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RESUMO

ALVARES, Marilene. Projeto “Comparacido entre duas técnicas coprolégicas para o
diagndstico de habronemose gastrica dos eqiiideos.” 2001. 35 p. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria). Instituto de veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2001.

A biologia das Habronematineos e suas patogenias ja foi bem estudada. No entanto, nenhuma
técnica coproscopica eficiente foi desenvolvida e rotineiramente testada para o diagnostico da
habronemose géastrica em equideos. Foi proposta a comparacdo de duas técnicas: a técnica de
UENO (1968) e UENO & GUTIERRES (1983) modificada e a técnica do xenodiagnostico.
Na técnica de Ueno (modificada) para recuperagdo da larva de primeiro estagio, foi utilizado
amostras contendo 3g e 5g de fezes, com trés reparticdes para cada amostra de fezes. De cada
amostra foi retirado 0,3 ml de sedimento, dividindo em trés ldminas sendo levado ao
microscopio Otico para contagem do numero de larvas de Habronema spp. ou Drashia
megastoma. Para o Xxenodiagnostico, larvas de Musca domestica e Stomoxys calcitrans
(Muscidae: Diptera) foram inoculadas nas fezes dos eqiiideos e mantidos em laboratorio. Os
muscideos adultos foram dissecados e as formas de terceiro estdgio dos nematdides
recuperados e contados. Os nematdides adultos foram coletados do estdmago de 35 eqideos,
fixados em AFA e conservados em alcool a 70%, para posterior identificacdo. A anélise
comparativa foi baseada na regressdo linear. A comparacdo dos indices de determinacéo
indicaram ndo haver diferenga significativa na recuperagdo de larvas na tecnica de Ueno
(modificada), com os dois diferentes pesos de amostras de fezes e a técnica do
xenodiagnostico. A técnica de Ueno (modificada) utilizando 3g e 5g de fezes obteve 0 mesmo
indice de determinagdo 73%. A andlise do teste t demonstrou ndo existir diferenca
significativa entre as trés laminas na leitura da técnica de sedimentacdo. Enquanto a técnica
do xenodiagnostico obteve o indice de determinacdo de 79,1% quando utilizado apenas M.
domestica para realizacdo desta, e as duas espécies de fémeas de Habronema spp. e o indice
de determinacdo de 81,3% quando utilizado M. domestica e fémeas de Habronema muscae
como base da regressao linear.

Palavras-chave: habronemose, diagnostico laboratorial, parasitas.



ABSTRACT

ALVARES, Marilene. Project “Comparison between two coprological tools for the
diagnosis of gastric habronemosis in horses.” Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2001.

The habromatids biology and their patogenies have abready been well studied. But not na
efficient technique has been developed, or peridically tested for the diagnosis of the gastric
habronemiasis in equidae. Has been proposed the compation of two techniques: the UENO
(1986) technique and UENO & GUTIERRES (1983), modified and the xenodiagnostic
technique. On the Ueno (modified) technique to recuperate first stage larvae, has been used
fecal examples of 3g and 5g, with 3 repetitions for each. From each example has been taken
0,3 ml of the sediment, divided in three microscope slides and then the slides were observed
though the light microscope for counting the larvae number of Habronema spp. or Drashia
megastoma. To the xenodiagnostic, larvae of Musca domestica and Stomoxys calcitrans
(Muscidae: Diptera) were inoculated in the equidae feces and then were kept in the laboratory.
The adults muscoidsO were dissected and the third stage larvae of the nematodes were saved
and counted. The adults nematodes were colected from the stomach of 35 equidae then fixed
in AFA and preserved in alcohol 70% for later identification. The comparative analysis were
based on the linear correlation. The comparation of the determination rates indicated that
there weren’t significative difference on the recuperation of larvae on the Ueno (modified)
technique, with the two different examples weights and the xenodiagnostic technique. The
Ueno (modified) technique utilizing 3g and 5g of feces had the same index of determination,
73%. The test t analysis showed no significant difference between the three slides on the
Ueno technique observation. While the xenodiagnostic technique got a determination rate of
79,1%, when utilizing only M. domestica and the two especies of females of Habronema spp.
And the determination index of 81,3% when utilizing M. domestica and females of
Habronema muscae based on the linear correlation.

Key Words: habronemosis, laboratorial diagnosis, parasites.
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INTRODUCAO

Entre os animais domésticos, os eqliideos sdo hospedeiros de varias espécies de nematdides
gastrointestinais (LICHTENFELS, 1975); alguns causadores de lesdes leves nas mucosas
gastrica ou intestinal, outros muito patogénicos. No estdbmago dos equideos trés espécies de
Habronematineos e uma espécie da Familia Trichostrongylidae sdo responsaveis por casos de
lesdo gastrica e ma absor¢do de alimentos.

Musca domestica Linnaeus, 1758 e Stomoxys calcitrans Geoffroy, 1762 (Diptera:
Muscidae) respectivamente, sdo hospedeiros intermediarios de Habronema muscae Carter,
1861 (Diesing, 1861), Habronema megastoma Rudolphi, 1819 e Habronema majus Ransom,
1911. O desenvolvimento larvar destes nematoides ocorre no interior destes muscideos
(RANSOM, 1913; HILL, 1918). As larvas de terceiro estagio desses nematdides sdo
infectantes para equideos e quando ingeridas completam o desenvolvimento no estdmago
desses animais (BULL, 1919).

Além da lesdo gastrica provocada pela forma adulta dos Habronematineos, a forma larvar
destes nematdides provoca peribronquite nodular, lesbes cutaneas nos membros, também
conhecidas como “ferida de verdo” ou “esponja” e conjuntivite parasitaria, quando
depositadas em ferimentos da pele ou nos olhos dos eqiiideos. Ambas as patogenias sdo
conseqliéncias da migracdo erratica de sua forma larvar descritas por MELLO & CUOCOLO
(1943a).

