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Adaptagdes na execucao da técnica de mini-Flotac com amostras de fezes de bovinos

e ovinos para facilitar sua utilizagao em rotina de campo
Resumo

Este estudo tem por objetivo, comparar as técnicas de contagem de ovos,
Gordon e Whitlock (GW) e mini-Flotac (MF), a fim de propor adaptac¢des na segunda,
que é uma técnica atual com maior sensibilidade na contagem de ovos. Foi proposta a
leitura de apenas um compartimento da camara do MF e também um modelo para
viabilizar a utilizacdo do dispositivo fill-Flotac (FF) com fezes de ovinos. Para isto, foram
realizadas contagens de ovos por gramas de fezes (OPG) de estrongilideos, utilizando
pool de fezes bovinas e ovinas, os resultados mostraram ndo existir diferenca
significativa entre os métodos propostos, exceto pelo uso do dispositivo FF em fezes

ovinas sem realizar a pesagem da amostra ou o uso do fator de correcao de 2,6.

Palavras chave: resisténcia anti-helmintica; estrongilideos; coproparasitolégico; bovino;

ovino.

Abstract

The objective of this study was to compare two egg counting techniques, Gordon &
Whitlock (GW) and mini-Flotac (MF), in order to propose adaptations in the second one,
which is a current technigue with greater sensitivity in egg counting. It was proposed to
read only one compartment of the MF chamber and also a model to make feasible the
use of the fill-Flotac device (FF) with sheep faeces. The results showed that there were
no significant difference between the methods proposed, except for the use of the FF

device in sheep faeces without weighing the sample or using the correction factor of 2.6.

Keywords: anthelmintic resistance; strongylid; coproparasitological; cattle; sheep.
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1.Introdugao

As endoparasitoses sdo causas conhecidas de perdas econémicas na producao
de ruminantes no mundo inteiro. Com o surgimento de relatos cada vez mais frequentes
de resisténcia aos anti-helminticos, tanto em ovinos quanto bovinos, tem se estimulado
a melhoria nos testes laboratoriais de diagndstico, com técnicas mais precisas e
eficientes (Holsback et al., 2015; Kenyon et al., 2016; Molento et al., 2016; Salgado
Santos, 2016). Assim, seria possivel averiguar de forma mais acurada a eficacia dos
medicamentos em testes in vivo, bem como identificar quais individuos do rebanho
poderiam ser tratados seletivamente para verminoses. (Coles et al., 2006; Edith et al.,
2018).

A técnica de contagem de ovos por grama de fezes (OPG) mais utilizada
mundialmente é a de Gordon e Whitlock (GW),(Gordon e Whitlock, 1939). No entanto
observa-se muita variacdo na forma como esta técnica é padronizada na rotina dos
diferentes laboratdrios de diagndstico. A técnica também possui baixa sensibilidade
analitica, levando em conta que os resultados de contagem sdao multiplicados por 50.
(Cringoli et al., 2010).

Para melhorar a acurdcia e sensibilidade da contagem de ovos em amostras de
fezes, Cringoli et al. (2010) desenvolveram o método Flotac. Como sua execucdo é
trabalhosa e exige estrutura laboratorial, Barda et al. (2013) descreveram uma
adaptacdo deste método, o mini-Flotac (MF). Para realizacdo da técnica, indica-se
preencher com fezes o dispositivo fill-Flotac (FF), que tem uma cavidade que serve como
medida de volume. Este dispositivo foi desenvolvido de modo a dispensar o uso de
balanca e peneiras bem como oferecer uma maior praticidade no preparo do exame,
sendo uma alternativa interessante para o campo. No entanto, o maior gasto de tempo
para leitura da cdmara do MF, se comparado ao GW, pode dificultar sua utilizacao na
rotina de exames em situagdes que um grande numero de amostras precisam ser
processadas.

Este estudo tem por objetivo realizar modificagdes que simplificam os processos
de contagem de ovos de estrongilideos, sem prejuizo na precisdo das contagens
mantendo se igual ou até melhor que métodos amplamente utilizados na rotina destes
exames laboratoriais.

2.Material e métodos

Foram utilizadas amostras de fezes frescas disponiveis no laboratério para fazer
pools de aproximadamente 60g, que foram homogeneizados por 10 minutos
manualmente. No total foram utilizados quatro pools de fezes bovinas e quatro de fezes
ovinas em cibalos. Para cada pool bovino foram realizados os exames conforme figura
1, e para ovinos, conforme figura 2. Para ambas as espécies, foram utilizadas amostras
fecais em consisténcia esperada para um animal saudavel.

