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RESUMO

A fasciolose, causada pela Fasciola hepatica, € uma enfermidade com
importancia médica e veterinaria, devido as perdas econdmicas, que afetam
diretamente a pecuéria, e também por ser considerada uma zoonose. A doenca
afeta principalmente bovinos, ovinos e cabras, mas também pode ocorrer em
outras espécies, entre elas os humanos, que se infectam ingerindo
metacercarias dos parasitas presentem em vegetacdes e/ou alimentos. As
técnicas coproparasitologicas usualmente empregadas na pesquisa de ovos,
essenciais para a investigacao da resisténcia aos anti-helminticos, apresentam
baixa sensibilidade (=30%). O objetivo desse trabalho foi avaliar a acuracia e a
precisao de trés técnicas de diagndstico coproparasitolégico para a deteccao de
ovos de Fasciola hepatica, em bovinos, em relacdo a intensidade parasitaria. As
amostras fecais (n=282) foram processadas pelas técnicas de Denis, Stone e
Swanson (DSS), Quatro Tamises (QT) e Gordon e Witlock modificada (GWM)
para a pesquisa de ovos do parasito. Os figados, apds a evisceracdo, foram
utilizados para a pesquisa e quantificacdo dos parasitos adultos e/ou imaturos.
Todas as amostras foram obtidas em dois frigorificos com Sistema de Inspecéo
Estadual (SIE), nos municipios de Orleans e Pedras Grandes, SC. Os resultados
foram tabulados e avaliada a acuracia pela andlise da sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivo/negativo e a concordancia, de acordo
com o indice Kappa, das técnicas empregadas. Dos 784 abates acompanhados,
em 105 (13,39%) bovinos o parasitismo por adultos de F. hepatica foi observado.
Das amostras de figados condenadas, foram recuperados 1.423 parasitos
adultos, com intensidade média de 13 exemplares por figado (variando de 1 a
243/animal). A sensibilidade das técnicas de DSS, QT e GWM foi de 43,8%,
86,6% e 7,6%, respectivamente. De acordo com a escala de concordancia de
Kappa, as técnicas de QT e GWM apresentaram concordancia fraca (0,20) entre
si. Concordancia regular foi verificada entre as técnicas de DSS e GWM (0,57) e
entre DSS e QT (0,48). A intensidade parasitaria ndo influenciou (P>0,05) na
sensibilidade das técnicas DSS e QT.

Palavras-chave: Fasciola hepatica. Bovinos. Diagnéstico. Intensidade

parasitaria



ABSTRACT

Fasciolosis, caused by Fasciola hepatica, is a disease of medical and veterinary
importance, due to economic losses, which directly affect livestock, and also
because it is considered a zoonosis. The disease mainly affects cattle, sheep and
goats, but it can also occur in other species, including humans, which become
infected by ingesting parasites' metacercariae in vegetation and / or food. The
coproparasitological techniques usually used in the research of eggs, essential
for the investigation of resistance to anthelmintics, have low sensitivity (=30%).
The objective of this work was to evaluate the accuracy and precision of three
coproparasitological diagnostic techniques for the detection of Fasciola hepatica
eggs, in cattle, in relation to parasitic intensity. Faecal samples (n = 282) were
processed using the techniques of Denis, Stone and Swanson (DSS), Quatro
Tamises (QT) and Gordon and modified Witlock (GWM) to search for parasite
eggs. The livers, after evisceration, were used for research and quantification of
adult and / or immature parasites. All samples were obtained in two refrigerators
with a State Inspection System (SIE), in the municipalities of Orleans and Pedras
Grandes, SC. The results were tabulated and the accuracy was assessed by
analyzing the sensitivity, specificity, positive / negative predictive values and the
agreement, according to the Kappa index, of the techniques employed. Of the
784 slaughterings followed, in 105 (13.39%) cattle, parasitism by adults of F.
hepatica was observed. From the condemned liver samples, 1,423 adult
parasites were recovered, with an average intensity of 13 specimens per liver
(ranging from 1 to 243 / animal). The sensitivity of the DSS, QT and GWM
techniques was 43.8%, 86.6% and 7.6%, respectively. According to the Kappa
agreement scale, the QT and GWM techniques showed weak agreement (0.20)
with each other. Regular agreement was found between the DSS and GWM
techniques (0.57) and between DSS and QT (0.48). The parasitic intensity did
not influence (P> 0.05) in the sensitivity of the DSS and QT techniques.

