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Resumo

A técnica de flutuacdo simples de ovos de helmintos para o diagnéstico de Toxocara
vitulorum em amostras de fezes foi adaptada para ser utilizada em bufalos jovens devido a
baixa quantidade de fezes coletada nestes animais. A validacdo da metodologia foi feita com a
técnica de contagem de ovos por grama - OPG de Gordon & Whitlock modificada. Amostras
fecais foram coletadas diretamente da ampola retal em bezerros bubalinos com idade entre 15
e 60 dias criados no campo experimental da Embrapa Rond6nia, no Municipio de Presidente
Médici,RO. As amostras foram analisadas no Laboratério de Sanidade Animal da Embrapa
Rond6nia, onde foram processadas pela técnica de Gordon & Whitlock modificada e pela
técnica de flutuacdo simples adaptada para a utilizacdo de cerca de 0.05 g de fezes. As
validacOes dos resultados entre as duas técnicas mostraram uma similaridade de 90 %, onde
o erro do tipo falso positivo foi de 2 % e falso negativo de 8 %. Essa taxa de erro ocorrida na
flutuacdo simples adaptada foi proveniente de amostras com quantidades baixas de ovos,
resultando também a ocorréncia de erros de deteccdo do método de Gordon & Whitlock. Os
resultados entre as duas técnicas mostraram que é possivel realizar o diagnéstico qualitativo
da infeccdo por 7. vitulorum e outras helmintoses através da técnica de flutuacdo simples
utilizando-se pequenas quantidades de fezes.

Termos para indexacdo: sanidade animal, diagnéstico de helmintos, flutuacdao simples,
Toxocara vitulorum.

' Médico Veterinario, D.Sc. em Ciéncias Veterinarias — Parasitologia, pesquisador da Embrapa Rondénia, Porto Velho,
RO, fabio@cpafro.embrapa.br

2 Biélogo, D.Sc. em Genética e Melhoramento, Embrapa Rondénia, Porto Velho, RO, rodrigo@cpafro.embrapa.br

3 Médica Veterinaria, D.Sc. em Ciéncias Veterinarias — Parasitologia, pesquisadora da Embrapa Rondénia, Porto Velho,
RO, luciana@cpafro.embrapa.br

4 Médico Veterinario, M.Sc. em Doencas Parasitarias de Ruminantes, pesquisador aposentado da Embrapa Rondénia,
francelinogoulart@uol.com.br

5 Meédico Veterindrio, M.Sc. em Medicina Veterinaria, Analista da Embrapa Rondénia, Porto Velho, RO,
figueiro@cpafro.embrapa.br



Diagnosis of Toxocara vitulorum infection
in young buffaloes by simple flotation
technique

Abstract

The simple flotation technique of helminths eggs for the diagnosis of Toxocara vitulorum was
adapted for young buffaloes due to the low quantify of feces collected from these animals.
The validation of the methodology was done with basis on OPG technique wich was modified
for Gordon & Whitlock. Faecal samples were collected directly from rectal ampoule in calves
with age from 15 to 60 days reared in experimental field of Embrapa Rondénia in Presidente
Medici county, RO. In the Animal Health Laboratory of Embrapa Rond6nia the samples were
analyzed by modified Gordon & Whitlock technique and helminthes eggs fluctuation adapted
for utilization 0,05 g of faeces. By analysis for result comparations these techniques showed
similarity of 90 % between them, being the false error positive of 2 % and the false negative
error of 8 %. This error rate occurred in fluctuation adapted were from sample with low
quantities of eggs of helminthes, resulting also to errors of detection method of modified
Gordon & Whitlock. The results between the two techniques showed that it is possible to
realize the qualitative diagnosis for 7. vitulorum and other helminthiasis through the technique
of simple flotation using a small amounts of feces.

Index terms: animal health, helminths diagnostic, simple flotation, Toxocara vitulorum.
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Introducao

Embora sejam reconhecidamente mais resistentes a determinadas enfermidades, os
bubalinos sdo acometidos basicamente pelos mesmos parasitos que os bovinos. Dentre as
doencas que atingem os bubalinos, helmintos gastrintestinais constituem-se em agentes
etiolégicos de significativa importancia para a diminuicdo da produtividade, afetando
principalmente a salde dos animais jovens, criados em pastagens. As perdas econdmicas
estdo associadas a sinais clinicos severos e ainda mais importante, com as infecgdes
subclinicas, que reduz o ganho de peso, crescimento e fertilidade. Os principais danos
causados por helmintos gastrintestinais, relacionados com as perdas no ganho de peso,
sdo: anorexia e a reducdo da ingestdao de alimentos, perda de sangue e proteinas
plasmaticas no trato gastrointestinal, alteracdo no metabolismo protéico, decréscimo nos
niveis de minerais, enzimas e diarréia (SOULSBY, 1987). Todos estes fatores contribuem
para a diminuicdo da resisténcia para varias doencas, podendo causar, secundariamente,
alta mortalidade (IRFAN, 1984).

