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RESUMO

Quinelato, Simone. Influéncia sazonal na dinamica migratoria e sobrevivéncia de larvas
infectantes de ciatostomineos de equinos em graminea Tifton 85 na Baixada Fluminense,
RJ. 2008. 58f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinria).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

O conhecimento da biologia e epidemiologia das fases pré-parasiticas de ciatostomineos de
equinos tém contribuido para o desenvolvimento de programas de controle que limitem a
utilizacdo de anti-helminticos. No entanto, pouco se conhece sobre a dindmica das larvas no
ambiente, principalmente nas regides de clima tropical. Estudos sobre o grau de contaminacéo
das pastagens por larvas infectantes de ciatostomineos podem auxiliar na determinacdo do
risco de infeccdo dos animais e fornecer dados para o estabelecimento de programas de
controle integrado. O presente estudo foi dividido em trés etapas complementares: na primeira
etapa, avaliou-se a distribuicdo, recuperacdo e sobrevivéncia de larvas infectantes (L3) de
ciatostomineos de eqliinos nas fezes e na pastagem no periodo de 15 meses. Massas fecais
foram depositadas mensalmente na graminea Tifton 85 (Cynodon spp. cv. Tifton 85) no
periodo de setembro de 2003 a setembro de 2004. Graminea e fezes foram coletadas a cada
sete dias, as 8, 12 e 17h e processadas pela técnica de Baermann. De acordo com 0s
resultados, as condigdes ambientais foram favoraveis para o desenvolvimento e sobrevivéncia
das L. Nas fezes, a recuperacdo das L3 foi superior durante o periodo chuvoso e na graminea
no periodo seco. A sobrevivéncia das larvas foi superior no periodo seco, tanto para as
amostras de fezes quanto para as de graminea. As L; foram recuperadas durante os trés
horérios de coleta e ndo se observou diferenca significativa entre os horarios. A segunda etapa
foi mais abrangente e aborda o estudo da distribuicéo, recuperacdo e sobrevivéncia de larvas
infectantes de ciatostomineos de equinos nas fezes e na pastagem no periodo de fevereiro de
2005 a margo de 2007. Sete dias apds cada deposito de massa fecal foram realizadas coletas
de amostras de fezes e graminea as 8, 13 e 17 h, de trés pontos distintos em sentido horario.
As amostras de graminea coletadas foram divididas em base (0-20 cm) e apice (20-40 cm),
tendo sido processadas pela técnica de Baermann para recuperacdo das Ls. No periodo
chuvoso, as larvas infectantes foram recuperadas em maior numero das fezes e do apice da
graminea. No periodo seco, a recuperacao foi superior na base da graminea, assim como a
sobrevivéncia das Lz nas fezes e na graminea. Maior numero de larvas foi recuperado &s 8 h,
exceto na base da graminea, onde a maior recuperacéo de Lz ocorreu as 13 h. A terceira parte
refere-se a distribuicdo sazonal e recuperacdo de larvas infectantes de ciatostomineos nas
fezes, na pastagem e no solo. Ao inicio de cada estacdo do ano foram depositadas amostras de
fezes no canteiro experimental de Tifton 85. As coletas iniciaram-se uma semana apds o
depdsito e posteriormente a cada 15 dias. As L3 foram recuperadas em maior quantidade no
outono e inverno e em menor quantidade na primavera e principalmente no verdo. No horéario
da manha as larvas foram recuperadas em maior nimero, embora ndo tenha sido observada
diferenca estatistica entre os horarios de coleta em cada estagdo do ano. O solo ndo
demonstrou ser potencial reservatorio de L3, visto a baixa recuperacgdo de larvas neste estudo.

Palavras-Chave: Larvas infectantes, ciatostomineos, pastagem, sazonalidade.



ABSTRACT

Quinelato, Simone. Seasonal influence in migratory dynamic and survival of
cyathostomin infective larvae of equine in Tifton 85 pasture in Baixada Fluminense, RJ,
Brazil. 2008. 58f. Dissertation (Master Science in Veterinary Science, Veterinary
Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

The knowledge of biology and epidemiology of cyathostomin free living stages have been
helping the development of control programs that limitis anthelmintic use. However little is
known about environmental larvae dynamics, mainly in tropical climate. Studies about
pasture contamination can help to estimate parasitic risks for animals and to set up integrate
control programs. The present study was elaborated in three complemented parts: first, it was
evaluated the distribution, recovery and survival of cyatostomin infective larvae of equines in
feces and pasture during 15 months. Fecal samples were monthly placed on Tifton 85
(Cynodon spp. cv. Tifton 85) pasture, from september of 2003 to september of 2004. Grass
and feces were collected weekly, at 8 am., 1 and 5 p.m. and processed by Baermann
technique. The results indicate that the environmental conditions were favorable for L;
development and survival. In feces, more L3 was recovered during the rainy period and on the
grass in dry period. L3z survival was higher in the dry period for feces and grass samples. Lj
were recovered during the three times of collection and no significant difference was observed
among three times. The second part was more wide-ranging and approaches the distribution,
recovery and survival of cyathostomin infective larvae in feces and pasture for february 2005
to march 2007. Seven days after the deposit, sample of feces and grass were collected weekly
at 8 am., 1 p.m. and 5p.m., from three different field sites. Grass sample was divided into
base (0-20 cm) and apex (20-40 cm). The samples were processed by the Baermann technique
for L3 recovery. In the rainy period, more infective larvae were recovered on the feces and
grass apex. In the dry period, the recovery was higher only on the grass base, as well as the L3
survival on feces and grass. More larvae were recovered at 8 a.m., except from the grass apex,
where the highest recovery was at 1 p.m. The third part refers to the seasonal distribution and
recovery of cyathostomin infective larvae in feces, pasture and soil. In the beginning of the
seasons feces samples were placed on experimental Tifton 85 plot. The collections began one
week after deposit, and later every 15 days. Lz recovered were higher in the autumn and
winter and smaller in the spring and mainly in the summer. More L3 were recovered in the
morning, although no statistic difference has been observed between the collection times in
each season. The soil didn't demonstrate to be potential L3 reservoir, seen the low larvae
recovery in this study.

Key words: Infective larvae, cyathostomin, pasture, sazonality.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Ciatostomineos parasitas de eqiiinos

Os ciatostomineos (Subfamilia: Cyathostominae) sdo conhecidos como o mais
numeroso grupo de parasitos de eqllinos em termos de diversidade de espécies e em nimero
de espécimes por hospedeiro (CHAPMAN et al., 1999), com relatos de animais parasitados
com mais de 1.200.000 espécimes (OGBOURNE, 1976). Sdo atualmente considerados 0s
mais importantes nematdides parasitas de equinos, devido a marcante reducdo da prevaléncia
de infecgdes por estrongilos, como resultado do uso difundido de modernas drogas anti-
helminticas (LOVE et al., 1999).

O ciclo bioldgico dos nematdides estrongilideos compreende duas fases: uma no
ambiente, onde ha o desenvolvimento de ovo a larva infectante (L3), sofrendo influéncia de
temperatura, umidade e tipo de pastagem (DUNCAN, 1974; HERD et al., 1985); e outra no
hospedeiro, que ocorre ap0s a ingestdo da pastagem contaminada com L, levando ao
desenvolvimento da fase adulta no intestino grosso.

Os ovos embrionados sdo definidos como ovos contendo larvas vidveis. Segundo a
literatura, o primeiro estagio larval (L;) e o segundo (L) sdo designados como larvas pré-
infectantes e sdo capazes de se alimentar, enquanto o terceiro estagio (Ls) € denominado de
larva infectante e é envolto por uma dupla camada de cuticula que a protege de condigdes
ambientais desfavoraveis, porém impede sua alimentacdo (NIELSEN et al., 2007).

O ciclo evolutivo é completado no periodo de dois a cinco meses, dependendo da
especie, e nao realizam migracGes. Possuem uma fase histotrofica no organismo dos
hospedeiros; causando perda de peso, diarréia, célica, anorexia e retardamento no
desenvolvimento dos animais, principalmente dos mais jovens (OGBOURNE e DUNCAN,
1985; CHURCH et al., 1986; REINEMEYER, 1986; HERD, 1990), além de causarem
aumento nas concentracdes de beta-globulinas, hipoalbuminemia, anemia e leucocitose
(REINEMEYER, 1986; CHURCH et al., 1986, LOVE et al., 1999).

Em estudos realizados no Rio de Janeiro, Anjos e Rodrigues (2003) relataram que das
33 amostras do colon dorsal examinadas, foram observadas 23 espécies distribuidas em 11
géneros da familia Strongylidae. A taxa de infeccdo por hospedeiro foi de duas espécies de
Strongylinae para 14 de Cyathostominae. E das 33 amostras de célon ventral examinadas,
foram observadas 21 espécies de Cyathostominae e sete de Strongylinae (ANJOS e
RODRIGUES, 2006).

A coexisténcia de numerosas espécies e a preferéncia destas por determinado
compartimento do intestino grosso, tornaram estes nematoides alvo de estudos ecoldgicos.
Bucknell et al. (1996) considerou a comunidade de nematdides estrongilideos estavel,
dominada por intera¢fes positivas, com poucas interacdes negativas, sugerindo auséncia de
competicéo.

1.2. Resisténcia aos anti-helminticos

Estratégias de controle supressivas através da utilizacdo de anti-helminticos obtiveram
éxito no controle de nematdides estrongilideos, reduzindo as taxas de morbidez e mortalidade.
Infelizmente, estas estratégias conduziram a selecdo de individuos resistentes as drogas,
principalmente os ciatostomineos, sendo atualmente considerados os principais parasitas de
cavalos (HERD, 1990; UHLINGER, 1990; LOVE et al., 1999).



Kaplan (2002; 2004) relatou que desde a década de 60, numerosos estudos afirmaram
0s niveis crescentes de resisténcia de ciatostomineos a uma grande variedade de drogas anti-
helminticas. Sendo a resisténcia aos benzimidazois altamente prevalente no mundo, além da
resisténcia ao pirantel ser cada vez mais comum. Ressaltou ainda que embora ainda nédo haja
relatos sobre resisténcia de ciatostomineos a avermectina/milbemicina (lactonas
macrociclicas) mesmo apds 20 anos de uso (CHAPMAN et al., 1996; CRAVEN et al., 1998;
WOODS et al., 1998; TARIGO-MARTINIE et al., 2001), grande parte dos parasitologistas
concorda que o desenvolvimento de resisténcia sera inevitavel, visto a sua difundida
utilizacdo no controle de nematdides de equinos (LLOYD e SOULSBY, 1998; SANGSTER,
1999).

A prética comum de rotacdo de drogas a cada tratamento ndo promove reducdo da
velocidade de desenvolvimento de resisténcia (UHLINGER e KRISTULA, 1992), pelo
contrario, pode levar ao aumento da resisténcia, selecionando individuos resistentes a mais de
uma droga simultaneamente. Coles e Roush (1992) ressaltaram que quando mais de uma
classe de drogas ¢ efetiva ao tratamento, deve-se priorizar a rotacdo anual de drogas, onde
apenas uma droga deve ser utilizada a cada ano, sendo esta estratégia considerada a mais
efetiva para reducdo da resisténcia as drogas. Embora, também se afirme que a estratégia mais
efetiva para reducdo da selecdo de resisténcia é o tratamento simultdneo com dois anti-
helminticos distintos (KAPLAN, 2002).