Keywords: Fasciola hepatica. Cattle. Diagnosis. Parasitic intensity
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1 INTRODUGCAO

A fasciolose € uma doenca causada por duas espécies do género Fasciola,
F. hepatica e F. gigantica (SOULSBY, 1987; BARROS, 2002). A F. hepatica pode
ser encontrada na Europa, Américas, Oceania e em algumas zonas temperadas
da Africa e Asia. Ja a F. gigantica € restrita a areas tropicais da Africa, Oriente
Médio e Asia (ASHRAFI et al., 2014).

Esses parasitos possuem o corpo achatado dorsalmente, com dimensdes
gue variam em 3-4 cm de comprimento e 1-2 cm de largura, tegumento revestido
por espinhos voltados para tras e a regido anterior € mais larga em relacdo a
posterior, tendo a aparéncia de uma folha (FORTES, 2004; OLIVEIRA; FILHA,
2009).

Dos helmintos com importancia médica e veterinaria, a F. hepatica é
responsavel por perdas econdmicas, que afetam diretamente a pecuéria, tais
como queda na produtividade e producgéo de leite, baixa fertilidade, condenacéao
de figados e gastos no controle das parasitoses (QUEIROZ et al., 2002). Além
disso, essa doenca esta disseminada em grandes proporcfes nas diversas
regides do Brasil (ECHEVARRIA et al., 2004; MENDES, 2006).

A prevaléncia da fasciolose esta relacionada com as condi¢cdes ambientais
que possam favorecer o desenvolvimento do agente etiol6gico e do hospedeiro
intermediario, os moluscos gastropodes da familia Lymnaeidae (JIMENEZ-
ROCHA et al., 2017).

A infeccdo e o desenvolvimento da doenca estéo ligados a fatores como:
condicdes climaticas, solo, vegetacao, sistema de exploracédo, idade e o tipo de
pastagem. Raramente a fasciolose aguda provoca mortes em bovinos, sendo
mais comum em ovinos. Os bovinos desenvolvem uma gradual resisténcia as
infecgdes, desenvolvendo a forma cronica da doenga, a mais comum e mais
importante nessa espécie (ANTUNES, 2005)

O diagnéstico mais comum para F. hepatica sdo 0s exames
coproparasitoldgicos de sedimentacdo e de quatro tamises, para a detec¢édo de
ovos do parasito. No entanto, a observacdo dessas estruturas esta limitada a
fase crbnica da fasciolose (FOREYT, 2005), uma vez que a forma aguda é
caracterizada pela migracdo dos parasitas imaturos no paréngquima hepatico e,

nessa fase, nao ocorre a liberacao de ovos (APT et al., 1995).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TAXONOMIA

A sua classificacdo conforme Solsby (1987) é a seguinte:

Reino: Animalia

Filo: Platyhelminthes

Subfilo: Cercomeria

Classe: Trematoda RUDOLPHI, 1808
Subclasse: Digenea VAN BENEDEN, 1858
Ordem: Fascioliformes

Familia: Fasciolidae RAILLIET,1895
Subfamilia: Fasciolinae HASSAL, 1898

Género e Espécie: Fasciola hepatica LINNAEUS, 1758

2.2 HISTORICO

O primeiro registro de F. hepatica € datado do século IX, citando a
ocorréncia de uma “doenca do figado” em ovinos, descrita no Tratado de Saude
Animal do Mundo Arabe no ano de 865 (REZENDE, 1979).

No ano de 1379 ocorre o registro de outra referéncia a F. hepatica. Em
uma exploracdo numa propriedade na Franca, descreve-se uma doenca em
ovelhas na qual o figado apodrece pelo consumo de plantas radiculales e que a
consequéncia era o aparecimento de grandes vermes planos (CORDERO,
1990).

No século XVII, Francisco Redi, médico e pesquisador, descreveu a
primeira ilustragdo na forma adulta, apds a descoberta do parasito no figado de
um bovino, a qual foi pulicada em 1668 (HATSCHBACH, 1995).

