1970) e ZAR (1974).



IV. RESULTADOS

As modificacgdes introduzidas na técnica de WHITLOCK

(1959) resultaram no estabelecimento de uma nova técnica, re-

presentada na Figura 1, técnica essa que permite diagnosticar

a infeccgéo de Dbovinos, por nematddeos gastrintestinais no pra-

zo0 aproximado de 24 horas a partir da coleta de fezes.

Foram identificadas duas espécies do género Haemon-
chus, das quais uma em ovinos e mais Cooperia Spp., Tri-
chostrongylus spp. e Oesophagostomum radiatum, todos em bovi-
nos. Os dados desses achados constam do relato abaixo.

A. Haemonchus contortus - PROVENIENTE DE OVINOS
a) biometria sobre 100 exemplares
- comprimento total, y = 304,35, s = 30,95
- largura, X = 19,82, s = 0,62
- disténcia dnus-cauda, X = 60,25, s = 5,40
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b) aspectos morfoldgicos considerados: cavidade bu-
cal pequena, aparecendo como duas linhas paralelas refringen-
tes; esbfago rabditiforme; anelnervoso periesofagiano, na al-
tura da constricgédo esofagiana (Figura 3c); conexdo entre o
es6fago e o intestino feita por dois anéis; intestino bem de-
senvolvido, com luz sinuosa e <células intestinais pouco niti-
das (Figura 5b), abertura anal, ventral e obliqua, localizada na parte
posterior do corpo; em muitas larvas foi ©possivel observar uma
dilatacéo posterior, denominada valvula retal; cauda fina e
alongada, ligeiramente assimétrica (Figura 4a) primér-
dio genital situado lateralmente a ©parede do intestino, logo

apés a metade do <corpo, observando-se apenas duas células.

B. Haemonchus placei - PROVENIENTE DE BOVINOS
a) biometria sobre 100 exemplares
- comprimento total, Xx = 369,35, s = 24,65
- largura, x = 19,32, s = 0,56
- distédncia é&nus-cauda, x = 174,860, s = 6,78
b) aspectos morfoldgicos considerados: cavidade bu-

cal, esbdbfago (Figura 8a), anel nervoso, intestino, &nus e primérdio geni-
tal semelhantes aos das larvas L1 de H. contortus; cauda fina

e alongada, e simétrica (Figuras 3b, 4b e 8b).



17

C. Cooperia spp. - PROVENIENTE DE BOVINOS

a) biometria sobre 100 exemplares

- comprimento total, X = 350,20, s = 21,50

- largura, X = 19,58, s = 0,53

- disténcia dnus-cauda, X = 70,85, S = 5,50

b) aspectos morfoldgicos considerados: cavidade bu-

cal pequena; geralmente apresentam  corpos refringentes na ex-
tremidade anterior; esbfago rabditiforme; anel nervoso peri-
esofagiano; estriacdes cuticulares acentuadas; intestino bem

desenvolvido, com luz sinuosa terminando em anus posterior e

ventral; cauda de forma cbnica, simétrica e afilando-se gra-
dativamente, terminando por um ponto. Figuras 3d, 4c, 6b e 9a:
D. Trichostrongylus sSpp. - PROVENIENTE DE BOVINO

Devido ao pequeno numero de exemplares deste género

nos hospedeiros trabalhados, apresentamos somente os limites

de variagcdo das medidas que foram de 310 a 370 um para o com-—

primento total, de 20 Mm para a largura e de 60 a 65 um para

a distancia de 4&nus a ponta da cauda.

As larvas L1 deste género J& possuem o0s caracteres

morfoldgicos tipicos das larvas infectantes (L3) . Na extremi-

dade anterior nota-se a ©presenca de ©pequenas papilas, que apa-
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recem como pontos refringentes. A cauda é cdnica, quase trian-

gular, curta e sem filamento (Figuras 3a, 4d e 11b).

E. Oesophagostomum radiatum - PROVENIENTE DE BOVINOS

a) biometria sobre 100 exemplares

- comprimento total, x = 401,20, s = 40,27
- largura, X = 21,35, S = 0,90
- distadncia 4&nus-cauda, x = 101,17, s = 14,96
b) aspectos morfoldgicos considerados: Corpo escuro

com muitos granulos; cavidade bucal ©pequena; eséfago rabditi-
forme, anel nervoso periesofagiano; intestino sinuoso, termi-
nando em 4dnus ventral e ©posterior; primérdio genital presente;

cauda muito afilada, terminando em um longo filamento. Figuras

3e, 6c e 1llc).

F. ANALISE ESTATISTICA

Os estudos estatisticos sobre as amostras de nematéd-
deos estudadas nao foram aplicados ao género Trichostrongylus,

em face do pequeno numero de exemplares disponiveis.