O controle de nematdides de equinos é tipicamente baseado na freqliéncia profilatica
de tratamentos ao longo do ano, com administracdes a cada 6-8 semanas. Porém esses
tratamentos muitas vezes ndo levam em consideragdo fatores como carga parasitaria, espécies
presentes, biologia e resisténcia dos parasitas as drogas utilizadas (LLOYD et al., 2000;
MATTHEE et al., 2002; O'MEARA e MULCAHY, 2002).

Desta forma, a importancia dos ciatostomineos continua aumentando, principalmente
devido a extensa confianca dos proprietarios e veterinarios na utilizacdo de drogas anti-
helminticas, conduzindo ao desenvolvimento, cada vez maior, de resisténcia a maior parte de
classes de drogas disponiveis e a falta de interesse por parte da industria farmacéutica em
desenvolver pesquisas para 0 desenvolvimento de novas substancias que limitem o
desenvolvimento de resisténcia (GEARY et al., 1999). Atualmente, poucos sdo os estudos
sobre os genes envolvidos na resisténcia anti-helmintica, sem tal base molecular, diagnésticos
genotipicos sobre resisténcia a anti-helminticos nunca serdo possiveis, sendo a deteccdo
fenotipica de resisténcia a Unica alternativa restante (KAPLAN 2002; 2004).

1.3. Influéncia dos fatores ambientais

Segundo Reinemeyer (1999) e Chapman et al. (2003), o conhecimento adequado da
biologia da infeccdo por ciatostomineos ainda € relativamente incompleto e para o sucesso do
controle sdo necessarias informacBes sobre a natureza sazonal da transmissao e a influéncia
dos fatores ambientais, das diferentes regides de estudo, no desenvolvimento e sobrevivéncia
das fases de vida livre.

Varios estudos sobre desenvolvimento e sobrevivéncia das fases de vida livre de
nematoides estrongilideos tém sido realizados em vérias regides do mundo: na Austrélia
(ENGLISH, 1979a;b; MFITILODZE e HUTCHINSON, 1987; 1988; HUTCHINSON et al.,
1989), Canada (POLLEY, 1986), EUA (BAUDENA et al., 2000a,b), Europa (OGBOURNE,
1972; LINDBERG, 1976; GRELK et al., 1977; GENCHI et al., 1978; HASSLINGER e
BITTNER, 1984; MIRCK, 1981; RAMSEY et al., 2004) e Brasil (RODRIGUES, 1989;
BEZERRA et al., 2007).

As condi¢des ambientais da regido exercem grande impacto nas fases de vida-livre
presentes no pasto. O pasto é o local de desenvolvimento dos ovos, eclosdo e



desenvolvimento das larvas e infeccdo do hospedeiro. Os fatores ambientais incluem
temperatura, chuva, umidade, luz solar, como também a acdo de passaros, insetos, fungos e
mamiferos selvagens. Estes fatores sdo altamente variaveis, podendo oscilar anualmente
(STROMBRG, 1997; NIELSEN et al., 2007).

A temperatura é o fator determinante para a viabilidade das larvas infectantes na
pastagem em regifes temperadas. Na Gra-Bretanha, as baixas temperaturas do inverno
promovem a morte das larvas pré-infectantes logo apos a sua eclosdo (OGBOURNE, 1972),
sendo o periodo de desenvolvimento de fase pré-infectante a fase infectante relativamente
curto e restrito as estacfes bem definidas de pastejo presentes nos meses mais quentes do ano
(OGBOURNE, 1972; 1975; DUNCAN, 1974). Ja na regido subtropical do sul de Queensland,
a flutuacdo sazonal das larvas infectantes ndo é tdo pronunciada como na Europa e o periodo
de sobrevivéncia das Lz na pastagem é mais fortemente influenciado pela chuva (ENGLISH,
1979a).

Estudos relataram que a temperatura entre 25-33°C, é considerada Otima para o
desenvolvimento de ovos e larvas (OGBOURNE, 1972; MFITILODZE e HUTCHINSON,
1987), com desenvolvimento completo até a forma infectante no periodo de 3-4 dias. As
temperaturas acima de 38°C e abaixo de 4°C foram consideradas limitantes para o
desenvolvimento de ovos e larvas de nematoides estrongilideos (OGBOURNE, 1972;
RUPASHINGE e OGBOURNE, 1978; MFITILODZE e HUTCHINSON, 1987). Mfitilodze
e Hutchinson (1987) observaram que o desenvolvimento de larvas de nematoides
estrongilideos ndo ocorre em niveis de umidade inferiores a 15-20%.

Langrova et al. (2003) ressaltaram a importancia da chuva para a migracdo das larvas
infectantes de ciatostomineos, que foi demonstrada claramente pela significativa recuperagédo
de larvas apos intensa chuva. Porém, Hutchinson et al. (1989) ndo acharam correlacédo
significante entre 0 nimero de larvas recuperadas da pastagem na regido tropical seca do
Norte de Queensland e a quantidade de chuva. Embora haja boa correspondéncia entre chuva
e migracdo larval, considera-se a chuva sé é importante enquanto prové a quantidade minima
de umidade necessaria para a migracdo das larvas.

1.4. Estudos em regides de clima temperado

Duncan (1974) em estudos realizados na Escdcia observou menor recuperacdo de L
da pastagem nos meses de inverno em relacdo ao verdo e outono, sendo especulado que as
baixas temperaturas do inverno europeu, muitas vezes abaixo de 0°C, tiveram efeito deletério
sobre as larvas (OGBOURNE, 1972). Em contraste, estudos a campo realizados em paises
onde a temperatura do inverno encontra-se abaixo do ponto de congelamento por muitos
meses, foi observada marcante sobrevivéncia de L3 durante o inverno (RAFFENSBERGER,
1930; PARNELL, 1936; BAKER et al., 1939; LINDBERG, 1976; POLLEY, 1986).

Relatos de Ogbourne, 1973 evidenciaram que no inverno, com temperaturas diarias
superiores a 0°C, as larvas de nematdides estrongilideos irdo persistir por muitos meses na
pastagem. E quando as temperaturas comecam a se elevar, as Lz persistirdo na pastagem,
embora em grande numero, por apenas algumas semanas (OGBOURNE, 1973).

Estudos a campo sugerem que em periodos secos, com claro ressecamento do bolo
fecal ndo ha reducdo do nimero de L3 e sim reducdo da migracdo das larvas para a pastagem
até que a umidade do bolo fecal seja restabelecida novamente (OGBOURNE, 1972; GRELCK
etal., 1977).

Hasslinger e Bittner (1984) em estudos conduzidos na Alemanha observaram maior
recuperacdo de Ls das amostras de pastagem coletadas no hordrio da manhd em relacdo
aquelas coletadas ao meio-dia, atribuindo o fato aos niveis discrepantes de umidade



encontrados em cada horéario, concordando com os relatos de Langrova et al. (2003) que
também observaram maior recuperacdo de larvas pela manhéa devido a presenca do orvalho.

Os paises com clima temperado tém clara distin¢do entre seus verdes mornos e
invernos frios, com rapido desenvolvimento das fases de vida livre durante o final da
primavera, verdo e inicio do outono. Embora sejam recuperadas larvas infectantes ao longo de
todo ano (OGBOURNE, 1973). Maior recuperacdo € observada neste periodo, quando as
temperaturas encontram-se mais favoraveis para o desenvolvimento das larvas (DUNCAN,
1974; OGBOURNE, 1973; 1975).

1.5. Estudos em regides de clima subtropical e tropical

A distincdo entre as estacGes do ano geralmente € menos pronunciada nestas regides,
com quantidade de chuva muito variavel entre as estacfes do ano e verdes com altas
temperaturas (NIELSEN et al., 2007).

Mfitilodze e Hutchinson (1987; 1988) em estudos desenvolvidos na Australia
relataram que quando as condi¢cBes do ambiente encontram-se quente e Umidas, o
desenvolvimento das larvas ocorre rapidamente e as L3 tém a oportunidade de escapar do bolo
fecal e migrar para a pastagem, embora seu periodo de sobrevivéncia seja muito curto.

Hutchinson et al. (1989) em estudos conduzidos no norte tropical de Queensland,
Australia, observaram que o periodo de sobrevivéncia das Lz nas fezes era menor que oito
semanas durante o verdo quente e chuvoso; de 12 semanas durante a estacdo quente e seca e
de 32 semanas durante a estacdo mais fria. A migracdo das larvas para a pastagem foi
limitada, principalmente na estagdo quente e chuvosa, correspondendo também ao periodo do
ano onde as L3 sobreviveram por menos tempo.

Estudos realizados no clima subtropical do sul de Quennsland, Austrélia, evidenciaram
gue no verdo o desenvolvimento até L3 ocorre mais rapidamente, dentro de duas semanas
aproximadamente, mas apenas 1-10% das larvas sobrevivem. No inverno, o desenvolvimento
¢ mais lento, aproximadamente cinco semanas, com 80% de sobrevivéncia das larvas.
Observou-se que durante o periodo seco, ndo foram recuperadas larvas da pastagem, porém
apos as chuvas, as larvas sdo recuperadas novamente. Afirmando o conceito do bolo fecal
atuar como reservatorio de larvas infectantes (ENGLISH, 1979a).

Bezerra et al. (2007), em estudo realizado no Brasil encontraram maior periodo de
sobrevivéncia das L3 na pastagem durante o periodo seco, quando comparado ao chuvoso. A
sobrevivéncia das larvas foi limitada durante os meses mais quentes e prolongada durante os
meses mais frios. A pastagem, durante o periodo seco, forneceu o microclima ideal para as
larvas, prolongando sua sobrevivéncia. A recuperacdo das larvas infectantes também se
mostrou superior durante este periodo, provavelmente devido as condi¢des ideais de
temperatura e chuva, que em elevadas quantidades torna-se limitante, dispersando as larvas
para longe da pastagem.

E imprescindivel encontrar métodos de controle alternativo para conter a intensidade e
severidade da infeccdo por ciatostomineos. Atuar na fase de vida livre no pasto é uma
estratégia para reduzir a intensidade da infeccdo. Para o aperfeicoamento destas estratégias de
controle, s&o de extrema importancia informacdes sobre a biologia do parasita e a influéncia
dos fatores ambientais no desenvolvimento e sobrevivéncia das formas de vida livre dos
ciatostomineos (RAMSEY et al., 2004).

1.6. Caracteristicas da graminea Tifton 85 (Cynodon spp. cv. Tifton 85)

Nos Ultimos anos tém surgido algumas forrageiras promissoras do género Cynodon,
resultantes de trabalhos de melhoramento genético realizados nas Universidades da Gedrgia e

4



da Florida, nos Estados Unidos (HILL et al.,, 1993), sendo o Tifton 85 uma graminea
forrageira resultante desses trabalhos. E um hibrido caracterizado por possuir crescimento
prostrado, ser estolonifera e rizomatosa, apresentando colmos e folhas grossos de coloracao
verde bastante escura, pouca pilosidade, estoldes abundantes, mas em quantidade
relativamente pequena. Esta graminea apresenta importantes caracteristicas forrageiras, como
capacidade para produzir elevada quantidade de forragem de boa qualidade, alta
produtividade, resisténcia ao frio (incluindo geadas) e altas temperaturas, grande flexibilidade
de uso, podendo ser empregado tanto para pastejo quanto para producdo de feno, baixa
susceptibilidade a doengas, adaptagdo a variados tipos de solos (textura) e a uma grande
diversidade de climas (BURTON et al., 1993). Entre as varias gramineas da espécie Cynodon
dactylon, o Tifton 85 é a que proporciona forragem com digestibilidade mais elevada (HILL
et al., 2001). Segundo Dittrich et al. (2005) em estudos sobre a preferéncia de equinos em
pastejo, verificaram que os equinos apresentaram distintas preferéncias entre gramineas de um
mesmo género e que as gramineas Tifton 85 e Coastcross foram as preferidas.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi contribuir com informagdes relevantes ao
comportamento migratdrio, ao desenvolvimento e a sobrevivéncia de larvas infectantes de
ciatostomineos em graminea Tifton 85 (Cynodon spp. cv. Tifton 85) em diferentes horéarios,
sob condic¢des de clima tropical, levando em consideracdo as variaveis ambientais que atuam
no processo, como a temperatura e o indice pluviométrico.



