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RESUMO

No Estégio Supervisionado Obrigatorio objetivou-se realizar os exames laboratoriais de
fezes de animais, para identificar e parasitas gastrointestinais em animais de producéo, e
uma avaliacdo comparativa quanto a eficacia das técnicas. As atividades foram
realizadas no laboratdrio de biologia da Unidade Académica de Serra Talhada (UAST),
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), durante o periodo de 12 de
marc¢o a 30 de junho de 2019, sobre a supervisdo da Profé, Dr2, Marilene Maria de Lima.
Os principais exames realizados para identificar e quantificar as endoparasitoses foram:
a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e oocisto por grama de fezes (OoPG),
coprocultura (identificacdo da larva infectante L3), técnica de Willis (utilizada para
deteccdo de ovos leves de helmintos e oocisto de protozoarios), sedimentacao (utilizada
para identificar os ovos pesados (Faciola), Centrifugo-Flutuacdo (utilizada para
identificar ovos leves de helmintos e oocisto de protozoérios, principalmente em um
ndmero baixo de parasitas), técnica de Baermanm (identificar os vermes pulmonares
(Dictyocaulus). As amostras fecais utilizadas para realizar os exames foram de bovinos,
ovinos, caprinos, equideos, suinos e coelhos, colhidas diretamente do reto ou de
superficies limpas. Apos a realizacao do estagio, conclui-se que exames laboratoriais de
fezes sdo eficientes e simples, fornecem resultados a curto prazo, podendo auxiliar o
produtor na tomada de decisdo, quanto a profilaxia das parasitoses.

Palavras-chave: eclosdo, larvas, vermifugacéo.



1. INTRODUCAO GERAL

Parasitas gastrointestinais sdo aqueles que infectam o trato digestivo de humanos e
animais, sdo representados pela classe Nemadoda (Trichuris spp, Haemonchus spp, etc.),
Céstoda (Moniezia spp, Paranoplocephala spp, etc), e Trematoda (Faciola hepatica,

Paramplistomum spp, etc.).

Os ovos das endoparasitoses sdo liberados no ambiente, atraves das fezes dos
hospedeiros. No ambiente, os ovos irdo eclodir e dar origem as larvas L1, L2 e L3. A infeccdo
ocorre através da ingestdo das larvas infectantes, no estagio L3, atraves das pastagens e agua
contaminadas pelas fezes do hospedeiro (bovinos, ovinos, caprinos, suinos, equideos, coelho,

caes, gatos, etc.) e por falta de manejo sanitario adequado (SOTOMAIOR, 2009).

Associadas as helmintoses, a eimeriose causada por parasitas do género Eimeria é uma
infeccdo comum nos rebanhos e contribui para aumentar o indice de mortalidade,
principalmente entre animais jovens, por serem mais sensiveis aos parasitas. Os animais
parasitados podem apresentar como sintomas: anorexia, retardado de crescimento, anemia,
reducdo da produtividade (carne, leite, pele, 14 e desempenho no caso de cavalos atletas, etc.),

morte, causando prejuizos econdmicos aos produtores (COSTA et al 2009).

O grau de patogenicidade e a intensidade de infeccdo de todos os parasitas estdo
intimamente relacionados com a idade do animal, a espécie parasitaria, o0 grau de infecgdo, a
suscetibilidade e as condi¢cdes ambientais como clima, relevo, temperatura e umidade (UENO
E GONSALVES, 1998). Temperatura e umidade podem favorecer a eclosdo e permanéncia
de larvas no ambiente, elevando os indices de infestacdo nos rebanhos (COSTA et al., 2011).
Existem exames para identificar os parasitas gastrointestinais que infectam os animais de
producdo, auxiliando os produtores na tomada de decisdo quanto a profilaxia das parasitoses

como: vermifugac6es, manejo das pastagens, fontes de dgua e higiene das instalagdes.