Na técnica de GW, foram pesados 2 g de fezes, diluidos em 28 ml de solucdo
supersaturada de NaCl ( gravidade especifica=1,2). As fezes foram, diluidas, filtradas, e
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uma aliquota foi colocada na camara de Mac Master. Apds 10 minutos, realizou-se a
leitura em microscépio dptico no aumento de 100x, contando ovos de Estrongilideos,
por fim multiplicando por 50, sendo este o resultado em OPG.

Na técnica de mini-Flotac (MF), foram seguidas as indicacdes do fabricante para
herbivoros, que também s3o descritas em Dias de Castro et al. (2017). O dispositivo de
FF possui uma concavidade para o depdsito das fezes, que quando preenchido comporta
aproximadamente 5g e um recipente onde se adiciona 45 ml de solugdao supersaturada
de NaCl. Apds adicionar fezes e solugao, foi feita homogeneizagdo com o FF fechado e
depositado na camara de mini-Flotac.

A fim de avaliar a precisdao do dispositivo, na técnica de MF em bovinos, a
quantidade de fezes depositada na concavidade foi pesada para conferéncia da massa
de 5g fezes. Para ovinos, o exame MF foi realizado de duas maneiras chamadas de MFA
e MFB. No exame MFA, foram utilizadas 5g da amostra de fezes, aferida em balancga, e
adicionadas ao dispositivo FF. No exame MFB, prencheu se a concavidade do dispositivo
FF com fezes, que também teve registrado o valor de sua massa em balanca de precisao,
sem corregoes.

Aguardou-se 10 minutos para realizar a leitura em microscépio dptico no
aumento de 100x. Foi registrado separadamente o valor de contagem obtido nos
compartimentos 1 e 2. Para saber o valor de OPG os valores foram multiplicados por 10,
sendo contado apenas ovos de estrongilideos. Para obter o valor da contagem conforme
indicacdo do fabricante (contagem total), foram somados os resultados dos dois
compartimentos e dividido por dois. A finalidade, foi avaliar a qualidade da metodologia,
guando feita de uma maneira mais rapida, utilizando a leitura de apenas um
compartimento da cdmara de MF.

Os dados foram obtidos através da contagem de ovos totais pelo método de GW,
e pela contagem dos compartimentos da camara de MF. O experimento foi analisado
estatisticamente por ANOVA (Andlise de Variancia) utilizando um Delineamento em
Blocos Casualizados (DBC), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a nivel de
5% de significancia. Cada tratamento teve 5 repeti¢des (leituras de exames) por bloco
(pool de fezes), sendo, totalizando 20 resultados por segmento de leitura de exame.

3.Resultados e discussao

Ao comparar a média dos resultados das contagens de ovos de estrongilideos
(OPG) nos quatro pool de fezes bovinas, pelo método de Gordon e Whitlock (GW) e as
trés diferentes variacdes de metodologia de leitura do mini-Flotac (MF), ndo ocorreu
diferenca estatistica (Tabela 1). Da mesma forma, ndo foi observada diferenca
significativa na média de OPG dos pools de fezes ovinas em decorréncia da
metolodologia utilizada para quantificacdo (Tabela 2 e 3).

A equivaléncia das médias de OPG indica que é possivel optar pelo método GW,
trazendo a vantagem da velocidade do processamento das amostras, pela rapida leitura,
uma vez que a area de contagem da cadmara é menor. No entanto observou-se grande
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amplitude e maior desvio padrao nos resultados quando foi utilizado esta técnica. Dias
de Castro et al. (2017), assim como Noel et al., (2017), encontraram um desvio padrao
significativamente maior da técnica GW em relagao ao MF, em diferentes laboratérios.
Estes autores sugerem que esta diferenca de amplitudes provavelmente estd ligada ao
fator de multiplicagdo da contagem pelo GW ser 5 a 10 vezes maior que o MF. Esta
diferenca de amplitude pode resultar uma maior sensibilidade e acuracia MF se
comparado ao GW, mas também em maior tempo de leitura, uma vez que a cdmara de
contagem do MF é maior.

