JAPAN INTERNATIONAL COOPERATION AGENCY

MANUAL PARA DIAGNOSTICO
DAS HELMINTOSES
DE RUMINANTES

4“EDICAO

UENO, H. & GONCALVES, F. C.

TOKYO, JAPAN



MANUAL PARA DIAGNOSTICO DAS
HELMINTOSES DE RUMINANTES

HAKARU UENO
JAPAN INTERNATIONAL COOPERATION AGENCY

ESCOLA DE MEDICINA VETERINARIA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

PEDRO CADRAL GONCALVES
ex-PROFESSOR TITULAR

FACULDADE DE VETERINARIA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

4* Edicao

JAPAN INTERNATIONAL COOPERATION AGENCY
1998



INDICE

PREFACIO
I. GERAL ,
1. Diagngstico das helMIntosSes: oo suermeresssimmsmssmsss s smssss b s imee i s pios speavms o e 1
L. ] . EXATNE CIINTC0 5o emummemnsssmie e ssissss s e s s sy e e S S R a0 s 1
J RPN 25 €: 101 TS F: 10101 €21 1) § S OO OSSO SNP P POPRTO 1
1.2.1. Contagem de ovos por grama de fBZES oo e 1
1.2.2. Necrops,la R e TS R S eeeeeeenees 2
2 oleta:de amostra para exanie parasifolOgICiummmimimmiisrmvassssssnis st 3
N e T — I T — 3
v — 3
II. TECNICAS
i. Concentracd@o de ovos de helmintos nas fezes ........ocooevene. e edteneaohe e bt e s anenbb et et e e b e ereeeras 6
NN oI b e LRt RS —— 6
2. Técnica de centrifuga¢do (antiformin-€ther) ...........ccviviviiiiniiieniiiciunnnicein. T m— 8
3. Técnica de flutuacio 51rnples ............................................................................................... 10
4. Técnica de Willis ........... et eeietheseeieibeseererseeiserstressernttereetantaniantaeaaeanateesantataaaneantanantanesaarnenees 12
5. Flutuagdo em SOIUCAO € ACTICAT ..ovvveeieeeieierecicrieeeionirieesiniessiesesianessaiserstosisnrasnssessnassasassans 12
ii. Contagem de ovos de nematédeos gastrintestinais nas fezes .....occviivvniivnicniniiciiincneen, 14
1. Técnica de Gordon eWhitlock, MOIfICATA ..cicciumeimmimmssisiisorsmimmissismmsiimmiiicssmasimssmmsivasossiaes 14
2. Teciita de-SIBIL. .. oo ey s e S 17
iii. Identificagio de ovos de nematddeos e cestddeos gastrintestinais .........covvcevieivicnirieeinennran, 18
iv. Interpretacdo de 0.p.g. de nematddeos gastrinteStinais ......ovceevnieininiciin e 23
v. Coprocultura para obten¢do de larvas de nematédeos CASIIITESHNALS ssvvsunimmminsinmes 25
1. Técnica de Roberts € O’ SUlliVan........ccooiiiiiieniirenmeinariimeemmomeromee e cssseiesssasssions 25
2. Método da coprocultura quantitativa para Caprinos ...........cceeeereevresirsinsimsssenesssssssnssnnss vrenraes 29
3..Diagnose pritico de verminose deCaprifOs. . i e s smovomtssessmmitaismsm 32
4. Técnica de papel de filttono tubo deensaio .....osmisniamsniannnissaanse e 34
vi. Identificacdio de larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais .........cooeeveveeveiacecinacicniens 35
vii. Correlacéo entre o.p.g. € larvas infectantes de Strongyloidea ... 44
viil. Interpretacdo do nimero de helmintos e carga patogénica........ S SR 45
ix, Detecgfio de ovos de trematddeos NAS TEZES ... uiiurveiirivrriversererireerarresrisesrrarerseresrsessnsrsesssses sane 52
1. Técnica de sedimentacdo MOIICAAA......ocueeeviircieereer e e e 52
2. TEenipade Tre Sommlio 0 o emmmnseronses oo s s s R 54
3 Tecmca de Demus Stone e Swanson ............................................................ SPRAAR. ST 56



5. Exame coprolOgico pard OVOS de FUEPIFEII e ivsssssssimssisssssosssssisssaisssnts imsmtess s ioss 60

x. Identificacdo de ovos de trematédeos de TuMINANEes .......cco.civeerceeericeens S e T L 61
xi. Deteccido de larvas de 1° estdgio de vermes pulmonares nas fezes........covvevvevemcsrivcvcnnavreionns 62
1. Téenica de Basrmyani oo snsivmmessvissamsmssvrmaims sy i e S0 s s e A ans s vssrss 62

