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11.1 Regras basicas de higiene e
biosseguran~a a serem seguidas em laboratorio

Medidas de biosseguran<;:a sac princfpios preventivos destinados a

proteger a saude humana contra os riscos derivados de atividades em la-

borat6rio e evitar acidentes e a contamina<;:ao do ambiente de trabalho.

As regras basicas aqui indicadas consistem num conjunto de prati-

cas, a seguir detalhadas, que devem ser obedecidas rotineiramente:

.Localizar as instalac;6es dos elementos de seguranc;a da area de tra-

balho, tais como: safdas de emergencia, extintor de incendio, lava-

olhos, local para descarte de lixo toxico, etc.

.Nao fazer usa de comida, bebida, fumo e maquiagem no labora-

t6rio.

.Nao guardar alimentos no balcao ou nas geladeiras do laborat6rio.

.Utilizar vestimentas apropriadas para a realiza<;:ao dos trabalhos e

manter os cabelos sempre recolhidos. Usar guarda-p6 de algodao,

de mangas compridas, e sapatos fechados. Nao utilizar acess6rios,

como brincos, cola res, pulseiras e aneis.
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.Manter limpo 0 ambiente.

.Lavar as maos cuidadosamente, depois de qualquer manipulac;:ao e

antes de se retirar do laborat6rio. Antes de sair, deixar 0 guarda-p6

no laborat6rio.

.Utilizar luvas apropriadas para evitar cantata com substancias qui.

micas ou material bio/6gico. Nao tocar em objetos (telefones, lapi-

seiras, portas, cadernos, etc.) se as luvas estiverem contaminadas.

.Proteger os olhos e 0 rosto de respingos ou de impactos, usando

6culos de prote<;:ao, com barras laterais faciais.

Usar mascaras descartaveis se existir risco de produc;:ao de aeros-

sois ou po durante operac;:6es com substancias altamente toxicas

ou biopatogenicas.

.Embalar, em papel, todo material de vidro que tenha se quebra-
do; em seguida, colocar essa embalagem dentro de uma sacola de
plastico, a qual, par sua vez, deve ser colocada dentro de uma caixa
resistente.

Descartar Ifquidos inflamaveis, t6xicos, corrosivos e material biol6-

gico apenas nos locais adequados, de acordo com indicac;6es do

setor de gestao de resfduos.

11.2 Tecnica de identifica~ao e contagem de
avos de helmintos par grama de fezes (OPG)

A contagem de OPG consiste na caleta de fezes (de seis a oito cfbalas)

diretamente da ampola retal do animal, com 0 auxflio de urn saco de plas-

tico fino. Em seguida, deve-se acondicionar as amostras em uma caixa de

isopor repleta de gelo e encaminhar ao laborat6rio. 0 exame de contagem

de OPG deve ser feito ate, no maxima, 4 dias depois da caleta das fezes. Ate

0 momenta da realizac;ao do exame, as amostras devem ser refrigeradas
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em geladeira, a 4 o( (jamais congeladas), dentro de sacos de plastico bem

lacrados e devidamente identificados.

Ha uma Dutra op<;:ao de conserva<;:ao do material que dispensa a re-

frigera<;:ao, sem a necessidade, entaD, de manter a amostra em isopor com

gelD ou em geladeira. Consiste em armazenar, a vacuo, as fezes guardadas

em sacos de plastico. au seja, retirar todo 0 ar do saco, para retardar 0 de-

senvolvimento do ova.

Principia: metoda de flutuac;ao associado a contagem de avos,

usando a camara McMaster. Exame microsc6pico quantitativa e qualitativo

(GORDON; WHITLOCK, 1939).

Material: soluc;:ao hipersaturada de cloreto de s6dio ou ac;:ucar (veja

descric;:ao abaixo), camara McMaster, bastao de vidro, capo graduado para

a soluc;:ao, frasco simples, pipeta Pasteur, peneira de plastico pequena, e 6 9

a 8 9 de fezes frescas.

Metoda

.Colocar 4 9 de fezes ern urn frasco e acrescentar 26 rnL de solu-

<;:ao hipersaturada. Essa concentra<;:ao da urn fator de conversao de

1:25.

.Triturar as fezes com 0 auxflio de um bastao de vidro, desfazendo

os grumos.

Homogeneizar e passar a mistura, atraves de uma peneira simples,

para urn novo frasco.

Homogeneizar a solu<;:ao em 'X' e, com a pipeta Pasteur, retirar uma

amostra e com ela preencher uma celula da camara. Repetir a ope-

ra<;:ao para a outra celula.

.Aguardar 5 minutos para a flutua<;:ao dos avos e observar ao mi

crosc6pio, com aumento de lOx e 20x.
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.Contar todos os avos contidos nas duas celulas, incluindo aqueles
.."+;~,",r ~~r I:~h~~

Camara McMaster: a camara McMaster apresenta duas celulas de

contagem, tendo, cada uma, altura de 0,15 cm e area de 1,0 cm2, a volume

de Ifquido encontrado em cada celula e obtido pela formula: area x profun-

didade = volume. a numero de avos contados nas duas celulas da camara

McMaster deve ser multiplicado par 25. Essa medida visa aumentar 0 grau

de confiabilidade da tecnica. Para alcanc;:ar major precisao, 0 executor pode

contar duas camaras McMaster (quatro celulas) e multiplicar a soma final
~~.1'"

Significado da contagem de ovos por grama de fezes (OPG): a

contagem de avos (Figura 1) e apenas um dos indicadores de infec<;:ao, mas

nao basta, par si 56, para indicar 0 grau de infec<;:ao do hospedeiro. Tambem

e preciso levar em considera<;:ao outros fatores, como: a manifesta<;:ao de

sinais clinicos pelos animais, a varia<;:ao entre as amostras, 0 efeito densida-

de-dependente, 0 estado nutricional do animal e ate mesmo a consistencia

das fezes. E importante taler a correla<;:ao entre 0 dados da OPG e a propor-

<;:ao de larvas (genero ou especie) encontradas na coprocultura (item 11.3).