2. CAPITULOI

ESTUDO DA DISTRIBUICAO, RECUPERACAO E SOBREVIVENCIA

DE LARVAS INFECTANTES DE CIATOSTOMINEOS (NEMATODA.-

STRONGYLIDAE) DE EQUINOS NAS FEZES E NA PASTAGEM NO
PERIODO DE SETEMBRO/2003 A NOVEMBRO/2004



2.1. RESUMO

A distribuicdo, migracédo e sobrevivéncia de larvas infectantes de ciatostomineos de
equinos vem sendo estudada em diferentes tipos de clima no mundo. Poucos trabalhos
existem sobre este tema na América do Sul. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
sobrevivéncia e a migragdo em graminea Tifton 85 (Cynodon spp. cv.Tifton 85) sob
condigcdes de clima tropical. Massas fecais foram depositadas mensalmente na graminea
Tifton, no periodo de setembro de 2003 a setembro de 2004. Graminea e fezes foram
coletadas semanalmente as 8, 13 e 17h e processadas pela técnica de Baermann para
recuperacdo de Ls. Nas fezes, a sobrevivéncia das Ls variou de quatro a nove semanas no
periodo chuvoso e de oito a 15 semanas no periodo seco, com maior recuperacdo durante o
periodo chuvoso. Na graminea, a sobrevivéncia das larvas variou de duas a oito semanas no
periodo chuvoso e cinco a 13 semanas no periodo seco, com maior recuperacdo das larvas
infectantes no periodo seco. A analise multivariada de componentes principais evidenciou a
influéncia do tempo e das varidveis ambientais sobre o nimero de larvas recuperadas das
fezes e da graminea. As condi¢bes climaticas influenciaram o desenvolvimento, a
sobrevivéncia e migracdo das larvas infectantes. As L3 foram recuperadas durante os trés
horérios de coleta e ndo se observou diferenga significativa entre os horarios. Os resultados do
estudo demonstraram que em condi¢cdes de clima tropical as Lz de ciatostomineos estdo
disponiveis nas fezes e na pastagem, durante todo os meses do ano.

Palavras-chave: Ciatostomineos, cavalos, Tifton, ecologia, larvas infectantes.



2.2. ABSTRACT

Distribution, migration and longevity of cyathostomin infective larvae have been
studied in different types of climate in the World. Few works exist on this subject in South
America. The objective of this research was evaluating survival and migration in Tifton 85
(Cynodon spp. cv.Tifton 85) pasture in tropical climate. Fecal masses were monthly placed on
Tifton plot, from september of 2003 to september of 2004. Sward and feces were collected
weekly, at 8 a.m., 1 and 5 p.m. and processed by Baermann technique. L3 survival on feces
varied from four to nine weeks in rainy period and from eight to 15 weeks in dry period, with
higher recovered in rainy period. In the pasture, larvae survival varied from two to eight
weeks in rainy period and from five to 13 weeks in dry period, with higher L3 recovery in dry
period. The multivariate analysis (principal components method) evidenced the influence of
time and environmental variables on the number of recovered larvae from feces and pasture.
Climatic conditions influenced the development, survival and migration of infective larvae. L3
were recovered during the three times of collection and no significant difference was observed
among three times. The study results demonstrated that in tropical climate conditions
cyathostomin Lz are available on feces and pasture during whole months of the year.

Key words: Cyathostominae, horses, sward Tifton, ecology, infective larvae.



2.3. INTRODUCAO

O Brasil apresenta a terceira maior criagdo de cavalos do mundo, cerca de 36 milhdes
de animais (IBGE, 2002). Estes sdo hospedeiros naturais de um grande nimero de helmintos,
sendo os nematoides estrongilideos (Strongylinae e Cyathostominae) 0 mais numeroso grupo
de parasitos de equinos (BUCKNELL et al., 1995; ANJOS e RODRIGUES, 2006) em termos
de diversidade de espécies e em nimero de espécimes por hospedeiro.

Ciatostomineos séo parasitas do ceco e colon, onde passam por uma fase histotrofica
(CHAPMAN et al., 1999). O parasitismo por espécimes de ciatostomineos pode ocorrer de
forma sub-clinica, mas eventualmente os sintomas podem ocorrer. As larvas alojam-se na
mucosa intestinal, havendo penetracdo na membrana basal das células epiteliais das glandulas
tubulares, promovendo fibrose. Esta reacdo aumenta com o desenvolvimento larvar,
provocando hipertrofia e hiperplasia celular (LOVE et al., 1999). Durante a ultima década
houve varios relatorios clinicos detalhados de diarréia e perda de peso associada a infeccao
(LOVE et al., 1992; MURPHY et al., 1997).

A maioria dos nematoides apresenta duas fases distintas no seu desenvolvimento, uma
fase de vida parasitaria que ocorre no hospedeiro e uma fase de vida livre, que ocorre na
pastagem e vai de ovo até larva infectante.

A partir da década de setenta, surgiram 0s primeiros trabalhos sobre resisténcia,
demonstrando que o uso intensivo de anti-helmintico modernos estava associado a resisténcia
adquirida pelos parasitas tornando o controle menos efetivo, com 0 aumento da resisténcia
nos anos oitenta (HERD, 1990).

O crescente conhecimento da biologia e epidemiologia de ciatostomineos de equinos
tém contribuido para o controle destas parasitoses. No entanto, pouco se conhece sobre a
dindmica das larvas no ambiente, principalmente nas regides de clima tropical (RODRIGUES,
1989; COURTNEY, 1999; BAUDENA et al., 2000a).

As larvas infectantes dos ciatostomineos tém sua sobrevivéncia e manutencdo
controladas pelas condi¢des climaticas, com maior contaminacdo no inicio dos periodos de
maior precipitacdo pluviométrica e menor nos periodos de baixa precipitacgdo(DUNCAN,
1974; HERD et al., 1985).

O objetivo deste estudo foi avaliar a sobrevivéncia e a migracdo de larvas infectantes
de ciatostomineos em graminea Tifton 85 (Cynodon spp. cv.Tifton 85) em diferentes horarios
de coleta sob condicdes de clima tropical no periodo de 15 meses.

2.4. MATERIAL E METODOS
2.4.1. Delineamento experimental

O potencial de transmissdo de larvas infectantes de ciatostomineos foi estudado
durante 15 meses, semanalmente e em trés horarios distintos, a fim de se estimar o potencial
de sobrevivéncia e migracdo das Lz para graminea no periodo de setembro de 2003 a
novembro de 2004. Massas fecais foram depositadas, na primeira semana de cada més, sobre
a pastagem e semanalmente foram coletadas amostras de fezes e graminea ao redor destas,
nos horarios de 8, 13 e 17 horas para estimar o numero de larvas infectantes presente na
matéria seca. Devido ao clima da regido ndo apresentar estacdes definidas, considerou-se para
a andlise dos dados o periodo chuvoso (outubro a abril) e seco (mar¢o a setembro).



2.4.2. Local

O estudo foi realizado no Laboratério de Helmintologia da Estacdo para Pesquisas
Parasitoldgicas W.O.Neitz do Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). O clima é do tipo Aw
(tropical umido), segundo a classificacdo de Kopen.

2.4.3. Dados Meteoroldgicos

Foram obtidos registros de temperatura do ar e indice pluviométrico fornecidos pelo
posto Agrometeoroldgico da Estacdo Ecoldgica Agricola de Seropédica — INMET/PESAGRO
-RJ.

2.4.4. Animais

As massas fecais foram obtidas de equinos naturalmente infectados por nematdides
estrongilideos intestinais. Durante o experimento, 0s animais ndo receberam nenhum
tratamento anti-helmintico.

2.4.5. Pastagem

Foi montado um canteiro de Tifton 85 (Cynodon spp. cv.Tifton 85) com dimensdes de
11,50 m x 1,00 m, nunca utilizada para pastejo, e cercada por arame farpado, para evitar a
entrada de animais.

2.4.6. Depositos

Foram coletadas diretamente do reto massas fecais de aproximadamente 1000-1500g e
depositadas mensalmente sobre a pastagem com uma distancia de £50 cm. De cada massa
fecal retirou-se previamente uma pegquena amostra para conhecimento do numero de ovos por
grama (OPG) (GORDON e WHITLOCK, 1939) para avaliacdo da carga parasitaria. Para
obtencdo das L3, foram realizadas coproculturas (ROBERTS e O’SULLIVAN, 1950).

Nos meses de marco e agosto de 2004 ndo foram feitos depdsitos devido destruicao da
graminea por queimada.

2.4.7. Procedimentos

Sete dias ap0s cada deposito de massa fecal foram realizadas as coletas semanais de
amostras de fezes e graminea. Foram retiradas aproximadamente 1,0 g de fezes por amostra,
procurando atingir todas as camadas da mesma. A cada coleta de amostra de fezes também se
coletou amostra da graminea ao redor da massa depositada, com uma distancia de até 10 cm
da mesma. As amostras fecais e de graminea foram pesadas e processadas pela técnica de
Baermann. Apds 24 horas foram coletadas amostras de solucdo de cada funil, recolhidos
diretamente em tubos de ensaio e levados a geladeira para posterior identificacdo
(BEVILAQUA et al., 1993) e contagem de larvas ao microscépio 6ptico. Para obtencéo de
matéria seca (ms) as fezes e a graminea foram mantidas em estufa por 48 horas a 75°C. As
massas fecais foram descartadas ao se constatar a auséncia de L em trés coletas consecutivas.

Os dados de contagem de larvas nas fezes, na graminea, periodo de sobrevivéncia,
temperatura média do ar e do solo e indice pluviométrico total foram registrados
semanalmente.
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2.4.8. Andlise estatistica

Os dados de contagem de larvas nas fezes, na graminea, periodo de sobrevivéncia,
temperaturas médias do ar e do solo e precipitacdo total foram registrados semanalmente.

Estatisticas descritivas destas varidveis e sua variagdo sequencial no tempo foram
calculadas e apresentadas em tabelas para permitir a percepcdo da variagdo do nimero de
larvas sob o efeito dos demais fatores. Para o estudo do efeito do horério de coleta sobre as
amostras de graminea semanais, 0s valores médios obtidos nos trés horarios foram
comparados pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) (ZAR, 1999; SAMPAIO, 2007)),
utilizando o programa estatistico BioEstat (AYRES et al., 2005).

Para comparacdo das médias de OPG, recuperacdo e sobrevivéncia das larvas
infectantes, nos periodos seco e chuvoso, foi utilizado o teste t de Student (p<0,05) (ZAR,
1999; SAMPAIO, 2007).

As coletas selecionadas (n=109) foram submetidas a analise multivariada de
componentes principais (JUDEZ, 1989), para o qual utilizou-se o software INFOSTAT da
Universidade de Cérdoba/Argentina, englobando as variaveis, dias apds deposi¢do da massa
fecal, temperaturas médias do ar e do solo, percentagem de larvas nas fezes e na forrageira e o
indice pluviométrico da semana alvo.