2. Técnica de Ueno: tubo cOnico de Centrifli@a ....coeeiviecirieceninirierseierrissrenresinnes e eranees 64
xii. Identificacdo de larvas do 1° estigio de vermes pulmonares de ovinos e caprinos ............... 67
xiii. Interpretacdo do mimero de larvas de verroes pulmonares nas fezes .............. S — 68
xiv. Recuperacdo de formas imaturas e adultas de vermes pulmonares..........cocvvvciericiinenniiinn. 69
xv. Detecgdo de miracidios eclodidos de ovos de Schistosoma nas fe2es........covvevvicivencnininne, 70
xvi. Coleta de helimintos adultos em necropsia realizada no 1aboratorio .........ccceeevvescvicrivrcnenns F2
1, Techien COTTRIITEONE TR ot om0 88 i D O S S SR RS 72
[ ) Nematodens O ADOITIASO ...vvieeirerrireiireeiaeaiaeeeiieseraesetee s sasteesanssaesssasassosstaseebseetessrannssiosanan 72

2) Nematddeos do intestino delgado ......ocvveviiviircricniiisieeccreeccnvnsesee s e s 73

) N et os e N S 0 TR s exnsmsumonsasesssses b s OS5 54 83 SRS S SRR

R o (1L L || —— psndsspeegee 74
1. ) Nematodeos do abomiasd .. .ol s annminnansuee T I———— 74

2) Nematodeos do intestind del@ado ..oc..veecveeccininiceccine e 735

3) Nemat6deos dO iNESTINO SIOSSO0 ouiiirivirrieraareraieeiarasrnesosressseessresssreerestasasiarasiaesssnnsernsssnns 15

3 VRO DU ORI vy g sy sy gy R S O BN O R T 76
4. Fasciola € OOtros einatoOds s i ot i s i i inss s et it saa s vnsas viv vy ss e 78
xvii. Técnica para coleta de nematédeos gastrintestinais em necropsia a campo .......o.oocveeeniens 80
xviil. Contagem de nematédeos gasirintestinais em necropsia realizada a campo .....o.cvvvevveevvrenn. 81
xix. Caracterfsticas morfolGgicas de nematodeos gastrintestinais de ruminantes............ R 82
1. Nematodeos dO ADOIASO ......cciiiiieiriniciiiei it eae e e et reenvessecerbesnesonaesmnenanasseones 82

2. Nemat6deos do intestino delgado ........ e e i oo T S S R s 82

3. Nematodeos do intesting SroSS0...c..vvwreeoreriorneeornesaveeeneans N—— S gl reeeenes 82

xx. Recuperacio de formas imaturas de nematddeos gastrintestinais ......cocvevniurnriecieniinnicsininnnas 92
L: Teettica de digestao SENT RIS wspmmsssvommsim smemss oy o s RN 92

2. Teetiea de BanhoSnatid (O Baihio TH0 3}, i i s a5t e i 05 i e g s i 93

3. Técnica de TASPAZEM (2 INCOSA ..cccvvevieererieirieaeriasseesssseaessresesmeeransesssesarmaassassesaensesscnesonnesas 94
xxi. Identificacio das formas imaturas dos nematddeos gastrintestinais de ruminante ................ 95
Anormalidades de formas jovens e larvas infectantes ..........ccccoiviiiiinine, 104
xxii. Detecgdo dos nematodeos no tecido, POT DIOPSIA ..occcveviviiiiiiiiiiiie it 105
xxiil. Deteccdo de mucrofilarias no SANZUE .....ovvevieriiirirericircaevaisemreenic s as et e s cens e 107
1. ESTTERACO ESPRSSO.citiirareririeriairisessisssiasieasiestessesasistassasssssisaesanssisssastoresiesartressssensisssnssaeses 107

2. Concentragfao por acetona ...c....ceeoveenseesssicsianne SO SO 107

xxiv. Coleta de formas imaturas de Fasciola do parénquima hepdtico ....... T 109



xxv, Observacdes de formas larvais de Fasciola nos moOIUSCOS ...c..ccvevvrceciicnicrcrcsine e 111

1. Obtencao deovos postos HAtMTANTIEITE:  u i issiermmsiims s A s 111

2. Obtengdo de miracidios para infecgo experimental .........cccocvveicercriinrirccrenicnncrcncene 111

3. Desenvolvimento das formas 1arvais ... 111

1) Observacio em MOIUSCOS JOVENS ...coiiiiriiiiceritieeies s ete e e s ses st e e meene e e e s snsnans 113

2) Observacio em moluscos AdUILOS .......ovvierieeiricriee s ecrice s cesinere s s sneesreae s e serneaens 113

xxvi. LCongervagao dos helmintos ..o sy ey 115
Lo BIRAOTES . coovcmmumssmnmmannssnvossmmmn susmmss s essey s Lo s o sy o A U e DGR s s 115

2. Clarificag@o e conservagdo dos helmintos .........coociiiiiiiiiiiiie e 115

3. Preparacdo de laminas permanentes de Platyhelminthes ........occeovvvevvveeieeccncnn. e 117

1) FIXACAO c.1erireereireerineereireiiseiisecasneeinntesssaerineesannsessseseasssansseeasnsanssnsanssearnssensassonsssersanen 117