Deve-se contar os avos da familia Trichostrongylidae, de Strongyloides spp.

(ovos larvados), de Moniezia spp. e os oocistos de Eimeria spp. (Figura 2).

V~lp rpc;c;~lt~r nllp nc; nvnc: rl~n~n~r,.rll"\c n51"\ ~O\'orv. "0" r,..n,.;,.jn..,.,.j,..~

26mL

i~

\..
Solul;)Ao 4 9

l-linAre~t, .~.I~ .lA fA~Ae

Preencher 2 celulas
...C~rT'~r" Mr-k~,,~t~r

--=~~-

Figura 1. Esquema do procedimento de contagem de avos par grama de fezes (OPG).
",'"..~~.~ ~,-~~~ ~-,-"-- ,.,- ,"-"--
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Figura 2. Imagens de ovos e oocistos de parasitas gastrintestinais de ovinos: ovos da familia TI

chostrongylidae (A); ovo de Strongyloides spp. (8); ovo de Moniezia spp. (C); e oocisto de Eimer

spp. (0).

11.3 Cultura de larvas de estrongilrdeo:

Objetivo: proporcionar urn rneio apropriado para prornover a eclo

sac dos avos e a evolu<;ao dos estadios larvares. 1550 perrnite a identifica<;a<

do genera das larvas infectantes de estrongilfdeos, ja que e bastante diffci

sua identifica<;ao na fase de ova.

Tecnlca de cultlVO moamcaaa lKUD~n I~; V ~ULLIV"I", I ~;;JV

.Lolocar 0 material recal lde LV 9 a .:)u YJ elll urn rrd~LU ~11111.J1t:~ Ut

500 mL com boca larga, adicionando vermiculite comercial, serra

gem tratada, carvc1o vegetal ou fezes esterilizadas. Misturar com c

auxflio de uma espatula ate obter um composto homogeneo que

ocupe 2/3 do volume do frasco. Nao ha necessidade de desfazer

completamente 0 formato das fezes.
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.Adicionar agua para umidificar a mistura, com acumulo de 1 cm

de agua no fundo do frasco. A mistura deve se apresentar mais ou

menos aerada.

.Cobrir 0 frasco com uma placa de Petri ou com a propria tampa

do frasco, mas deixando-a so Ita; e adicionar urn tio largo de algo-

daD ou barbante para permitir a aera~ao. Colocar 0 frasco em estu-

fa B.O.D. par 7 dias, em temperatura de aproximadamente 28 °C e

umidade acima de 60%. 0 cultivo pod era ocorrer em temperatura

ambiente acima de 18 °C, durante 10 a 15 dias. E comum a presen~a

de fungos, que nao prejudicam 0 desenvolvimento das larvas.

.Avaliar a umidade a cada 2 dias e, caso necessaria, borrifar agua ate

a superficie adquirir urn aspecto brilhante.

.Retirar 0 frasco da B.O.D. ap6s 7 dias e enche-io completamente

com agua morna, ou diretamente retirada da torneira se estiver em

regiao de clima quente, para estimular a migra<;:ao das larvas pela

tecnica de baermaniza<;:ao.

.Colocar urn fio de algodao fino (ou palito de f6sforo) no canto da

boca do frasco e urna placa de Petri sabre esse, e virar 0 conjunto.

.Adicionar agua na placa de Petri ate 0,5 cm, para que as larvas mi-

grem para a area da placa. Transcorridas de 6 a 8 horas, aspirar 0

material, com pipeta Pasteur.

.Colocar a suspensao em tuba de ensaio e depois proceder a quan-

tifica<;:ao e a identifica<;:ao das larvas quanta ao seu genera ou es-

pede (Figura 3 e Tabela 1), usando chave especffica, conforme des-

cri<;:ao de Ueno e Gon<;:alves (1998), ou detalhamento mais recente

de Van Wyk et al. (2004). Esse processo e fadlitado com a adi<;:ao de

uma gota da solu<;:ao a uma lamina de vidro e uma gota de jugal

em aumento de lOx e 20x.
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.As publicac;6es cientfficas requerem que sejam identfficadas de 50

a 100 larvas par amostra de pool de grupos experimentais (trata-

menta).

.As larvas obtidas ap6s a coprocultura podem ser armazenadas em

aQua ou em alcool70 °GL, em microtubos de 1,5 mL, a 4°(, ou po-

dem ser congeladas a -20 o( ou -80 o( para a realiza<;ao de estudos

futuros, como testes moleculares. 0 material permanece viavel par

ate 2 anos. (aso seja necessaria a avalia<;ao posterior das larvas para

a identifica<;ao dos generos de helmintos, recomenda-se 0 acondi-

cionamento em aQua, a 4°(, par 30 a 90 dias.