Para H. contortus, H. placei, Cooperia sSpp. e Q0eso-
phagostomum radiatum sdo apresentados as freqgiiéncias acumula-

das e os poligonos de freqliéncia do comprimento total das lar-
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vas L1 nas Figuras 12 a 15. Os limites de variacdo, as médias
e os desvios padrdes referentes ao comprimento total, a largu-
ra e a distédncia do &nus a ponta da cauda sdo apresentados nas

Figuras 16 a 18.

H. contortus, H. placei, Cooperia spp. e O. radiatum
demonstram, através do poligono de freqiiéncia e da freqliéncia
acumulada do comprimento total das larvas L1, distribuigdo do
tipo normal. Pelo histograma da Figura 19, nota-se que a dis-
tribuic¢do das medidas da distédncia do é&dnus a ponta da cauda,

para H. placei, ¢ do tipo bimodal.

As medidas de largura e distédncia do é&nus a ponta da
cauda nao foram representadas por poligonos de freqliéncia acu-

mulada por ndo serem significativas.



V. DISCUSSAO

A. TECNICAS PARA IDENTIFICACAO
DE OVOS NAS FEZES

Uma constante preocupacgao para os parasitologistas
tem sido a de apurar técnicas de diagnéstico de helmintoses.

Nesta  preocupagdo nota-se o cuidado de simplificar técnicas

j& usadas, tornando-as mais eficientes e préaticas para sua

utilizacdo como rotina.

A literatura especializada ilustra bem tais objeti-

VOS. Por exemplo, STOLL (1923) descreveu a técnica de flota-
¢cdo para a contagem de ovos de ancilostomideos; sete anos de
pois, este mesmo autor relatou adaptagdes do seu método ade-

quando-o para a contagem de ovos de nematddeos gastrintesti-
nais de ovinos. Ainda sobre a técnica de flotagdo, FARR & LUT-
TERMOSER (1941) advogam em favor da solugdo saturada de acgu-
car sobre a solucdo de sulfato de zinco, aludindo a sua maior
eficiéncia no método de flotacdo direta ©para contagem de ovos

de N. spathiger nas fezes de ovinos, <concluindo pela wvalidade
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da técnica.

Entretanto, mesmo sendo tomada a flotacgao como uma
técnica eficiente para contagem de ovos, GORDON & WHITIOCK (1939)
idealizaram um método quantitativo para contagem de ovos de
nematbédeos nos casos de baixa infeccéao. De acordo com estes
pesquisadores, era necessadario o uso da camara McMaster, mas o
tempo gasto no processamento de cada amostra era de cerca de
quatro minutos. As vantagens desta técnica foram reconheci-
das; mesmo assim, WHITLOCK (19453) modificou-a para que ficas-
se ainda mais vidvel pela facilidade de seu uso na préatica.
Com este mesmo intuito, em 1950, ROBERTS & O'SULLIVAN propuse-

ram modificacbdes a técnica.

O emprego da cémara McMaster difundiu-se tanto, prin-
cipalmente ©por ter alcangado os objetivos propostos de preci-
sdo e rapidez, que LEVINE et al. (1960), apds compararem téc-
nicas para contagem de ovos de nematddeos gastrintestinais de

bovinos e ovinos, recomendaram-na como a técnica de escolha.

Uma vez equacionado o problema da quantificacdo de
ovos, fez-se necessario identificéd-los. A este respito, SHORB
(1940) ja havia salientado a dificuldade de identificacéo es-—
pecifica pelas medidas dos ovos aludindo & semelhanca de for-
ma e tamanho. Esta opinido foi endossada por KRUG & MAYHEW
(1949) e BIRD (1971), e refutada por KATES & SHORB (1943), que
identificaram 14 espécies de nematddeos gastrintestinais de

ovinos com base nas caracteristica morfoldgicas e nas medi-

das dos ovos.
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Os aspectos utilizados por KATES & SHORB (1943) pa-
ta o reconhecimento especifico dos ovos parece, entretanto, mui-
to questionivel. TETLEY (1941) mostrou haver diferenga esta-
tistica entre as medidas dos ovos de H. contortus contidos no
Utero das fémeas e o0s ovipostos; ainda TETLEY (1950), partindo
de infecgdes mistas de H. contortus e Ostertagia spp. e re-
correndo ao uso de gradficos bidimensionais ndo conseguiu per-
feita individualidade genérica pois ocorreu pequena superposi-
cao de dados.

Considerando que a identificacdo dos nematddeos gas-

trintestinais através dos ovos seria a técnica mais rédpida em

termos de diagnéstico pratico, muitos pesquisadores insistem
em buscar caracteres que tornem validos tais propdsitos. Assim,
CUNLIFFE & CROFTON (1954), baseando-se em probabilidade esta-

tistica, descreveram um método de diferenciacdo de ovos de ne-
matdédeos de ovinos; porém WHITLOCK (1960) concluiu que, mesmo
para uma pessoa com muita experiéncia, e trabalhando com ané-
lise de probabilidade, a identificacdo dos ovos das espécies
mais comuns seria demorada. Além disto, chamou a atencdo pa-
ra o fato de ser necessario verificar as distribuicgdes esta-

tisticas das medidas dos ovos para cada &rea geografica.