Além dos sinais clinicos observados nos animais, o controle das verminoses pode ser
realizado através dos exames de fezes, sendo possivel reduzir as perdas econémicas por
mortes no rebanho, ou pelo uso inadequado de anti-helminticos. Porém, alguns produtores s6
adotam medidas de controle quando ocorre mortalidade ou quando o animal estd com

infeccdo macica.

Em um sistema de producdo, se faz necessario ter uma ferramenta para auxiliar os
produtores na tomada de decisdo, e que ela seja de baixo custo, eficiente e de rapido

diagnostico, como os exames laboratoriais de fezes. Os principais exames utilizados para



identificar as endoparasitoses em animais de producdo foram: Contagem de ovos por grama
de fezes (OPG), Coprocultura (identificagcdo da larva infectante L3), Flutuacdo simples ou
Técnica de Willis, Técnica de Sedimentacdo, Técnica de Centrifugo-Flutuacdo, Técnica de

Baermanm.

Todas as técnicas acima sdo de baixo custo, facil execucdo, importantes para o
diagndstico dos animais infectados e para a determinacdo do tratamento. Porém, para dar uma
resposta aos produtores deve-se determinar qual a técnica mais indicada para as
endoparasitoses, sendo necessaria uma avaliacdo criteriosa da eficiéncia de cada uma delas
(TAPARO et al., 2006).

Taparo et al. (2006) avaliaram a eficiéncia de trés técnicas: Flutuacao simples (Willis),
Centrifugo-Flutuacédo e sedimentacdo, com amostras de fezes de cées para identificar ovos de
helminto e oocisto de protozoarios. As técnicas de Willis e Sedimentacédo tiveram uma melhor
eficiéncia para o diagndstico do que a centrifugo-flutuacdo, por terem apresentado maiores
taxas de helmintos. Pelchebiski et al. (2010), por sua vez, avaliaram trés técnicas: OPG, Willis
e Centrifugo-Flutuacdo. Utilizando amostras de fezes caninas, verificou-se que quanto a
positividade, Willis e Centrifugo-Flutuacdo foram iguais, ja no OPG foi baixa; porém quanto
a sensibilidade a centrifugo-Flutuagdo, obteve maior recuperacdo dos ovos, até mesmo em

animais de baixo nimero de ovos.

Dellaqua (2013) comparou dois métodos de contagem de ovos, OPG e Willis em
equideos e, para isso, necessitou adaptar a técnica de Willis para uma técnica quantitativa
baseando-se no método de Basseto (2011), para aumentar a sensibilidade e a precisdo do
diagndstico. Para que os métodos fossem eficientes a contagem dos ovos de helmintos ndo
pode diferir 20% do método de McMaster (consagrado). O Willis diferiu mais que 20%,

portanto, apresentou baixa eficiéncia em comparacdo ao OPG.

Neste contexto, objetivou-se com o presente relatorio, descrever a experiéncia em
aplicar as técnicas laboratoriais para identificar e quantificar os parasitos gastrointestinais em
diferentes espécies de animais de producao.



2. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS
2.1 Descrigéo do local

O estagio foi desenvolvido no Laboratério de Biologia (Figuras 1 e 2) da Unidade
Académica de Serra Talhada (UAST), na Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), durante o periodo de 12 de marco a 30 de junho de 2019, totalizando carga horaria

de 330 horas, sob a supervisédo da Profé. Dr2 Marilene Maria de Lima.

Figura 1: Area externa do laboratério (Arquivo pessoal)

O laboratorio € utilizado por varios professores de diversas areas e varios cursos da
UAST, para realizacdo de aulas praticas de diversas disciplinas (parasitologia, fisiologia,
embriologia, entre outras) e projetos de pesquisa. O laboratdrio possui equipamentos como:
geladeira, armarios, balanca, microscépio, vidrarias, pia, microondas, solucbes, ar

condionado, etc.
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Figura 2: Area interna do laboratdrio (Arquivo pessoal)

2.2 Exames laboratoriais
2.2.1 Contagem de ovos e oocistos nas fezes

A contagem de ovos por grama de fezes (OPG), e Ovos de oocistos por grama de fezes
(OoPG), foram realizados conforme Gordon e Whitlock (1939). E uma técnica utilizada para
contagem de ovos de nematoides, cestoides e oocistos de protozoarios nas fezes dos animais,
sendo utilizado como indicativo do grau de infeccdo do rebanho. Esta técnica pode ser
realizada principalmente para o diagndstico de parasitose de bovinos, caprinos, ovinos,

equideos e suinos.