Apesar da habronemose gastrica ser uma doenca subclinica, a importancia de diagnosticar o
nematoide adulto no estbmago persiste. Devido ao fato de animais portadores de habronemose
gastrica terem possibilidade de desenvolver as outras formas da doenca ou ainda serem o
reservatorio. Pois estes animais podem vir a contaminar pastagens com a forma larvar de

Habronema sp. eliminada junto com as fezes (PAIVA, 1988).



O método adotado para diagnosticar em laboratdrio a forma imatura nas fezes sempre foi
motivo de discordéncia entre ou autores, conforme relatado por PAIVA (1988). A dificuldade
de se elaborar uma técnica de diagndstico para habronemose gastrica € explicada pelo ciclo
biolégico deste nematdide. A técnica de diagndstico coprolégico mais usada para
habronemose géstrica foi a do xenodiagnostico, mesmo sendo muito trabalhosa, requerendo
manutencdo da colbnia de muscideos em laboratério e certo grau de treino para a sua
execugdo (PAIVA, 1988). Esta tecnica foi modificada por alguns autores no decorrer dos
anos, mas a modificacdo feita por AMADO (1997) simplificou e viabilizou o uso do
xenodiagnostico.

PAIVA (1988) propds o uso da técnica de sedimentacdo de Baermann modificada por
UENO (1968) e UENO & GUTIERRES (1983) para diagnosticar larvas de Habronema spp.
nas fezes de equideos, com a finalidade de definir uma técnica mais simples para o
diagnostico da habronemose gastrica.

O presente estudo teve como objetivo avaliar duas técnicas comparativamente visando a
eficAicia do diagndstico da habronemose gastrica em eqiideos, Ueno (modificada) e

xenodiagnostico.



1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Posicao taxondmica

Os nematdides Habronema spp. e Draschia megastoma (Rudolphi, 1819) provenientes da
Ordem Spirurida, Subordem Spirurina, Familia Spiruridae, Subfamilia Habronematinae e
causam duas formas de habronemose: cutdnea e gastrica. Existem duas espécies de
Habronema que parasitam eqliideos domésticos. Habronema muscae Diesing, 1861 e
Habronema microstoma (Schneider, 1866), entretanto os taxonomistas mais recentes

consideram essa espécie como Habronema majus (Creplin, 1849) Ransom, 1911.

1.2 Distribuicéo geografica

Os Habronematineos tém ampla distribuicdo geografica. No Brasil, ha relatos da presenca
de Habronema spp. e de D. megastoma na Bahia (PINTO & ALMEIDA, 1945), Goias
(CARNEIRO et al., 1980), Mato Grosso (COSTA et al., 1986), Mato Grosso do Sul (PAIVA,
1988), Minas Gerais (FREITAS, 1957), Parand (GIOVANNONI & KUBIAK, 1947), Rio
Grande do Sul (COSTA et al., 1986), Pernambuco (FERNANDES & TRAVASSOS, 1976),
Rio de Janeiro (DUARTE, 1981) e S&o Paulo (COSTA et al., 1986).

O estudo da prevaléncia desses nematdides gastrointestinais de eqiiideos foi bem descrito
nos Estados Unidos da América (WADDEL, 1969; LYONS et al., 1983; REINEMEYER et
al., 1984; TOLLIVER et al., 1987; MFITILODZE & HUCHINSON, 1989). Foram realizados
estudos no Panama, Chile, Venezuela, México, Brasil, Argentina e Costa Rica (FOSTER,
1936; DIAZ-UNGRIA, 1979; ALCAINO et al., 1980; ALFARO, 1982; COSTA, 1986).

Na Europa e Asia ha relatos sobre ocorréncia de Habronema sp. na Italia, Alemanha,

Suécia, Polbnia, Franca e na antiga U.R.S.S. (ROUBAUD & DESCAZEAUX, 1922a,b;



IVASHKIN et al., 1984; BAUER, 1986; GAWOR, 1995; CIRAK et al., 1997; RICCI &
SABATINI, 1992).

No continente Africano e na Oceania 0s Habronematineos foram encontrados em Marrocos,
Austrélia, India, Zambia e Africa do Sul (GAUR & REDDY, 1978; SHAMSUL, 1985;

KRECEK, 1989; PANDEY & CABARET, 1993; BUCKELL et al., 1995)

1.3 Ciclo bioldgico

CARTER (1861) descreveu um nematoide encontrado na disseca¢do de um muscideo. Pela
primeira vez se estabeleceu a participacdo de um hospedeiro intermediario no ciclo biologico
de H. muscae.

RANSOM (1911) e HILL (1918) descrevem o ciclo de H. muscae; enquanto HILL (1918);
BULL (1919) e ROUBAUD & DESCAZEAUX (1922a) descrevem o ciclo de H. microstoma
e D. megastoma.

RANSOM (1911, 1913), descreveu o ciclo de H. muscae relacionando este nematoide
gastrointestinal a um hospedeiro intermediario, 0 muscideo M. domestica.

O ciclo de H. muscae com seis estagios larvares, estes encontrados em M. domestica, € 0
adulto se localizando no estdmago dos eqliideos onde produz embrifes que alcancam o
exterior junto com as fezes, € descrito por RANSOM (1913) e confirmado por BULL (1919).
Estudos mais completos foram feitos por HILL (1918) descrevendo todo o ciclo biolégico de
H. muscae, H. microstoma e D. megastoma baseando-se na nomenclatura anteriormente
estabelecida por RANSOM (1913).