2) ColOTagh0 € MONTAZEIN «....eeeiiiiiiericiiieaistreareratreseressetbatsessstnssossvassasssnesseasasesssnsseessnne 118

e I Dot a0 L — 120

[II. CONHECIMENTOS BASICOS PARA A PESQUISA

A. Aspectos epidemiolégicos de nematddeos gastrintestinais € pulmonares de ruminantes ...... 122

1. Idade dos animais ¢ suscetibilidade de infecgao .....ovviviiiiiciiiiiniicce e 122

2. Flutuagioestacional dos nematddens i ascpmmsmmssssyamssissmm et i 123

3. Biochinmatogranin & evapotranSPIREOHD s s s oo s s i S ais 124

B. AnImais TaCAAOIES .....cvvcereirierieerinreniionienieniirreeesreertessseesiaarnrarrerssessesesssenssnssessnsssseesssssnses 127

C. Testes anti-helminticos €M TUIMIRANLES ......oeevreriiriiieineiseiiaiireneetesesesneeseesrearsesaeenseesserssesesinnins 127

1. Nematodeos SastriDleStials s swvemsay i o s s i s s s s 127

2: Faseiola e ontroS rematOUens s s smssssss s s sammssms s wis i o 130

D. Controle de helmintoses m TTMINANTES ....c.coceieeevrvrerreersrrsreesseresseressessesssseessmnssesssssasssssreesnses 131

1. Aplicagdo de anti-helmintiCoS ......cooiiiiiiiiieiier et e ne s 131

2. B e POl OB A O xowsssionsss:sanesnnsossssstsnsdsssa o et e SN A S 5 132

3. Esperangade desenvolvimento de Yacing «u.sissvaissimssmssiosommsms s e 133

E. Resisténcia de nematédeos gastrintestinais de ruminantes a anti-helminticos ...........o.cu..... 133

1. Como detectar @ FESISTEMCIA ....ievuuerereerecriiraireieiiae e e e etiee et aneeeeaestnasarnseesssasressesraerserssrsssenses 134

1) PIOVA I7 VIVO v et ieee sttt ett b e e e ees e e s eeseaesraneessmnrensssnntesnaansasiasesnasans 134

2) PTOVA I1 VITFO oottt e s s ccaeevsnneseasa s saaersns e sasbes sobs e smsbesanbssamseramtesaanasannensan 135

2y COTBITSTACOES: TNV ueumersmms i orss s o s i 54 e L S o S S T R i 135
Apéndice:

a.. Materiais deuso comum.nn IAboTMlORe v s s S 136

b. Céleculo da percentageny de 8leo0ol; i msmisssssivam snssmsenmssessniss s ssvss @i 136

¢. Preparaco de umidade relativa ...t e 139

Livros uteis para parasitologia VELETINATIA .......co.evvveeiereereireirneiransaiessecsetesasasscosnsensssesssssessorenns 140

Indice remissivo



I. GERAL

1. Diagnostico das helmintoses.

Os animais criados a campo sdo todos suscetiveis &s infec¢Bes vermindticas, especialmente os
Jovens. Entretanto, a presenca de determinadas espécies de helmintos no trato digestivo ou nas vias
respiratérias do animal, nem sempre representa wm perigo iminente.

A patogenicidade vermindtica e a intensidade de infec¢do por nematddeos gastrintestinais estio
dirctamente relacionadas com:

— a idade e imunidade (resisténcia) do animal.

— as espécies de helmintos.

— 0 grau de infecgfio e de suscetibilidade do animal.
— as condigdes ambientais (solo, relevo, clima, etc.).

Para se estabelecer um diagnéstico preciso sobre as doencas parasitdrias ou 2 causa da morte do
animal, devemos considerar a histéria clinica, estado de nutri¢io e manejo, incluindo vermifugacdes e
Iestes observadas na necrépsia.

1.1. Exame clinico.

O diagn6stico clinico ndo € o mais indicado frente a um problema de verminose, pois a sintoma-
tologia causada pelas diferentes espécies de helmintos, na maioria das vezes, confunde-se entre si, além
de assemelhar-se com a causada por outras enfermidades.

Desta, destacam-se como excessao, a estrongiloidose, causada por Strongyloides papillosus, que se
caracleriza por diarréia de cor branca em terneiros de 2 a 3 meses de idade e a dictiocaulose, que se
manifesta pela tosse freqiiente.

A hemaoncose se manifesta por anemia e edema submandibular, dependendo do grau de infeccéio; a
fasciolose também se manifesta pelos mesmos sinais clinicos. J4 a tricostrongilose se caracteriza pela
diarréia negra.

Geralmente as infecgdes no trato digestivo sdo mistas, causadas por diferentes géneros e espécies

de nematddeos. Assim sendo, o diagndstico clinico € relativo em comparagdo com o laboratorial, no
qual o agente etiolégico € determinado.