Figura 3. Imagens de larvas de helmintos gastrintestinais de ovinos: Haemonchus sp. (A);
Oesophagostomum sp. (8); Trichostrongylus sp. (C); Cooperia sp. (com poryao anterior em
destaque) (0); e Strongyloides sp. (E).
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Tabela 1. Chave de identifical;:8o de larvas de nematodas gastrintestinais e pulmona-
res que afetam pequenos ruminantes.

2

3

4

Bainha da cauda ausente ou nao obtusa

Esofago gem bulbo

Esofago rabditiforme (bulbo duplo)

4 Helminto se cora sob soluc;:ao de iodo, ganhando uma cor
mais ou menos uniforme, marrom-escura. Esofago < 40% do
comprimento do helminto e rabditiforme (bulbo duplo); larva
grossa, com extremidades retangulares e cauda longa. que
sugere uma bainha; ponta da cabec;:a abrupta, desnivelada
e plana

Nematoda de vida
livre

6

7

8

Es6fago > 40% do corpo da larva

Comprimento do corpo < 500 IJm; diametro < O,7x

Comprimento do corpo < 520 IJm; diametro > 1,Ox

8 Bainha da cauda ausente; es6fago 40% do total do
comprimento da larva e gem 0 bulbo; diametro da larva> 1,Ox;
cabeya em forma de bala; cauda robusta, como se a bainha
estivesse quebrada ou perdida. Examinar com cuidado, para
conferir, com precisao, se a larva apresenta bainha

Strongyloides

Continua...

2

9

Bainha da cauda ausente au naa abtusa

Bainha da cauda praeminente

Esofago < 30% do corpo da larva; bainha da cauda invisivel
e < 0,5x; larva pequena e letargica, com protuberancia na

cabe9a; cauda termina suave, com ponta arredondada

Dictyocaulus filaria
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Tabela 1. Continuagao.

10

Bunostomum sp.

Gaigeria sp.

Toda a larva se cora uniformemente, tomando a cor marrom-
escura, sob solu9ao de iodo; esofago com um bulbo
proeminente caudal (proeminente em larva viva e ativa, mas
dificil de se ver em larva corada); cabe9a em forma de bala

Bainha da cauda 3,5x, com filamento 40% da bainha da
cauda; larva muito pequena

Bainha da cauda 4,5x, com filamento 50% da bainha da
cauda; larva muito pequena

12 Comprimento da bainha da cauda 1,Ox a 1,5x; cabe<;:a pouco
achatada (tampa de caneta); gem filamento

Cauda da larva suave, observada quando desembainhada

Cauda da larva desembainhada, serrilhada, desigual

13

14

14

Trichostrongylus
colubriformis

Trichostrongylus
falculatus

Cauda da larva com pequena protuberancia digital; bainha
da cauda sem filamento; cabega sem ombros; 16 celulas

intestinais

Bainha da cauda 1,Ox; sem filamento; cauda da larva termi-

nando abruptamente

Bainha da cauda 1, 7x; cauda da larva terminando abrupta-
mente

Continua...

A larva cora, tomando as cores marrom-clara na cabe98 e
marrom-escura na cauda; es6fago sem bulbo

Bainha da cauda sem filamento

Bainha da cauda com filamento

12

15

Cauda da larva suave; bainha da cauda sem filamento

Bainha da cauda 1,Ox; cabeya sem ombro

Bainha da cauda 1,2x; cabeya com ombro

Trichostrongylus axei

Ostertagia
circumcincta
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Tabela 1. Continuac;:ao.

16 Cabeya em forma de baja, com laterais inclinadas e com dais
panics de refrac;:ao(3); bainha da cauda com 20% de filamento

Bainha da cauda 1 ,5x; filamento 20% Cooperia sp.
(ex.: C. curtice/)

Cooperia oncophoraBainha da cauda 2,5x; filamento 20%

18 Larva com 16 celulas intestinais (ou mais); bainha da cauda 2,Ox

Comprimento da bainha da cauda 2,Ox, com filamento :t Haemonchus
15% do comprimento da bainha da cauda; cabe~ em forma
aproximada de bala e afina abruptamente ate um certo ponto
(Iados relativamente achatados)

Comprimento da bainha da cauda 4,Ox, cabe9a larga e plana; Chabertia
filamento Ion go (aproximadamente 25% do comprimento da
cauda); 28 a 32 celulas intestinais (forma retangular) em larva
fresca

Comprimento da bainha da cauda 5,0 a 5,5x; cabe~ larga Oesophagostomum
e plana (Iados paralelos); 18 a 22 celulas intestinais (forma (ex.:
triangular em larva fresca); filamento longo (aproximadamente Oe.columbianum,
50% do comprimento da cauda) Oe.venulosum)

Continua.

NematodirusOito celulas intestinais; larva muito grande; cabe9a em
forma de bala, um pouco plana anteriormente; cauda com
uma proje<;:ao tipo digital (claramente visivel em larva

desembainhada)

Bainha da cauda 9,Ox; filamento com aproximadamente 50%
a 60% da cauda da larva com proje98o digital, entre duas
proje90es menores

Nematodirus
spathiger
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Tabela 1. Continuac;:ao.