A definicdo de 3 estagios larvares desses nematdides enquanto presentes no interior dos
muscideos foi descrito alguns anos mais tarde por ROUBAUD & DESCAZEAUX (1921,

1922b), contrariando assim 0s 6 estagios larvares descritos por RANSOM (1913).



Em relagdo aos hospedeiros intermedidrios, varios estudos relatam a especificidade destes
helmintos. As larvas de H. muscae e D. megastoma se desenvolvem em M. domestica e de H.
microstoma em S. calcitrans (JOHNSTON & BANCROFT, 1920; MELLO & CUOCOLO,
1943a,b) elucidam a susceptibilidade das larvas dos muscideos a infecgdo passiva com larvas
de H. muscae, principalmente no 2° e 3° dias de vida larvar destes muscideos.

O ciclo bioldgico de H. muscae, H. microstoma e D. megastoma é descrito por ROUBAUD
& DESCAZEAUX (1922a,b), baseando-se em RANSOM (1913) e HILL(1918), ocorrendo da
seguinte forma: os embrides do nematdide saem junto com as fezes dos equiideos, uma vez no
exterior estes embrides sdo capturados por larvas M. domestica ou S. calcitrans. Dentro do
muscideo ocorre o desenvolvimento larvar do nematdide até o terceiro estagio larvar. Nesta
fase a larva do helminto migra para a cabeca do muscideo.

Os autores concluiram que a infeccdo do hospedeiro definitivo ocorria atraves da ingestdo
natural do muscideo ou do escape da forma larvar deste helminto no momento que os dipteros
freqientam a regido peri-oral, peri-nasal ou feridas (HILL, 1918; ROUBAUD &
DESCAZEAUX, 1922; SILKIN, 1956).

Apos a ingestdo das larvas de 3° estdgio dos Habronematineos pelos equideos, estas

atingem o estdmago fazendo ecdises até a forma adulta (HILL, 1918).

1.4 Morfologia dos Habronematinae

A definicdo e caracterizacdo da forma morfolégica do embrido, eliminada pelas fémeas dos
nematoides junto as fezes dos equideos, foi descrita por PAIVA (1988): uma larva alongada
revestida por uma fina membrana, contrariando autores que considera a forma do embrido
como 0 ovo (DESCAZEAUX & MOREL, 1933b; PIRES, 1938; DRUDGE, 1956; SILKIN,

1956; MARBAK, 1963 e 1975; WADDEL, 1969; LICHTENFELS, 1975; GEORGI, 1980).



Quanto ao desenvolvimento larvar dos Habronematineos, foi esclarecido que o segundo
estagio larvar ndo demonstra caracteristicas distintas do primeiro estagio larvar. No terceiro
estagio larvar se d& o inicio da evolucdo, as larvas apresentam es6fago, capsula bucal e
intestino. O quarto estagio larvar (L4) se apresenta mais robusto que o estagio anterior, mas
ainda ndo possui aparelho reprodutor. A cuticula rudimentar e o aparelho reprodutor imaturo
sdo encontrados na forma jovem, este, apresenta grande semelhanca com a forma adulta.
Estas duas ultimas formas sdo encontradas no estdmago dos equideos (PAIVA, 1988).

A forma adulta de H. muscae e H. microstoma tém a capsula bucal semelhantes, tendo uma
grande diferenca na forma do aparelho genital tanto os machos quanto as fémeas. A fémea de
H. muscae possui a vulva alongada e delgada cortando dorsolateralmente proximo a metade
do corpo desse nematoide. Enquanto que a fémea de H. microstoma possui a vulva mais
robusta numa forma oval que se localiza no terco médio do corpo desse nematoide. O macho
de H. muscae se diferencia do macho de H. microstoma por possuir um par de espiculos um
sendo delgado e longo e o outro menos delgado e mais curto, enquanto o macho de H.
microstoma possui um par de espiculos ambos curtos de tamanhos diferentes e menos
delgados do que os espiculos de H. muscae (RANSOM, 1913).

A forma adulta de D megastoma apresenta a capsula bem distinta das espécies de
Habronema spp., onde esta possui as paredes laterais mais inclinadas e robustas (RANSOM,

1913).

1.5 Alteracg6es gastricas causadas por Habronematinae
Os Habronematineos sdo nematdides heteroxenos, tendo como hospedeiro intermediario
muscideos coprofagos cosmopolitas. Possibilitando a ampla disseminacdo das larvas

infectantes desses nematoides.



Os nematdides podem causar célicas, queda de pélo, depressdo do apetite e debilidade
(MARBACH, 1963 e 1975). Em casos de grandes infec¢fes JESUS (1963) constatou mortes
por gastrite aguda provocadas por H. muscae.

A gastrite difusa, gastrite ulcerativa e o0s nddulos granulomatosos sdo alteracGes
anatomopatoldgicas freqlientemente encontradas no estdmago dos eqlideos. Tendo sua
apresentacdo em funcdo da espécie de habronematineo envolvida.

Habronema muscae e H. microstoma vivem sobre a mucosa gastrica, provocando gastrite
catarral com secrecdo de muco, no caso de altas infecgdes. Habronema muscae nestes casos
viabiliza hemorragias e Ulceras (REDDY et al., 1976; ARUNDEL, 1985).

Nodulos adenomatosos na mucosa gastrica € conseqiiéncia da penetracdo das formas
infectantes de D. megastoma (MELLO & CUOCOLO, 1943a). REDDY et al. (1976)
descreveram lesbes provocadas por D. megastoma no figado, rins, bago, linfonodos
mesentericos e estobmago. SALLES & JANSEN (1945) também descrevem nodulos, as vezes
calcificados, no figado e no intestino em equideos portadores de habronemose cutanea, lesées
sugestivas de localizagéo erratica de Habronema sp. ou D. megastoma.

