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ABSTRACT. [Identification of the invasive larvae of 6 genera and
2 species of gastro-intestinal nematodes (Strongylata y Strongyloides
papillosus) was made, based on morphological and metrical features,
genus  Bunostormnun, Oesephagostomun, Haemonchus, Trichostrongy-
lus, Cooperia and Ostertagia; Strongyloides papillosus and Mecistoci-
rrus digitatus, comparing these with the measures given by other authors
and introducing a simple kev for larval identification.

RESUMEN. Se identifican en base a caracteres morfoldgicos v mé-
tricos, las larvas invasivas de los nematodos gastro-intestinales (Stron-
gvlata y Strongyloides papillosus) reportados en Cuba de seis géne-
ros: Bunostomun, Oesophagostomun, Haemonchus, Trichostrongylus,
Cooperia y Ostertagia, v 2 especies: Strongyloides papillosps vy Mecis-

-

tocirrus digitatus, compardndose con las descritas por otfos autores.
Se establece una clave sencilla para la identificacién larvaria.

INTRODUCCION

Los nematodos gastro-intestinales son un grupo de parasitos que se en-
cuentran presentes en el ganado bovino y otras especies de animales
domésticos en todo el mundo constituyendo la causa que ocasiona ma-
yores pérdidas y se manifiestan por retardo en el desarrollo, desnutri-
cién y muerte.

Las larvas invasivas de los nematodos gastro-intestinales se encuentran
sobre el suelo. En nuestro pais por sus caracteristicas ecolégicas, la
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masa ganadera se mantiene en contacto con las mismas durante todo
el ano teniendo poca especificidad al hospedero, la trasmisiéon mutua
de estas especies tiene lugar entre los rumiantes domésticos, por lo
que el parasitismo por nematodos gastro-intestinales se presenta con
una distribucién e incidencia altas.

Para conocer la importancia de estos nematodos en el pais es impor-
tante en primer lugar, obtener los datos exactos sobre la distribucion
de cada especie de estos parasitos v esto solo se puede realizar por
medio de un diagnéstico correcto.

Actualmente en Cuba el diagndstico de rutina de los nematodos gastro-
intestinales se basa en el méiodo ovoscépico de deyecciones frescas,
presentandose en el mismo las siguientes dificultades:

Primero. En el caso de Strongylatos y Strong-yl.oides el rapido desa-
rrollo de los huevos,

Segundo. La variabilidad morfolégica de los huevos Strongylatos
‘que hace imposible su clasificacién y diferenciacién.

Todo lo anteriormente expuesto, sustenta el criterio actual de la poca
exactitud de esta técnica debiéndose utilizar para una mavor precisién
y rigor cientifico el método larvoscépico, el cual ha sido objeto de nues-
tro trabajo, describiéndose o identificAndose los principales géneros y
especies de larvas infestivas sobre los pastos reportados en Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Para el diagndstico diferencial es necesario cultivar las larvas en heces
fecales frescas de bovinos, utilizando en nuestro trabajo animales de
diferentes ‘edades y razas (Cebu, Holstein, F-1, etc.), pastando en cuar-.
tones. :

Los métodos utilizados para el cultivo, aislamiento e identificacién de
las larvas son los reportados en la bibliografia internacional (Wertejeuk,
1955; Trach, 9161; Pacenovsky y Krupicer, 1972) adaptandolas a nues-
tras condiciones en el laboratorio. Las larvas infestivas fueron obteni-
das a partir de los huevos en las heces, utilizando sélo las hembras
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adultas colectadas de autopsias helmintologicas en el caso de Bunosto-
mun y Mecistocirrus digitatus (en la tltima especie los caracteres de las
larvas no estan incluidos en las claves mas divulgadas y con este método
pudimos hacer un diagnéstico exacto).

1. Material

Para los analisis en este trabajo utilizamos heces fecales de ganado
bovino de distintas edades y razas {Cebu, Holstein, F-1, etc) de las
provincias de La Habana, Camagiicy e Isla de Pinos. Las muestras
de heces fecales colectadas en zonas lejanas a nuestro faboratorio se
conservaron en una nevera portatil sobre hielo seco.

2. Mé-todo's
a) Cultivo

Las heces.fecales se colocan en placas Petri distribuidas en todo el area
de la misma, se humedecen suficientemente y se mezclan con carbén
animal (I a 2 gramos) para evitar los hongos. Las placas cerradas se
mantienen a temperatura ambiente (27 6 28°C) removiéndose y hume-
deciéndose durante 7 dias para oxigenar y mantener una consistencia
pastosa (sin exceso de humedad) evitando un tiempo prolongado de
exposiciéon por posibles contaminaciones con insectos.