(1) Cabe~: refere-se a porcao cranial da larva. Bainha da cauda: extensao da bainha, ap6s a cauda da larva.
Lembrete: as L3 de varios generos de nematodas de pequenos ruminantes parecem ter a cabe~ plana
quando a larva esta parcial ou total mente desembainhada, mesmo quando a cabe~, na forma de bala,
esta intacta.(2) Mesmo listando algumas especies, as L3 podem ser identificadas somente quanta ao genera.

(3) Nota do tradutor: a expressao "corpos ovais refringentes" e consagrada e e uma tradacao livre de "refractile
spots", referente as estruturas craniais brilhantes de Cooperia. Entretanto, a expressao utilizada neste livro

e "ponto de refracao" (mudan~ de direcao de ondas de luz depois de passarem para Dutro meio), par

descrever a acao da incidencia da luz na estrutura do parasita (FERREIRA, 2010; LUFT, 2005).

Fonte: Van Wyk et al. (2004).

11.4 Teste de redu~ao de contagem de avos
nas fezes (TRCOF) para a determina~ao da eficacia
de anti-helminticos em pequenos ruminantes

Objetivo: deterrninar a eficacia de um produto anti-helrnfntico em

urna populac;:ao parasitaria, par meio da cornparac;:ao de dad os de reduc;:ao

de contagern de avos nas fezes entre os anirnais de urn grupo controle e de

urn grupo tratado (MEO-NICIURA et al., 2009).

Para a realizac;ao do teste, devem ser utilizados grupos de 7 a 10 (ate

15) animais par anti-helmintico a ser avaliado. Exemplo: para que sejam

avaliados cinco distintos anti-helminticos e 0 grupo controle (seis grupos

experimentais), seria necessaria contar com, no minima, 42 ovinos. A re-

alizac;ao do teste esta condicionada a uma exigencia: e necessaria que os

animais nao ten ham sido tratados, num intervalo de 90 dias, com moxidec-

tina 10%; e, num intervalo de 90 a 110 dias, com macrolactonas de longa

ac;ao (ex.: ivermectina 3,15%); e, num intervalo de 30 dias, com os demais

anti-helminticos.

Bainha da cauda 9,Ox; filamento com aproximadamente 50% Nematodirus filicollis

da cauda da larva em forma de "V" (vista lateral) ou tricuspide

Bainha da cauda 6,Ox; cauda da larva afina com dois nos Nematodirus battus

dorsais
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Pre-experimento: a colheita de fezes deve ser feita ao acaso, para

cada categoria animal (cordeiros, borregos, ovelhas e machos reproduto-

res). Conforme forem os resultados de contagem da OPG, para que 0 TRCOF

seja apJicado na propriedade, 80% dos animais par categoria devem apre-

sentar OPG igual ou superior a 200. Em caso de alta frequencia de OPG igual

a zero (mais de 2~%), ou de aplicac;ao recente de anti-helmfntico, 0 teste

deve ser refeito, em epoca do ana mais adequada epidemiologicamente,

ou ap6s 0 termino do perfodo do efeito residual do tratamento.

Nesse teste, pode ser usado qualquer animal desmamado, a partir de

2 meses de idade, independentemente da rac;a, do sexo ou da categoria.

Como exigencia, os animais devem apresentar escore de condic;ao corporal

entre 1,75 e 3,75 e grau Famacha de 1 (mucosa ocular muito vermelha) a

4 (mucosa ocular rosa-palido).

Realiza~ao do teste de redu~ao de contagem de avos nas fezes

(TRCOF): para a realizac;:ao do TRCOF, os animais devem ser distribuldos da
forma mais homogenea posslvel nos grupos experimentais (mesmo nu-

mero de animais das diferentes rac;:as, categorias, sexos, idades, escores de

condic;:ao corporal e OPG).

As doses e as vias de aplicac;ao dos anti-helmfnticos devem seguir a

recomendac;ao do fabricante, e os animais devem ser pesados para, com

base nesse peso, poder ser calculada a dose precisa a Ihes ser administra-

da. Os produtos devem estar no prazo de validade e armazenados adequa-

damente. Oeve-se dar preferencia a produtos de marca id6nea e de qua-

lidade reconhecida. Para os tratamentos parenterais, a aplicac;ao deve ser

par via subcutanea. Oevem ser tornados cuidados para garantir a desinfec-

c;ao do local. Para os tratamentos pela via oral, deve-se submeter os animais

a jejum alimentar, par 12 a 24 horas, mas sem restric;ao de aQua. 0 dia da

aplicac;ao dos anti-helmfnticos e considerado 0 dia zero (00) do teste. Nesse

dia, os animais devem continuar recebendo 0 mesmo manejo.

Avalia~ao dos resultados: quando varios grupos qufmicos de anti-

helmfnticos sac avaliados, deve ser feita uma nova caleta de fezes de to-

dos os animais utilizados no TRCOF, depois de transcorridos 14 dias (014)
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dos tratamentos para contagem de OPG e realizac;:ao de coprocultura. Para

a coprocultura, as fezes dos animais com OPG positivo de cada tratamento

devem ser agrupadas e cultivadas par grupo experimental. A coprocultura

tambem deve ser realizada quando todos os animais do grupo experimen-

tal apresentarem OPG igual ou proximo de zero.