Para sua realizacdo, foram utilizados balanca analitica, recipientes plasticos, peneira,
gases, pipeta de Pasteur, solucdo hipersaturada de aclcar ou de cloreto de sodio, colher de

metal, cAmera de McMaster e microscopio.

A técnica consiste em preparar a solucdo hipersaturada de acgucar, contendo 1kg de
acucar, para 720mL de &gua, podendo ser preparado usando um aquecedor mecanico ou

manualmente.

Para a realizacdo das contagens de ovos (OPG) e oocistos (OoPG) nas fezes, foram
pesados 29 de fezes e transferidas para um recipiente plastico, homogeneizando-se em 58mL

de solucéo hipersaturada de agucar (Figuras 3A, 3B e 3C).
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Posteriormente, com aliquota desta suspensdo fecal, foram preenchidas as duas areas
da camara McMaster. Apds 1 a 2 minutos, a leitura foi realizada em microscépio Optico,

usando lente da objetiva de 10x (Figuras 3D e 3E, respectivamente), guiando-se pelo Manual
para Diagnostico das Helmintoses de Ruminantes (UENO e GONCALVES, 1998).

Figura 3: Procedimento para contagens de ovos e oocistos por grama de fezes (Arquivo pessoal)

A-Pesagem das amostras; B-Homogeinizacdo do material fecal com solucdo hipersaturada de aculcar; C-
Filtragem da solugdo fecal; D- Preenchimento da cAmara de McMaster com alicota fecal; Figura E- Identificagdo
e contagem de ovos e oocistos de helmintos no microscopio.

Embora esta técnica possa ser realizada com solucédo hipersaturada de cloreto de sodio,
ndo a utilizei, por danificar a objetiva do microscépio devido a acidez (corrosdo da objetiva),
por causar deformacBes dos ovos, caso demore muito tempo para serem lidos. O ideal é que

sejam lidos no mesmo dia.

O exame de OPG foi realizado com amostras de bovino, ovino, caprino, suino e
equideos (jumento), foram indentificados ovos de Strongyloidea spp, Trichuris spp e Eimeria

spp. A depender do grau de infeccdo (Tabela 1), estes animais podem apresentar sintomas
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como: anorexia, retardado de crescimento, queda na producdo de leite, limitagdo no
desempenho, reducéo da fertilidade, podendo levar & morte.

Grau de infeccédo (OPG)
Género de helmintos

Leve Moderada Pesada

Haemonchus 100 - 2.500 2.500 - 8.000 8.000

Trichostrongylus 100 — 500 500 — 2.000 2.000
Strongyloides - - 10.000

Oesophagostomum 100 —1.000 1.000 — 2.000 3.000

Fasciola 50 — 200 200 -500 500

Tabela 1: Guia de interpretacdo da contagem de ovos helminticos em ruminantes (Adaptado de UENO e
GONCALVES, 1998).

Os resultados das amostras apresentaram poucos ovos, provavelmente por estes
animais, terem um controle das verminoses, através das vermifugacdes e de higiene das
instalagdes (MULLER, 2008).

Os produtores devem estar atentos a resisténcia dos vermes decorrente da utilizacdo
continua do mesmo vermifugo. Sendo assim, recomenda-se a substituicdo do principio ativo,
anualmente. Do mesmo modo, a realizacdo de quarentena para animais recém-adquiridos se

mostra um manejo eficiente no controle de verminoses (TEIXEIRA et al., 2015).

2.2.2 Coprocultura

E a técnica que possibilita identificar quais géneros de nematoides estdo infectando os
animais (HASSUM, 2008). A mesma pode ser realizada de duas maneiras: individual (cada
amostra uma coprocultura), ou o pool (varias amostras, uma coprocultura), que pode ser

realizado se os animais estiverem recebendo 0 mesmo manejo.