Queremos sefialar que este método de cultivo no nos dio resultado en
Mecistocirrus digitatus, ni cn Bunostomun spp., utilizando para la ob-
tencién de las:larvas infestivas la siguiente técnica: colectadas las hem-
bras adultas por autopsias helmintologicas se colocaron en vidrio reloj
v se lavaron de 15 a 20 veces con solucion Ringer para asi eliminar la
mayor cantidad de bacterias v microorganismos adheridos a la superfi-
cie del cuerpo. En una bandeja con papel de filtro humedecido en el
fondo, se colocaron los vidrios de reloj con una a tres hembras en
cada uno, cubriendo la bandeja para obtener una camara himeda. Se
coloca en la estufa (28°C) durante 24 horas, tiempo requerido para la
ovoposicién. Se sitia en el centro de una cristalizadora un pedazo de
esponja circular cubriéndolo con un papel de filtro humedecido con agua
hervida para evitar contaminaciones con protozoos y rotiferos. Se mez-
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clan los huevos obtenidos con iguales volimenes de heces fecales esté-
riles y carbén animal (las heces fecales estériles de ganado bovino se
esterilizaron en una autoclave durante 25 minutos a una temperatura
de 121°C y presién de  atm). La mezcla se coloca sobre papel de filiro
v se cubre la cristalizadora con papel de aluminio, dejando una porcion
abierta para la oxigenacion. Se incuba durante 5 dias a 28°C y diaria-
mente se humedece con agua hervida.

b) Aislamienro e identificacion larvaria

Utilizando el método de Baerman aislamos las larvas infestivas pudiendo
observar sus rapidos movimientos con un estereoscépico. Por medio de
una micropipeta tomamos las larvas y las colocamos en un porta-objeto,
flameandolo varias veces sobre un mechero de gas v evitando una pro-
longada exposicion a altas temperaturas ya que ésta puede deformar
estructuras internas o la larva puede contraerse dentro de su vaina y
de esta forma alterar sus medidas. Se destacan mejor las estructuras
internas si se anade una gota de solucién Lugol de 1:3. Las larvas obte-
nidas de estos cultivos las pudimos mantener vivas en refrigeraciéon a
temperaturas hasta 5°C.

Caracterves utilizados para la identificacion
de las larves infestivas (fig. 1)

Adn cuando se tenga experiencia en el método de fijacion de las larvas
infestivas, para su identificacién, una gran proporcién de las mismas
mueren curvadas v Ja observacion de algunos caracteres citados se hace
dificil y algunas medidas (longitud del cuerpo, longitud de! eséfago)
son inexactas. En nuestro trabajo hemos desechado las larvas que se
presentan en estas condiciones, utilizando sélo aquellas que murieron
lo suficientemente rectas para dentro de un mayor rango de seguridad
establecer valores métricos exactos.

Los caracteres que hemos tomado en consideracion son:
Lt. Longitud total del cuerpo (incluvendo la vaina).

Hemos clasificado de acuerdo a la longitud del cuerpo a las larvas en
dos grupos:
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a) larvas de pequefo tamaiio promedio (menor de 650 micras).

b) larvas de gran tamano promedio (mavor de 650 micras).

A. Ancho maximo (incluyendo la vaina).

Hemos tomado esta medida al nivel de la regién posterior del eséfago.
le. Longitud del esofago.

Le. Longitud de la cola del cuerpo.

Hemos tomado la distancia desde el ano hasta el extremo posterior del
cuerpo de la larva.

Lv. Longitud de la cola libre de la vaina.

Hemos tomado la distancia entre ¢l extremo posterior del cuerpo de la
larva hasta ¢l extremo posterior de la vaina. Basdndonos en este caric-
ter hemos establecido 4 grupos:

a) Lv corta (menor de 40 micras).

b) Lv relativamente corta {de 40 a 80 micras).
¢) Lv relativamente grande {de 80 a 130 micras).
d} Lv grande (mavor de 130 micras).

Esta medida es poco utilizada en un diagndstico de rutina va que se
requiere un micrémetro ocular.

Lc 4+ Lv. Longitud de la cola de la vaina.

Se toma la distancia desde el ano hasta ¢l extremo posterior de la vaina.
(Poco usado por las mismas razones que en el caso de Lv.)

Lec/Lv. Relacion entre la longitud de la cola del cuerpo v la longitud
de la cola libre de la vaina.

Hemos incluido esta relacién para facilitar la diagnosis de algunos gé-
neros en caso de no iener instrumentos métricos de precision.