A representacdo gréfica dessas variaveis no sistema tridimensional permitiu verificar
em um sistema de coordenadas as associa¢des existentes entre elas.

2.5. RESULTADOS
2.5.1. Dados Meteoroldgicos

O periodo chuvoso apresentou temperatura média de 24,6°C, variando de 22,4°C
(outubro 2003) a 25,9°C (dezembro 2003). No periodo seco a temperatura média foi de
21,7°C, variando de 20,5°C (julho 2004) a 23,9°C (setembro 2004). A temperatura média do
solo no periodo chuvoso foi de 26,7°C e de 22,6°C no periodo seco. Valores de temperatura
média do ar, do solo e indice pluviométrico total foram maiores durante o periodo chuvoso,
com indice pluviométrico total de 1347,7 mm, sendo o maior valor registrado em (novembro
2003) 226,1 mm. No periodo seco o indice pluviométrico total foi de 305 mm (Figura 1).
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Figura 1. Médias mensais de temperatura do ar, do solo e indice pluviométrico total no
periodo de setembro de 2003 a novembro de 2004.

2.5.2. OPG
O OPG variou durante todo o periodo de estudo, com valores entre 650 e 5300, sendo

maiores durante o periodo chuvoso (p>0,05). A média no periodo chuvoso foi de 3108,3
(£1663,25) e 2430 (£1303,17) durante o periodo seco (Figura 2).
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Figura 2. Variagdo do numero de ovos por grama de fezes (OPG) das massas fecais
depositadas no periodo de setembro de 2003 a setembro de 2004.

2.5.3. Fezes
A recuperacdo das larvas infectantes das fezes ocorreu a partir da primeira semana na

maioria dos depdsitos e na segunda semana nos meses de fevereiro e abril 2004. As L3 foram
recuperadas em maior niimero em novembro 2003 (26.000 L kg™'ms) e junho 2004 (15.500
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Ls kg™ ms). No periodo chuvoso, o nimero médio de larvas recuperadas foi de 12.042 Lz kg™
ms e no seco de 9.708 L3 kg™ms (Figura 3). Embora a recuperacéo das L3 tenha sido superior
no periodo chuvoso, ndo foi observada diferenca significativa entre os periodos seco e
chuvoso.
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Figura 3. Namero médio de larvas infectantes de ciatostomineos recuperadas das amostras de

fezes e graminea das massas fecais depositadas no periodo de setembro de 2003 a setembro de
2004.

Larvas infectantes de ciatostomineos foram recuperadas nos trés horarios de coleta (8,
13 e 17 h), sendo o horério de 8 h, o de maior recuperacgdo das Lz (p>0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Recuperacdo media de larvas infectantes de ciatostomineos nas fezes nos diferentes
horéarios de coleta (8, 13 e 17 h).

A sobrevivéncia das larvas infectantes variou de quatro a 15 semanas durante o
periodo do estudo. No periodo chuvoso, a sobrevivéncia das larvas variou de quatro a nove
semanas e no periodo seco, de oito a 15 semanas (p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5. Sobrevivéncia (semanas) das larvas infectantes de ciatostomineos nas fezes e
graminea das massas fecais depositadas entre setembro de 2003 e setembro de 2004.

2.5.4. Graminea

Maior recuperaco de larvas foi observada em outubro 2003 (3.827 Lz kg™ ms) e em
junho 2004 (2.100 Ls kg™ ms). A recuperacdo das larvas foi de 880 L3 kg™ ms no periodo
chuvoso e 1.416 L3 kg™ms no periodo seco (p>0,05) (Figura 3). A migracdo das L; para a
graminea ocorreu a partir da segunda semana em média tanto para o periodo chuvoso quanto
para o seco.
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A sobrevivéncia das Lz na graminea variou de duas a 13 semanas no periodo do
estudo. No periodo chuvoso, a sobrevivéncia das L3 variou de duas a oito semanas e no seco,
de sete a 13 semanas. Foi observada diferenca significativa entre os periodos, com destaque
para maior tempo de sobrevivéncia no periodo seco (Figura 5).

As L de ciatostomineos foram recuperadas nos trés horérios de coleta 8, 13 e 17 h,
sendo o horario das 17 h de maior recuperacdo (p>0,05), com picos em outubro 2003 (5.300
Lskg™ ms) e maio 2004 (5.300 Ls kg™ ms) (Figura 6).

Ls. kg 1 ms graminea. (10 3)
w
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- =13:00

2003

Massas fecais

Figura 6. Recuperacdo média de larvas infectantes de ciatostomineos na graminea nos
diferentes horéarios de coleta (8, 13 e 17 h).

Com a distribuicdo relativa de larvas nos substratos, as coletas completas selecionadas
(n=109) para a analise multivariada apresentam os seguintes resultados: (Tabela 1; 2).

Tabela 1. Estatistica Descritiva.

Variével n? X s Max  Min
% Lf 109 0,11 0,17 0,86 0,00
% L3g 109 0,01 0,02 0,14 0,00
Dias 109 39,75 23,19 98,00 7,00
PPT 109 25,60 29,87 116,90 0,00
Tar 109 22,82 2,28 27,10 17,80
T solo 109 24,47 3,93 36,70 15,70

15



Tabela 2. Anélises de Componentes Principais — Covariancias.
% Lsf  %Lsg Dias PPT Tar Tsolo

% Lsf 1,00

%Lsg 0,18 1,00

Dias 0,36  -004 1,00

PPT 002 014 003 1,00
Tar 005 2,6E-04 007 018 1,00

T solo 0,13 -0,16 0,07 013 0,64 1,00

As temperaturas do ar e do solo mostraram-se intimamente correlacionadas,
apresentando valores proximos, influenciando diretamente a recuperagédo de Lz na pastagem.
A temperatura do solo apresentou influéncia mais imediata no nimero de larvas na graminea.
Em ambas situacdes, elevacbes de temperatura acionam menor freqiiéncia de larvas. O indice
pluviométrico influenciou a recuperacdo de Lz tanto nas fezes como na pastagem, sendo sua
influéncia mais imediata na pastagem. Observou-se intensa relacdo entre o tempo (dias apos
deposicdo da massa fecal) e a recuperacdo de Ls nas fezes, fato que também ocorreu na
graminea, porém de maneira menos intensa. Provavelmente, com o decorrer dos dias as larvas
abandonaram a massa fecal e migraram para a graminea até se esgotarem. (Figura 7).

1
%Lsf10.17 ¢ | 0,8
s 0,6
o | %L 1069 o
PPT 10.66 i 0,2
(Q\
2 T T T 0
L \ Tar10.01 | 0.2
T solo 10.21 04
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-0,8
-1

-1 -08 -06 -04 -02 0O 02 04 06 08 1
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Figura 7. Representacdo grafica das variaveis estudadas no sistema tridimensional originado
pelos trés primeiros eixos (componentes) principais, com inércia acumulada de 71%, para
graminea Tifton 85 (direcéo e coordenadas do 3° eixo representadas pela direcdo da seta).
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2.6. DISCUSSAO
2.6.1. Fezes

No presente estudo o OPG manteve-se elevado durante o periodo chuvoso,
provavelmente pela maior eliminacdo de ovos pelas fémeas, favorecendo a contaminagao do
ambiente pelas L3 logo apds as chuvas, sendo estes fatores ambientais mais adequados ao
desenvolvimento larvar. Nestas condi¢des, ocorre maior disponibilidade de matéria verde
mais palatavel para o equino e isto favorece a ingestdo de graminea, de L3 e a infeccdo dos
animais (CRAIG, 1999).

No periodo chuvoso, a variacdo média da temperatura foi de 22,4°C a 25,9°C e no seco
foi de 20,5°C a 23,9°C, dentro da faixa de 25 a 33 °C, considerada excelente para o
desenvolvimento de ovos e larvas de ciatostomineos ja relatado em outros estudos
(OGBOURNE, 1972; MFILODZE e HUTCHINSON, 1987). Na temperatura de 28°C foi
observado maior percentual de desenvolvimento e a temperatura de 38°C foi limitante
(RUPASINGHE e OGBOURNE, 1978).

A maior recuperacdo das L3 neste estudo, ocorreu no periodo chuvoso, demonstrando
a influéncia da temperatura e da chuva sobre o desenvolvimento e a transmissdo das Ls,
contrastando com a maior longevidade das L3 no periodo seco (RODRIGUES, 1989). Estudos
sobre a transmissao sazonal de ciatostomineos em climas quentes demonstraram que as larvas,
apesar de apresentarem desenvolvimento rapido sobreviveram por menos tempo na época
chuvosa. No periodo seco o desenvolvimento € mais lento, porém as Lz sobrevivem por mais
tempo (COURTNEY, 1999). As massas fecais permanecem intactas no periodo seco,
protegendo os ovos e larvas (NIELSEN et al., 2007), aumentando assim o periodo de
sobrevivéncia, em contraste com o periodo chuvoso, onde ocorre rapida destruicdo das massas
e reducdo do periodo de sobrevivéncia das larvas (NIEZEN et al., 2003). No periodo seco a
umidade é menor influenciando diretamente a transmissdo das Lz para a graminea, esta
transmissao sé sera restabelecida com o aumento da umidade (OGBOURNE, 1972; GRELCK
et al., 1977), confirmando que as fezes atuam como reservatdrio de larvas e que apos este
periodo ocorre maior contaminacdo da pastagem, com maior risco para 0S animais
(MFITILODZE e HUTCHINSON, 1987; UHLINGER, 1991; ROSSANIGO e GRUNER,
1996; RAMSEY et al., 2004).

No presente estudo a recuperacdo de L3 das fezes em diferentes horarios ndo revelou
diferenca significativa, embora maior recuperacdo tenha ocorrido no horario das 8 h, devido a
este fato é importante fazer pelo menos uma coleta de fezes, juntamente com a coleta de
graminea, para avaliar a disponibilidade de L3 no bolo fecal.

2.6.2. Graminea

Durante todo o periodo do estudo foram recuperadas larvas infectantes. A recuperacao
das larvas foi maior no periodo seco (1.416 L3 kg™ ms), provavelmente devido & temperatura
(21,7°C) e ao indice pluviométrico ideais do periodo que propiciaram o desenvolvimento das
Lz e a migracdo para pastagem (LANGROVA et al., 2003). O indice pluviométrico total foi de
1347,7 mm no periodo chuvoso e de 305 mm no periodo seco, onde a quantidade de chuva do
periodo seco representou apenas 16,78% do periodo chuvoso. Embora em outubro 2003
(chuvoso) tenha apresentado elevada recuperagdo de Ls, estes resultados, provavelmente, se
devem as elevadas taxas de OPG nos em setembro e outubro de 2003.

A chuva mostra-se como um elemento essencial no comportamento migratério das
larvas, fornecendo umidade e filme de agua. Porém, em elevada quantidade, ela dispersa as L
para longe, além de 10 cm de distdncia da massa fecal, sendo importante apenas enquanto
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fornece a quantidade minima de umidade necessaria para a migragdo (HUTCHINSON et al.,
1989).