BIRD (1971) relatou sério aspecto negativo do reco-

nhecimento de ovos de nematdédeos pela morfologia. Destacou es-

te autor que a forma e o tamanho dos ovos sdo independentes

dos helmintos adultos e do grupo sistemdtico e que pertencam,

estando a maioria dos ovos na faixa de 50-90 um de comprimen-
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to por 21-47 um de largura; também enfatizou que a variagcdo in-
tra-especifica pode ser grande. Essas observacgdes de BIRD
(1971) demonstram ser ainda mais dificil a aplicacdo das técni-
cas envolvendo as andlises estatisticas referidas por WHITLOCK
(1960), modificando a distribuicéao das medidas e o) valor da
constante P, segundo CUNLIFFE & CROFION (1954) , ©para cada clas-

se de distribuicéo.

B. LARVAS INFECTANTES (L3)

Desde que o exame dos ovos nado permite segura identi-
ficacao das espécies de nematddeos gastrintestinais, procurou-
se desenvolver técnicas para identificacdo das formas infectan-

tes dos parasitos (L3)

Sob este prisma, VEGLIA (1928) caracterizou larvas in-
fectantes de nematédeos parasitos de ovinos na Africa do Sul,
valendo-se do tamanho da cauda das L3. Também  MORGAN (1930)
identificou larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais
de pequenos ruminantes com base na morfologia da cauda. Por ou
tro lado, MONNIG (1931) recorreu a morfologia geral de L3 de
nematddeos de ovinos e conseguiu diagnosticar especificamente

as larvas.

Apdés estudo comparado entre larvas infectantes de ne-
matédeos do trato alimentar de ovinos, DICKMANS & ANDREWS(I933)
concluiram ser dificil o reconhecimento das espécies destas lar-

vas sob baixo aumento em microscédpio estereoscédpico. Para es-
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tes autores, a morfologia das larvas infectantes dos nematd-
deos da familia Trichostrongylidae é suficiente para sua iden-
tificacgao, quando observadas em microscépio Sbtico, embora res-
salvassem os géneros Oesophagostomum e Chabertia por possui-

tem caudas longas.

O apurado estudo morfoldégico das larvas infectantes
dos nematédeos de ruminantes domésticos propiciou a KEITH (1953)
formular wuma chave ©para identificagcdo destas L3. Este traba-
lho de KEITH (1953) ainda ¢é o mais utilizado no diagnédstico

das infecg¢bdes por nematddeos parasitos de ruminantes.

Mesmo admitindo ndo haver relagdo linear entre as
contagens de larvas e as cargas de adultos nos hospedeiros,
HANSEN & SHIVNANI (1956) demonstraram que ¢é possivel identifi-
car L3 de nematdédeos de Dbovinos a nivel de género e até espé-
cie, empregando 0s caracteres morfoldgicos. Da mesma forma,
GORDON  (1967) acredita que, pela morfologia das L3, se podemn
identificar especificamente 0s parasitos gastrintestinais de
ruminantes. Este pensamento é reforgado pelos resultados de
DOUVRES (1957), que separou as L3 de T. axeli e T. colubri-

formis em bovinos, wutilizando apenas recursos morfoldgicos.

As possibilidades diagndsticas com larvas infectan-
tes conseguiram suprimir de tal forma as dificuldades encon-
tradas com a identificacdo dos ovos dos nematdédeos gastrintes-
tinais, que REINECKE (1961) propds técnicas de diagnéstico
adaptadas para estudos de levantamento. Para tal, este autor

recomendou as larvaculturas segundo o] método de ROBERTS &
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O'SULLIVAN (1950) . Contudo, WHITLOCK (1960) recomenda o) uso
prédtico da chave formulada por KEITH (1953) para a identifi-

cacdo das L3 de nematdédeos de bovinos.

C. LARVAS DE PRIMEIRO ESTAGIO (Ll1)

Assegurada a perfeita identificacao dos nematddeos
gastrintestinais através do reconhecimento se suas larvas in-
fectantes, o novo desafio imposto aos pesquisadores foi o de
reduzir o tempo necessdrio para o diagnéstico. Pode-se obser-
var, através de varios trabalhos sobre biologia, a descricéo
da larva de 1° estdgio, porém os autores ndo visavam especi-
ficamente a identificagcdo destas larvas para um diagndstico.
Assim, SILVERMAN & CAMPBELL (1959), mantendo temperatura cons—
tante de 37°C conseguiram obter larvas de primeiro estégio
de H. contortus em 12 horas, enquanto outros pesquisadores
conseguiram as L1 de diversos nematdédeos entre 16 a 26 horas.
Também ISENSTEIN (1963) reduziu o tempo de eclosdao de L1 de
C. oncophora para 16 h 30 min.; neste trabalho, o autor preo-
cupou-se em caracterizar as larvas ainda em seu primeiro es-
tdgio, o que Jj& havia sido feito por VEGLIA (1915), que des-
creveu aspectos morfoldgicos e biométricos das larvas de 1°
estdgio de H. contortus. Para isto, valeu-se da oviposigao
de fémeas gravidas em 4gua tépida, cujos ovos foram mantidos
em estufa. Este mesmo autor, em 1923, caracterizou morfolo-