Varios autores relataram a presenca de infeccOoes mistas por helmintos no trato
gastrintestinal dos bufalos (BARBOSA et al., 1992). Entretanto, Toxocara vitulorum,
parasito do intestino delgado de ruminantes, apresenta prevaléncia e intensidade de
infeccdo maiores nos bubalinos quando comparados aos bovinos, particularmente em
bezerros de um a trés meses de idade, sendo responsavel por elevadas taxas de
morbilidade e mortalidade (GUPTA et al., 1976), resultando em graves prejuizos
econdmicos. A precocidade no aparecimento dos ovos nas fezes estad diretamente
relacionada com a forma de infeccado, transplacentaria e mamaria (STARKE et al., 1992;
BARBOSA; CORREA, 1989).

A via transplacentaria é considerada a forma mais usual de contaminacdo, como foi
constatado por Barbosa e Corréa (1989) que verificaram a presenca de ovos de T.
vitulorum nas fezes de bezerros bufalos nos primeiros dias de vida. E comum encontrar
bezerros bubalinos altamente infectados entre 15 e 90 dias de idade, com pico de
producdo de ovos ocorrendo 31 a 45 dias pés infeccao (ROBERTS, 1990). O T. vitulorum
pode causar pneumonia vermindtica durante a migracdo, além de provocar,
eventualmente, perfuracdao e obstrugcdo intestinal (LEVINE, 1980). Bufalos jovens
parasitados apresentam sintomatologia tipica de inapeténcia, fraqueza, pelagem d&spera,
abdome flacido e dilatado, podendo apresentar diarréia com coloracdo escura e odor
butirico (SATIJA et al., 1973; GRIFFTHS, 1974; LEVINE, 1980; BHATIA, 1992; LAU,
1999).

Para diagnéstico preciso das helmintoses gastrintestinais, devem ser considerados o
histérico clinico, estado nutricional, manejo sanitario e observacao de lesées na necropsia.
Entretanto, muitas vezes ha dificuldade em se realizar a necropsia, podendo o diagndstico
ser baseado em técnicas coproldgicas, a partir de amostras de fezes coletadas
diretamente da ampola retal dos animais. Técnicas coprolégicas também sdao comumente
utilizadas em estudos epidemiolégicos e em exames de rotina. As principais técnicas
coprolégicas utilizadas para o diagnéstico dos nematdédeos gastrintestinais em ruminantes
sao as de flutuacado e sedimentacao (qualitativas) e a de contagem de ovos (quantitativa),
sendo esta a mais empregada, pois, permite uma estimativa da carga parasitaria do
animal.

Embora a quantidade de fezes a serem coletadas seja pequena, entre cinco e dez gramas,
para a realizacdo da maioria das técnicas coprolégicas, hd casos onde nao se consegue
obter essa quantidade. Isso ocorre em animais jovens e de pequeno porte devido a
dificuldade de remocao das fezes e, principalmente, quando esses animais defecaram
momentos antes da coleta.
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Este estudo foi realizado com o objetivo de verificar a possibilidade de se realizar o
diagndstico qualitativo para o 7. vitulorum em bezerros bubalinos, nos primeiros dias de
vida, com quantidades de fezes inferiores a 0,5 g a partir de uma adaptacao na técnica de
flutuagao simples.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido a partir de amostras de fezes coletadas de bezerros bubalinos, da
raca Murrah, com idade variando entre 15 e 60 dias, criados no campo experimental de
Presidente Médici da Embrapa Rondénia, em maio e junho de 2009. As amostras foram
coletadas diretamente da ampola retal em 50 animais e acondicionadas em sacos
plasticos, devidamente identificados, mantidos em caixa térmica sob refrigeracdo e
encaminhados para o Laboratério de Sanidade Animal da Embrapa Rondé6nia, onde foram
processadas por técnicas coprolégicas para a observacdo dos ovos dos helmintos.

Para cada amostra foram realizados dois exames coprolégicos, sendo o primeiro com a
técnica de Gordon e Whitlock (1939), utilizando-se 4 gramas de fezes. O segundo exame,
foi realizado com a técnica de flutuacdo simples utilizando-se uma aliquota da amostra,
com cerca de 0,05 g, pesadas em balanca eletrénica analitica (Bel Engineering A
42455GC), acondicionadas em sacos plasticos e devidamente identificadas.