A “ferida de verdo”, “dermite granulosa” ou “esponja” sdo nomes dados a uma lesdo
cutanea provocada por larvas de Habronematineos na pele caracterizada por lesdes do tipo
granulomatosa ulcerativa com focos de necrose coagulativa, como relatada originalmente por
BOULEY (1850).

A habronemose cutanea tem sua ocorréncia relacionada a trés fatores: a predisposicdo do
hospedeiro, a presenca de ferimento na pele do animal e ao nimero de larvas colocadas na
ferida, suficiente para iniciar lesdo na pele (PEREIRA & MELLO, 1948).

MELLO & CUOCOLO (1943a) descrevem a peribronquite nodular e a conjuntivite

parasitaria como consequiéncia da localizacdo erratica de formas imaturas de Habronema sp.



Os mesmos autores comentam a dificuldade encontrada em se tratar a habronemose cutanea,

sendo a doenga mais grave provocada por esses nemataides.

1.6 Diagndstico

A dificuldade do diagnostico da habronemose gastrica dos eqliideos é uma constante nas
poucas publicacGes sobre esse assunto.

Tentativas frustradas de diagndstico ocorriam devido a divergéncia na definicdo do
embrido eliminado junto as fezes dos equideos. Primeiramente sendo considerado o embrido
como o ovo, DRUDGE (1956) utilizou fezes de eqliideos parasitados por Habronema sp. com
alto nivel de infeccdo, a técnica de flutuagdo. Posteriormente REBHUN et al., (1981)
justificaram o fracasso dos autores anteriores.

A impossibilidade de recuperacdo das larvas de Habronema spp. nas fezes de equideos foi
relatada por PALLAREZ et al., 1971; GEORGI, 1980.

DESCAZEAUX & MOREL (1933) propuseram o uso da técnica do xenodiagnostico para
diagnostico da habronemose gastrica. A técnica consistia na repeticdo do ciclo evolutivo do
hospedeiro intermediario, realizado em laboratorio, obtendo as larvas de 3° estdgio dos
Habronematineos pela dissecacdo do muscideo adulto. Modificagdes com a finalidade de
simplificar e viabilizar esta técnica foram propostas por MELLO & CUOCOLO (1943a);
MARTINS & FREITAS (1949); AMADO (1997).

OLIVEIRA et al., (1988) compararam as técnicas de Willis, centrifugacdo Agua-Eter e
sedimentacdo por Baermann, para diagndstico de habronemose gastrica. Apenas a
sedimentacdo e Baermann foi considerada adequada a pesquisa de Habronema sp.

A técnica de UENO & GUTIERRES (1983) testada por PAIVA (1988) em Mato Grosso do

Sul, demonstrou uma boa eficiéncia, 76,5% em 17 animais estudados. Neste estudo, houve



correlacdo de larvas de 1° estagio recuperadas através da técnica, com o numero de fémeas

recuperadas no estbmago dos equiideos apds as necropsias.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais utilizados

Foram utilizados 35 equideos, com idade variavel entre 2 e 13 anos (idade estimada com
base na denticdo), sem raca definida, portadores da infeccdo parasitaria naturalmente
adquirida. Todos os animais foram provenientes de areas da Regido Metropolitana do Rio de
Janeiro, oriundos e apreensdo. Os animais foram doados pelo curral de apreensdo convénio

UFRRJ/Policia Rodoviaria Federal.

2.2 Local do experimento

O trabalho foi realizado nos laboratorios do Departamento de Parasitologia Animal
localizados no Convénio EMBRAPA — Sanidade Animal/ UFRRJ e Estacdo para Pesquisa
Parasitolégica W. O. Neitz do Departamento de Parasitologia Animal da UFRRJ, situado no

Municipio de Seropédica, Rio de Janeiro.

2.3 Técnicas coprologicas
Para a realizacdo das técnicas coprologicas, foi necessario montar col6nias de duas espécies
de muscideos. Stomoxys calcitrans e Musca domestica, e coletar fezes dos animais direto da

ampola retal durante as respectivas necropsias.

2.3.1 Formacéo de col6nia de S. calcitrans
2.3.1.1 Procedéncia dos dipteros

Para montar a coldnia de S. calcitrans foram utilizadas pupas, provenientes da terceira
geracdo, dos muscideos coletados nos estabulos da Estacdo para Pesquisas Parasitologicas W.

O. Neitz, cedidas pela Dra. Eliane M. V. Milward de Azeveo.



2.3.1.2 Manutencéo da colonia

As pupas foram mantidas em placas de Petri com vermiculita, dentro de gaiolas de
madeiras, revestidas lateralmente por tela de nylon (28,5 cm de altura x 27,5 cm de largura x
32 c¢cm de profundidade) em temperatura ambiente. Os dipteros recém emergidos do pupario
foram alimentados com sangue bovino acrescido de citrato de sédio e agua destilada, ambos
os recipientes plasticos (5,0 cm de diametro e 2,0 cm de altura) revestidos com tela de nylon

servindo como substrato para pouso. Esta dieta foi renovada em dias alternados.

2.3.1.3 Obtencéo de ovos

Para a postura de ovos foi oferecido aos dipteros, em placa de Petri (5,0 cm de diametro e
1,0 cm de altura), uma dieta artificial constituida de farelo de trigo, farinha de peixe e levedo
de cerveja na proporcdo de 4:2:1 e umedecido com agua destilada. Estas placas contendo a

dieta foram introduzidas nas gaiolas e retiradas ap0s o periodo de 6 horas, uma vez ao dia.