Mesmo realizando a leitura de apenas um compartimento da camara de MF, e
trocando o fator de multiplicacdo para 10 ao invés de 5, para obtencdo do OPG, a técnica
manteve seu desvio padrdo abaixo do GW (Tabelas 1, 2 e 3), e permitiu maior rapidez
na execucdo. Assim, em uma situacdo de campo, na qual é necessdrio processar varias
amostras em um curto espaco de tempo, a técnica de MF, com esta modificacdo pode
ser mais vantajosa e acurada que a GW.

Quando é necessario realizar tramento seletivo baseado em contagem de ovos,
ou mesmo, testes in vivo de reducdo de OPG, normalmente se utiliza uma Unica
mensuracdo por individuo. Assim, é importante optar por técnicas que possuam baixa
amplitude nos resultados obtidos, fornecendo contagens mais préximos ao real valor de
OPG. Segundo Dias de Castro et al. (2017), isto é ainda mais importante em espécies
herbivoras de baixa eliminacdo de ovos nas fezes, a fim de evitar falsos negativos.

Observou-se que a massa obtida de fezes ovinas depositadas no coletor do
dispositivo fill-Flotac (FF) era inferior a esperada. Ao aferir a massa das 20 amostras de
fezes coletadas no dispositivo (FF) na metodologia MF, encontrou-se um valor médio de
aproximadamente 1,97g, e desvio padrdo de 0,21g. Conforme exemplificado na tabela
4, o resultado das contagens deste método MF apresentaram diferencas estatisticas
significativas em comparac¢ao a técnica GW, e nas outras formas de execuc¢ao do método
mini-Flotac. A fim de encontrar uma solu¢ao que permitisse a utilizacao do dispositivo,
foi proposto a utilizagdo de um fator de correcao 2,6, obtido através da média das
divisbes da massa esperada de fezes (5g) pela massa obtida a cada pesagem de fezes,
sendo esta a técnica MFB. A execucdo da técnica resultou em equivaléncia das médias
de contagem de OPG (Tabela 2 e 3), sendo que a ndo utilizacdo do fator de correcdo
inviabilizou a comparacdo da técnica com as demais por apresentar diferenca
significativa (tabela 4).

Rinaldi et al., (2014) procederam a pesagem de fezes ovinas para utilizacdo da
técnica de MF, visto que a obtencdo desta quantidade de fezes, quando em cibalos,
utilizando o coletor FF é muito complicada . No entanto, a modificacdo proposta de
realizar o preenchimento do dispositivo e utilizar o fator de correcao para contagem,
além de dispensar o uso de balan¢a, permitiu a execucdao da técnica de uma forma
segura e de mais simples execucdo em situacdes de campo.

Quando contado apenas um compartimento do dispositivo MF, o procedimento
se tornou ainda mais rapido e mesmo assim, apresentou menores amplitudes e desvio
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padrdo em relacdo ao GW (tabela 2 e 3). Deste modo, MF é uma técnica possivel de
utilizar em rebanhos ovinos para avaliacdo da carga parasitaria de uma forma rapida a
campo, desde que se use o fator de corregao.

4.Conclusao

O método mini-Flotac, lendo apenas um compartimento do dispositivo,
utilizando o dispositivo fill-Flotac para execucdo do exame traz maior eficiéncia na
contagem de ovos por gramas de fezes, se comparado ao método de Gordon e Whitlock.
Ao utilizar o dispositivo FF para processar fezes de ovinos na constituicdo de cibalos, ao
realizar o mini-Flotac, é necessario utilizar o fator de corre¢ado de 2,6.
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ANEXO 1

FIGURAS

Figura 1.

Esquema explicativo dos exames realizados em cada um dos quatro pool de fezes bovinas

Método Gordon e Whitlock

5 exames 5 leituras
(GW)
5 leituras (contando apenas
compartimento 1(C1))
Método mini Flotac(MF) 5 exames 5 leituras(contando apenas

compartimento 2(C2))

5 leituras totais(média de C1 +

C2)




Figura 2.

Esquema explicativo dos exames realizados em cada um dos quatro pool de fezes ovinas.

Método Gordon e Whitlock|

(GW)

5 exames

5 leituras

Método mini Flotac
executado com fezes

5 leituras (contandoapenas
compartimento 1 (C1))

amostradas pelo coletor
Fill Flotac (MFA)

5 exames

5 leituras(contando apenas
compartimento 2 (C2))

Método mini Flotac

5 leituras totais(média de C1
+C2)

5 leituras (contandoapenas
compartimento 1)

executado com 5g de
fezes(MFB)

5 exames

5 leituras(contando apenas
compartimento 2)

5 leituras totais(média de C1
+C2)
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ANEXO 2
TABELAS
Tabela 1.