1.2. Exames laboratoriais.
1.2.1. Contagem de ovos por grama de fezes.

Se houver dificuldade na realizagio de necropsia, o diagndstico poder ser baseado na técnica de
contagem de ovos por grama de fezes (0.p.g.).

Ao empregar esta técnica, deve-se observar:

a. Se um bovino jovem, por exemplo, excreta 1.000g de fezes por dia contendo 2.000 ovos de
Trichostrongylus por grama, significa que a producio de ovos € de 2.000.000.



b. Por outro lado se considerar que uma fémea de Trichostrongylus pde 200 ovos diariamente, a
contagem anterior de 0.p.g. revela a ocorréncia de uma infecgdo de 10.000 vermes ¢, se o ntmero de
machos desta espécie for igual ao de fémeas, o total de Trichostrongylus existentes no trato digestivo do
ovino seria de 20.000 vermes adultos, aproximadamente.

¢. A contagem de o.p.g. ndo reflete uma infecgao real. Na maioria das vezes ndo hd nenhum valor na
determinacdo do grau de infecgdo, porque a verminose severa € causada, fregiientemente, por formas
imaturas, incluindo as larvas hipobidticas (4° estdgio das larvas) dos helmintos, antes que se produzam
ovos. Portanto, uma contagem alta de o.p.g. poderd ser indicativo de um nimero alto de helmintos,
porém uma contagem baixa de o.p.g. ndo significa que existam poucos vermes no trato digestivo do
animal.

d. A amostra de fezes que se utiliza para fazer o 0.p.g. representa um valor relativo em relagdc ao
total de fezes expelidas diariamente pelo animal.

e. Se forem efctuadas duas contagens de o.p.g. em um animal, uma pela manhd e outra a tarde,
observaremos uma acentuada variaco no valor do o.p.g. Portanto, o valor obtido na contagem de 0.p.g.
ndo representa o ndmero exato dos helmintos que parasitam o trato digestivo do animal.

1.2. 2. Necropsia.

Os vermes adultos e imaturos, obtidos na necropsia ¢ identificados, fornecerdo valor mais real do
grau de infec¢do, proporcionando um diagndstico mais preciso.

Principais técnicas para diagngstico de helmintos em ruminantes.

Diagnéstico direto:

Coprolégico:
— Técnica de flutuagéo.
— Técnica de sedimentagio.
— Técnica para contagem de ovos por grama de fezes.

— Técnica para detectar larvas nas fezes.

Cultivo:
— Técnica de coprocultura para obter larvas infectantes,

— Identificaco de larvas infectantes.

Diagnéstico indireto:
- Diagnéstico clinico.
- Andlise bioquimica.
- Reac@o alérgica (intradermo-reagdo).

- Teste de ELISA e outras técnicas imunologicas.



2. Coleta de amostras para exames parasitologicos.

2.1. Fezes.

As fezes devem ser coletadas preferencialmente pela manha, diretamente do reto do animal ¢ nio
do solo (devido ao grande poder de contaminagiio com nematddeos de vida livre). Para auxiliar a coleta,
faz-se uma massagem nas paredes retais. A amostra de fezes deve ser coletada em sacos de pldstico que
servirdo como luvas no momento que se fizer a massagem nas paredes retais, amarrando-o logo apds a
inversdo do mesmo jd com a amostra coletada.

Os recipientes de coleta devem ser bem limpos e fechados para evitar a aceleragio da eclosido dos
ovos embrionados e enviados, imediatamente, ao laboratério.

Para determinar a ocorréncia de parasitas numa cria¢do de 15 animais, por exemplo, coletam-se 10
amostras; porém, em fazendas com numerosa lotacio, € preferivel coletar 20 a 30 amostras do rebanho,
por potreiros e grupos etarios.

As amostras de fezes coletadas, em regides de clima tropical ou que levam mais tempo para serem
examinadas, devem ser acondicionadas em caixas de isopor com pequencs pedacos de gelo, a fim de
refrigerar o material.

Para a contagem de o.p.g. at€ 2-4 horas apds a coleta, deve-se utilizar fezes frescas. Isto deve-se ao
fato de que os ovos embrionados de Strongyloides liberam as larvas rapidamente, sob condi¢des favoraveis.

Se nao for possivel fazer a contagem dentro deste prazo, aconselha-se guardar as fezes no refrigerador.
Normalmente, as amostras destinadas a coprocultura de larvas ndo necessitam permanecer no frio,
podendo-se deixa-las em condigbes naturais.

Na técnica de Baermann e outras similares, ¢ necessdrio utilizar fezes frescas para isolar as larvas
de 1° estdgio de vermes pulmonares das fezes. '

Ao contririo, na técnica de sedimentagio para ovos de trematodeos, Fasciola € Eurytrema, por
exemplo, pode-se usar fezes conservadas a temperatura de 7 a 8°C durante algumas semanas.