No presente estudo, o periodo de sobrevivéncia foi superior no periodo seco, quando
comparado com o chuvoso (COURTNEY, 1999; HUTCHINSON et al., 1989; OGBOURNE,
1973; ENGLISH, 1979a,b; MIRCK, 1981; MFITILODZE e HUTCHINSON, 1988). A
sobrevivéncia das larvas foi limitada durante os meses mais quentes e prolongada durante os
meses mais frios (HUTCHINSON et al, 1989), pois temperaturas elevadas aumentam o
metabolismo larval, resultando numa rapida deplecdo de suas reservas energéticas (CHEAH e
RAJAMANICKAM, 1997), restringindo a motilidade, capacidade migratoria e reduzindo sua
infectividade. A pastagem, durante o periodo seco, encontra-se mais fibrosa e acamada,
protegendo as L3 contra a variacdo de temperatura e evaporacdo (BRADY e WEIL, 1999),
fornecendo um microclima ideal, prolongando a sobrevivéncia.

A maior recuperacdo de larvas ocorreu as 17 h, diferindo dos resultados de estudos na
Europa Central, com maior nimero de L recuperadas em horarios com orvalho da manha
(LANGROVA et al, 2003).

Estes dados podem auxiliar a estabelecer programas de controle integrado, com o
intento de minimizar a utilizacdo de anti-helminticos.
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3. CAPITULO I

ESTUDO DA DISTRIBUICAO, RECUPERACAO E SOBREVIVENCIA

DE LARVAS INFECTANTES DE CIATOSTOMINEOS (NEMATODA.-

STRONGYLIDAE) DE EQUINOS NAS FEZES E NA PASTAGEM NO
PERIODO DE FEVEREIRO/2005 A MARCO/2007
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3.1. RESUMO

Estudos experimentais foram conduzidos no periodo de fevereiro de 2005 a marco de
2007 no municipio de Seropédica, RJ para avaliar a recuperagdo, sobrevivéncia e a migracao
das larvas infectantes (L3) de ciatostomineos em graminea Tifton 85 (Cynodon spp. cv.Tifton
85) e o0 horario de maior disponibilidade de larvas em condic¢Bes de clima tropical. Massas
fecais de equinos naturalmente infectados foram depositadas mensalmente na pastagem.
Amostras de fezes e de graminea, dividida em apice e base, foram coletadas semanalmente as
8, 13 e 17 h e processadas pela técnica de Baermann para recuperacdo de Ls. Andlises
multivariadas de componentes principais demonstraram a influéncia do tempo e das variaveis
ambientais na recuperacdo de larvas infectantes das fezes e da pastagem. No periodo chuvoso
(outubro-marco), as larvas infectantes foram recuperadas em maior numero das fezes e do
apice da graminea. Em contraste, no periodo seco (abril-setembro), a recuperacéo foi superior
na base da graminea, assim como a sobrevivéncia das L; nas fezes e na graminea. Maior
numero de larvas foi recuperado as 8 h, exceto na base da graminea, onde a maior
recuperacdo de L3 ocorreu as 13 h. Estes resultados demonstram que em condicGes tropicais,
as L3 estdo disponiveis nas fezes e na pastagem o ano todo. E, que o conhecimento das
influéncias climaticas no desenvolvimento e sobrevivéncia das Lz é crucial para o
desenvolvimento de programas de controle integrado que oferecam protecdo efetiva e
reduzam o desenvolvimento de resisténcia aos antihelminticos.

Palavras-chave: Cyathostominae, equinos, Tifton 85, larvas infectantes.
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3.2. ABSTRACT

Experimental studies were conducted from february 2005 to march 2007 in
Seropédica, RJ, Brazil to evaluate the recovery, survival and the migration of cyathostomin
infective larvae (L3) in Tifton 85 (Cynodon spp. cv.Tifton 85) pasture and the collection time
of larger larvae readiness in tropical climate. Fecal masses were deposited monthly in the
pasture. Grass and feces samples were collected weekly at 8 a.m., 1 and 5 p.m. and processed
by the Baermann technique for L3 recovery. Multivariate analysis (principal components
method) showed the influence of time and environmental variables on the number of infective
larvae recovered from the feces and pasture. In the rainy period (october to march), more
infective larvae were recovered on the feces and grass apex. In contrast, in the dry period
(april to september), the recovery was higher only on the grass base, as well as the L3 survival
on feces and grass. More larvae were recovered at 8 a.m., except from the grass apex, where
the highest recovery was at 1 p.m. These results demonstrate that in tropical conditions L are
available on feces and pasture throughout the year. Knowledge of climatic influences on the
development and survival of Ls is crucial to designing integrated parasite control programs
that provide effective protection while slowing the development of anthelmintic resistance.

Key words: Cyathostominae, horses, Tifton 85, infective larvae.
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3.3. INTRODUCAO

O uso intensivo de drogas sobre nematoides de equinos tem causado dramaéticas
mudancas na prevaléncia e biologia dos parasitos. Nas ultimas décadas, medidas que
reduzam o desenvolvimento de resisténcia vém sendo recomendadas (GOMEZ e GEORGI,
1991; DUNCAN e LOVE, 1991; KRECEK et al., 1994; KAPLAN, 2002; MATTHEE e
McGEOCH, 2004).

Dentre os fatores que influenciam o desenvolvimento de resisténcia dos nematdides
a maioria dos anti-helminticos, o mais importante € o tamanho do “refugium” parasitario
(VAN WYK, 2001; KAPLAN, 2004). Os estagios de vida livre presentes na pastagem
constituem a maior parte do “refugium”, mas também estdo incluidos os animais nédo
tratados e alguns estdgios parasitarios, como a fase histotrofica dos ciatostomineos
(NIELSEN et al., 2007).

O desenvolvimento, a sobrevivéncia e a migracdo das larvas infectantes sofrem
forte influéncia das variavéis climatica, como a temperatura e o indice pluviométrico.
Sendo a migracdo das larvas regulada principalmente pela umidade disponivel e a
sobrevivéncia pela temperatura (OGBOURNE, 1973; CRAIG et al., 1983; EYSKER et al.,
1986; BEZERRA et al., 2007).

Alguns tipos de graminea podem favorecer a sobrevivéncia e a migracdo das Ls.
Estudos sobre o desenvolvimento e sobrevivéncia de ovos e larvas de ciatostomineos em
pastagens vém sendo desenvolvidos em regides de clima temperado (OGBOURNE, 1972;
DUNCAN, 1974), porém poucos sdo os estudos em regides de clima tropical
(MFITILODZE e HUTCHINSON, 1988; HUTCHINSON, et al., 1989; BEZERRA, et al.,
2007) e subtropical (ENGLISH, 1979a,b; CRAIG et al., 1983; COURTNEY e ASQUITH,
1985; BAUDENA et al., 2000a,b).

Este estudo mostra-se de grande importancia para a América do Sul, tendo em vista
poucos estudos relatados em condic¢des de clima tropical e teve como objetivo avaliar a
sobrevivéncia e a migracdo de larvas infectantes de ciatostomineos em graminea Tifton 85
(Cynodon spp. cv. Tifton 85) em diferentes horarios de coleta por 26 meses.

3.4. MATERIAL E METODOS

3.4.1. Delineamento experimental

No periodo de fevereiro de 2005 a marco de 2007 estudou-se o potencial de
transmissdo de larvas infectantes (L3) de ciatostomineos de equinos e a metodologia foi
utilizada de acordo com Bezerra et al (2007), com coleta das amostras de fezes e graminea,
divididas em base (0-20 cm) e &pice (20-40 cm), de trés pontos em sentido horéario. Para
anélise dos dados foram considerados dois periodos distintos: chuvoso (outubro a margo) e
seco (abril a setembro).

3.4.2. Local e Obtencéo dos Dados Meteoroldgicos

O estudo foi realizado no Laboratorio de Helmintologia da Estacdo para Pesquisas
Parasitoldgicas W. O. Neitz do Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de
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Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). O clima é do tipo
Aw (tropical tmido), segundo a classificacdo de Kdpen.

Os dados meteoroldgicos do periodo de estudo foram fornecidos pelo posto
Agrometeoroldgico da Estacdo Ecoldgica Agricola de Seropédica — INMET/PESAGRO -
RJ.

3.4.3. Animais e Pastagem

As massas fecais foram obtidas de eqlinos naturalmente infectados por nematoides
estrongilideos intestinais. Os animais utilizados ndo receberam nenhum tipo de tratamento
anti-helmintico durante o periodo do experimento.

Foi montado um canteiro de Tifton 85 (Cynodon spp. cv.Tifton 85) com dimensdes
de 11,50 m x 1,00 m, sendo a area cercada por arame farpado, evitando a entrada de
animais e o pastejo.

3.4.4. Dep0sitos

Massas fecais de aproximadamente 1000-1500g foram coletadas diretamente do reto
do animal doador e depositadas na primeira semana de cada més sobre a pastagem com
uma distancia de £50 cm. De cada massa fecal retirou-se previamente uma pequena
amostra para conhecimento do ndmero de ovos por grama (OPG) através da técnica de
Gordon e Whitlock (1939) para avaliacdo da carga parasitaria. Para identificagdo das Ls,
foram realizadas coproculturas, pela técnica preconizada por Roberts e O’Sulivan (1950).

3.4.5. Procedimentos

Sete dias apos cada depoésito de massa fecal foram realizadas coletas de amostras de
fezes e graminea de trés pontos distintos em sentido horario. Foram retiradas
aproximadamente 2,0 g de fezes por amostra, procurando atingir todas as camadas da
mesma. A cada coleta de amostra de fezes também se coletou amostra da graminea ao redor
da massa depositada, com uma distancia de até 10 cm da mesma, estas foram divididas em
base (0-20 cm) e apice (20-40 cm). As amostras fecais e de graminea foram pesadas e
processadas pela técnica de Baermann e ap06s 24 h as Lz recuperadas foram observadas ao
microscopio Optico, contadas e identificadas com base na chave de Bevilaqua et al. (1993).
Para obtencdo da matéria seca (ms), as amostras de fezes e graminea foram mantidas em
estufa a temperatura de 75°C por 48 h. As massas fecais foram descartadas ao se constatar
auséncia de L3 na amostra de fezes coletada.

Os dados de contagem de larvas nas fezes, na graminea, periodo de sobrevivéncia,
temperatura média do ar e do solo e indice pluviométrico total foram registrados
semanalmente.

3.4.6. Andlise estatistica
Para avaliar o efeito do horario de coleta, na recuperagdo das L3, 0s valores medios

dos trés horarios foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis (ZAR, 1999; SAMPAIO,
2007) pelo BioEstat (AYRES et al., 2005).
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Foi utilizado o teste de Main-Whitney (p<0,05) (ZAR, 1999; SAMPAIO, 2007)
para andlise das médias de OPG, recuperacdo e sobrevivéncia das larvas infectantes nos
periodos chuvoso e seco, também pelo BioEstat (AYRES et al., 2005).

As coletas selecionadas (n=139) foram submetidas a andlise multivariada de
componentes principais (JUDEZ, 1989), para o qual se utilizou o software INFOSTAT. A
contagem das larvas, nos periodos de observacéo, foi fixada em porcentagens em relacdo ao
numero total em cada periodo, para a correta observacao da dindmica de migracao.

A representacdo grafica dessas variaveis no sistema tridimensional permitiu
verificar, em um sistema de coordenadas, as associa¢des existentes entre elas.

3.5. RESULTADOS
3.5.1. Dados meteoroldgicos

Os valores de temperatura média do ar, do solo e indice pluviométrico total
apresentaram-se superiores no periodo chuvoso (Figura 1). Neste periodo as temperaturas
médias do ar e do solo foram de 25,5°C e 27,9°C, respectivamente e no periodo seco de
22,8°C e 24,3°C, respectivamente. O indice pluviométrico total foi de 1987,06mm no
periodo chuvoso e 678,70mm no seco.
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Figura 1. Médias mensais de temperaturas do ar, do solo e indice pluviométrico total no
periodo de fevereiro de 2005 a marco de 2007.