gicamente as L1 de 0. columbianum.
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As faixas de temperatura ideal ©para cada espécie de
parasito e a caracterizacdo das larvas Ll passaram a ser estuda-
das. Nesta ténica aparecem os trabalhos de AHLUWALIA & CHARLES-
TON (1974), apontando a variagcdo de 27 a 37°C como a faixa de
temperatura ideal para o desenvolvimento das larvas L1 de C.
curticei; KHAN & DORSMAN (1978), utilizando esta variacao de
temperatura, obtém grande numero de larvas de 1° estdgio de C.
curticei. Ainda com esta espécie de nematdédeo, ANDREWS (1939),
usando a metodologia de  VEGLIA (1915), evidenciou 0s aspectos

morfoldgicos das larvas Ll.

Sobre outros géneros de parasitos gastrintestinais,
também sdo reportados alguns estudos. Por exemplo, MONNIG (1926)
apresenta detalhes de morfologia das larvas L1 de T. axei e T.
colubriformis. GOLDBERG (1951) descreveu morfologicamente lar-
vas de primeiro estdgio de 0. venulosum, apresentando, inclusi-

ve, dados de mensuracgao.

Na realidade foi WHITLOCK (1959) quem desenvolveu téc-
nicas para obtencdo de ovos e larvas L1 de nematdédeos gastrin-
testinais de ovinos, com a finalidade especifica de diagnéstico
rdpido. Procurou identificar as L1 com base nos caracteres de
similaridade aos utilizados na identificagdo dos estdgios infec-

tantes.

Motivados pela necessidade de reduzir o tempo para
diagnéstico das helmintoses, propusemo-nos a este estudo visan-
do a contribuir para o equacionamento do problema. Para tal fim,

buscamos avaliar o uso das larvas de primeiro estdgio L1 na iden-
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tificacgéo de infecgles por nematddeos gastrintestinais de bo-
vino. Com o intuito de facilitar a avaliacao, esta foi divi-

dida em trés fases:

I) avaliagcdo da técnica proposta por WHITLOCK (1959)

e las modificacgdes sugeridas por nés;

II) estudo das larvas de referéncia obtidas de cul-

turas puras;

III) estudo comparado das larvas L1-L3 obtidas de
culturas mistas para aprimorar a facilidade de identificacéo

das primeiras.

FASE I

Para avaliacdo da técnica proposta por WHITILOCK (1959),

consideramos o procedimento desta nas suas trés etapas.

A primeira etapa, que consistiu na obtencdo de ovos
nas fezes, refere-se a um método de flotacdo simplificado, adap-
tado por WHITLOCK especialmente para tal fim. Esta fase foi
pouco modificada por nés, sendo que as principais alteracdes
consistiriam na ndo utilizacdo da bomba de pressdo negativa e
da ndo filtracdo da suspensdo final ©pelo filtro de Buchner.
Em substituigdo ao frasco usado por WHITLOCK (1959), identifi-
cado como "4o0z medicine bottle" (+ 113 ml), wutilizamos um fras-
co de 8,3 cm de altura x 5 cm de largura x 3 cm de lateral,

com diédmetro de abertura (boca) de 2 cm, e com capacidade de
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125 ml (Figura 2 ). Apesar das dimensbées do frasco original
nao serem citadas, através do desenho apresentado no trabalho
publicado pode-se concluir que estas diferem das do nosso tra-
balho. Destacou-se, no entanto, que o frasco utilizado por

nés funcionou satisfatoriamente na cbncentracdo de ovos.

Deixamos de wutilizar a bomba de pressdo negativa por-
que, nas primeiras tentativas de avaliacdo da técnica, ela fun-
cionava ligada a uma torneira, e embora funcionasse bem, perce-
bemos que a velocidade de vazamento era alta demais para o fras-
co, causando perturbacdes na camada de ovos aderidos a parede
superior do frasco. Para trabalho de rotina, o manuseio da bom
ba e do frasco simultaneamente tornava-se complicado se reali-
zado por uma pessoa; e o envolvimento de duas ou mais pessoas
neste trabalho suprimia o cardter prédtico e de facilidade da
nova técnica. Desta maneira, despejamos cuidadosamente o con-
teldo do frasco, sem o auxilio da bomba, e os resultados obti-

dos foram bons e de féacil execucgéo.