Con el propdsito de establecer un diagnéstico de laboratorio préactico
describiremos a continuacién los caracteres de las larvas identificadas,
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la comparacién de nuestras medidas con las de otros autores y los esque-
mas que faciliten su rapida identificacién.

Lt

Fig. 1. Esquema de larva invasiva con los caracteres utilizados para su
identificacion.

1. Strongyloides papillosus

Larva de pequefio tamafio promedio (véase abajo) sin vaina, eséfago
alcarizando hasta ¥ de la longitud del cuerpo, el final de Ja cola se
caracteriza por tener 3 pequefias protuberancias (Figs. 2 y 3).
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Fig. 2 Fig: 3

Fig. 2. Larva invasiva de $, papillosus (140%). .

-

Fig. .3 Extremo anterior de la larva invasiva de S. papillosus (288x).

Tabln compurativa de las medidas (micras) del tercer estadio larval
de 8. papillosus

AUTOR ' Lt A Le

Keith (1953) . - 550-650
(600)
Trach (1961} L . 600646 - 1518 . 231248
: : - (623) (16.5) (239)
Soulsby (1965) : . 523674 . . 210-255
. : - (593) (235
Pacenovsky v Krupicer (1972) 536-698 16-18 220276
61 .. an ... (248
Del Valle, Alemafly y Breza (1973) 568710 1521 213313

©n  a® . e
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2. Bunostomum sp.

Larva de pequefio tamafio promedio, la mas pequena larva Trichostrongy-
lidae en ganado bovino; el esofago tiende a la forma rhabdififorme con un
bulbo posterior algo desarrollado, contrario de los otros Strongylata;
el contenido intestinal representa una masa granular homogénea (Fig. 4).

Fig. 4. Larva invasiva de Bunostomum sp.

Tabla comparativa de la medida (micras) del tercer estadio larval
de Bunostomum sp.

AUTOR Lt A Le Le Lv 1c+4 Ly
Keith (1953} 525-575 6080  140-150
(550) ¥l (145)
Hansen & Shivnani (1936} 462624 130-152 42463 6186
(543} (141) (53) k)]
Trach (1961} 595-620 138-164 4456 143-162
(607} {i51) (50 {153)
Pacenovsky v Krupicer (1972) 490-340 2022 140172 60-86 128-160
(515) 2n (156} (73) (144)
Det Valle, Alemafiy v Breza 494.584 1925 138143 56-88
(1973) (529.5) (21.8) (148.1) %

3. Mecistocirrus digitatus

Larva de pequefio tamafio promedio; ¢n el extremo anterior del eséfago
aparecen 2 cuerpos carmelita oscuro en forma de U invertida (Fig. 5).
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Fig. 5. Larva invasiva de M. digitatus.

Tabla comparativa de las medidas (micras) del tercer estadio larval
de M. digitatus

AUTOR Lt A Le Lec Lv Le 4+ Lv
Ivashkin (1947) 542-639
(590
Fernando (1962) 675-725 138-166 5672 4055
(700} (152} )] (48)

Det Valle, Alemafiy v Breza 600-715 21255 137-179
(1973) 6474y (242) (160.2)

4. Oesophagostumnum sp.

Larva de gran tamafio promedio, la cuticula estd frecuentemente engro-
sada; la vaina termina en un largo filamento, la longitud de la cola libre
de la vaina (Lv) es grande; relacién L¢/Lv tiende a 1:3 (Fig. 6).
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Fig. 6. Extremo posterior de la larva invasiva de Oesophagostomum sp. (204x).

Tabla comparativa de las medidas (micras) del tercer estadio larval
~ de Oesophagostomum sp.

AUTOR Lt A Le Le¢ Ly L¢4Lv

Keith (1953)* 750.850 28 140-170  220-250
Y ¢ 4 1)} C¢ w158y < - (235)
Trach (196)* 780-880 156-170  65-90 230280
' s : (830) (163) (78) - (255)
Soulsby (1965)* 750-866 133160  55.75 136-185

(818) S (148) 67) (163

Del Valle, Alemafiy y Breza 7431029 25-32 145-189 6590 148255 237-331
(1973y - : (872) (28) (166} (75)  (180) (233)

* Qesophagostomum radiatum.

5. Haemonchus sp.

Larva de gran tamafio promedio, el extremo posterior del cuerpo de la
larva se agudiza en el vériice; el extremo posterior dé la vaina se afin
gradualmente, v en su parte posterior termina en un filamento en el
que se puedc apreciar generdlmente una-curvatura; la longitud-de la cola
libre de la vaina- (Lv) -es relativamente grande relacmn Lc/Lv tiende
a 1:2 (Fig. 7). : - : :
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Fig. 7. Extremo posterior de la larva masiva de Hacmonchus sp. (560%).