A primeira descricdo do agente etiolégico da Fasciola hepatica foi
realizada por Linnaeus em 1758. Em 1831 ocorreu a proxima contribuicdo
significativa, por Mehlis, que observou a saida do miracideo através do opérculo
dos ovos dos trematédeos (CORDERO; ROJO-VAZQUEZ, 1999).

13



Weiland, em 1795, relaciona a F. hepatica com o0s estagios larvais
encontrados no Galba truncatula, supondo também que as ovelhas se
infectariam por meio da ingestdo das metacercarias encistadas nas ervas
(CORDERO; ROJO-VAZQUEZ, 1999).

Foi o primeiro trematodeo a ter seu ciclo de vida descrito em 1882 na
Alemanha (LEUCKART, 1882) e no qual foi relatada a participacdo de Lymnaea
truncatula como seu hospedeiro intermediario. Desde entdo, a familia
Fasciolidae (RAILLIET, 1895) incorpora os parasitas que habitam os canais
biliares de herbivoros domésticos e selvagens em diferentes partes do mundo
(ROJO-VAZQUEZ et al., 2012).

Porém, a descoberta da fonte de infecdo s6 ocorreu em 1914, a qual foi
descrita que a doenca ocorria apds a ingestdo de metacercarias e da migracao
do parasito até o figado (GROVE, 1990; HATSCHBACH, 1995)

No século XIX, ovos de F. hepatica foram encontrados em coprélitos
humanos e de animais em sitios arqueolégicos datados em até 2.500 a.C.
(DITTMAR; TEEGEN, 2003).

O primeiro caso de fasciolose no Brasil foi no Rio de Janeiro, sendo um
bovino infectado cuja procedéncia néo € relatada, mas acredita-se que o mesmo
tenha sido criado no Rio Grande do Sul (LUTZ, 1921).

A partir do primeiro relato, diversas outras observacdes foram feitas,
baseadas principalmente em dados sobre a ocorréncia e/ou prevaléncia da
fasciolose em bovinos em frigorificos. No Brasil o sul do pais é considerado a
maior area enzootica, ainda com uma extensao de grande importancia na regiao
centro sul, seguida da regido Sudeste, o Vale do Paraiba (HONER, 1979).

Buscando avaliar a importancia econdmica da fasciolose, Ueno et al.
(1982) registraram indices médios anuais de 13% para figados bovinos,
mencionando varias outras areas endémicas na regido sul. Além disso, esses
autores observaram a presenca de L. viatrix e P. columella, distribuidas pelas
regides do Rio Grande do Sul, atuando como hospedeiros intermediarios da F.
hepatica.

Entre os anos de 1958 a 1963, o percentual de condenactes de figados
aumentou gradativamente, de 8% para 11,5%, chegando em até 14,7% no ano

de 1984. Nesse periodo cerca de 142.980 figados bovinos foram condenados
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por F. hepatica, resultando em enorme prejuizo para a inddstria gaucha
(ECHEVARRIA, 1985).

Cunha et al. (2007), registraram uma prevaléncia de 8,87% de figados
condenados por fasciolose no estado do Rio Grande do Sul. Os autores afirmam
que as caracteristicas geograficas da regido contribuem para a manutencao do
hospedeiro intermediario.

Por meio da pesquisa de ovos em fezes bovinas, Back (1993) encontrou
uma prevaléncia de 25% em uma populacdo de 4.935.263 bovinos dos estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, Rio de Janeiro e
Minas Gerais, sendo o Rio Grande do Sul o estado com maior taxa de ocorréncia,
seguido por Santa Catarina, Sdo Paulo e Rio de Janeiro.

No Sudeste, Pile et al. (2001) observaram ovos de F. hepatica, por meio
de exame de fezes (quatro tamises), em bufalos jovens e adultos. Esse trabalho

relata o primeiro caso fasciolose bubalina no estado do Rio de Janeiro.

2.3 CICLO

A fasciolose ocorre principalmente em bovinos, ovinos, bufalos, cabras,
suinos (RAMOS et. al., 1993), equinos, caes e gatos (SOLSBY, 1987). Também
ja foram identificados casos em javalis (SARKARI et al., 2018) e capivaras
(DRACZ et al., 2016). Além disso essa doenca é considerada zoonose, sendo o0
ser humano o hospedeiro acidental, demonstrando um quadro clinico grave
guando parasitado (Figura 1) (QUEIROZ et al., 2002).