O filtro de Buchner empregado por WHITLOCK (1959) permitia
a aderéncia dos ovos ao papel de filtro, devido a camada fina
da solucéao de acucar. Entretanto, encontramos dificuldade na
recuperacadao dos ovos apdés a filtracdo; por esse motivo, despre-
zamos a filtracdo final com filtro de Buchner e né&o houve pro-

blema na recuperagadao dos ovos.

Todos os outros procedimentos nesta primeira etapa

seguiram a descrigcdo original de WHITLOCK (1959) .

A cultura de ovos, considerada a segunda etapa no
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procedimento de WHITLOCK (1959), foi modificada substancial-
mente na tentativa de substituir o tubo especial de larvacul-
tura por outros tubos disponiveis e de mais facil aquisicgao.
N&do encontramos tubo similar que ©proporcionasse o mesmo resul-
tado, por isso resolvemos tentar a wutilizagdo de ©pequenas pla-
cas de Petri, e obtivemos resultados bastante satisfatdrios.
Foram mantidos em estufa entre 30-37°cC, conforme as observa-
¢bes de AHLUWALIA & CHARLESTON (1974) e KHAN & DORSMAN (1978) .
Este procedimento, além de ter ficado menos dispendioso, traz
a vantagem da facilidade de ©obtencdo do material, pois é de

uso rotineiro em laboratédrio.

A  Gltima etapa desta fase foi a da diferenciacao

das larvas.

Para avaliacdo da técnica modificada utilizamos pri-
meiramente larvas de H. contortus e comparamos nossos resulta-
dos com os de WHITLOCK (1959) para esta espécie. Como a fina-
lidade da tese é a aplicacdo da nova técnica para diagnosticar
infecgdes em Dbovinos, e por julgarmos ter atingido o objeti-
vo, apresentamos os dados da comparacao (Tabela I) entre lar-
vas estudadas por VEGLIA (1915), WHITLOCK (1959), procedentes

de ovinos e as do presente trabalho.

As principais diferengas séo: a razadao entre o com-
primento total e disténcia é&nus-cauda, que ¢é de 4,6 para WHIT-
LOCK e 4,4 para o presente trabalho, e a razdo comprimento/
largura, que também difere, sendo 18,33 para WHITLOCK (1959) e

15,36 para o presente trabalho.



Tabela 1. Comparagdo das medidas de larvas L1 de Haemonchus
contortus (ovino), obtidas por diferentes autores.

imen Distancia  N@ de

Compz to .

total Larqura anus - cauda  exem-

Autores (um) {um) (pm) plares
VEGLIA (1913) 345,06 - 17,0 - - -
p h t1,2 mefi2 1m

WHITLOCK (1959} 344,6 ~ 18,1 18,8 - 1, ' '

PRESENTE ESTUDO 304,35 = 30,95

19,82 £ 0,62 60,25 15,40 100
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Essas diferengas podem ser atribuidas a diversas ori-

gens, como:

a) a raca do hospedeiro envolvido;
b) a diferenca entre Cepas de H. contortus;
c) as técnicas diferentes utilizadas para a obten-

cao das larvas.

A primeira das hipdéteses formuladas tem apoio nos re-
sultados de TETLEY (1941), que observou diferencas marcantes
entre os ovos de H. contortus de diferentes procedéncias e ida-
des, e sugeriu a ©presengca de <cepas diferentes deste helminto
no mesmo trabalho, descrevendo diferencas entre os ovos disse-
cados de fémeas e ovos encontrados naturalmente nas fezes. Sa-
bemos, através do trabalho de CROFTON & WHITLOCK (1965), que o
volume do ovo determina o tempo necessdrio para eclosdo; nota-
se que as observacgdes deste autor foram feitas <com H. contor-
tus. Sugerimos, entdo, que as diferengas entre as medidas fei-
tas por WHITLOCK (1959) e no presente trabalho podem ser devi-
das a um ou mais desses fatores ou talvez uma combinagcdo de to-

dos.

O cdlculo do desvio normal (Z) para a nossa popula-
¢do mostra que somente 9,3% sdo maiores do que a média da popu-
lagdo estudada por WHITLOCK (1959). O teste t das duas popula-

¢cbes confirma uma diferenca significativa a P (t 0.50 (2))>0.001**,

Em suma, essas observagdes indicam que,embora as lar-
vas sejam extremamente semelhantes morfologicamente, temos a ver

duas cepas diferentes de H. contortus, cujas diferencas talvez
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possam depender do volume dos ovoOs.

WHITLOCK (1959) estudou H. placei de bovinos, porém,

mantida em ovinos, e em nosso trabalho usamos material ©proce-

dente de bovinos. Para ROBERTS et al. (1954), H. placei € uma
espécie tipicamente de bovino, mas GIBBONS (1979) rejeita a va-
lidade desta espécie. Nenhum outro autor estudou a larva de

primeiro estdgio de H. placei "stricto sensu", por 1isso sbé po-
demos confrontar nossos dados <com os de WHITLOCK (1959), o que

consta da Tabela 2.