3.5.2. OPG

Os niveis de OPG apresentaram-se superiores durante o periodo chuvoso, porém
houve variacdo durante todo o periodo de experimento, com valores entre 850 e 4500
(Figura 2). Picos no OPG foram observados em dezembro/2006 (chuvoso) e abril e
agosto/2005 (seco). A média no periodo chuvoso foi de 1822,91 (£269,49) e 1925
(£346,92) durante o periodo seco (p>0,05).
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Figura 2. Variacdo do nimero de ovos por grama (OPG) no periodo de fevereiro de 2005 a
janeiro de 2007.

3.5.3. Fezes

A partir da primeira semana ja se observou recuperagdo de Lz, com maior nimero
em abril 2005 (106.695 Lz kg™ ms) e novembro 2006(107.482 L; kg™* ms). No periodo
chuvoso, o nimero médio de larvas recuperadas foi de 26.961 Lz kg ms e no seco de
30.566 L3 kg™ ms (Figura 3) (p>0,05).
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Figura 3. Recuperacdo média de larvas infectantes de ciatostomineos da massa fecal e da
graminea (&pice e base) nas massas depositadas no periodo de fevereiro de 2005 a janeiro

de 2007.
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Foram recuperadas larvas infectantes nos trés horarios de coleta (8, 13 e 17 h), com

maior numero de L3 recuperadas as 8 h (p<0,05) e picos nos meses de abril 2005 (177.080
Ls kg™ ms) e novembro 2006 (122.290 Ls kg™ ms) (Figura 4).
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Figura 4. Recuperacdo média de larvas infectantes de ciatostomineos nas fezes nos
diferentes horarios de coleta (8, 13 e 17 h).

A sobrevivéncia das larvas variou de duas a nove semanas no periodo chuvoso e de

trés a 14 semanas no seco durante o periodo de estudo (Figura 5), com destaque para a
sobrevivéncia das Lz durante o periodo seco (p<0,05).
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Figura 5. Sobrevivéncia (semanas) das larvas infectantes de ciatostomineos nas fezes e
graminea nas massas fecais depositadas entre fevereiro de 2005 e janeiro de 2007.

3.5.4. Graminea base

A migracao das L3, no periodo chuvoso e seco ocorreu a partir da segunda semana
na maioria das massas. Maior recuperago de larvas ocorreu em agosto 2005 (3.933 Lz kg™
ms) e outubro 2005 (1.728 Lz kg™ ms). O nimero medio de larvas recuperadas no periodo
chuvoso foi de 555 L3 kg™ ms e 762 L3 kg™ ms no seco (p<0,05) (Figura 3).

A sobrevivéncia das L variou de uma a nove semanas no periodo chuvoso e de
duas a 11 semanas no seco (Figura 5). Foi observada diferenca significativa na
sobrevivéncia das Lz entre os periodos (p<0,05), com maior sobrevivéncia no periodo seco.

As Lz foram recuperadas nos trés horérios de coleta (p>0,05). Com maior
recuperaco as 8 h e picos em agosto (3.180 L kg™ ms) e outubro (4.130 L3 kg™ ms) de
2005 (Figura 6).
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Figura 6. Recuperacdo média de larvas infectantes de ciatostomineos na base da graminea
nos diferentes horarios de coleta (8, 13 e 17 h).

3.5.5. Graminea apice

A migracdo das Lz para a graminea ocorreu a partir da primeira semana no periodo
chuvoso e da segunda semana para o seco. A media de L3 recuperadas foi superior em julho
(1000 L3 kg ms) e dezembro (919 Ls kg™ms) de 2006. O nimero médio de larvas
recuperadas foi de 263 Lz kg™ ms no periodo chuvoso e 185 Ls kg™ ms no seco (p>0,05)
(Figura 3).

As larvas sobreviveram até sete semanas no periodo chuvoso e até 10 semanas no
seco (p<0,05). (Figura 5).

As L3 de ciatostomineos foram recuperadas nos trés horarios de coleta, com maior
recuperacdo as 13 h (p>0,05) e pico no més de outubro 2006 (1.300 Lz kg™ ms) (Figura 7).

Os fatores identificados na analise multivariada como associados ao nimero de Lj
recuperadas das amostras de graminea foram o tempo (dias apds deposi¢do da massa fecal),
a temperatura do ar e do solo e a chuva da semana prévia as coletas. Ocorreu diminuicao da
percentagem de L3 nas fezes e na graminea em funcdo do tempo, sendo a maior correlacéo
negativa observada nas fezes. Com o aumento da chuva, houve aumento da percentagem de
larvas na graminea. A temperatura do ar teve efeito negativo sobre a percentagem de Lj
recuperadas das fezes, enquanto a temperatura do solo influenciou negativamente a
percentagem de recuperacdo de L3 na graminea (Figura 8).
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Figura 7. Recuperacdo média de larvas infectantes de ciatostomineos no apice da graminea
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3.6. DISCUSSAO
3.6.1. Fezes

A elevacdo do OPG na primavera e no verdo (periodo chuvoso) contribui para a
contaminacao da pastagem, estando relacionado ao nimero de Lz encistado na mucosa, que
rapidamente evolui para forma adulta, devido as condigdes climaticas favoraveis aos
estgios de vida livre, aumentando o nUmero de larvas disponiveis na pastagem
(CHIEGINA e MASON, 1977; EYSKER e JANSEN, 1984; EYSKER e MIRK, 1986;
REINEMEYER e HERD, 1986; REINEMEYER et al., 1986). Com umidade e temperatura
adequadas, os cavalos podem se infectar imediatamente ap6s as chuvas. Porém, Bezerra et
al. 2007 em estudos em Seropédica, regido de clima tropical do Brasil, evidenciaram que os
animais estdo mais expostos a infecgdo em periodos secos do que em periodos com intensas
chuvas, caracteristicas do periodo chuvoso dessa regido. Se a quantidade de forragem néo
for suficiente, os animais podem procurar por gramineas mais palataveis e em crescimento,
préximo a massa fecal, com elevacao do risco de infecgdo (CRAIG, 1999).

No presente estudo, a maior recuperacdo de L3 no periodo seco, ocorreu devido as
condi¢cBes ambientais ideais para o desenvolvimento larval e a migracdo das L; para a
pastagem (NIELSEN et al., 2007; BEZERRA et al., 2007), destacando a importancia do
bolo fecal como microclima ideal para o desenvolvimento dos ovos e larvas e seu papel
como reservatério das larvas conforme observado por Mfitilodze e Hutchinson (1987);
Uhlinger, (1991); Bezerra, et al. (2007). A maior recuperacdo de Lz no horario de 8h,
provavelmente esta associado a temperatura ambiente amena e umidade do bolo fecal
presente no horario da manhd (HASLINGER e BITTNER, 1984).

Os fatores que favorecem o desenvolvimento larval, ndo favorecem a sua
sobrevivéncia. Elevadas temperatura e umidade, tipicas do periodo chuvoso, conduzem ao
rapido desenvolvimento das larvas, porém limitam sua sobrevivéncia. Em contrapartida, no
periodo seco, estas variagbes climaticas sd0 mais amenas, as larvas apresentam
desenvolvimento mais lento, mas sobrevivem por mais tempo (COURTNEY, 1999;
NIELSEN et al., 2007).

A maior sobrevivéncia das L relatada neste estudo durante o periodo seco também
pode ser explicada pelo fato das massas fecais permanecerem intactas durante este periodo,
protegendo desta maneira os ovos e as larvas (RUPASINGHE e OGBOURNE, 1978). Ao
contrario do periodo chuvoso, onde intensas chuvas promoveram destruicdo das massas
fecais, com reducéo de seu periodo de sobrevivéncia (NIELSEN et al., 2007).

Estes resultados estdo de acordo com os relatos de English (1979a) que em estudos
na regido subtropical da Australia, constatou que o desenvolvimento dos ovos a Lj
completou-se em duas semanas durante o verdo (periodo chuvoso), mas apenas 1-10% das
larvas sobreviveram. Durante o inverno (periodo seco), o desenvolvimento das Lj se
completou em cinco semanas, com 80% de sobrevivéncia das larvas.

3.6.2. Graminea
Maior recuperacdo das L3 na base da graminea, no periodo seco, em contraste com o

namero de larvas no apice da graminea no periodo chuvoso, pode ser justificada pelo indice
pluviométrico do periodo seco (56,55mm) quando comparado com o periodo chuvoso
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(141,93mm), pois a chuva atua como fator limitante para a migracdo das larvas na
pastagem (ENGLISH, 1979a,b; OGBOURNE, 1972; 1973; HUTCHINSON et al., 1989;
LANGROVA et al., 2003). Hutchinson et al. (1989) ndo correlacionaram o nimero de L3
recuperadas da pastagem e a quantidade de chuva, pois consideraram que a maioria dos
estudos analisou somente a migracdo horizontal das L3, o que dificulta a discuss@o com 0s
nossos resultados.

A umidade exerce maior influéncia na migracdo das larvas e a temperatura na
sobrevivéncia, tanto em clima temperado quanto no tropical (OGBOURNE, 1973; CRAIG
etal., 1983; EYSKER et al., 1986). A maior sobrevivéncia das L3 no periodo seco pode ser
explicada devido a temperatura mais amena e pouca chuva, fazendo a massa fecal funcionar
como reservatdrio de Ls. Em constraste, durante o periodo chuvoso, as altas temperaturas
elevam o metabolismo larval, resultando numa répida deplecdo de suas reservas energéticas
(CHEAH e RAJAMANICKAM, 1997), reduzindo a sobrevivéncia e a infectividade das
larvas (MEDICA e SUKHDEO, 1997).

O tipo de graminea pode influenciar a recuperacdo e a sobrevivéncia das Ls. As
plantas tém diferentes padrdes de crescimento e amplos contrastes morfologicos, e estas
caracteristicas alteram o microclima da vegetacdo, afetando diretamente o desenvolvimento
e a sobrevivéncia das larvas (NIEZEN et al., 2003). Neste estudo avaliou-se a utilizacdo do
Tifton 85 (Cynodon spp. cv. Tifton 85), muito utilizado para pastejo de eqliinos, um hibrido
que apresenta como caracteristicas colmos grandes, folhas largas e com pouca pilosidade,
talos finos, hastes grandes e rizomas bem desenvolvidos (BURTON et al., 1993). Apresenta
vegetacdo baixa e pouco densa, permitindo maior incidéncia de luz solar, o que
provavelmente contribuiu para a menor recuperacao de L3 nos meses mais quentes (periodo
chuvoso), além de promover o ressecamento do bolo fecal, dificultando a liberacdo das L.
No periodo seco, este tipo de pastagem encontra-se mais fibrosa, protegendo as larvas de
condic¢Bes ambientais desfavoraveis (BRADY e WEIL, 1999).