2.3.1.4 Obtencéo de larvas

Logo apds a postura, os ovos foram transferidos para recipientes maiores (44,0 cm de
didmetro x 12,0 cm de largura) revestidos com tecido vedante na sua cobertura, sendo
acrescentada maior quantidade da dieta artificial anteriormente citada. As larvas foram
mantidas nestes recipientes em camaras climatizadas a temperatura de 27° e umidade relativa
de 70% ate o estagio de pupa. Apos a ecdise, as pupas foram transferidas para recipientes
menores (27,0 cm de didmetro x 10,0 cm de altura) acrescida de vermiculita e introduzidas em

gaiolas de madeiras.

2.3.2 Formacéo da coldnia de Musca domestica

2.3.2.1 Procedéncia de dipteros



Para formacédo da colonia de M. domestica foram utilizadas pupas cedidas pela Dra. Eliane
M. V. Milward de Azevedo, da Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitolégicas W. O.

Neitz.

2.3.2.2 Manutencéo da colonia

Foi realizado o mesmo processo adotado com as pupas de S. calcitrans, apenas alterando a
dieta oferecida aos dipteros recém emergidos do pupario. Foi oferecido mel de abelha
acrescido de agua destilada em um recipiente, e em outro apenas agua destilada, ambos
recipientes plasticos (5,0 cm de didmetro x 2,0 cm de altura) revestidos com tela “nylon”

servindo como substrato para pouso. Esta dieta foi renovada em dias alternados.

2.3.2.3 Obtencéo de ovos e larvas
Nesta fase do experimento também foram adotados o mesmo procedimento e dieta
utilizados para a obtencdo de ovos e larvas de S. calcitrans, descrito anteriormente nos itens

2.3.1.3e23.1.4.

2.3.3 Técnica de xenodiagnostico

Foi adotada a modificacdo do xenodiagndstico feita por SALLES & JANSEN (1945) e
usada por AMADO (1997) por ser um modelo mais simples. O modelo consiste de dois copos
cilindricos, onde o menor de volume de 150 ml, contendo as fezes frescas e vinte larvas de um
dia de idade se encaixa dentro de outro maior de 1.500 ml de capacidade volumétrica,
contendo no seu interior vermiculita e tecido vedante na sua cobertura. No primeiro recipiente
foram colocadas sessenta gramas de fezes. As larvas desenvolvidas nesse meio foram
colocadas em geladeira a temperatura de 0°C, por cinco minutos, deixando-as iméveis

permitindo dissecacdo individual. Dessa forma, com auxilio de pingas finas, estiletes e



microscopio estereoscopio, quantificou-se o nimero de larvas de Habronema sp. recuperadas.

Para cada animal foram realizadas trés repeti¢des do xenodiagndstico.

2.3.4 Técnica de Ueno (modificada)

A técnica de Baermann modificada por UENO (1968) e UENO & GUTIRRES (1983),
usada por PAIVA (1988) foi adotada para observar formas larvares de H. muscae, H.
microstoma e D. megastoma e eliminada nas fezes dos equideos. Nesta técnica os autores
citados utilizaram 3g de fezes. No presente trabalho foram utilizadas amostras contendo 3g e
5¢ de fezes.

A amostra de fezes foi envolvida por um pedaco de gaze, formando com grampo de metal
ou plastico uma pequena bolsa, depois introduzida em um tubo de centrifuga. O volume de
agua foi completado até a imersdo total da amostra. Evitou-se 0 excesso de gaze livre na
extremidade da bolsa, a fim de evitar a evaporagao d’agua e conseqiientemente diminuicao de
liquido no interior do tubo, garantindo assim a execucdo correta do exame.

O tubo de ensaio contendo o material de exame foi deixado em repouso por 24 horas a
temperatura ambiente. Apos este periodo a bolsa foi retirada e o sedimento aspirado com uma
pipeta Pasteur até o volume de 0,3 ml, este sendo transferido e dividido em trés laminas de
microscopia cobertas com laminulas, e posteriormente observado e contado o numero de
larvas de Habronema spp. ou D. megastoma no microscopio otico.

Como na técnica de xenodiagnostico descrita anteriormente, na técnica de Ueno
(modificada) também foi adotada, para cada animal, trés repeti¢6es utilizando os dois tipos de

amostra de fezes (39 e 5¢).

2.4 Coleta das formas adultas de Habronema spp. e D. megastoma



Os animais foram sacrificados e posteriormente necropsiados. O estdmago foi coletado e
encaminhado para o laboratério, onde este foi aberto no sentido longitudinal da curvatura
maior e o conteldo transferido para uma bandeja, assim como o material proveniente do
raspado e o lavado da mucosa gastrica. O conteudo foi homogeneizado, e retirou-se uma
aliquota de 10% do volume total. O material foi fixado com solugdo AFA (&lcool 70° GL,
formalina comercial e &cido acético glacial na proporcdo de 93:5:2) aquecido a 70°C,
colocado em vidros fechados e devidamente identificados, com etiquetas contendo o nimero
do animal e data da necropsia. Posteriormente este material sofreu uma lavagem, com agua
corrente, em uma peneira com aberturas de 25 pum de diametros. O material depois de lavado
e peneirado foi examinado em microscopio estereoscopio. Os espécimes de Habronema spp.,
D. megastoma e Trichostrongylus sp. coletados e contados foram conservados em alcool 70°
GL para sua posterior identificacdo ate espécie.

Para identificacdo dos espécimes adultos coletados de Habronema spp., D. megastoma e
Trichostrongylus sp., estes foram clarificados com fenol alcool na proporcao de 90 partes de
alcool e 10 partes de fenol, em lamina (50 x 75 mm) e laminula de tamanho compativel, e
examinados com auxilio de microscopio Otico. A caracterizacdo dos espécimes de
Habronematineos e sexo foram realizados segundo as descricdes de RANSOM (1913), HILL
(1918), RUOBAUD & DESCAZEAUX (1921, 1922b) e PAIVA (1988). A caracterizacdo das
espécies de Trichostrongylus sp. foi segundo LICHTENFELS (1975).