Pode-se constatar uma concordancia parcial entre os
resultados de WHITLOCK (1959) e 0s do presente trabalho. Mes
mo sem termos encontrado convincente explicacéo, é importante
enfatizar que a distribuigdo das medidas do &nus a ©ponta da
cauda referidas por WHITLOCK (1959) e as do presente trabalho
demonstram distribuicdes bimodais, que difere das distribuicdes
das mesmas medidas para H. contortus. Salientamos, entretanto,
que a maior diferenca entre os dois trabalhos estd na disténcia

do &nus a ponta da cauda.

Em relacdo a afirmativa de GIBBONS (1979) de que H.
contortus e H. placei ndo podem ser diferenciados com base nas
caracteristicas morfoldgicas, de acordo com nossos resultados
para as larvas de ©primeiro estdgio, a distribuigdo das medidas
do comprimento total, largura e distédncia do &dnus a ponta da

cauda sdo bastante diferentes (Figura 19).

Na Tabela 3 apresentamos as medidas de Cooperia spp.
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Tabela 2. Comparagao das medidas de larvas L1 de Haemonchus
placei (bovino), obtidas por diferentes autores.
Comprimento -~ Distancia Ne de
total larcgura anus - cauda — exem-
Autores (ym) (um) (1) plares
T e t 92,3 £ 5,55 50
WHITLOCK (1959} 362,8 - 19,6 19,3 - 1,4 ‘ ’
' tos t 6,78 100
PRESENTE ESTUDC 369,35 - 24,65 19,32 - 0,56 74,86 ‘




Tabela 3. Comparagdo das medidas de larvas L1 de Cooperia

sSpp. (bovino), obtidas por diferentes autores.

Distincia N de

Comprimento N
tgtal Iargura arus - cauda — ex&n-
Autores () (um) {1} plares
* 6 % 4,3 50
WHITIOCK (19597 330,3 < 13,9 17,1 - 0,9 76,6 =4,
+
PRECENTE ESTUDO 350,20 % 21,50 19,58 = 0,53 70,85 = 5,50 100
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encontradas por WHITLOCK 1959) e por nds no presente traba-

lho, para comparacédo de resultados.

Da mesma forma que para H. placei, os espécimes de
Cooperia spp. provenientes de bovino sdo maiores do que o0s es-
pécimes dos ovinos, mas preservam as caracteristicas Dbésicas

do género. Este Conceito ¢é vadlido para todas as espécies que

foram encontradas, as quais foram agrupadas e referidas em ter-
mos genéricos, da mesma forma que WHITLOCK (1959), devido a
grande similaridade entre as espécies de Cooperia spp., tal co-

mo ocorre com as L3.
Identificadas pelos estédgios adultos, podemos con-
firmar que as espécies mais comuns nos animais necropsiados

foram C. pectinata e C. punctata.

Como j& foi esclarecido anteriormente, ndao nos foi
possivel encontrar material suficiente para estudo analitico
de larvas do género Trichostrongylus. No entanto, acreditamos
que a larva pode ser facilmente identificada por suas caracte-

risticas morfoldégicas bem tipicas e semelhantes as da larva

infectante (Figura 20).

A cauda comprida, a largura e a aparéncia geral da
L1 de Oesophagostomum radiatum permite separar facilmente es-
ta espécie das outras discutidas. Observamos que  mesmo em

culturas mistas o reconhecimento das L1 ¢é muito féacil.

FASE 1II

Para maior garantia da identificagdo das larvas de
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primeiro estdgio de acordo com os estudos feitos, adotamos a
técnica de dissecacdo de fémeas adultas dos helmintos <coleta-

dos de bezerros recém-abatidos, apés serem classificadas.

As larvas de H. contortus, H. placei, Cooperia spp.
e O. radiatum foram assim identificadas morfologicamente. So-
mente as larvas de Trichostrongylus spp. ndao foram identifica-
das a partir destas culturas ©puras, pois ndo logramos obter

fémeas grédvidas para dissecar.

Através de tabelas e grdficos mostramos que existe
uma superposicdo das medidas das larvas estudadas para as di-
ferentes espécies. Mesmo assim as larvas L1 podem ser morfo-
logicamente caracterizadas principalmente pelo aspecto da cau-

da.

FASE ITI

Devemos enfatizar aqui que na identificacdo das lar-
vas Ll sempre existe um certo grau de subjetividade na dife-
renciacéo, por exemplo, entre H. contortus e Cooperia sSpp.,mas
¢ valido ressalvar que o mesmo ocorre entre as larvas infectan-

tes dos mesmos géneros.