2.2. Necropsia.

Em vista da dificuldade em coletar amostras na necropsia, aconselha-se enviar o animal ou os
6rgdos ao laboratério para serem identificados. Deve-se ter o cuidado de acondicionar os 6rgéos em
sacos de polietileno com formol a 5% ou congelados no freezer, acompanhados por uma ficha com
dados informativos sobre o animal.

Na saca de visceras (abomaso, intestino delgado e intestino grosso), enviar as pecas amarradas nas
duas exiremidades de cada 6rgao, para evitar que o conteudo se disperse.



Tabela 1. Localizagdo dos helmintos mais comuns de ruminantes.

ABOMASO INTESTINO DELGADO INTESTINO GROSSO
Haemonchus Trichostrongylus Agriostomum
Ostertagia Cooperia Oesophagostomum
Trichostrongylus Bunostomum Trichuris**
Strongyloides Chabertia
Nematodirus* Skrjabinema (ovinos e caprinos)
Capillaria™*
Neoascaris**
Moniezia®*

* Os ovos ndo sdo fdceis de eclodir na coprocultura.
#% Género de nematddeos cujos ovos, normalmente, ndo eclodem em coproculturas.

| PULMAO RUMEN FIGADO PANCREAS
Dictvocaulus Paramphistomum Fasciola Eurytrema
(Traquéia e bronquios) (Formas jovens (Formas jovens podem (Canais pancredticos e
parasitam o mlgrar no intestino delgado) parénquima pancreatico.

| Muellerius
(Alvéolos e bronquiolos)

intestino delgado)

Formas jovens podem

Thysanosoma

(Ductos biliares principais

migrar no intestino
delgado)

Figura 1. Orgdos internos de bovino

1. Traquéia 8. Reto

2. Pulmao 9. Coragéo
3. Esbfago 10. Bago
4-a. Rimen 11. Figado
4-b. Reticulo 12. Rim

5. Abomaso 13. Uretra
6. Intestino delgado 14. Bexiga

7. Intestino grosso

15. Pancreas




Tabela 2. Esquema de aplicacdo das técnicas para exame coprologico

Fezes |Observagio l
a olho nu
'L -
Consisténcia Eliminagac de
das fezes: parasitos intelros
- Normal e segmentos
- Diarréia de cestbdeos

- Sanguinolenta

1. Nematddeas —»

2. Cestédeos —»

3. Trematddeos —

Ovos Qualitativa
—p~

Quantitativa

{(OPG}
Larvas' Qualitativa
(1° estagio de
vermes
pulmonares) —->

Quantitativa

(L.P.G}
Ovos™

—>[ Qualitativa

Segmentos

Qualitativa
Ovos*"' —»

Quantitativa
Miracidios (O.PG}
{unicamente
para
Shistosoma) —¥ | Qualitativa

*Para identificaco de larvas infectantes, precisa-se fazer coprocultura.
**(Ovos nao eciodem na coprocuttura.
*=*Antiformin - éther.

v

v

vV VY ¥ VY oY ¥

Técnica de
flutuagdo e
sedimentacao

Técnica de con-
tagem de ovos

Técnica de
Baemann
(LPG)

Técnica de tubo
conico de cen-
trifugagao (Ueno).

Técnica de
flutuagio

Técnica de
sedimentacéo

Técnica de
AMS 1=

Técnica de
Dennis

Técnica de
quatro tamises

Técnica de
eclosdo.




I1. TECNICAS

i. Concentraciio de ovos de helmintos nas fezes.

1. Técnica de sedimentacéo natural (Fig. 2).

Esta técnica exige o minimo de equipamento e tem a vaniagem de recuperar ovos ¢ larvas das fezes,
sobretudo ovos de trematédeos que tém opérculo (veja gravidade comparativa dos ovos de alguns
helmintos na Tabela 3) e de alguns cestédeos que sedimentam mesmo quando utilizada a técnica de
flutuagdo.

Esta técnica &, essencialmente, um processo de lavagem de fezes, ndo sendo 3o complexa como as
demais.

~ Material:

— Beaker (250-500ml).

— Copo de sedimentacio (300-500ml).

— Tamis metélico (80-100 malhas por polegada).

— Pipeta de Pasteur com ponta grossa com didmetro de 2 mm.
— Bastéo de vidro.

Técnica:

1. Colocar 5-10g de fezes frescas em um Beaker. Adicionar 60-70 ml de dgua e homogeneizar com
umn basto. Acrescentar dgua até obter o volume de 300 ml aproximadamente.

2. Filtrar a solucdo fecal para um copo de sedimentacio, através de um tamis e esperar por 10-20
minutos. Decantar ou sifonar 2/3 do sobrenadante sem agitar o sedimento.

