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Resumo

Este trabalho tem por objetivo verificar a ocorréncia de modificag¢ao na motilidade e morfologia de larvas
infectantes de tricostrongilideos (I.3) conforme o tempo de estocagem em geladeira. Para isso, as 1.3
foram obtidas a partir da coprocultura de um poo/ de fezes ovinas, com média de 700 ovos de estrongi-
lideos por grama de fezes (OPG). As larvas foram distribuidas em tubos conicos de 1,5 mL. e mantidas
em geladeira (5 °C a 8 °C). A primeira aliquota foi analisada em duplicata no sétimo dia de estocagem;
novas avaliagoes foram realizadas a cada 21 dias, até o 259° dia. A motilidade foi mensurada em graus de
0 (auséncia de movimento) a 3 (movimento normal). Foi observada diminui¢ao gradativa da motilidade
da primeira a dltima avaliagdao, quando a porcentagem de larvas com grau 0 foi de 30 e 71,91%, respec-
tivamente. A diminui¢do da proporcao de larvas moéveis em relagao a avaliacao anterior foi significativa
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (p < 0,05) nas avaliagdes apds o 133° dia de estocagem. Concluiu-se
que no 28° dia de estocagem 100% das larvas apresentaram a diminui¢ao do volume das células intestinais
¢ o descolamento parcial ou total de bainha, sendo possivel, no entanto, a identificagio dos diferentes
géneros de estrongilideos pelas principais caracteristicas morfologicas avaliadas concomitantemente até
o quinto meés de estocagem.

Palavras-chave: Diagnostico. 1.3. Larvas infectantes. Identificagao. Motilidade.
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Abstract

This paper aims to determine if there is modification on motility and morphology of trichostrongylid infective larvae
(L3) as the storage time in refrigerator. The L3 were obtained from a coproculture proceeded from a pool of sheep
faeces, with an average fecal egg count (FEC) of 700 Trichostrongylid eggs per gram (EPG). The larvae were dis-
tributed in conical tubes 1.5 mL, which were held vertically in the refrigerator (5 °C a 8 °C). The first aliquot was
evaluated in duplicate in the 7" day of storage, and new evaluations were performed each 21 days, until the 259" day
of storage. Motility was measured as scores from 0 (movement absent) to 3 (normal movement). It was observed a
gradual decrease in motility from first to last evaluation, when the percentage of larvae witch scored 0 was 30% and
71.91%, respectively. The decrease of proportion of moving larvae related to the previous observation was significant
by the Kolmogorov-Smirnov test (p < 0,05) after the 133" day of storage. It was concluded that on the 28" day of
storage, 100% of larvae showed the decrease of intestinal cells size and total or parcial detachment of the sheath, but
it is possible to identify different genera of trichostrongyle by other auxiliary characters until five months of storage.

Keywords: Diagnosis. L3. Infective larvae. Identification. Motility.

Introdugao

A produgao de alimento se mostra cada dia mais importante, e as ciéncias agrarias tém buscado melhor
produtividade e produtos de alta qualidade, independente de sua origem, animal ou vegetal. Para o sucesso na produ-
¢ao animal, indiferente a espécie ou ao produto desejado, é necessaria a integracao de ferramentas ligadas a nutrigao,
genética, manejo e sanidade do rebanho. Este ¢ o caso da ovinocultura, que ¢ uma atividade largamente explorada
nos paises tropicais, visando a produgdo de carne, leite e peles (VIEIRA; CAVALCANTE, 1999). Entretanto, as
endoparasitoses gastrintestinais constituem o limitante para a producao de ovinos em todo o mundo, especialmente
nas regioes tropicais, onde os prejuizos econémicos sao mais acentuados (FAO, 2003; SOTOMAIOR et al., 2007).

Os ovinos sao parasitados por helmintos em todas as faixas etarias, o que resulta no atraso de desen-
volvimento corporal dos cordeiros, na diminuicao da producio e qualidade da carne e 1a (URQUHART et al,,
1998). Além dos prejuizos decorrentes da morbimortalidade dos animais, ha os prejuizos indiretos, que envolvem
a mao de obra e custos com medicagao anti-helmintica e terapia de suporte (TORRES-ACOSTA; HOSTE,
2008; SOTOMAIOR et al., 2009). Por isso é necessaria a melhoria dos métodos de diagnostico, para ter-se
em maos informagdes fidedignas e agir de forma coerente para posterior controle racional de enfermidades.