No presente estudo, maior numero de larvas infectantes foi recuperado na base da
graminea, provavelmente devido as condic¢des favoraveis encontradas pelas larvas para sua
sobrevivéncia nesta parte da graminea e também a presenca de talos finos que forneceram
menor &rea para a migracado larval. Outro importante fator a ser destacado foi a presenca de
poucos tricomas, impedindo a formacdo de uma pelicula de umidade que permite acesso
das larvas as porg¢des superiores da graminea

As condi¢Bes ambientais da area estudada sdo favordveis ao desenvolvimento de
larvas infectantes de ciatostomineos. As L3 estdo presentes na pastagem durante todos 0s
meses do ano, desta forma métodos de prevencéo e controle sdo necessarios para auxiliar a
reducdo do nimero de larvas presentes na pastagem. Alguns métodos de prevencdo sdo
simples e baratos, como por exemplo, 0 monitoramento da carga parasitaria dos animais
(OPG) e a rotacdo de pastagens. Outro ponto importante é a frequiéncia de tratamento com
anti-helminticos. Esta freqtiéncia dependera da porcentagem de contaminacao das fezes e
do desenvolvimento de resisténcia aos anti-helminticos. Um intervalo 6timo de tratamentos
deve levar em considerardo fatores como, tipo de pastagem, histérico de pastejo, época do
ano, densidade de animais e condi¢Ges ambientais (JACOBS et al., 1995).
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4. CAPITULO III

DISTRIBUICAO SAZONAL E RECU’PERACAO DE LARVAS
INFECTANTES DE CIATOSTOMINEOS (NEMATODA-
STRONGYLIDAE) DE EQUINOS NAS FEZES, NA PASTAGEM E NO
SOLO
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4.1. RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo das larvas infectantes (L3) de
ciatostomineos nas fezes, graminea e solo nas diferentes estacfes do ano, no periodo de
setembro/2006 a setembro/2007, verificando o horario de maior recuperagédo de larvas em
condicdes de clima tropical da Baixada Fluminense do Rio de Janeiro. Ao inicio de cada
estacdo do ano foram depositadas, no canteiro experimental de Tifton 85 (Cynodon spp. cv.
Tifton 85), quatro massas fecais de equinos naturalmente infectados, pesando 5009 cada.
As coletas iniciaram-se uma semana apés o depdsito e posteriormente a cada 15 dias
durante as estacOes. As amostras foram processadas pela técnica de Baermann. As Lz foram
recuperadas em maiores quantidades no outono e inverno, estacBes secas, e em menores
quantidades na primavera e principalmente no verdo, estacdo chuvosa. No horério da
manha as larvas foram recuperadas em maior numero, embora ndo tenha sido observada
diferenca estatistica entre os horarios de coleta em cada estacdo do ano. O solo ndo
demonstrou ser potencial reservatorio de L, visto a baixa recuperacdo de larvas neste
estudo. As condi¢Bes ambientais da regido estudada possibilitaram o desenvolvimento de
L3 de ciatostomineos no interior da massa fecal, assim como a migracdo das mesmas para a
pastagem, possibilitando a infeccdo de possiveis hospedeiros na pastagem.

Palavras-Chave: Larvas infectantes, nematoides, pastagem, equinos.
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4.2. ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the distribution of ciathostomin infective larvae
(L3) in the feces, grass and soil in the different seasons, from septemper 2006 to september
2007, at two collection times, in tropical climate of the Baixada Fluminense of Rio de
Janeiro, Brazil. At the beginning of the seasons four fecal masses of naturally infected
horses with 500g each were placed on experimental Tifton 85 (Cynodon spp. cv. Tifton 85)
plot. The collections began one week after deposit, and later every 15 days. The samples
were processed by the Baermann technique. L3 recovered were higher in the autumn and
winter, dry period and smaller in the spring and mainly in the summer, rainy period. More
Ls were recovered in the morning, although no statistic difference has been observed
between the collection times in each season. The soil didn't demonstrate to be potential L3
reservoir, seen the low larvae recovery in this study. The environmental conditions of the
studied area made possible the L; development inside the fecal mass, as well as the
migration of the same ones for the pasture, making possible the infection of possible hosts
in the pasture.

Key words: Infective larvae, nematodes, pasture, equine.
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4.3. INTRODUCAO

O conhecimento da dindmica das larvas infectantes de nematoides parasitos de
eqlinos na pastagem constitui importante fator para a epidemiologia, uma vez que com
estes dados pode-se determinar o periodo de maior disponibilidade de larvas para infectar o
animal. Assim é possivel estabelecer medidas efetivas de controle (RODRIGUES, 1989),
que limitem o uso de anti-helminticos (KLEI, 1997). Alguns fatores do microambiente, tais
como tipo de solo e densidade da vegetacdo podem ter importante papel na migracdo das
larvas (LANGROVA et al., 2003; BEZERRA et al., 2007; QUINELATO, et al., 2008)

Desde as Ultimas décadas, vém sendo recomendadas medidas como reducdo na
intensidade dos tratamentos, tratamentos seletivos e aumento na vigilancia parasitéria
(GOMEZ e GEORGI, 1991; DUNCAN e LOVE, 1991; KRECEK et al., 1994; KAPLAN,
2002; MATTHEE e McGEOCH, 2004) a fim de reduzir o desenvolvimento de resisténcia
as drogas.

A dindmica populacional dos helmintos gastrintestinais e a interferéncia dos efeitos
relacionados ao ambiente, tais como a estagdo do ano, temperatura e chuva tém sido um
importante objeto de estudo. Alguns trabalhos vém sendo realizados em regides de clima
tropical (MFITILODZE e HUTCHINSON, 1988; HUTCHINSON, et al., 1989;
BEZERRA, et al., 2007, QUINELATO, et al., 2008) e subtropical (ENGLISH, 1979a,b;
CRAIG et al., 1983; COURTNEY e ASQUITH, 1985; BAUDENA et al., 2000 a, b), no
entanto, ainda pouco se conhece sobre a dindmica populacional destes parasitos no
ambiente (BUCKNELL et al., 1995; BAUDENA et al., 2000a; LAGROVA et al., 2003).

Desta forma, para o desenvolvimento de eficientes programas de controle,
informacbes sobre a distribuicdo dos estagios pré-parasiticos sdo essenciais, visto que
possibilitam a determinacdo do risco de infec¢do dos animais. O objetivo deste estudo foi
avaliar a distribuicdo das larvas infectantes de ciatostomineos nas fezes, graminea e solo
nas diferentes estacbes do ano, verificando o horéario de maior recuperacdo de larvas em
condicdes de clima tropical da Baixada Fluminense do Rio de Janeiro.

4.4. MATERIAL E METODOS
4.4.1. Localizacdo

Para a realizacdo do estudo foi montado um canteiro experimental com a graminea
Tifton 85 (Cynodon spp. cv. Tifton 85), de dimensdes 11,5 x 1,0 m, localizado na Estacao
para Pesquisas Parasitoldgicas W. O. Neitz, do Departamento de Parasitologia Animal do
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). A éarea
esta localizada a 22°41’ de latitude Sul e 43°41° de longitude Oeste, a altitude de 33 m. O
clima ¢ do tipo Aw (tropical imido), de acordo com a classificacdo de Kdpen. O solo da
regido estudada é classificado como Planossolo Haplico (EMBRAPA, 2006).
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4.4.2. Procedimentos

O estudo foi desenvolvido no periodo de setembro/2006 a setembro/2007. Amostras
de fezes foram obtidas de dois eqlinos naturalmente infectados mantidos na area
experimental de Parasitologia. No inicio de cada estacdo do ano, foram coletados 1kg de
fezes de cada animal doador. Posteriormente o material coletado foi dividido em duas
amostras de 500g por animal, totalizando quatro repeticdes, que foram depositadas no
canteiro experimental. Uma semana ap0s cada deposito, foram coletadas amostras de fezes,
graminea e solo, rotina que posteriormente ocorreu a cada 15 dias até o final das estacdes.
As coletas de fezes (x 2g), graminea (0-20cm de altura) e solo (10cm de profundidade)
foram realizadas em dois horérios diferentes (8 e 17h) e em trés pontos distintos ao redor
da massa fecal, a fim de se homogeneizar as amostras. O processamento das amostras
seguiu a metodologia de Quinelato et al. (2008).

Os dados climaticos foram fornecidos pelo posto Agrometeorolégico da Estacdo
Ecoldgica Agricola de Seropédica — INMET/PESAGRO - RJ e a temperatura do solo foi
mensurada a cada coleta do canteiro experimental.

As estacOes do ano foram definidas por Primavera (23/09-21/12), Verdo (22/12-
19/03), Outono (20/03-20/06) e Inverno (21/06-22/09). O periodo de chuvas &,
normalmente, compreendido entre outubro e margo e o periodo caracterizado como seco,
entre abril e setembro.

4.4.3. Analise estatistica

Para avaliar o nimero médio de L (larvas infectantes) recuperadas das fezes, da
graminea e do solo nos diferentes horarios de coleta, em cada estacdo do ano, foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) (ZAR, 1999; SAMPAIOQ, 2007), pelo programa BioEstat
(AYRES et al., 2005), assim como para a analise dos valores médios de OPG (numero de
ovos por grama de fezes) em cada estacdo do ano. A correlagdo entre 0 nimero médio de
larvas recuperadas das fezes, da graminea e do solo e as variaveis ambientais temperatura
média do ar, do solo e indice pluviometrico total foi analisada pelo teste de coeficiente de
correlagdo de Spearman (p<0,05) (ZAR, 1999; SAMPAIO, 2007), BioEstat (AYRES et al.,
2005).

4.5. RESULTADOS
4.5.1. Distribuicao das L3 nas fezes

Embora o OPG dos animais doadores tenha variado durante o experimento (Tabela
1), ndo foi observada diferenca estatistica entre as estacbes do ano.
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Tabela 1. OPG das massas fecais depositadas, ao inicio de cada esta¢do do ano, no periodo
de setembro/2006 a setembro/2007.

PRIMAVERA VERAO OUTONO INVERNO

cavalo 1 1250 1000 2900 1300
cavalo 2 2250 1050 1700 2500

A dindmica de recuperacdo de larvas infectantes nas diferentes estagdes do ano, em
cada horario de coleta, pode ser observado na Figura 1. Maior nimero de larvas foi
recuperado no outono (593.469 Ls kg? ms) e inverno (311.045 L; kg ms), quando
comparado & primavera (24.049 L; kg’ ms) e o verdo (1.094 L; kg™ ms), sendo estas
diferencas significativas. Em relacdo aos horarios de coleta, para cada estagcdo do ano, ndo
foi observada diferenca significativa na quantidade de L3 recuperadas. Ao comparar cada
horario de coleta entre as diferentes estacfes do ano evidenciou-se que nas coletas
realizadas as 8h, foram recuperadas maior nimero de L3 nas esta¢cdes do outono e inverno
em relacdo ao verdo. Nas coletas realizadas as 17h, também foram recuperadas mais larvas
no outono e no inverno e menores quantidades na primavera e verao (p<0,05).
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Figura 1. Namero médio de larvas infectantes recuperadas das amostras de fezes, em cada
estacao do ano, nos diferentes horarios de coleta.

4.5.2. Distribuicéo das L3 na graminea

Na graminea Tifton 85, as L3 foram recuperadas em maiores quantidades no outono
(2.550 Lz kg™ ms) e inverno (3.502 L3 kg™ ms) em relacéo aos valores recuperados na
primavera (634 Lz kg™ ms) e no verdo (655 Lz kg™ ms) (Figura 2) (p<0,05). De forma
semelhante a recuperacdo de larvas nas fezes, ndo foi observada diferencga estatistica em
relacdo aos horérios de coleta da graminea em cada estacdo do ano. A comparagdo dos
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valores de L3 recuperados em cada horario de coleta entre as estacfes do ano, evidenciou
diferenca significativa nas coletas realizadas as 8h, sendo os maiores valores encontrados
no outono e no inverno, em relacdo a primavera e o verdo. Embora este fato também tenha
sido observado nas coletas das 17h, ndo foi observada diferenca estatistica na recuperacao
de L3 nas diferentes estacdes do ano.
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Figura 2. Nimero médio de larvas infectantes recuperadas das amostras de graminea, em
cada estacdo do ano, nos diferentes horarios de coleta.