3. Adicionar dgua fresca até a boca do copo de sedimentacio, agitar e esperar por 10-20 minutos.
4, Repetir este processo de lavagem fecal até clarificar a suspensdo, se necessdrio.
3. Decantar ou sifonar o sobrenadante, deixando o sedimento no fundo.

6. Retirar o sedimento com pipeta e coloci-lo em lamina, cobrindo com laminula. Apds, observar
a0 microscopio.




Fig. 2. Procedimento da técnica de sedimentagao natural




2. Técnica de centrifugacio (antiformin*-ether) (Fig. 3).

Chama-se também “Técnica de antiformin-ether”, sendo normalmente usada para concentragdo de
pequeno mimero de ovos de trematédeos (Fasciola, Clonorchis e Dicrocoelium), nas fezes de humanos
e pequenas animais, como gatos e cées. A téenica € complicada e necessita de produtos quimicos.

Material:
— Tubo de ensaio comum com tampa e bastdo.

— Tubo de centrifugagio com borracha no fundo (tipo especial).
— Centrifuga.

— Beaker (50-100 mi).

— Antiformin (10%).

— Eter.

Técnica:

1. Colocar 1-2g de material fecal no tubo de ensaio ¢ homogeneizar com um bastio. Apés, acres-
centar 5 ml de antiformin.

2. Adicionar 5 ml de éter na suspensao fecal.

3. Tampar o tubo de ensaio com uma borracha e agitar vigorosamente.

4. Passar a suspenséo, através de gaze, para o Beaker.

5. Transferir a suspensdo filtrada para o tubo de centrifugagio.

6. Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm.

7. A suspensio dividir-se-a em 3 camadas.

8. Inclinar o tubo de centrifugacdo lentamente.

9. Retirar a tampa de borracha do tubo e pressionar a parte molhada desta sobre uma ldmlna, colocar
laminula e observar ao microscdpio.

* Antiformin € a solugdo de hipocloreto de potdssio a 10%, dissolvido em hidroxido de sodio a 7%.



Fig. 3. Procedimento da técnica de centrifugacao (antiformin-€ther)




3. Técnica de flutuacio simples (Figs. 4 e 5).

Muitas técnicas fidedignas foram desenvolvidas, utilizando uma solugo de alta densidade especifica,
para a averiguago de ovos de helmintos nas fezes, sobretudo nemat6deos gastrintestinais e cestodeos. A
maioria dos ovos de helmintos flutuam na superficie sem a menor distor¢ic de sua forma.

A solug@io hipersaturada mais empregada € a de cloreto de sédio a aproximadamente 30-35%,
dependendo da temperatura ambiente. As larvas de 1° estdgio de helmintos, nas fezes, que flutuam nesta
solugiio, quase sempre encolhem ¢ alteram sua forma propria.

Solucdes hipersaturadas de sulfato de magnésio, cloreto de cdlcio ou agticar, etc., podem ser utilizadas.

Material:

— Recipiente de pléstico (copo) ou vidro (5 cm de altura, com boca larga).
— Tamis (50-100 malhas por polegada).

— Pipeta com péra de borracha.

— Tubo de ensaio comum e bastdo de vidro.

— Laminula (32-24 mm) e 1dmina.

Técnica:

1. Para preparar a suspensio fecal, coloca-se 2-3g de fezes em um tamis dentro de um recipiente
(Figura 4, mostrando um gral). Adicionar a solu¢#o hipersaturada de cloreto de sodio até a meta-
de do recipiente. Homogeneizar com um bastdo ou com o fundo de um tubo de ensaio menor.

2. Retirar o tamis e a suspensfo fecal estard pronta.

3. Agitar a suspensio com uma pipeta.

4. Transferir a suspensfo fecal para um tubo de ensaio.

5. Acrescentar a suspensio até a formagdo de um menisco na boca do tubo. Deixar 30-40 minutos
sem agitar.

6. Colocar uma laminula cuidadosamente sobre o menisco sem permitir a formag8o de bolhas.

7. Retirar a laminula lentamente e virar bruscamente evitando pingar a suspensdo, coloci-la sobre a
lAmina, e examinar ao microscépio. No verdo, em dias muito quentes, as soluges de cloreto de
sédio aumentam suas concentracdes, provocando a flutuacio de muitas fibras fecais, o que €
bastante incémodo, quando da observacao microscopica. Neste caso, pode-se diluir a solucdo em
propor¢ao de 10-15% com édgua comum.
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Fig. 4. Procedimento da técnica de flutuacio simples

Fig. 5. Ovos do tipo Strongyloidea (setas) concentrados
pela técnica de flutuacdo simples.
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4. Técnica de Willis*,

A técnica de flutuagio € de use comum, apresentando bons resultados.

Material:

— Copos plasticos ou de vidro, e bastdo de vidro.

— Tamis pequeno e copo de Borrel.

— Placa de Petri, e Idmina 4x7 cm.

— Solucio hipersaturada de cloreto de sédio (NaCl).