Para a observacao dos ovos do 7. vitulorum em amostras com pouca quantidade de fezes
foi necessario fazer uma adaptacédo da técnica de flutuacdo simples. Para este fim, foram
utilizados tubo tipo Falcon de 15 mL, becker de 100 mL, solucdo hipersaturada de NaCl,
[dmina e laminula 18 x 18 mm (Fig. 1-9).

Adicionou-se no becker, 16 mL de solucao hipersaturada de NaCl, sendo 15 mL a
capacidade do tubo Falcon e mais 1 mL de volume extra. Colocou-se a solucdo no saco
plastico contendo a amostra, e realizou-se a homogeneizacdgo da amostra. O
homogeneizado foi colocado novamente no becker, e em seguida no tubo Falcon até
formar o menisco nas bordas do tubo. Com cuidado a laminula foi posicionada sobre o
tubo para que esta pudesse entrar em contato com menisco, sem permitir a formagcao de
bolhas. O sistema ficou em repouso por 10 a 20 minutos, e apés este periodo retirou-se a
laminula levemente, colocando-a sobre a lamina (Fig. 1-9). A pesquisa de ovos foi
verificada no microscépio, com aumento de 10X, fazendo-se a leitura em movimentos de
ziguezague de uma borda a outra da laminula.



(Fotos: Fabio da Silva Barbieri)
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Fig. 1-9. Técnica de Flutuacdo Simples Adaptada. (1. Material para pesagem de amostras; 2. Balanca eletronica
analitica; 3. Amostras acondicionadas em sacos plasticos; 4. Material para o preparo da técnica; 5. Tubo Falcon
com solucdo hipersaturada de NaCl; 6. Saco plastico com amostra e solucédo hipersaturada; 7. Homogenizacéo;
8. Tubo Falcon com o menisco; 9. Tubo Falcon com as laminulas).
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Na técnica de flutuacao simples adaptada foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram pelo menos um ovo de 7. vitulorum, e na de Gordon & Whitlock modificada foi
considerada a contagem de ovos por grama (OPG).

Para interpretacdo dos resultados obtidos pela técnica de flutuacdo simples adaptada, foi
obtida a matriz de erros contendo a proporcdao de erros falsos positivos e erros falsos
negativos, em comparacao com a técnica de Contagem de Ovos por Grama (Tabela 1). A
partir da matriz de erros foram consideradas as seguintes estimativas para quantificacdo da
exatidao e da taxa de erro do método proposto:

a+d
1- Exatiddo total do método alternativo: ETotal T
a+c
2- Prevaléncia: = "
3 o
- Taxa de falso positivo: =
P P hyd
4 F, =—
- Taxa de falso negativo: =
9 " c+a
(b + c)
5- Taxa de erro: Lo, = T

(a.b)

b
6- Odds-ratio: 0D=@

Para quantificar a coincidéncia entre as duas metodologias foi também considerado o teste de

2 . .
McNemar, o qual é um teste de X com ajustamento para a dependéncia das amostras
causada pela avaliagdo dos dois métodos a partir de amostras provenientes de mesmo

bubalino. O teste da hip6tese nula (Ho) de que os dois métodos sdo igualmente eficientes

para a deteccao do parasita é realizado pela comparacdo da frequéncia de erros entre os

métodos em relacao a distribuicao de Zz com um grau de liberdade, utilizando-se da correcao
de Yates (CALLEGARI-JAQUES, 2003).

B Hb - c| - 0,5]2

2
/’{MCNemar -
b+c

Tabela 1. Matriz de erro contendo os resultados de
concordancia e discordancia entre a Contagem de Ovos por
Grama e a Flutuacao Simples Adaptada

Flutuacé@o Simples Adaptada Contagem de Ovos por Grama

(FSA) (OPG)
OPG positivo  OPG negativo Total
FSA positivo a b a+b
FSA Negativo c d c+d
Total a+c b+d n

a: Ocorréncia de positivos verdadeiros; d: Ocorréncia de negativos verdadeiros; b: Ocorréncia de falso
positivos; c: Ocorréncia de falso negativos.
Fonte: Callegari-Jaques (2003).
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Resultados

Uma das formas de se monitorar a infeccdo por helmintos gastrintestinais em animais de
producao é através de técnicas coproldgicas, principalmente aquelas em que se pode estimar a
carga parasitaria do animal. Em animais jovens e/ou de pequeno porte, a coleta de fezes
diretamente da ampola retal torna-se dificultosa por causa da menor proporcdo do aparelho
digestivo, a dieta a base de leite e a baixa quantidade de fezes na ampola retal, levando a um
aumento no tempo de coleta, o que ndo necessariamente permite a remogcao de quantidades de
fezes adequadas. Além disso, pode haver necessidade de se repetir a coleta em diferentes
horérios, o que em termos praticos impossibilita a realizacdo dos exames coprolégicos de rotina.