Para obtencgdo das larvas de terceiro estagio de nematoides, foi empregada a técnica de
(ROBERTS e O 'SULLIVAN, 1950). Foi realizado um pool com amostra de fezes, misturada
com vermiculita e pequena quantidade de agua dentro de um recipiente plastico. Em seguida,
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este foi coberto com a placa de Petri, permanecendo em temperatura ambiente por 7 a 10 dias
(Figuras 4A, 4B e 4C, respectivamente).

gykl
.

" _‘1‘#‘

Figura 4: Obtencdo das larvas de terceiro estagio de nematoides (Arquivo pessoal)

A - Mistura da solugdo fecal com a vermiculita, adicionando pequena quantidade de &gua; B - Recipiente com
&gua e virar a cropocultura; C - Coleta de alicota e preenchimento do tubo de ensaio; D - Observacdo das larvas
no microscépio; F — Foto das larvas sobre a [amina, visualizadas em microscépio.

Transcorrido esse periodo, o recipiente (Figura 4B) foi preenchido com agua corrente
e coberto com uma placa de Petri. Entdo, este conjunto foi virado, acrescentando-se agua
limpa a placa de Petri para migracdo das larvas. Transcorrido o periodo minimo de quatro
horas, o liquido da placa de Petri foi coletado, atravées de pipeta e transferido para o tubo de
ensaio (Figura 4C). Para identificagdo das larvas, aliquotas deste material foram retiradas com
auxilio da pipeta, colocando-se uma gota em cada lamina de microscépio, adicionando-se, em
seguida, uma gota de lugol na aliquota de bovino e suino, com excecéo de equideos, pois ao
adicionar lugol, as células intestinais das larvas podem ser absorvidas. Entdo, para torna-la

lenta, passou a chama de uma vela embaixo da laminula, cobrindo com laminula, sendo entdo
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examinada em microscépio optico (Figura 4D). As larvas foram identificadas através de suas
caracteristicas morfoldgicas, segundo Ueno e Gonsalves (1998).

A funcéo do lugol é corar e matar as larvas, facilitando a identificacdo, que pode no
caso de bovinos e suinos serem identificadas pela cabeca e cauda. J& nos equideos, as larvas
sdo identificadas, principalmente, pela contagem das células intestinais. Caso ndo seja
possivel realizar a leitura do exame no mesmo dia, 0 material deve ser acondicionado na
geladeira, podendo permanecer por até trés meses. Porém, isso ndo significa que vao estar da
mesma forma quando identificadas no dia ou com 15 a 20 dias, pois podem estar em processo
de deformacdo. No caso dos equideos deve ser lido o mais breve possivel, jA que a
deformacéo das células intestinais é rapida (figuras 4E e 4F).

Para a realizacdo da coprocultura foram utilizadas amostras de bovinos, suinos e
equideos (jumento). Neste exame, foram observadas larvas de Strongyloidea,
Trichostrongylus, Haemonchus, Oesoplagostomum, grandes e pequenos Strongylus
(Edenttatus vulgaris).

Dependendo da quantidade destas larvas, a infeccdo pode levar os animais a anemia,
anorexia, morte ou depreciacdo da carcaca. Para evitar ou controlar, os produtores devem
realizar manejo sanitario adequado (vermifugar os animais, manejo das pastagens e aguas
contaminadas, quarentena em caso de aquisi¢do de animais, isolamento, fornecer alimentagéo

adequada, divisdo por categorias etc.).