Técnica:

1. Utilizando um bastio de vidro, misturar 2-5g de fezes com aproximadamente 20 ml de solucfio
hipersaturada de cloreto de sédio, em um copo.

2. Filtrar a suspensio de fezes através de um tamis para outro copo.
3. Colocar a solucéo de fezes em um copo de Borrel (que devera estar dentro de uma placa de Petri)
e completar o volume com solugdo hipersaturada de cloreto de sédio, até formar um menisco nas bordas

do copo.

4., Colocar, com cuidado, uma ldmina 4x7 cm sobre o copo de Borrel, para gue esta entre em contato
com o menisco convexo. Ndo deverd conter bothas de ar entre [amina e a superficie do liquido.

5. Deixar o conjunto em repouso por 15 minutos.
6. Remover a lamina, invertendo a sua posi¢ao, rapidamente, para evitar a queda dos ovos de

nematédeos gastrintestinais. Examinar ao microscépio.

* Willis, H.H. (1927): A simple levitation method for the detection of hookworm ova. Med. Jour Australia.
8:375-376:

5. Flutuacio por soluciio de agicar.

Esta técnica d4 menos oportunidade de deformago de ovos de nematddeos gastrintestinais que
flutuam e € de uso comum para a concentracio de cistos de coccidios nas fezes. Com o objetivo de
cultivo, niio se acrescenta fenol.

Prepara¢io da solugio:

ABUCAT sesnvmusnsossisressniases 500 g
Agua .................................. 360 ml
Bannl o 6.5 ml

Esta técnica, originalmente, necessita de um processo de centrifugagéo, no entanto pode-se adapté-
la, utilizando o mesmo procedimento utilizado para a técnica da solugdo hipersaturada de NaCl.

12



Tabela 3. Gravidade de ovos de alguns helmintos, comparada com a gravidade de solugdo

saturada de produtos quimicos.

Género de helmintos Gravidade de ovos Reagente Gravidade de reagentes
Trichostrongylus 1,115 - 1,130 NaCI* 1,120 - 1,200
Bunostomum 1,085 - 1,090 CaCl 1.050 - 1,250
Ascaris suum 1.145 NaSO4* 1,280 - 1,300
Fasciola 1,200 Glicerina 1,226

* Solucdo hipersaturada.

Saco coletor de fezes em massa

10 cm
bt
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ii. Contagem de ovos de nematdédeos gastrintestinais nas fezes.

1. Técnica de Gordon e Whitlock, medificada (Figs. 6,7.8).

Esta técnica € de uso comum para a contagem de o.p.g. de ovos de nematdédeos gastrintestinais de
ruminantes e requer uma lamina denominada de “Cimara de McMaster”.

Material:

— Balanga simples para pesar fezes.

— Solugdo hipersaturada de NaCl ou agiicar (refere-se a Técnica de flutuagfio simples).
— Tamis de 80 maihas por polegada.

— Cadinho de porcelana, gral, copo ou outros recipientes semelhantes.

— Pipeta de Pasteur com péra de borracha.

— CAmara de McMaster.

Medidas da Cimara:

Estas nos ddo um volume de 0,15 para cada drea e um total de 0,3 ml por camara. (Fig. 6-a, b).
- Contador mecénico (Hand counter).
Técnica:
1. Pesar 2g de fezes coletadas diretamente do reto.
Colocar as fezes em um tamis, acrescentando 58 ml de solugdo hipersaturada de NaCl ou agucar.

2.
3. Triturar as fezes com um bastdo ou fundo de um tubo de ensaio menor.
4, Homogeneizar a suspenséo fecal com uma pipeta.

5.

Retirar uma pequena quantidade de amostra e preencher as duas dreas da cAmara. Esperar 1-2
minutos, para realizar a contagem. Para observagfio microscdpica, usar ocular de 5x ou 8x e
objetiva de 10x. Contar os ovos encontrados em ambas as dreas, ou seja, 1 cm? & esquerda e outro
a direita (Fig. 8).

Cilculo de o.p.g

0 total de ovos encontrados na drea esquerda mais o total de ovos da 4rea direita, multiplicados por
100, d4 o resultado de o.p.g. Os ovos de nematédeos gastrintestinais, encontrados nas duas dreas da
camara de McMaster, devem ser calculados separadamente, por exemplo, Strongyloides, exceto 08 0vos
que podem ser identificados pela sua forma, como Strongyloides, Nematodirus, Capillaria, Trichuris e
Neoascaris. O total de cada grupo, multiplica-se por 100.

14



Para os bovinos adultos, recomenda-se pesar 4 gramas de fezes e adicionar 56ml de solugéo
‘hipersaturada de NaCl, multiplicando por 50 o resultado obtido.

No verdo, as solugbes hipersaturadas de NaCl e agiicar concentram-se mais. Nesta época €
aconselhével adicionar agua a 10-15%.

Gordon, H. McL & Whitlock, H. V. {1939): A new technique for counting nematode eggs in sheep faeces. J.
Commnw. Sci. and Indst Organization.12 {1): 50-32.