Os estudos taxonémicos foram baseados nos trabalhos de LICHTENFELS (1975), e a
nomenclatura utilizada na morfologia foi a mesma adotada por ANDERSON et al. (1974).

A analise estatistica empregada foi a da regressdo linear para a comparacao das duas
técnicas coproldgicas. Onde a equacdo y = bx + a € aplicada considerando: x sendo a variavel

independente e y sendo a variavel dependente (ZAR, 1996).



A média das trés repeticOes da técnica do xenodiagndstico foi estabelecida pela soma da
intensidade média de infeccdo (Im) de cada repeticdo dividido por trés, onde a intensidade de
infeccdo (Im) corresponde ao numero de larvas recuperadas no imago dos muscideos,
dividido pelo nimero de espécimes de muscideos dissecados.

As médias da técnica de sedimentacdo de UENO (1968) e UENO & GUTIERRES (1983)
foi baseada na soma das trés médias, obtidas do nimero de larvas encontrado nas primeiras,
segundas e terceiras laminas das trés repeticdes, dividido por trés. Este método foi adotado
para as amostras e 3g e 5g de fezes. Também foi utilizado a teste t para comparar as médias

das trés laminas, nas trés repeticdes da técnica de Ueno (modificada).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Comparacdo entre duas técnicas coproldgicas para o diagnéstico de habronemose
gastrica causada por Habronema spp. e D. megastoma

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 1, onde se demonstra a identificagcéo
de trinta e cinco equideos, dos quais quatro animais apresentaram resultados negativos para
ambas as técnicas (n° 10, 99, 270 e 608), entre esses dois (n° 10 e 99) ndo foram encontrados
nematdides adultos no estbmago. Em apenas dois eqliideos ndo foram recuperadas larvas
através das técnicas, ou seja, 5,7% da amostra.

Desconsiderando os animais n° 10, 99, 270, e 608 por motivos relatados no paragrafo
anterior, constatamos dentre os equideos submetidos as técnicas coproldgicas de diagndstico,
apenas dois animais (n° 602 e 853) apresentaram resultados negativos na aplicacdo da técnica
de UENO (1968) e UENO & GUTIRERRES (1983), utilizando amostras de 3g e 59 de fezes,
e cinco animais (n° 2, 82, 355, 810 e 888) apresentaram resultados negativos na aplicacdo da
técnica do xenodiagndstico.

Avaliando a técnica de UENO (1968) e UENO & GUTIERREES (1983) com 3g e 5g de
fezes (Tabela 1), obtemos 82,8% das médias das trés repeticdes, positivas na recuperacdo de
larvas. Enquanto, quando observamos as médias das trés repeticbes da técnica do
xenodiagnostico observamos 71,4% dos animais positivos.

Se considerarmos o0s paragrafos anteriores podemos afirmar independentemente da analise
estatistica, a seguranca das duas técnicas para o diagnostico das Habronematineos gastrico
de eqideos.

Em apenas seis animais foi possivel a realizacdo da técnica de xenodiagnostico, com as
duas espécies de muscideos, devido a dificuldade de sincronizar as coldnias e a alcangar a

maturidade reprodutiva da coldénia de S. calcitrans. A dificuldade de associar o



desenvolvimento das colbnias com o experimento (necropsias) foi um dos problemas
enfrentados para a realizagdo desta técnica.

Na Tabela 1 podemos observar que das fezes dos 35 equideos submetidas ao
xenodiagndstico com trés repeticbes, 25 apresentaram pelo menos uma das repeticdes
positivas e 10 equideos apresentaram resultados negativos nas trés repeticdes, ou seja, 71,4%
dos animais foram positivos e 28,6% apresentaram resultados negativos. Em apenas 33
equiideos foram possiveis recuperar fémeas da Habronema spp. e D. megastoma SALES &
JANSEN (1945) obtiveram indices mais elevados, das fezes dos 87 eqliideos submetidos ao

xenodiagnostico, 96,6% apresentaram xenodiagndstico positivo e 2,2% negativos.



Tabela 1. Dados referentes a recuperacdo de larvas de Habronema spp. e D. megastoma pelas
técnicas de Ueno (modificada) e xenodiagndstico nas fezes de 35 equideos, e
também da recuperacdo de fémeas de Habronematineos em necropsias.

N° do
Animal

2
3
10
24
25
47
79
82
91
97
99
101
136
270
355
582
602
603
604
606
607
608
609
694
695
730
801
810
853
858
863
888
915
922
978

N° de Larvas recuperadas nas

Técnicas Coprolégicas

Técnica de Ueno

(modificada)

3g*

2,5
0,4
0
4,4
24,5
6,8
18

1,2
0,2

0,2
41,4

0,4
0,5

10,1
14
0
4,2
53,7
11
0,3
1,7
0,2
0
4,1
3,4
0,5
0,3
1,7
0,1

5g°

2,7
1,7
0
4
24,4
13,6
2,9
0,3
1,7
0,2
0
0,7
44,4
0
0,3
1,3
0
0,4
0,9
28,4
2,2
0
6,2
50,2
0,9
0,3
2,6
0
0
4,9
5
0,9
3,1
1,2
0,1

Técnica de

M3

0
0,9
0
0,4
18,6
2,2
4,1
0
7,6
0
0
0,6
42,1
0
0
4
0,1
0,1
3,4
2,9
10,8
0
2,9
13,9
0,9
0,03
0,9
0
0,05
4,2
4,2
0
3,03
3,9
0,2

Xenodiagnéstico

S4

13,7

Fémeas Recuperadas na necrdpsia

20

100
100

160
11
83
10

60
6500
200

24

21
50

31
200
100

73
100
100
100
700

100
500
30

200
10

100

300
400

10

[eoNe]

900
200

17

15
30
730
360
12
220

100
400
40
50
100
400
700
300
300
0
0

D.m’ Total

200
30

200
400
400
163
11
93
10

60
7400
400
1
41
12
36
80
761
360
43
420
175
100
400
113
150
200
500
1400
300
400
500
30

1- 3g de fezes empregadas; 2- 5g de fezes empregadas; 3- M. domestica; 4- S. calcitrans; 5- H. muscae

6- H. microstoma; 7- D. megastoma.