Grau de infeccdo (NUmero de vermes)
Helmintos

Leve Moderada Pesada Fatal

Haemonchus <500 500 - 1.500 >1.500 >3.000 — 10.000

Trichostrongylus <1.000 1.000 — 10.000 >10.000 >20.000

Bunostomum <20 50 100 >250
Oesophagostomum <50 50 - 100 >100 >500
Faciola <50 50 -150 >200 >500

Tabela 2: Guia para interpretacdo do grau de infeccdo em relacdo ao numero de helmintos em ruminantes
(Adaptado de UENO e GONCALVES, 1998).
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2.2.3 Técnica de Willis-Mollay ou Técnica de flutuagdo simples

E uma técnica de visualizagio de ovos, oocistos e cistos, que utiliza como principio da
flutuacdo, solucgdes hipersaturadas de agucar ou cloreto de sédio (SUMITOMO, 2010). Pode
ser utilizados para diagnosticar parasitos em materiais fecais de cées, gatos, humanos,
coelhos, dentre outros. Consiste em colocar uma aliquota de fezes em um recipiente plastico
homogeneiza-las com um pouco de solucdo hipersaturada de aglcar ou cloreto de sodio, em
seguida passa a solucdo por uma peneira com auxilio de uma gaze. Posteriormente preenche o
tubo de ensaio, completando o volume do tubo com a solucdo até formar um menisco, em
seguida coloca sobre o menisco a laminula e deixa em repouso por 15 minutos. Transcorrido
este tempo, retira a laminula e coloca-a sobre uma lamina, levando ao microscopio para ser
observada na objetiva de 10x (Figura 5). Realizou-se a técnica descrita acima durante o
estagio com fezes de coelho, cujo resultado foi negativo para identificacdo de ovos leves,
oocisto e cistos de protozoarios. Provavelmente, o resultado negativo foi devido ao animal ter

um manejo sanitario e alimentacdo adequados.

Figura 5: Técnica de flutuagdo simples (Arquivo pessoal)

A - Homogeinizag8o da amostra fecal (58ml); B- Filtragem da solucéo fecal; C - Preenchimento do tubo
de ensaio com aliquota fecal até o menisco; D - Colocagdo da laminula sobre o tubo de ensaio; E -
Colocagdo a laminula sobre lamina e observar no microscopio.
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Comparando a eficiéncia deste exame com a centrifugo-flutuacdo e a sedimentacéo,
provavelmente, Willis e Centrifugo-Flutuagdo, obtém a mesma eficiéncia, pois identificam
ovos de helmintos e oocisto de protozoarios, enquanto a sedimentacdo teria uma maior

eficiéncia para detectar ovos pesados.

Porém, Sumitomo (2010) comparou a sedimentagdo com Willis e Centrifugo-
Flutuacdo, em amostras fecais de cées, e observou que as técnicas de Willis, sedimentagdo e
Centrifugo-Flutuacédo, sédo eficientes para diagnosticar Ancylostoma spp. e Toxocara canis.
Porém, para deteccdo do oocisto Isospora spp., as técnicas de Willis e Centrifugo- Flutuacédo

foram mais eficientes do que a sedimentacao.

2.2.4 Técnica de Hoffman ou Técnica de Sedimentacdo Espontanea

Este método é recomendado para a pesquisa de ovos pesados, principalmente de
trematodeos (UENO e GONSALVES, 1994), revelando também ovos de outros helmintos.
Para realizar a técnica foram utilizadas amostras de fezes de bovinos. O método consistiu, em
primeiramente, colocar em um recipiente plastico a amostra fecal e agua de torneira,
homogeneizando-a com auxilio de um bastdo de vidro. Em seguida, a solucdo foi filtrada em
peneira e gazes cirurgicas dobradas para o interior de um calice de fundo conico. O volume do
calice foi entdo completado com agua da torneira e em seguida, a solu¢cdo permaneceu em

repouso por 24 horas, favorecendo a precipitacdo de residuos.

O liquido sobrenadante foi substituido por agua limpa, promovendo a ressuspensao do
precipitado. Esta operacdo foi repetida por trés vezes até que o sobrenadante ficasse
adequadamente claro. Entdo, com auxilio de uma pipeta de vidro, procedeu a coleta de uma
aliquota do precipitado, a qual foi depositada na superficie de uma lamina de microscépio.
Posteriormente, foi colocada uma gota de lugol, coberta com a laminula e encaminhada para

visualizacdo microscopica na objetiva de 10x (Figura 6).