0 calculo da eficacia de cada anti-helmfntico em relac;:ao ao controle

pode ser feito com 0 auxflio do programa RESO 2.0 modificado (Figura 4)

(WURSTHORN; MARTIN, 1990). au, entao, pode-se usar a seguinte formula:

De acordo com 0 resultado da eficacia, os anti-helminticos sao classi-
ficados (ZAJAC; CONBOY, 2006) como:

a) % El:cacia f". major que 90%: medica c;:ao eficiente.'J' verm!J..go

b) % El:cacia f". entre 80% e 90%: medica c;:ao com baixa eficien-'J' verm"..go

cia ou suspeita.

c) % Eficacia 'I;. inferior a 80%: medicarao ineficiente.verm!J..go 'S"

Exemplo: ap6s a contagem de OPG de 10 animais submetidos ao

tratamento com urn anti-helmfntico (3450, 2500, 1250, 1050,950, 750, 250,

150, 100 e 0) e de 10 animais submetidos ao grupo controle (3950, 2500,

2400,2250, 1150,950,600,400,200 e 150), calcula-se a media de OPG para

cada grupo. Assim, a mediaOPG Ii;. foi de 1.045, e a mediaOPG t I foi de
verm!J.go con 1'0 e

1.455. A seguir, procede-se ao calculo da eficacia: [(1455-1045)/1455] X 100,

q ue resultou na % E+:cacia Ii;. de 28%. Como esse valor e inferior a 80%,!II. verm!J.go

0 anti-helmfntico foi considerado ineficiente para 0 tratamento dos animais

do rebanho em estudo.

as resultados de eficacia devem ser utilizados para monitorar e

orientar a escolha do produto anti-helmfntico mais adequado e eficaz para

utilizac;ao naquele local.
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Figura 4. Planilha do programa RESO 2.0 utilizando a plataforma Microsoft Office Excel para 0
calculo da eficacia de anti-helminticos. A pasta de calculo utiliza 0 mesmo principia definido na
formula acima, proposta par Coles et al. (1992). Entretanto, a interpretay80 da eficacia depende
de alguns fatores, como a media dog dados do OPG e 0 intervalo de confianya.

11.5 Protocolo de recupera~ao de parasitas adultos

a) Defini~ao de popula~oes parasitarias: sensivel e resistente

Para garantir major seguran<;a e melhor reconhecimento no momen-

to da publica<;ao cientffica, 0 pesquisador devera trabalhar com um isolado

de origem e hist6rico farmacol6gicos conhecidos. Nesse caso, e necessaria

um protocolo de tratamento anterior, cuja determina<;ao tern de ser feita

pelo OPG ou, entaD, par teste controlado da necropsia dos animais. Os da-

dos de eficacia de determinada droga serao comparados entre isolados,

visando a pesquisas a longo prazo e ao reconhecimento desses isolados

como sensfveis (eficacia acima de 95%) e/ou resistentes (eficacia abaixo de

80%) a um ou mais produtos espedficos.

Sugere-se taler intercambio de isolados entre institui<;6es, tanto para

compartilhar 0 custo de manuten<;ao dos isolados entre as institui<;6es en-

volvidas, quanta para uma eventual colabora<;ao interinstitucional. 0 pro-
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cedimento de identificac;:ao do isolado par meio do sacriffcio de animais

doadores deve ser protocol ado e aprovado pelo Comite de Etica no Usa de

Animais (Ceua) da unidade, do departamento ou da instituic;:ao.

b) Protocolo in vivo pre-abate para a escolha do isolado parasitario

Deve-se selecionar um animal para ser infectado artificial mente com

L3 provenientes de animais de campo. E importante que 0 isolado de campo

tenha sido identificado par meio deTRCOF. As larvas devem ter no maxima

30 dias de colhidas da coprocultura. Pode-se trabalhar com um animal

doador com infec<;:ao natural, caso a contagem de OPG seja realmente

muito alta (> 5 mil avos). Sugere-se que a OPG seja realizada com 4 9 e

26 mL de solu<;:ao hipersaturada, que 0 observador conte com duas camaras

McMaster (quatro divisoes) e que fa<;:a um fator de conversao de 1 :12,

conforme orienta 0 item 11.2. 0 objetivo e oferecer major confiabilidade

a quantifica<;:ao de avos. Na segunda op<;:ao (infec<;:ao natural), corre-se

0 risco de 0 animal apresentar infec<;:ao multipla, 0 que pode dificultar a

limpeza do isolado, par se desconhecer a taxa de infec<;:ao. Mesmo assim,

deve-se utilizar a chave de identifica<;:ao (Tabela 1), onde se pode identificar

as caracterfsticas morfol6gicas dos nematoides (VAN WYK et al., 2004).

0 animal receptor devera ser mantido em baia de concreto, separado

de outros animais, e dispor de alimento e agua a vontade. No caso de uma

infec<;:ao artificial, 0 animal devera receber uma quantidade suficiente de L3

para que exista uma boa taxa de estabelecimento parasitario, sem que isso

traga prejufzo clfnico ao animal. Normalmente, utilizam-se 5 mil (de 2 mil a

10 mil) L3 para uma infec<;:ao segura e suficiente.