4.5.3. Distribuicéo das L3 no solo

Embora tenha sido observado maior recuperagédo de L3 nas estagdes do outono (308
Ls kg™ ms) e inverno (369 Lz kg™ ms) em relacéo & primavera (13 Lz kg™ ms) e verdo (19
Ls kg™ ms) (Figura 3), ndo foi evidenciada diferenca significativa entre as estacdes, assim
como para anélise dos diferentes horarios de coleta entre as estagdes.
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Figura 3. Numero médio de larvas infectantes recuperadas das amostras de solo, em cada
estacao do ano, nos diferentes horarios de coleta.

4.5.4. Dados climéticos

A temperatura, do ar e do solo, e indice pluviométrico total para cada estagdo do ano
podem ser observados na Figura 4. O verdo foi a estacdo que apresentou valores mais
elevados de temperatura, tanto do ar quanto do solo, médias de 26,42°C e 28,75°C,
respectivamente e maior indice pluviométrico total, 468,60mm. As médias mais baixas de
temperatura e menor indice pluviométrico total foram observadas no inverno, médias de
temperatura do ar de 21,98°C e do solo de 22,50°C e indice pluviométrico total de
77,40mm.
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Figura 4. Médias de temperatura do ar e do solo e indice pluviométrico total observado em
cada estacdo do ano durante o periodo de setembro/2006 a setembro/2007.
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4.5.5. Correlacéo entre recuperacao de larvas e dados climaticos

A analise estatistica evidenciou elevada correlacdo negativa entre a recuperacao de
Ls nas fezes, graminea e no solo com o indice pluviométrico, revelando a reducdo da
recuperacdo de larvas em detrimento do aumento das chuvas. Fato também observado na
correlagdo entre temperatura do solo com o numero de larvas recuperadas, pois 0 aumento
da temperatura do solo, principalmente no verdo, demonstrou menor recuperacdo de Ls.
Né&o foi demonstrada correlacdo significativa entre a temperatura do ar e o nimero de Lj
recuperadas, entretanto observou-se maior influéncia deste pardmetro sobre a recuperacéo
de L3 na graminea (|r|= -0,586) (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacdo entre o nimero de larvas recuperadas nas fezes, graminea e solo com
as variaveis climaticas estudadas.

PPT (mm) Tar (°C) Tsolo (°C)
Fezes -0,732 * -0,293 ns -0,732 *
Graminea -0,878 * -0,586 ns -0,878 *
Solo -0,732 * -0,293 ns -0,732 *
(* = p<0,05) (ns = ndo significativo)

4.6. DISCUSSAO

As variaveis climaticas da regido influenciaram de forma marcante a recuperagédo
das L3 O inverno e o outono foram as estacdes onde maior nimero de larvas infectantes foi
recuperado. Estas estacOes apresentaram valores de temperatura, do ar e solo, e chuva mais
amenos quando comparados ao verdo, estagdo onde as L3 foram recuperadas em menor
quantidade.

Estudos revelam que o desenvolvimento das larvas infectantes de ciatostomineos é
considerado 6timo em temperaturas entre 10-33°C, e que a chuva afeta de forma negativa a
sobrevivéncia das Lz, embora seja necessaria para fornecer a quantidade minima de
umidade para migracédo das larvas (HUTCHINSON, et al., 1989) e para o desenvolvimento
das formas pré-infectantes (OGBOURNE, 1972; RUPASHING e OGBOURNE, 1978;
MFILODZE e HUTCHINSON, 1987).

O bolo fecal atuou como reservatério de larvas, principalmente nas estacbes mais
secas, como 0 outono e inverno, demonstrando que nestas esta¢cBes 0 ressecamento nao
promove reducdo intensa do numero de larvas, ocorrendo apenas uma diminui¢cdo na
transmissdo das L3 das fezes para a pastagem ate que a umidade seja restabelecida
novamente, desta forma salientando a importancia ndo somente do comportamento das L3
na pastagem, mas também de sua dindmica nas fezes. Resultados semelhantes foram
relatados anteriormente por Ogbourne, (1972); English, (1979a); Baudena, et al. (2000)
Ramsey, et al. (2004); Kuzmina, et al. (2006) e Bezerra, et al. (2007), Quinelato, et al.,
2008.

Outro possivel reservatorio de larvas infectantes € o solo das pastagens. Alguns
estudos relataram a capacidade que as Lz tém de migrar para o solo e também a importancia
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de aspectos como tipo de solo e condic¢Bes climaticas, que podem afetar a viabilidade da
larva no solo (HOUSTON et al., 1984). Existem poucas informagdes e estudos sobre a
recuperacao de larvas infectantes de estrongilideos de equinos no solo. Sendo estas
informacfes maiores em estudos sobre larvas infectantes de nematoides de bovinos, onde
ainda aparecem de forma controversa, com alguns autores afirmando que em condicdes
desfavoraveis as L; migram a determinadas profundidades do solo, buscando neste um
refugio (LYAKU et al., 1988). Outros autores discordam, afirmando terem recuperado
poucas larvas do solo (ROSE e SMALL, 1985, CASTRO, 2004), estes resultados s&o
equivalentes aos encontrados neste estudo, onde foram recuperadas poucas Lz do solo, em
todas estacBes do ano, em relacdo aos valores recuperados nas fezes e na graminea.

No horério da manha as larvas foram recuperadas em maior nimero, demonstrando
a importancia da umidade e de temperaturas amenas, embora ndo tenha sido observada
diferenca estatistica entre os horarios de coleta em cada estacdo do ano, concordando com
os relatos de Langrova et al. (2003) em estudos realizados na Republica Tcheca, que
afirmaram a importancia do orvalho da manh& para a migracdo das larvas. A comparacao
do namero de larvas recuperadas, em cada horério de coleta, entre as estagdes do ano
evidenciou menor recuperacdo de larvas no verdo, demonstrando que as condicGes
climéticas da estacdo sdo desfavoraveis para a sobrevivéncia e recuperagéo das Ls.

O verdo mostrou ser a estacao critica para a recuperacao das larvas, onde as fortes
chuvas promoveram destruicdo das massas fecais e lixiviacdo das larvas para longe da
pastagem. Ja o ressecamento, associado as elevadas temperaturas, principalmente do solo,
embora nado tenha tido efeito deletério, prejudicou as L3 que ndo conseguiram escapar das
fezes e migrar para a pastagem.

Larvas infectantes de ciatostomineos foram recuperadas da pastagem durante todas
as estacOes do ano, demonstrando a importancia do estudo deste “refugium” parasitario
para o desenvolvimento de programas de controle adequados. Levando em consideracdo a
combinacdo entre fatores climéticos e praticas de pastejo dos animais para a avaliacdo dos
niveis adequados de “refugium”, evitando tratamentos desnecessarios, como por exemplo,
quando o “refugium” parasitério for pequeno (NIELSEN, et al., 2007).
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos neste estudo permitiram elaborar as seguintes conclusdes:

Este estudo mostrou-se de grande importancia para a América do Sul, tendo em
vista poucos relatos sobre a dindmica migratoria de larvas infectantes de
estrongilideos, ndo s6 na pastagem como também nas fezes e no solo, em condi¢des
de clima tropical,

As condi¢cBes ambientais do municipio de Seropédica foram favordveis ao
desenvolvimento e sobrevivéncia de larvas infectantes de ciatostomineos em todos
0s meses de experimento, demonstrando a importancia do estudo para o
desenvolvimento de programas de controle adequados;

O horério da manhda (8h) demonstrou ser o de maior recuperacdo de larvas
infectantes, provavelmente devido a temperatura amena e a presenca do orvalho da
manha que fornece umidade e filme de agua para a migracéao das larvas;

Poucas L3 foram recuperadas do apice da graminea (20-40 cm), indicando que as
larvas se concentram principalmente na base (0-20 cm), principalmente devido as
caracteristicas morfolégicas da graminea que propiciaram a formagdo de um
microclima ideal para sobrevivéncia das larvas nesta regido, limitando a migracéo
das larvas as porg¢des superiores da graminea;

O bolo fecal atuou como reservatério de larvas, principalmente nas estagdes mais
secas, como 0 outono e inverno, quando as massas fecais permaneceram intactas,
protegendo desta maneira 0s ovos e as larvas;

Maior nimero de L3 de ciatostomineos foi recuperado da pastagem no outono e
inverno (periodo seco), devido a temperatura e ao indice pluviométrico ideais do
periodo que propiciaram o desenvolvimento das L; e a migracdo para pastagem,
pois elevadas quantidades de chuva promovem a dispersdo das larvas, limitando
sua migracéo;

No periodo seco, com temperaturas amenas, as larvas tiveram sua sobrevivéncia
aumentada, pois temperaturas elevadas aumentam o metabolismo larval, resultando
numa rapida deplecdo de suas reservas energéticas, limitando assim a
sobrevivéncia;

As larvas infectantes de ciatostomineos apresentaram geotropismo positivo até 10
cm, embora o solo ndo tenha demonstrado ser potencial reservatorio de L, visto a
baixa recuperacao de larvas neste estudo;

A anélise multivariada de componentes principais evidenciou a importancia da
chuva e da temperatura para migracdo das Ls. A chuva exerce maior influéncia na
migracao das Lz para a pastagem, porém em indices elevados promove a dispersao
das larvas. Elevagdes na temperatura, principalmente do solo, determinaram
reducdo na migracdo das larvas infectantes para a pastagem.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Larvas infectantes de ciatostomineos foram recuperadas da pastagem durante todos
0s meses do ano, demonstrando a importancia deste estudo para o desenvolvimento de
programas de controle integrado. Levando em consideracdo a combinagdo entre fatores
climéticos e préaticas de pastejo dos animais para a avaliagdo dos niveis adequados de
“refugium” parasitario, evitando tratamentos desnecessarios e o desenvolvimento de
resisténcia a anti-helminticos.

Estudos sobre comportamento migratério de larvas infectantes devem levar em
consideracdo ndo somente o comportamento das L; na pastagem, mas também sua
dindmica nas fezes, tendo em vista a importancia do bolo fecal como reservatorio de larvas.

Embora maior nimero de larvas tenha sido recuperado no horario da manhd, foram

recuperadas L em todos os horarios de coleta, salientando a importancia do monitoramento
do horario de pastejo a fim de se minimizar o risco de infeccdo dos animais.
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8.2. Representacdo da Metodologia

8.2.1. Capitulo 1
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Figura 1. (A) Coleta de massa fecal; (B) Depdsito no canteiro; (C) Mensuracdo da
temperatura do solo; (D) Coleta de amostras de fezes; (E) Coleta de amostras de graminea;
(F) Técnica de Baermann; (G) Coleta de amostras dos funis; (H) Amostras de graminea
para secagem; (I) Amostras de fezes para secagem; (J) Secagem das amostras em estufa;
(K) Contagem e identificacdo das Ls. (L) Larva infectante de ciatostomineos.

8.2.2. Capitulo 2
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Figura 2. Modifica¢es na metodologia.

8.2.3. Capitulo 3

Figura 3. Modifica¢Bes na metodologia.
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