O exame realizado teve resultado negativo para identificacdo de ovos pesados, dos
trematddeos dos géneros Faciola e Paramplistomum, provavelmente pelos animais terem um
controle de vermifugacdes, alimentacdo adequada e boa condicdo sanitaria. Porém, se o
exame fosse positivo com infeccdo maciga nos animais, ocorreria redugdo na produtividade

(carne, leite, pelo), retarda o crescimento, podendo condenar a carcaga (Faciola).
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Figura 6: Técnica de Sedimentacdo Espontanea (Arquivo pessoal)

A - Homogeinizacdo da amostra fecal em &gua e filtragem da amostra; B - Clarificacdo do sobrenadante, coleta
do sedimento e deposicéo do sedimento; C - Observagdes e contagem de ovos pesados.

2.2.5 Técnica de Baermanm

E uma técnica utilizada para observacio da presenca dos parasitas pulmonares,
principalmente os do género Dictyocaulus spp. (EMBRAPA, 1999). Estes parasitas
pulmonares podem causar problemas respiratérios nos animais de producdo. O método
enfatiza que todas as larvas de nematoides sdo incapazes de nadar contra a gravidade,

formando sedimento no interior do recipiente (BOWMAN et al., 2006).

Para realizacdo da técnica de Baermanm, uma aliquota de fezes frescas foi envolvida
numa gaze, formando uma espécie de trouxa, que foi presa por um lacre de plastico e
pendurada, internamente, no bordo de um célice, com o auxilio de um bastdo de madeira. O
recipiente foi preenchido com &gua até que a &gua tocasse a base da trouxa. Este material
repousou por 24 horas e, logo apds, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento coletado
com uma pipeta, depositado na lamina, corado com lugol, coberto com laminula para ser em

seguida, analisado sob microscopio 6tico na objetiva 10x (Figura 7).

As amostras analisadas no estagio foram de bovinos e tiveram resultados negativos
para deteccdo de vermes pulmonares (Dictyocaulus spp.), provavelmente devido ao clima da
regido, que dificulta a presenca destes parasitas. Porém, se ocorrer a positividade, os animais
irdo apresentar bronquite e pneumonia, acarretando reducdo na produtividade (carne e leite),

desempenho, morte, etc.
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Figura 7: Técnicas de Baermanm (Arquivo pessoal)

A - Dobrar a gaze e colocar sobre a bancada; B - Colocar material fecal na gaze; C - Fazer uma trouxa com a
gaze e prender com prendedor de cabelo; D - Bastdo de madeira atravessando a gaze de uma extremidade a
outra; E - Colocar bastdo com a trouxa na borda do calice; F - Depositar o sedimento na lamina e adicionar lugol;
G e H - Observagao dos vermes pulmonares no microscopio
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O Estagio Supervisionado Obrigatério me proporcionou conhecimento sobre a aplicacdo
de técnicas laboratoriais para identificacdo de parasitas gastrointestinais em animais de
producdo, antes visto apenas em sala de aula, e que sédo de extrema importancia para 0s
produtores e técnicos (zootecnistas). Estes exames sdo importante para que os produtores
tenham conhecimento destes parasitas, uma vez que podem acarretar em problemas
econdmicos, perdas de animais dos rebanhos, reducdo da produtividade (carne e leite) e
desempenho dos animais (cavalos atletas).

Para evitar esses problemas o zootecnista, com auxilio dos exames, pode orientar o
produtor a adotar medidas para prevenir ou minimizar a infeccdo, tais como: vermifugacoes,

rotacdo de pastagens e alimentacdo adequada.
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5. DIFICULDADES ENCONTRADAS

Durante o Estagio Supervisionado Obrigatério houveram algumas dificuldades pessoais,
como encher a Camara de McMaster e monta-la na posicdo correta; identificar as larvas e
0V0s no microscopio Optico; virar a coprocultura para coletar as larvas. Além disso, ndo foi
possivel realizar a técnica de centrifugo-flutuacéo, por ndo haver a centrifuga especifica para

esta atividade.
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