Deve-se monitorar 0 inicio da eliminac;:ao de avos par meio do OPG,

que devera ocorrer pr6ximo do final da terceira semana p6s-infecc;:ao. Caso

se confirme a infecc;:ao monoespecffica (uma especie de parasita), inicia-se

0 processamento das amostras, para a obtenc;:ao de larvas e a preservac;:ao

de avos e de larvas em nitrogenio liquido, para futuras passagens e ensaios

in vitro. A caleta de larvas pode continuar par algumas semanas, tendo as-



132 MANUAL PRATICO
Metodologias de diagnostico da resistencia e de

detec~ao de substancias ativas em par,sitas de ruminantes

segurada a quantidade de larvas. Uma vel obtido material biol6gico su-

ficiente do genera desejado, 0 animal devera ser necropsiado, para a ob-

tenc;:ao de parasitas adultos e de uma quantidade suficiente de DNA e RNA

para a execuc;:ao dos testes moleculares descritos neste manual.

c) Tecnica de necropsia parasitol6gica

A necropsia parasitol6gica, depois de feita a infec<;:ao artificial e con-

trolada, tern par objetivo suprir material biol6gico de uma 56 vez, e, assim,

reduzir 0 tempo que 0 animal permanece infectado e em sofrimento, for-

necendo larvas.

A tecnica consiste nos seguintes procedimentos:

.Deixar 0 animal em jejum par 12 horas, para uma melhor visualiza-

c;:ao dos parasitas, e realizar 0 abate.

.Abrir a cavidade abdominal ou toracica com cuidado, para evitar a

ruptura e a perda de material.

.Identificar 0 6rgao a ser retirado (ex.: abomasa: Haemonchus sp.;

intestino delgado: Cooperia sp.; pulmao: Dictyocaulus sp.; e ffgado:

Fasciola hepatica).

.Isolar cada orgao com no duplo, para evitar que 0 conteudo se mis-

ture, e os parasitos se desloquem para outros orgaos.

.Fazer a identifica<;ao nas caixas, nas sacolas e nos frascos.

.Acondicionar em sacos de plastico (Figura 5).

.Encaminhar ao laboratorio, para processamento imediato, evitan-

do, assim, a degradac;:ao dos parasitas.

0 abomasa deve ser aberto na sua curvatura major, e 0 seu conteudo

deve ser colocado em um recipiente (balde) graduado. 0 6rgao deve ser

lavado em aQua corrente, com baixa pressao acima do frasco, para facili-

tar a caleta do conteudo. Em seguida, colocar 0 conteudo decantado em
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Figura 5. 6rgaos de ovinos separados para 0 processamento. Observar a identifica9ao de Gada

6rgao, alem da origem do animal e do hist6rico das larvas.

bandeja com agua morna, para a recuperac;ao dos especimes, usando, para

isso, uma pinc;a ou uma espatula (Figura 6). Parasitas adultos vivos podem

ser utilizados em testes in vitro.

0 intestino delgado ou 0 grosso deve ser aberto com 0 auxflio de um

enter6tomo (ou tesoura de gesso), acima do frasco, e sua parede deve ser

raspada para a retirada dos parasitas af aderidos. Seguir 0 procedimento ja

descrito para a obtenc;:ao dos especimes adultos. Se houver muitos dejetos,

passar 0 conteudo par peneira com abertura de 1.000 ~m, onde os parasi-

tas ficarao retidos.

No caso do pulmao, proceder a abertura com 0 auxilio de uma te-

soura, iniciando pela abertura dos br6nquios (de todos, se possivel), ate

alcan<;:ar a extremidade distal. 0 6rgao deve ser, entao, submerso em agua
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Figura 6. Parasitas adultos de Haemonchus
contortus no abomasa de ovino.

morna, em bandeja com 10 cm a 15 cm de profundidade. 0 6rgao deve

ser pressionado para que se encha de aQua, facilitando, assim, a migra<;:ao

dos parasitas adultos. 0 6rgao deve ser inspecionado depois de decorridas

2 horas, quando, entaD, deve-se proceder a decanta<;:ao da solu<;:ao retida

na bandeja. Para identificar formas imaturas na parede do 6rgao, e neces-

sario que ele seja digerido. Ja 0 ffgado deve ser aberto com cortes largos;

em seguida, deve-se fazer pressao sabre ele, para que saiam as formas adul-

tas de Fasciola hepatica.

Se forem utilizados parasitas adultos em ensaios in vitro, sera neces-

sario que 0 6rgao seja mantido dentro de isopor, contendo agua morna,

ap6s a retirada do material de dentro do animal, ate que 0 material seja

entregue ao laborat6rio.

Para obter uma nova cultura, ou seja, uma cultura pura do parasita,

devem ser colhidas femeas adultas, e que apresentem grande quantidade

de avos, ap6s 0 abate do animal, para a extra<;ao dos avos (Figura 7). As

femeas devem ser colocadas em agua destilada e cortadas em tres partes,

para que sejam extrafdos os avos. Esses avos devem ser misturados com

fezes autoclavadas e, em seguida, devem ser levados para a cultura, para a

obten<;ao de larvas, para uma futura infec<;ao.
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Figura 7. Ovos viaveis no sistema reprodutivo de Cooperia sp. Os avos podem ser utilizados para
nova infecc;:ao e obtenc;:ao de cultura pura.