Fig. 6-a &-b). Esquema(a) e fotografia (b) da cdmara de McMaster para contagem de 0.p.g.
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Fig. 7. Procedimento da técnica de Gordon e Whitloc, modificada para contagem de 0.p.g.

Fig. 8. Ovos de nematédeos gastrintestinais flutuados na cdmara de McMaster

As setas finas mostram ovos e as setas grossas mostram as linhas riscadas na camara.



2. Técnica de Stoll (Fig. 9).

A técnica € uma diluigio de material fecal com a finalidade de contagem de ovos de belmintos,
tendo sido usada, por muitos anos, antes do aparecimento da cdmara de McMaster. Esta técnica €

apropriada para fezes gordurosas de pequenos animais onivoros como caes e gatos.

Material:
- Recipiente de vidro com capacidade de 100 ml (boca larga e com tampa) marcada em 45 ml.
- 10-20 pérolas de vidro (3-4 mm de didmetro).
- Pipeta de 0,5 ou 1,0 ml

- Marcar 0,15 ml de capacidade, quase no meio da pipeta.

- Solugfio de hidréxido de sédio (NaOH) a 1/10 normal (dgua destilada 1.000 ml mais 4,5g
de NaOH).

Téenica:

1. Medir 45 ml da solucdo diluida de NaOH.
2. Colocar 3g de material fecal no recipiente com as pérolas e colocar 45 ml da solugéo.
3. Tampar bem e agitar vigorosamente, com o objetivo de homogeneizar a suspensao fecal.

4, Retirar a suspensio rapidamente com a pipeta marcada.
5. Colocar 0,15 ml da solugio na lamina e cobrir com laminula, observando em microscépio.

Para obter-se o valor de o.p.g., multiplica-se o nimero de ovos dos helmintos encontrados por 100.

Stoll, N.R. (1923). Am. J. Hyg. 3-59-70

Fig. 9. Procedimento de técnica de Stoll para contagem de o.p.g.

Amphagﬁo da pipel
A o

li

Homeogenizagdo ..":"‘ 7706
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iii. Identificacio de ovos de nematiodeos e cestodeos gastrintestinais
(Figs. 10-a,-b,-c).

Ovos de nematdodeos gastrintestinais.

Quando o diagndstico das infecgbes por nematddeos gastrintestinais for feito através do exame de
fezes, o estado de desenvolvimento celular, forma e caracteristica dos ovos recém excretados sdo basicos .
para a determlnagdo de género de helmintos, por exemplo:

1. Ovos unicelulares: Neoascaris, Trichuris, Capillaria.

2. Ovos multicelulares: Haemonchus, Trichostrongylus, Ostertagia, Cooperia.
3. Ovos embrionados: Strongyloides, Skrjabinema.

4, Ovos com embrido hexacanto: Moniezia, Thysanosoma.

Entre os ovos mencionados acima, a classificac2o dos unicelulares e embrionados € muito facil.
Geralmente, aidentificacdo dos ovos multicelulares confunde até os mais experientes em sua classificagio.
mesmo quando se apresentam com suas caracteristicas peculiares.

Os ovos de Nematodirus sdo facilmente identificados, em comparagio com os demais ovos de
nematédeos do aparelho digestivo, tanto por seu grande tamanho, como por suas poucas células e sua
coloracdo escura.

A identificacio dos ovos de Bunostomum nem sempre € dificil, se tomar em considerag@o as seguintes
caracteristicas: ovos relativamente grandes, assimétricos, quase em forma de aba, poucas células, casca
marrom clara, mais grossa que a dos demais ovos de Strongyloidea e, ordinariamente, rugosa. Esta
iiltima € devido a superficie destes ovos ser viscosa e, por isto, aderem elementos que lhe ddo uma
aparéncia rugosa e nfo uniforme.

Como 0s ovos de Bunostomum se parecem aos do tipo Strongyloidea (Haemonchus, Ttrichostron-
gvius, Ostertagia, Cooperia, Oesophagostomum e Chabertia), € conveniente agrupa-los aos deste
tipo na contagem de o.p.g. Para a identificacdo dos géneros com ovos tipo Strongyloidea, € necessdrio
realizar coprocultura de larvas, baseando-se nas caracteristicas das larvas infectantes, que sdo tipicas
para cada um dos géneros componentes do grupo.

Tabela 4. Estimativa sobre a produgio didria de ovos (EPDPF) de alguns helmintos

Género de helmintos Producao didria de ovos
Haemonchus . 5.000 - 10.000
Ostertagia, Trichostrongylus, Cooperia 100 - 200
Strongyloides papillosus 3.000
Nematodirus 50 - 100
Oesophagostomum, Chabertia 3.000
Neoascaris 200.000
Fasciola hepatica 2.000 - 8.000

* Eggs per day per female (ovos por dia por fémea).
** Vdrios autores.
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