Tabla comparativa de las medidas (micras) del tercer estadio larval

de Haemonchus sp.

AUTOR Lt A Le 1c Ly Lec+ Lv
Thomas (1957) 749-866 T 87419 .
(807) {103y~
Trach (1961) 720-750 141-156 6472 141-164
(735) (149) (68) (153)
Del Valle, Alemany y Breza. 702.883 2027 102-165 5887 84119 :150-188
(1973) (820) (23)  (153) (69 (1050 (7%

6. Trichostrongylus sp.

Larva de gran tamafo promedio; ¢l extremo caudal del cuerpo termina
€n un pequefio apéndice; la vaina termina en forma conica; estrecha -y
puntiaguda; la longitud de la cola libre de la vaina (Lv) es"muy corta;
relacién Lc/Lv tiende a 2:1 (Fig. 8).
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Fig. 8. Extremo posterior de Ia larva invasiva de Trichostrongylus sp. (640x)

Tabla comparativa de las medidas {(niicras} del tercer estadio larval
de Trichostrongylus sp.

AUTOR Lt A Le Lc Lv Le 4+ Lv
Dickmans y Andrews (1933) 674-749 150-180  58-70 86-105
{714) (165) {65) (90)

Del Valle, Alemariy v Breza 613891 1929 140-199 5068 24-38 79-118
(1973) (788) 24) (166) (55) (31) (95)

7. Couvperia sp.

Larva de gran tamafio promedio; la ciapsula bucal estid engrosada de
modo que el limite con ¢l esdfago forman 2 manchas ovales fuertemente
refringentes; la longitud de la cola libre de la vaina (Lv) relativamente
corta; relacion Le/Lv tiende a 1:1 (Figs. 9 y 10).
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Fig. 9 Fig. 10

Fig. 9. Extremo anterior de la larva invasiva de Cooperia sp. (640x).

Fig. 10. Extremo posterior de la larva invasiva de Cooperia sp. (640x),

Tabla comparativa de las medidas (micras) del tercer estadio larval
de Cooperia sp.

AUTOR Lt A Le Lc Lv leLv

Keith (1953) 666-866 6271 4771 109-142
(766} 67 (GE)] (126)

Martinez Gomez (1971) 630-880 45-76 105-148
(747) (60) (123)

Del Valle, Alemaiiy v Breza 650-874  20-29.7 138184 5397 43.71 108-178
(1973) (789) (24) (155 (70) (57) 127y

8. Ostertagia sp.

Larva de gran tamafo promedio; la cola de la vaina de forma recta
y aguda; la longitud de la cola libre de Ia vaina (Lv) relativamente corta
y por sus medidas se puede confundir con Cooperia sp. pero se dife-
rencia de €sta por la ausencia en el extremo anterior del eséfago de dos
manchas ovales refringentes; relacion Le/Lv tiende a 1:1 (Figs. 11 y 12).
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Fig. 11

Fig. 11. Extremo anterior de la larva invasiva de Ostertagia sp. (640x).

Fig. 12

Fig. 12. Extremo posterior de la larva invasiva de Ostertagia sp. (640x).

Tabla comparativa de las medidas {(micras) del tercer estadio larval
de Ostertagia sp.

AUTOR Lt A Le Lc Lv Lc+ Lv
Hanson y Shivnani (1956) 850-926 140-182 5575 4572
(894) (160) e &9
Trach (1961) 200-909 150-170 61-84 123-132
' (855) (160) (73) (128)
Pacenovsky v Krupicer (1972) 779972 2428 146-184  60-80 130-176
(876)  (26) (163) (70) (153)
Del Valle, Alemafiv v Breza 672-972 2227 132-186 51-89 50-70 113-162
(1973) 800 (24) (136) {7 (58) (131)

Los géneros comunes que parasitan rumiantes pueden ser establecidos
usando unos pocos criterios. A pesar de que la larva muera curvada,
su cola, casi invariablemente se proyecta lo suficientemente recta para
que sus medidas puedan tomarse con exactitud, fundamentalmente la
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longitud de Ia cola de la vaina (Lc+Lv) y este cardcter unido a carac-
teres morfolégicos notables han sido los utilizados al confeccionar la
clave de géneros y especies de las larvas invasivas de nematodos gastro-
intestinales presentes en Cuba que permiten establecer un diagndstico
rapido y exacto de las mismas (Figs. 13 y 14).