Geralmente as infecgdes por helmintos gastrintestinais sio ocasionadas por varios géneros de parasitos,
a maior parte deles pertencente a superfamilia Trichostrongyloidea (OLIVEIRA et al., 1999; ROSALINSKI-
MORAES, 2007). A identificacao dos géneros de parasitos que ocorrem em uma propriedade ¢ dificultada,
pois os ovos dos diversos estrongilideos possuem o mesmo aspecto morulado, quando visualizados nos exames
coproparasitologicos (BOWMAN et al., 2006); por isso, ¢ necessario o cultivo das larvas infectantes de terceiro
estadio (L.3), para identificar a ocorréncia dos géneros mais patogénicos ou que sejam resistentes a determinadas
drogas anti-helminticas e propor ferramentas adequadas de controle (SOTOMAIOR et al., 2009). Esta identi-
ficacdo das larvas ¢ laboriosa e exige treinamento para realiza-la. Para facilitar a rotina laboratorial, ¢ comum a
estocagem das amostras de coproculturas em geladeira por muitos dias, até que seja possivel realizar a leitura.

Este trabalho objetivou verificar por quanto tempo sera possivel estocar larvas infectantes de estron-
gilideos parasitos de ruminantes sob refrigeracao, sem que ocorram alteragoes morfologicas significativas, bem
como verificar em quais géneros estas modificagdes seriam mais frequentes e/ou precoces.

Materiais e métodos

Foi obtido um pool de fezes de ovinos e caprinos criados no municipio de Toledo, PR, com média de
700 ovos de estrongilideos por grama de fezes (OPG). As amostras ficaram armazenadas em geladeira por um
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dia a 5 °C. Com este pool foram feitas seis culturas de larvas, as quais foram mantidas em estufa a 26 °C por 14
dias. Apos este periodo, as culturas foram retiradas da estufa e as larvas de terceiro estadio foram obtidas pelo
método de Roberts e O’Sullivan (1950). Esse consiste em preencher o frasco de cultivo com agua a temperatura
ambiente até a borda, tampar o frasco com uma placa de Petri, inverter bruscamente para evitar o derramamento
do liquido e colocar mais solugao fisiologica a 45 °C até a metade na placa de Petri, que resulta na atracao das L3
para fora do frasco por termo e hidrotropismo. Transcorrida aproximadamente uma hora e meia, o liquido foi
coletado da placa de Petri com uma pipeta e armazenado em um tubo de ensaio. Os tubos foram centrifugados
a 1.500 rpm por cinco minutos, e o volume total da suspensao foi ajustado para 60 mL. Destes, 58 mL foram
divididos em aliquotas de 1 ml,, que foram armazenadas em microtubos de 1,5 mL (eppendorff®), em geladeira
a 5 °C, em posicao vertical. A cada 21 dias foram retirados aleatoriamente dois tubos para avaliacio. Esta con-
sistiu em deixar a solucao de larvas em temperatura ambiente e dividi-la em laminas de vidro para observagao
a fresco em microscopio 6ptico, no aumento de 100x, para avaliacao da motilidade. A motilidade das larvas foi
classificada em quatro niveis: grau 3 — normal, grau 2 — diminuido, grau 1 — quase imovel e grau 0 — imével. A
avaliacio morfoldgica e a identificagio genérica foram realizadas apos pipetar de duas a trés gotas da solugao de
lugol forte para fixacao das larvas e acomodar uma laminula de vidro para facilitar a visualizagao das estruturas
morfologicas. Os géneros foram identificados com auxilio da chave morfométrica de Van Wyk et al. (2004).
Para comparar a proporcao de larvas com diferentes graus de motilidade de uma avaliagdo com a
subsequente, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. A comparagio da propor¢ao de géneros de tricos-
trongilideos com a da primeira coleta foi realizada pelo teste do qui-quadrado. Em ambos os testes foi assumido
que as diferencas setiam significativas a partir de 0,05 de chance de erro do tipo I, pelo soffware Biostat® 2.0.

Resultados

Como nao houve diferenga significativa entre os dois tubos analisados em cada avaliagao (p > 0,05)
os resultados de ambos foram reunidos por data de leitura. Foi observada diminui¢ao gradativa da motilidade
das L3 da primeira a dltima avaliagdo, quando a porcentagem de larvas com grau 0 foi de 30% e 71,91%,
respectivamente (Grafico 1). A diminui¢ao da proporcao de larvas méveis em relagio a avaliagao anterior foi
significativa pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, no 133° (p < 0,0002), 175° (p < 0,0005), 196° (p < 0,0248),
217° (p < 0,0329), 238° (p < 0,0027) e 259° (p < 0,004) dia de estocagem em geladeira.