MELLO & CUOCOLO (1943a) ndao conseguiram resultados tdo satisfatorios quanto os
autores anteriormente citados e o presente trabalho. Das fezes de dos 138 equideos submetidos
a técnica de xenodiagnostico, 54,3% apresentaram resultados positivos e 45,6% negativos.
Estes autores ndo confirmaram o diagnostico, pois 0s animais utilizados nos experimentos ndo
foram submetidos a necropsia e recuperacao de fémeas no estdmago.

Os animais n° 606 e 694 foram os Unicos positivos para D. megastoma, apresentando um
nddulo no estdmago, observado na necropsia. Curiosamente estes foram os animais que
apresentaram um namero elevado de larvas recuperadas em ambas as técnicas.

Na anélise da regresséo linear utilizamos os dados de vinte e nove, dentre 0s trinta e cinco
animais necropsiados. N&o foram utilizados os seguintes equideos: os n° 10 e 99 por ndo terem
sido recuperados espécimes de Habronematineos no estdmago; os animais n° 270 e 608 devido
a ndo recuperacdo de larvas em ambas as técnicas e 0s n° 606 e 694 foram descartados por
serem positivos para D. megastoma.

Na figura 1 pode ser observado o coeficiente de determinacdo, obtidos relacionando-se o
namero medio de larvas recuperadas na técnica de Ueno, utilizando 3g de fezes, com o
namero de fémea de Habronema spp. recuperadas na necropsia. Para a analise da técnica de
Ueno utilizando 5g de fezes correlacionada ao numero de fémeas recuperadas, pode-se
constatar na Figura 2, um coeficiente de determinacdo de 73,1% ndo indicando diferenca
estatisticamente significativa.

Com o auxilio do modelo matematico y = bx + a, podemos estimar o nimero de fémeas,
utilizando como referéncia o nimero de larvas recuperadas na técnica de sedimentacéo.

Onde:
y = ao numero de larvas recuperadas através da técnica de diagnostico usada; sendo

considerada variavel dependente;



X = ao numero de fémeas de H. muscae e H. microstoma recuperadas na necropsia;
considerada variavel independente;

a = o intercepto da reta no eixo y;

b = o coeficiente de regresséao.

Ao analisar a equacgdo nas quatro figuras constata-se que o coeficiente de regressdo € baixo
e sem diferenca significativa. E pela mesma equacdo pode-se afirmar que com uma fémea de
Habronema spp. encontrada, se podera recuperar pelo menos: 1,2 larvas utilizando a técnica
de Ueno (modificada) com amostras contendo 3g de fezes (figura 1); 1,3 larvas utilizando a
técnica de Ueno (modificada) com amostras contendo 5g de fezes (figura 2); 1,5 larvas
utilizando a técnica de xenodiagnostico com as médias das duas espécies de Habronema spp.
recuperadas a necropsia (figura 3); e 2 larvas utilizando a técnica do xenodiagnostico adotando
apenas a média de fémeas de H. muscae recuperadas a necropsia (figura 4).

Os resultados descritos demonstram similaridade aos encontrados por PAIVA (1988),
embora o autor tenha apenas trabalhado com a técnica de Ueno (modificada) utilizando 3g de
fezes. E evidenciaram a superioridade da técnica de Ueno em relacdo as técnicas e Willis e

centrifugacao testadas por OLIVEIRA et al. (1988).



Figura 1. Regressdo linear entre o nimero médio de larvas recuperadas pela técnica de Ueno

3g e 0 numero de fémeas de Habronematineos recuperados em necropsia de equideos.

Ueno 3g
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Figura 2. Regresséo linear entre o namero médio de larvas recuperadas pela técnica de Ueno
59 e 0 nimero de fémeas de Habronematineos recuperados em necropsia de

eqlideos.
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Com a finalidade de testar profundamente a viabilidade da técnica de sedimentacdo de
UENO (1968) e UENO & GUTIERRES (1983) optamos por utilizar o sedimento dividido em
trés laminas fazendo trés repeticbes para cada amostra de fezes, como descrito no material e
métodos. Para tal analise utilizamos o teste t para comparacdo de médias. Observando as

Tabelas 1 e 2, constatamos que dos trinta e cinco equideos submetidos a técnica de



sedimentacdo (utilizando 3g de fezes), sete animais apresentaram resultados negativos nas
médias das trés laminas, das trés repeticbes (n° 10, 99, 270, 602, 603, 608 e 853). Esses
animais ndo foram aproveitados na analise estatistica do teste t. Ndo houve diferenca
significativa entre as médias do namero de larvas encontrado em cada lIamina para cada uma
das repeticOes de cada amostra de fezes examinada.

Nas Tabelas 1 e 3, temos a relacdo das médias das trés laminas, das trés repeticbes feitas na
técnica de sedimentacdo utilizando 5g de fezes. Onde os animais n° 10, 99, 270, 602, 608, 810
e 853 apresentaram resultados negativos para as trés repeticdes, sendo excluidos da analise
estatistica. Com base no teste t para comparacdo de medias ndo houve diferenca significativa
entre as médias da primeira e da segunda laminas e entre as médias da segunda e da terceira
laminas, mas houve diferenca significativa das meias da primeira e da terceira laminas,

demonstrando a superioridade das médias da terceira sobre a primeira laminas.