A adaptacao de técnicas comumente utilizadas para o diagndstico de enfermidades que
acometem os animais domésticos, e em alguns casos, o desenvolvimento de novos métodos
faz parte da rotina do Laboratério de Sanidade Animal no atendimento de novas demandas.
Contudo, além das questdes praticas, como facilidade de execucao e rapidez no resultado, a
adocao de novos métodos de andlise devem considerar a exatiddo do teste e as taxas de
ocorréncia de erros do tipo falso positivo e falso negativo.

A coincidéncia observada entre os resultados obtidos das técnicas de Gordon & Whitlock
modificada e de Flutuacdo Simples Adaptada foi de 90 % (Tabela 2), sendo encontrado 2 %
de erros do tipo falso positivo e 8 % de erros do tipo falso negativo.

Tabela 2. Matriz dos erros observados entre a metodologia
proposta e a metodologia tradicional de OPG para deteccgao
de Toxocara vitulorum.

Flutuacdo simples adaptada Contagem de ovos por grama
(FSA) (OPG)
OPG positivo OPG negativo Total
FSA positivo 35 1 36
FSA Negativo 4 10 14
Total 39 " 50

Fonte: Dados de pesquisa.

Por definicdo, o erro do tipo falso negativo é aquele que foi positivo no método de Gordon &
Whitlock e negativo no método de Flutuacdo Simples Adaptado. Observou-se que este tipo de
erro ocorreu somente nas amostras que apresentaram OPG inferior a 200 ovos por grama, as
quais, segundo Ueno e Goncalves (1998), contagens inferiores a 200 ovos por grama sao
consideradas infeccdes leves que nao justificam o tratamento.

A baixa infeccdao que se reflete na baixa contagem de ovos pelo método de Gordon &
Whitlock também pode ocasionar o erro do tipo falso positivo, que caracteriza-se pelo
resultado negativo neste método, e positivo na técnica de Flutuacdo Simples Adaptada, uma
vez que o numero reduzido de ovos também resulta na ocorréncia de erros de detecgado do
método de Gordon & Whitlock.

Tendo em vista que a decisdo para o tratamento baseia-se no resultado de amostragem
aleatéria dos rebanhos, o erro associado a uma Unica andlise seja pelo método tradicional ou
pela técnica de Flutuacdo Simples Adaptada diminui expressivamente. Ueno e Goncalves
(1998) relatam que para determinar a ocorréncia de parasitas em propriedades com numerosa
lotacdao devem ser amostrados, no minimo, 20 a 30 animais por grupos etarios no rebanho.

Considerando que a comparagao entre os métodos depende do nimero de amostras avaliadas,
observou-se que nao houve diferenca significativa entre as duas técnicas segundo o Teste
McNemar (Tabela 3).
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Tabela 3. Estimativas de exatiddo do método, e taxa
de erros do tipo “falso positivo” e “falso negativo”,
e valor calculado do teste de McNemar.

Exatiddo do método 0,90
Taxa de falso positivos 0,02
Taxa de falso negativos 0,08
McNemar 1,56

Fonte: Dados de pesquisa.

Ressalta-se ainda, que os resultados obtidos no presente estudo foram para ovos de 7. vitulorum
(Fig. 10), por serem os helmintos mais prevalentes nestes animais e devido as amostras estarem
negativas para outras helmintoses. Entretanto, a técnica proposta pode ser utilizada para o
diagndstico qualitativo de outros helmintos, visto que, os ovos de Toxocara sao maiores e mais
pesados do que os ovos de Strongyloides, o segundo mais prevalente em buifalos (BARBOSA et
al., 1992), e dos géneros da super familia Strongyloidea, comuns em diferentes espécies animais.

(Foto: Fabio da Silva Barbieri)

Fig. 10. Ovos de Toxocara vitulorum observados pela técnica
de Flutuacdo Simples Adaptada.

Conclusao

Estes resultados mostraram que é possivel realizar o diagnéstico qualitativo de helmintoses
gastrintestinais de bubalinos com baixas quantidades de fezes, visto que, em 90 % das
amostras ocorreu coincidéncia com os resultados obtidos no OPG, e que a discordancia entre
as metodologias ocorreu somente nas amostras de baixa contagem de ovos por grama.
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