Os géneros de helmintos identificados na primeira avaliagao (sétimo dia apds estocagem) foram os
seguintes: 50% Cooperia; 23% Trichostrongylus; 10% Haemonchus; 6% Oesophagostomum, 4% Ostertagia, além de
8% Strongyloides papillosus. O teste do qui-quadrado demonstrou que esta propor¢ao se manteve inalterada até
a 147% avaliagao, exceto na avaliagao do 91° dia (p < 0,00653). Apds o 147° dia, as alteracdes morfolégicas
comprometeram muito a identificagao dos géneros.

No 28° dia, 100% das larvas apresentavam diminui¢ao do volume de suas células intestinais e no
70° dia todas apresentavam descolamento total ou parcial de sua bainha. Na avaliacao do 217° dia, 26% das
larvas se encontravam em decomposigao, sendo impossivel a identificagao da espécie. Na avaliagao do 238° dia
foram encontradas reais dificuldades para a identificacio do género pela morfologia, sendo feita apenas mais
uma avaliacao do 259° dia, pois ja ndo era mais possivel identificar as larvas. As larvas do género Haemonchus
foram as que demonstraram maiores e mais precoces alteragoes de motilidade e morfologia.

Discussio

Neste trabalho foi observado que houve diminui¢ao significativa de motilidade larval apds 133 dias de
estocagem. Estes dados assemelham-se aos de O’Connor et al. (2006), que demonstraram a sobrevivéncia de quase
50% das L3 de estrongilideos apds 128 dias a 8 °C e 80% de umidade. As 1.3 sdo mais resistentes que os demais
estadios nao parasitarios por causa da bainha que as envolve, tornando-as melhor providas para sobreviver em

condi¢oes adversas como dessecagio, frio e congelamento (URQUHART et al., 1998; BOWMAN et al., 2000).
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Grafico 1 - Propor¢iao de motilidade das larvas de terceiro estadio de tricostrongilideos estocadas
em geladeira, por tempo de estocagem

Nota: * grau 3 — normal, grau 2 — diminuido, grau 1 — muito diminuido e grau 0 — imével

Como a motilidade é um indicativo de viabilidade larval, a redugdo gradativa de motilidade observada
neste trabalho pode ser resultado da menor viabilidade das larvas ao longo do tempo. A disponibilidade e
quantidade de nutrientes armazenados durante as fases larvais microbivoras (L1 e L.2) influenciam diretamente
a capacidade de infecgao e sobrevivéncia das larvas L3 de tricostrongilideos (URQUHART et al., 1998). Estas
reservas sao acumuladas nas células intestinais e fazem com que as células aumentem seu tamanho, resultando
na possibilidade de observar diferentes formatos de células ao microscopio 6ptico, caracteristicos de cada género
(BOWMAN et al., 2000). Espera-se que, com o passar do tempo, as reservas sejam consumidas e o formato das
células seja de mais dificil observagao, o que ocorreu neste trabalho a partir do 28° dia de estocagem em geladeira.

A partir do 70° dia do presente estudo, todas as L3 apresentavam descolamento total ou parcial
da bainha, indicando inicio de autélise. A decomposi¢io destas larvas foi evidente do 217° dia em diante. A
partir do 238° dia de armazenamento, nao era mais possivel identificar as larvas pela perda dos principais
parametros rotineiramente utilizados para reconhecimento de cada género, tais como o comprimento de cauda
e o niumero de células intestinais.

A maior parte dos laboratérios de parasitologia tem por habito o resfriamento das amostras de 1.3
para identificacdo, sendo possivel a estocagem até 30 dias. Os resultados deste trabalho demonstraram haver
alteragdes importantes na morfologia das larvas a partir do 28° dia de estocagem. No entanto, a propor¢ao de
géneros identificados nao diferiu pelo teste do qui-quadrado até o 147° dia. Assim, técnicos treinados a realizar
a identificacio morfoldgica por varias caracteristicas simultaneamente poderiam identificar corretamente os
géneros de parasitos gastrintestinais de ruminantes até préximo de cinco meses de estocagem.

Conclusio

Ap6s o 28° dia de estocagem em geladeira foi possivel verificar a ocorréncia de alteragoes morfo-
légicas, que dificultaram a identificacdo dos géneros das 1.3 de estrongilideos. No entanto, se as principais
caracteristicas morfoldgicas forem avaliadas concomitantemente, é possivel a correta identificagdo dos géneros
até cinco meses apos estocagem.
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