Tabela 2. Médias das trés leituras obtidas das trés repeticdes da técnica de Ueno 3g.

Animal Técnica de Ueno 3g

1° lamina 2°lamina 3°lamina Média

2 2 3,7 2 2,5
3 0,7 0,3 0,3 0,4
24 1 5 7,3 4,4
25 4,7 21 48 24,5
47 0 3 17,3 6,8
79 0 1,3 4 1,8
82 0 0 0 0
91 0,3 2,3 1 12
97 0 0,3 0,3 0,2
101 0,3 0 0,3 0,2
136 30,3 45,7 48,3 41,4
355 0 0,3 1 0,4
582 0 0,3 13 0,5
604 1 1 1 1
606 10 1,7 18,7 10,1
607 0,3 1 3 14
609 0 3,3 9,3 4,2
694 16,3 44 100,7 53,7
695 0,3 1,3 1,7 11
730 0 0 1 0,3
801 0 1,3 3,7 1,7
810 0 0 0,7 0,2
858 2,3 6,7 3,3 4,1
863 2,7 4,7 3 34
888 0,3 0 1,3 0,5
915 0 0,7 0,3 0,3
922 0 2,7 2,3 1,7

978 0 0 0,3 0,1



Tabela 3. Médias das trés leituras obtidas das trés repeti¢des da técnica de Ueno 5g.

Animal Técnica de Ueno 5g
1° lamina 2° 3°
amina lamina lamina Média
2 1 3,7 3,3 2,7
3 0,3 0,7 4 1,7
24 2,3 2,7 7 4
25 9,3 34,3 29,7 24.4
47 0,3 13 27,3 13,6
79 1,3 3,7 3,7 2,9
82 0 0,7 0,3 0,3
91 0,3 3 1,7 1,7
97 0 0,7 0 0,2
101 0 0 2 0,7
136 17,3 47,7 68,3 44,4
355 0 0 1 0,3
582 0,3 1,7 2 1,3
603 0 0 1,3 0,4
604 0 1 1,7 0,9
606 1 15,7 68,7 28,4
607 0 1 5,7 2,2
609 0,3 4,3 14 6,2
694 12 35 103,7 50,2
695 1 0,7 1 0,9
730 0 0,3 0,7 0,3
801 1,3 2,7 3,7 2,6
858 0,7 4,3 9,7 49
863 4 9,3 1,7 5
888 0 1,3 1,3 0,9
915 0,3 1,7 7,3 3,1
922 0,7 2,3 0,7 1,2
978 0 0 0,3 0,1

O coeficiente de determinacdo 79,1% foi observado na Figura 3, onde foi correlacionado o
namero médio de larvas recuperadas pela técnica do xenodiagndstico utilizando espécimes de
M. domestica com o numero de fémeas de H. muscae e H. microstoma recuperadas na
necropsia. E estimamos, através do modelo matematico citado anteriormente, 1,5 larvas para
cada fémea recuperada. A diferenca do coeficiente de regressdo desta Ultima comparando com
os coeficientes encontrados para técnica de sedimentagdo utilizando as duas amostras de fezes

ndo demonstrou diferenca significativa (Figura 3).



Na Figura 4 podemos observar o coeficiente de determinagdo 81,3% obtido pela correlagdo
do numero médio de larvas recuperadas pela técnica de xenodiagnostico, utilizando M.
domestica com o nimero de fémeas de H. muscae recuperadas. Este resultado sendo superior
ao do obtido na figura 3 confirma a especificidade destes helmintos para o desenvolvimento
M. domestica (JOHNSTON & BANCROFT, 1920; MELLO & CUOCOLO, 1943b).

A técnica de sedimentacdo de UENO (1968) e UENO & GUTIERRES (1983) proposta
como diagndstico coprolégico de habronemose gastrica dos equideos, se mostrou muito
pratica, simples e rapida comparando com a técnica do xenodiagndstico. Na primeira obtemos
o0 resultado em 24 hs (PAIVA, 1988), enquanto na segunda aguardamos no minimo de sete
dias para completar o ciclo evolutivo dos muscideos (MELLO & CUOCOLO, 1943a),
dependendo da umidade ideal e temperatura constante. Acarretando a necessidade de manter
as fezes submetidas ao xenodiagnostico em camaras climatizadas. A dificuldade do
xenodiagnostico é ampliada pela necessidade de dissecar os muscideos. Enquanto na técnica
de UENO (1968) e UENO & GUTIERRES (1983) observamos o sedimento direto ao

microscopio.

Figura 3. Regressdo linear entre a intensidade média de infeccdo do muscideo (M. domestica)
e 0 numero de fémeas de Habronematineos recuperadas em necropsias de equideos
(H. muscae e H. microstoma).
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Figura 4. Regressao linear entre a intensidade média de infeccdo do muscideo (M. domestica)
e 0 numero de fémeas de H. muscae recuperadas em necropsias de equideos.
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4 CONCLUSOES

1. A técnica de Ueno (modificada) utilizando 3g e 5g de fezes foi eficaz para o
diagndstico da habronemose gastrica dos equideos, sendo necessério a leitura das trés
laminas para um diagndstico preciso.

2. A técnica do xenodiagndstico foi eficaz para o diagndstico da habronemose géstrica
dos eqiideos.

3. Ao comparar as duas técnicas Ueno (modificada) utilizando 3g e 5g e o
xenodiagnostico, constatamos que ndo houve diferenca significativa entre elas, para o

diagnostico da habronemose géstrica dos equideos.
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