d) Manuten~ao de isolado em ambiente controlado

Para aumentar a resistencia de uma populac;:ao parasitaria, deve-se

proceder a novas passagens pelo hospedeiro. Esse processo consiste em

realizar a serie infecc;:ao 1 -tratamento 1 -infecc;:ao 2 -tratamento 2, com

avos e/ou larvas sobreviventes do processo anterior. E imprescindfvel que

os animais nao estejam contaminados par infecc;:ao anterior, que manifes-

tern imunidade eta ria ou que estejam sob efeito de tratamento anterior-

mente administrado. Nesse caso, 0 sacrificio dos animais 56 sera realizado

se existir interesse em manter amostras pontuais do estado genetico da

populac;:ao parasitaria, a fim de se determinar 0 grau de perda do polimor-

fismo em reac;:ao a pressao qufmica.
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e) Conserva~ao dos helmintos

Depois de os parasitas terem sido retirados do 6rgao, eles poderao

ser mantidos em agua DEPC ultrapura (veja descri<;ao abaixo) ou em alcool

a 70%. A conserva<;ao de parasitas em alcool absoluto deve ser par no ma-

ximo 30 dias, para evitar grande perda de integridade das celulas.

Agua DEPC (Diethylpyrocarbonate)

DEPC e um forte, embora incompleto, inibidor de RNAses par modifi-

cac;ao covalente. A agua e as demais soluc;6es devem ser tratadas com

0,1% DEPc. E cornu mente usado na concentrac;ao de 0,1%, para inati-

var RNAses em frascos e plasticos, ou para criar soluc;6es sem RNAses.

Para produzir 0 DEPC e preciso seguir as seguintes instruc;6es:

.Adicionar 0,1 mL de DEPC em 100 mL da soluc;ao que sera tratada,

e agitar vigorosamente, ate dissolver 0 DEPc.

.Deixar a solu<;:ao em repouso par 12 horas, em temperatura de 37 0(.

Autoclavar par 15 minutos, para remover qualquer trac;o de DEPC.

Observa~oes: antes de prepararTris buffer tratado com DEPC, e preciso saber que
0 DEPC reage primeiro com aminas, e, assim, nao pode ser usado diretamente

para tratar 0 buffer. 0 DEPC e altamente instavel na presen~a do Tris buffer e se

decompoe rapidamente em etanol e CO2, Assim, para prepararTris, deve-se, antes
de tudo, tratar a aQua com DEPC; depois, dissolver Tris, e, assim, preparar apro-

priadamente 0 buffer. Os resfduos de DEPC devem ser obrigatoriamente elimina-

dos/inativados da solu~ao ou do frasco, autoclavando ou aquecendo a 100 °C, par
15 minutos.

11.6 Protocolo de recupera~ao de avos
de nematoides gastrintestinais

.Coletar fezes do reto de animais infectados que apresentem OPG >

2 mil avos (item 11.2),

Coletar uma por<;ao das fezes, macerar e acrescentar agua morna

(::I: 40 °q.
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.Filtrar 0 material fecal em quatro peneiras, com as seguintes reticula-

<;:6es: 1 mm, 105 flm, 55 flm e 25 flm. as avos passam pelas tres pri-

meiras peneiras (coletar 0 Ifquido que passa) e ficam retidos na ultima

peneira.

.Lavar a peneira de 25 flm com agua destilada, com 0 auxflio de uma

pisseta, para retirar os avos que af ficaram retidos.

.Colocar 0 conteudo em um bequer e, posteriormente, transferi-io

para tubas Falcon.

.Colocar os tubas Falcon em centrffuga, par 5 minutos, a 3.000 rpm

(1.100 g).

.Ap6s a centrifuga<;:ao, descartar 0 sobrenadante e completar com

solu<;:ao salina saturada, para permitir a suspensao dos avos.

.Centrifugar par 5 minutos, a 3.000 rpm.

.Despejar 0 sobrenadante na peneira de 25 flm e lavar os avos com

agua destilada. Se a suspensao ficar suja, repetir a centrifuga<;:ao

com solu<;:ao salina saturada.

.Despejar 0 conteudo da peneira em um calice de decanta<;:ao; dei-

xar par cerca de 30 minutos, a temperatura ambiente, desde que

nao seja inferior a 22 °C, ou colocar em estufa B.O.D., em tempera-

tura de aproximadamente 25 °C (Figura 8).

11.7 Produ~ao de meio nutritivo com Escherichia coli
para 0 teste de desenvolvimento larvar -TDL
(Larval Development Assay -LDA)

a) Prepara~ao de E. coli strain W (ATCC 9637)

(Sigma E9637, frasco de 10 g)

.Calacar 75 mg (au 0,075 g) em 500 mL de agua destilada e auta-

clavar par 1 hara, a 1OO °C.

Obs.: Utilizar somente 250 mL; os outros 250 mL devem ser colocados em
5 tubas Falcon, de 50 mL, e devem ser congelados.
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Figura 8. Passagem do material fecal em pe-
neiras (A), centrifuga<;:ao (B), sedimenta<;:ao (C)
e prepara<;:ao dos avos recuperados em placas
de 24 po9Qs (0) para leitura do teste de eclodibi-
lidade e desenvolvimento larvar em microscopic
invertido (E, F).
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b) Salina normal

.Preparar 0,9 9 NaG em 100 mL de aQua destilada.

c) Prepara~ao do extrato fermentativo (Yeast extract, frasco 500 9,

qualquer marta)

9 do extrato fermentativo em 90 mL de salina normal..Colocar

.Adicionar 10 mL de solu<;:ao balanceada de Earle's (Sigma E3024).

d) Anfotericina B (Sigma A9528, frasco 50 mg)

Adicionar 5 mL de aQua destilada em frasco que contenha

50 mg de anfotericina B.