Média, desvio padrdo(DP) e Amplitudes(Amp) dos resultados de contagem de ovos de estrongilideos por
grama de fezes, em quatro pool de fezes de bovinos, determinados pelo método de Gordon e
Whitlock(GW), e método mini Flotac (MF): contando apenas compartimento 1(C1) e apenas
compartimento 2(C2) e a média de ambos compartimentos(T).

GW MF-C1 MEF-C2 MEF-T

Média DP  Amp Média DP Amp Média DP Amp Média DP Amp

Pooll 160 129 250 110 56 130 % 17 40 103 28 75
Pool2 1340 338 850 1480 90 220 1552 78 190 1516 79 205
Pool3 600 262 700 800 110 240 800 96 230 800 87 230
Pool4 890 343 950 794 63 160 886 87 240 840 52 130
Total 2990 1072 2750 3184 319 750 3334 278 700 3259 247 640

Média* 747,5a 268 687,5 7%a 80 187 833a 70 175 814,5a 62 160

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Tukey.
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Tabela 2.

Média, desvio padrdo(DP) e Amplitudes(Amp) dos resultados de contagem de ovos de estrongilideos por
grama de fezes, em quatro pool de fezes de ovinos, determinados pelo método Gordon e Whitlock
(GW), e método mini Flotac utilizando 5g de fezes (MFA): contando apenas compartimento 1(C1) e
apenas compartimento 2(C2) e a média de ambos compartimentos(T).

GW MFA-C1 MFA-C2 MFA-T

Média DP Amp Média DP Amp Média DP Amp Média DP Amp
Pooll 670 189 450 708 127 330 683 165 420 695,5 139 245
Pool2 240 108 250 428 76 190 416 83 210 422 75 200
Poo3 1180 404 950 774 88 260 748 78 180 761 85 195
Pool4 1820 732 1850 1298 128 290 1278 152 360 1288 138 215
Total 3910 1433 3500 3208 419 1070 3125 478 1170 3166,5 437 855
Média* 977a 358 875 802a 104 267 781a 119 292 791a 109 213

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de

Tukey
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Tabela 3.

Média, desvio padrdo(DP) e Amplitudes(Amp) dos resultados de contagem de ovos de estrongilideos por
grama de fezes, em quatro pool de fezes de ovinos, determinados pelo método Gordon e Whitlock
(GW), e método mini Flotac, utilizando coletor de fezes fill Flotac e empregando o fator de corregédo de

2,6 no resultado final(MFB): contando apenas compartimento 1(C1) e apenas compartimento 2(C2) e a
média de ambos compartimentos(T).

GW MFB-C1 MFB-C2 MFB-T

Média DP Amp Média DP Amp Média DP Amp Média DP Amp

Pooll 670 189 450 811 210 468 821 429 702 816,4 239 484
Pool2 240 108 250 540 109 286 514 85,8 208 527,8 93 131
Poo3 1180 404 950 97 533 1248 1014 351 806 995,8 426 934
Pool4 1820 732 1850 1383 241 572 1450 3354 910 1417 278 620
Total 3910 1433 3500 3712 1094 257 3801 1201 2626 3757 1037 2169
Média* 977a 358 875 928a 273 643 950a 300 656 939a 259 542

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Tukey.
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Tabela 4.

Média dos resultados de contagem de ovos de estrongilideos por grama de fezes(OPG), em quatro pool
de fezes de ovinos, determinados pelos métodos Gordon e Whitlock (GW), e mini Flotac utilizando
coletor de fezes fill Flotac (MF), utilizando balanga de precisdo(MFA), utilizando coletor de fezes fill
Flotac e empregando o fator de corregdo de 2,6 no resultado final(MFB): contando apenas
compartimento 1(C1) da cdmara de contagem e apenas compartimento 2(C2) e a média de ambos
compartimentos(T).

MF MF MF MFA MFA MFA MFB MFB MFB
C1 C2 T C1 C2 T C1 C2 T

Média(OPG)* 977a  357b  365b 361b 802a  78la 791a  928a 950a  939a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Tukey.

GW
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