Este grau de subjetividade ¢é wuma funcdo da superpo-
sicdo das medidas fisicas das larvas e de certa semelhanca na
morfologia chave da "cauda". Porém, concordamos com WHITLOCK
(1959) em que -existe um grau de ©precisdao na identificacdo das

larvas Ll1. Este grau de precisdo ¢é similar tanto para as Ll
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como para as L3.

Ndo existem grandes diferencas estruturais entre as
diversas fases larvais dos nematddeos aqui estudados. Este
pensamento coincide com o que ja foi comentado por CHITWOOD
& CHTTIWOOD (1974) sobre mudangas entre os estdgios larvais. Para es-
te autor, ndo existe uma metamorfose em si, as diferencas sao
mais nas proporgdes do que nas estruturas. As caracteristicas
dessas formas exibem uma mistura de aspecto cenogenético e pa-
lingenético. As caracteristicas cenogenéticas mais aparentes
envolvem a cauda dos helmintos e como pode ser visto nas Figu-
ras 3a, e; 10a, b e 1lla, ¢, a parte posterior das larvas estuda-
das difere mais do que as medidas comprimento total e largu-

ra.

Pode-se observar nas Figuras 3a, e e 20a, e dque exis-
te uma diferengca ©proporcional entre as L1 e L3, e sabe-se que
esta diferengca é muito menor do que a razdo comprimento L3/
comprimento adulto. Por isso julgamos que nao exista grande
dificuldade na identificacdo das formas L1 em relacgcdo as L3,
que as mesmas caracteristicas utilizadas para L3, até certo

ponto, podem ser utilizadas para a identificacdo das L1 e que

o aspecto morfolégico mais importante ¢é a Chamada "cauda" da
larva.

Embora freqlientemente denominada de "cauda", a estru-
tura referida deve ser identificada com maior preciséo. Nas

larvas L3 a <cauda ¢, na verdade, a cuticula do estdgio ante-

rior, L2, que envolve a larva infectante. A verdadeira cau-
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da pode ser muito curta, embora a bainha seja muito comprida

(O. radiatum) ou a bainha e a cauda curtas Trichostrongylus

spp.) .

Entre as caracteristicas cenogenéticas, a "cauda" po-
de ser muito diferente em larvas com necessidades ecolégicas
similares, por razdes ainda nao estudadas. Fica claro entéo
que o estudo das formas imaturas dos nematddeos deve concen-

trar-se na "cauda", a qual merece descrigdo detalhada.

No que se refere ao primérdio genital, embora tenha-
mos observado apenas duas células, este seria constituido de
um grupo de quatro células segundo CHITWOOD & CHITWOOD (1974),

e estéd localizado lateralmente ao intestino, na metade do cor-—

po.



VI. CONCLUSOES

De acordo <com os resultados por nds obtidos podemos

concluir que:

1. as modificagdes por ndbés introduzidas nas técni-
cas de WHITLOCK (1959) deram bons resultados na obtengdao de

ovos e de larvas de primeiro estdgio e, além de fé4cil procedi-
mento, sdo de baixo custo;

2. a técnica utilizada para obtencdo e identifica-
cdao das larvas Ll de nematddeos gastrintestinais de bovinos
permite diagndstico eficiente no periodo de aproximadamente
24 horas;

3. as larvas de 19 estdgio de Haemonchus contortus,

Haemonchus placei, Cooperia spp., ITrichostrongylus spp. e 0Oeso-
phagostomum radiatum ©podem ser identificados com um grau de

facilidade semelhante a larva infectante dos mesmos;

4, uma andlise das larvas de 19 estdgio do género

Haemonchus demonstra uma descontinuidade na populacéo.



VII. RESUMO

Objetivando-se diminuir o tempo entre amostragem e o
diagnéstico das infeccdes por nematddeos gastrintestinais de
bovinos, modificou-se a técnica de WHITLOCK (1959). A mudancga
bdsica consistiu na ndo utilizacdo da bomba de pressdo negati-
va para retirada do liquido na obtencdo de ovos e do filtro de
Buchner para a filtragcdo da suspensdo e na substituicdo do fras-
co usado por WHITLOCK (1959) por outro adaptado por ndés. Essas
modifica¢gdes tornaram O pProcesso menos ONEroso e facilitaram
seu uso na rotina laboratorial dando bons resultados devido a

sua féacil execucéo.

As larvas de ©primeiro estdgio (L1), assim obtidas, po-
dem ser identificadas em um periodo de tempo menor (24 horas)

do que o utilizado para a larva infectante (7 dias) .

Preparam-se <culturas puras e as larvas, assim obtidas,
foram consideradas como larvas de referéncia para comprovar a

identificagdo das larvas de culturas mistas provenientes dos

ovos coletados nas fezes.
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No presente estudo trabalhou-se com Haemonchus con-
tortus de ovinos, Haemonchus placei, Cooperia spp., Trichostron-
gylus spp. e Oesophagostomum radiatum de bovinos, apresentan-

do-se medidas e descricgao das caracteristicas, morfoldgicas.