Retirar 50 III do frasco + 950 III de agua Milli Q. Em seguida,

retirar 350 III dessa mistura e adicionar 6.650 III de agua desti-

lada (congelar os outros 650 III que sobrarem).

e) Meio nutritivo final

E. coli: 70% = 250 mL

Extrato fermentativo: 28% = 100 mL

Anfotericina 

B: 2% =7mL

.Colocar os 357 mL em um bequer, com barra magnetica sob agi-

ta<;:ao.

.Distribuir em tubas eppendorf de 1,5 mL e congelar.
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11.8 Produ~ao de Escherichia coli com FITC para
0 teste de inibi~ao da alimenta~ao (larval Feeding
Inhibition Assay -lFIA)

Dependo da quantidade de testes que se pretende realizar, as solu-

<;:6es poderao ser produzidas em varios volumes, a saber:

a) Produ~ao do tampao bicarbonato

Agua destilada

NaCI

Na2CO3

NaHCO3

500 mL

750 mg

980 mg

1,33g

250 mL

375 mg

490 mg

0,665 9

b) Prepara~ao de salina-tampao fosfato (PBS pH 7,2)

---

.Se necessaria, adicionar NaOH, ate corrigir 0 pH, de 7,0 para 7,2.

c) Prepara~ao de E. coli -strain W (ATCC 9637),
Sigma E9637, frasco de 10 g (estocar em freezer)

20mL

0,045 9

10 mL

0,0225 9

Tampao bicarbonato

E. coli liofilizada

Agua Milli Q

KH2PO4

Na2HPO4.2H20

NaGI

q.S.p. 500 mL

1,29359

4,2479

4.25 a
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d) Preparar FITC (Fluorescein Isothiocyanate Isomer
F1628, frasco de 1 g) e marcar a E. coli

-(elite

90mL

0,1 9

9mL 900 ~L

0,001 9

Tampao

FITC 0,01 9

.Adicionar 20 mL da E. coli preparada e incubar par 2 horas, de 20 °C

a 24 °C (ou 2 mL de E. coli preparada em 9 mL de FITC com tampao

bicarbonato, ou 200 mL da E. coli em 900 ~L do FITC com tampao

bicarbonato).

e) Finaliza~ao

.Ap6s 2 horas de incuba<;ao, centrifugar a E. coli marcada a 13.000 rpm,

par 2 minutos.

.Remover 0 sobrenadante de cada tuba e adicionar 0 mesmo volu-

me de PBS.

.Centrifugar nova mente e remover, mais duas vezes, 0 sobrenadan-

te; acrescentar 0 mesmo volume de PBS e estocar em freezer.

11.9 Prepara~ao de solu~oes-estoques
para as metodologias genotipicas

a) Tris-HCll M pH 7,S

800 mL

121 9

Agua Milli-Q

Tris base 1 M

.Ajustar 0 pH para 7,5 com HCI concentrado (cerca de 60 mL), adi-

cionar agua ate completar 1 L e autoclavar.
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b) EDTA 0,5 M pH 8,0

700 mL

186,1 9

-

O,5M

Ajustar 0 pH para 8,0 com NaOH 10M (cerca de 50 mL), completar

com agua ate 1 L e autoclavar.

c) SDS 20%

100 mL

20 9

-

20%

d) NaCi 5 M

500 mL

146,1 95M

e) Cloreto de calcio 1 M

Agua Milli-Q 100 mL

CaCI2.2H2O 1 M 14,702 9

f) Proteinase K 20 mg/mL

2,35 mL

50 ~L

100 ~L

2,5mL

0,1 mg

1 M

1 M

100%

100 mg

10mM

20mM

50%

20 mg/mL

-~

Agua Milli-Q

Tris-HCI pH 7,5

Cloreto de calcic

Glicerol

Proteinase K

.Aliquotar e armazenar a -20°(. Sugere-se seguir protocolo do fa-

bricante. se houver-

Componente [Final] Quantidade

Componente [Final] Quantidade

[Inicial] [Final]Componente Quantidade
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g) Loading (tampao de carregamento ou de corrida)

Solu<;ao A

Agua Milli-Q mL

Azul de bromofenol (carre mais 1%

Xilenocianol (corre menos) %

Solu<;ao para usa (armazenar a 4 O()

Agua Milli-Q

Solu<;:ao A

Glicerol

450 ~l

0,25% 250 I!

30% 300 ~L

h)TBE10x

Agua Milli-Q

Tris base

Acido b6rico

900 mL Agua Milli-Q

89mM 108 9 Tris base 89mM

Acido b6rico89mM 55 9 89mM

EDTA 28mM 8,39 EDTA 0,5 M pH 8,0 20mM

960 mL

108 9

55 9

40mL

.Completar para .000 mL com agua Milli-Q e autoclavar.

i) TBE 1x

Agua Milli-Q

TBE 10x

900 mL

x

Componente [Final] Quantidade

Componente [Final] Quantidade

Componente [Final] Quantidade Componente [Final] Quantidade

Componente [Final] Quantidade
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