Ostertagia
Cooperio
Trichastrongylus
. S Strongyioides
M Mucistaclrrus
BO0 - . 8 SBunostomum

S PeUnd,
)

AR b b s Bk BN RE DA A

Lt
™ Qe O Desophugostmum
I 1 [_—‘ Hoemonchus
i

lo
400 x

Fig. 13. Dimensiones de las larvas del III estadio de los enteronematodos del
ganado bovino.

T Trichostrongylus
C Cocperiq,
T O Ostertagia
— H Hoemanchus
C- Oe Desophogostomum
—t
0
s}
H
P |
Oe S
T e B0 i | o 220 260 Ly

Fig. 14. Longitud de la cola libre de la vaina (Lv) de las larvas del IIT estadfo en
diferentes géneros de enterostrongilatos.
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Clave para la identificacion de las larvas infestivas de nematodos
gastro-intestinales (Strongylata v Rhabditata) del ganado bovino
en Cuba

Del Valle, Alemaifly y Breza, 1973

1.

Vaina ausente; es6fago mayor de 1/3 de la
Iongitud del cuerpo; extremo de la cola
trifida

Vaina presente, eséfago menor de 1/3 de
la longitud del cuerpo

Esofago con un bulbo posterior algo desa-
rrollado, el contenido intestinal representa
una masa granular homogénea

Eséfago filariforme, el contenido intesti-
nal no aparece como una masa granular
homogénea, sino como células intestinales

En el extremo anterior del eséfago apa-
recen dos cuerpos carmelita oscuro en for-
ma de U invertida

En el extremo anterior del es6fago no apa-
recen dos cuerpos carmelita oscurc en
forma de U invertida

fa vaina termina en un filamento ......
— La vaina no termina en un filamento .
Relacién Le/Lv tiende a 1/3 ........ ...
— Relacién Le/Ly tiende a 1/2
Relacién Le/Lv tiende a 1/1 ...........

— Relacion Le/Ly tiende a 2/1

En el extremo anterior del eséfago apa-
recen dos cuerpos ovales refringentes

— En el extremo anterior del eséfago no
aparecen dos cuerpos ovales refringentes .

Strongyloides papillosus

Bunostormum sp.

Mecistocirrus digitatus

4
5
6
Oesophagostomum sp.

Haemonchus sp.
7

Trichostrongylus sp.
Cooperia sp.

Ostertagia sp.
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DISCUSION

En Cuba, donde hasta ahora el diagndstico intravital de la gastroenteros-
trongylatosis y de otras nematodosis de los animales domésticos se rea-
liza por medio de helmintovoscopia, se hace necesario introducir un mé-
todo mas exacto de diagnéstico que posibilite reconocer rapidamente las
larvas invasivas de los parasitos gastro-intestinales mas frecuentes en el
ganado vacuno. En este trabajo hemos identificado las larvas infestivas
de 6 géneros y 2 especies midiendo para ello 100 larvas de Ostertagia sp.,
Oesophagostomum sp., Cooperia sp., Haemonchus sp., Strongyloides pa-
pillosus y Mecistocirrus digitatus; 40 larvas de Trichostrongylus y 25 lar-
vas de Bunostomum.

Consideramos que para obtener un rangoe més exacto v significativo de
mediciones se deben tomar 100 larvas como niimero minimo. Con Mecis-
tocirrus digitatus pudimos observar que este parasito es frecuente en el
ganado bovino en Cuba, sin embargo, las larvas del mismo no se obtenian
en el cultivo de heces fecales que utilizdbamos el resto de los géneros,
de aqui que tuvimos que utilizar una técnica especial para el cultivo de
este parasito. En el caso de Trichostrongylus sp. y Bunostomum sp. he-
mos podido observar una baja incidencia del mismo, por lo que nos fue
dificil medir el nimero de larvas planteadas anteriormente.

Agryostomum aunque se encuentra reportado en Cuba, no se ha observado
en los cultivos coincidiendo esto con los hallazgos helmintolégicos en .
autopsias realizadas.

Para facilitar el diagndstico larvoscépico de las gastroenterostrongylato-
sis y strongyloidosis del ganado bovino en nuestro pafs, preparames una
clave sencilla que no necesita la utilizacién de mediciones exactas de las
larvas (micrometria); pero es claro que para este diagndstico de rutina
COTTECto es necesario conocer anteriormente primero, la morfologia gene-
ral de las larvas; segundo, al iniciar el diagnéstico de rutina estudiar
otros caracteres de los géneros y especies particulares y sélo después
hacer uso de la clave.

Exponemos en el trabajo las medidas que nos sirvieron de base en la
clasificacién, una terminologia sencilla y abreviaturas que concuerdan
con la misma para evitar errores posibles.
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