VIIT. SUMMARY

With the objective of lessening the time Dbetween
the sampling and diagnosis of infections due to gastro-
intestinal nematodes in bovines, modifications were made of
the WHITLOCK (1959) technique. Basic changes consisted of
the -exclusion of the negative pressure pump, used 1in removing
the 1liquid during the <collection of eggs; the exclusion of the
Buchner filter in the filtration of the suspension and the
substitution of the Dbottle used by WHITLOCK (1959) by one

adapted by the author.

These modifications apart from reducing <costs, gave
good results under routine laboratory conditions due to

increased simplicity.

First stage larvae (L1) thus obtained may be

identified in a shorter period (24 hours) than that needed for

infective larvae (7 days).

Pure cultures were prepared and these larvae were

considered as "reference larvae" for the identification of
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mixed cultures derived from eggs 1in faeces.

In this study, observations were made on Haemonchus

contortus (ovine), Haemonchus placei, Cooperia spp., ITrichos-

trongylus spp, and Oesophagostomum radiatum (bovine), measurements

and descriptions of their morphological characters are given.
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Figura 2. Frasco

usado para a coleta de ovos.
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Morfologia gera

1 e aumento

Jwr 9ot

da extremidade pos-

terior das larvas de ©primeiro estédgio de: a)

Trichostrongylus

Oesophagostomum

Spp.; b)
radiatum.

Haemenchus placei;
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Larvas de primeiro estégio

a = Haemonchus contortus (0Ovino)
b = H. placei (bovino)

c = Cooperia (bovino)

d = Trichostrongylus Sp

Aumento = 250 X

de:



55

Figura 5. Aspectos morfolégicos de Ll de H. contortus
a = extremidade anterior
b = extremidade anterior e intestino

c = primérdio genital

Aumento = 600 X
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Figura 6. Larvas de primeiro estédgio de:
a = Haemonchus contortus (ovino)
b = Cooperia spp. (bovino)
c = Oesophagostomum radiatum (bovino)

Aumento = 250 X
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Haemonchus

extremidade

contortus

anterior

intestino com luz sinuosa

extremidade

Aumento = 600 X

posterior
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Figura 8. L1 de Haemonchus placei

a - extremidade anterior
b - extremidade posterior

Aumento = 600 X
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Figura 9. L1 de Cooperia sp
a = extremidade anterior
b = extremidade posterior

Aumento = 600 X
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Extremidade posterior de L1

a = Haemonchus contortus

b H. placei

Aumento = 600 X
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Extremidade posterior de L1

a = Cooperia spp
= Trichostrongylus sSp
c = Oesophagostomum radiatum

Aumento = 600 X
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Figura 12. Freqiiéncia acumulada e poligono de freqiiéncia do

comprimento total de L1 de Harmonchus contortus.
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Figura 13. Freqliéncia acumulada e poligono de freqiiéncia do com
primento total de L1 de Haemonchus placei.



64

%
1607
Ommm—¢y  Freqliencia acumulada
8———g Pollgomo da freciléncia
" 50/
10

300 | 360 420 3m

Figura 14. Freqliéncia acumulada e poligono de freqgliéncia
do comprimento total da L1 Cooperia spp.



65

109

o— Freqilencia acumulada

50
&———=e Poligono da frecilen—
cia
10 "
+ \
, ' . T — A R
320 350 440 480 ym
Figura 15. Freqiiéncia acumulada e poligono de freqiiéncia

do comprimento total da L1 de Oesophagostomum
radiatum.
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Comprimento total das larvas de primeiro
estégio de: a) Haemonchus contortus; b)
Haemonchus placei; c) Cooperia spp.; d)
Oesophagostomum radiatum.

cheia; s = retangulo; limites = linha vertical
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Figura 17. Largura das larvas de primeiro estagio
de: a) Haemonchus contortus; b) Haemon-
chus placei; c¢) Cooperia spp.; d) Oeso-

phagostomum radiatum

X = linha cheia; s = retangulo; limites = linha vertical
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Figura 18. Distdncia do &nus a ponta da cauda das
larvas de ©primeiro estdgio de: a) Hae-

monchus contortus; b) Haemonchus placei
c) Cooperia spp.; d) Oesophagostomum ra-
diatum.

;; = linha cheia; s : reténgulo; limites = linha vertical
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Figura 19. Distribuicdo da freqliéncia do comprimento total, largura e disténcia

do é&nus a ponta da cauda para Haemonchus contortus,
cei, Cooperia spp. e Oesophagostomum radiatum.

Haemonchus pla-
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Morfologia geral e aumento da extremidade pos-
terior das larvas de terceiro estdgio do a)
Trichostrongylus sSpp.; b) Haemonchus placei;
c) Haemonchus contortus; d) Cooperia sSpp.; e)

Oesophagostomum radiatum.
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