Os parasitas adultos se localizam nos ductos biliares do hospedeiro
definitivo. Nesse local os ovos séo liberados, acumulam-se na vesicula biliar e
por meio do ducto colédoco alcangam o intestino, se misturando com as fezes
até chegarem ao meio externo. O desenvolvimento sé ocorre quando estéo livres
na agua, uma vez que as condi¢cbes anaerdbicas da massa fecal inibem a sua
evolucéo (OLIVEIRA,; FILHA, 2009; DUTRA et al., 2010; CHARLIER et al., 2011).

Apés 12-14 dias, na agua com temperatura e condi¢bes favoraveis, o
miracideo levanta o opérculo do ovo e, gragas a seu tegumento ciliado, desliza
para fora, nadando ativamente e sendo atraido por substancias quimicas
produzidas pelos hospedeiros intermediarios, moluscos gastrépodes do género
Lymnaea (KAPLAN, 2001; GUIMARAES, 2011).
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No molusco, os miracidios penetram pelas partes moles, perdem seu
revestimento e em duas semanas se transformam em esporocistos (Figura 1,
fase 4a). Esses esporocistos séo ricos em células germinativas, que, produzirdo
em média 8 a 40 rédias em 2-4 semanas (Figura 1, fase 4b). Em sete semanas
cada rédia dara origem a aproximadamente 20 cercérias (Figura 1, fase 4c), que
deixardo os moluscos gastrépodes, e nadardo ativamente até encontrarem um
substrato para se fixarem, normalmente capins ou plantas aquaticas (Figura 1,
fase 5) (SOULSBY, 1987; FORTES, 2004).

Quando fixada na vegetacao, a cercéria perde a cauda e libera o contetdo
das glandulas cistogénicas, produzindo uma camada cistica que envolve e
protege o parasito, assim formando a metacercaria, que pode permanecer
infectante por até um ano (Figura 1, fase 6) (GUIMARAES, 2011).

A infeccdo dos hospedeiros definitivos ocorre quando ingerem pasto
contaminado com metacercarias que, no intestino delgado, irdo sofrer acdo de
enzimas biliares até a liberacdo das formas imaturas, que migrardo para o
parénquima hepatico a fim de se alimentar da sua mucosa. Apds quatro ou cinco
dias, a grande maioria das fasciolas atravessam a capsula de Glisson, migram
pelo parénquima e atingem os canais biliares, se fixando e tornando-se adultas
(KAPLAN, 2001; FORTES, 2004; QUEIROZ et. al., 2002).

A infeccdo humana ocorre principalmente devido a ingestdo de verduras
aquaticos crus e/ou malcozidos e que estejam contaminados com as
metacercérias, além de que na regido deve-se ter a presenca de hospedeiros
definitivos contaminados com a F. hepatica (WHO, 2007; OLIVEIRA; FILHA,
2009). A fasciolose humana é caracterizada por dores abdominais, urticaria,
cefaleia e eosinofilia, estando a funcao hepética habitualmente normal (IGREJA;
BARRETO; CORAL et al., 2007).

A doenca nao estd inscrita na lista de doencas com notificacdo obrigatoria
pela Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE) em 2021 (OIE, 2021), no
entanto, em casos humanos, a mesma deve ser rapidamente notificada para os
sistemas de vigilancia de cada cidade (WHO, 2011). Estima-se que existam entre
2,4 a 17 milhdes de pessoas sob condi¢gdes de risco para fasciolose em diversos
paises (ALVES; MARTINS, 2013; BRAVO, 2007).
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Figura 1: Ciclo da Fasciola hepatica
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Fonte: Adaptado de CDC (2019).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

No passado a infec¢édo era endémica em areas geograficas especificas, no
entanto esta disseminada por todo o mundo (SERRA-FREIRE, 1999; WHO,
2007). Para que a doenca se estabeleca, sdo necessérias condicbes ambientais
favoraveis para o desenvolvimento parasitario (CHIEFFI; AMATO-NETO, 2003).
A ocorréncia da fasciolose esta ligada a fatores como manejo, clima, topografia,
e principalmente a presenca de hospedeiros invertebrados, os quais sao
necessarios para o desenvolvimento do ciclo parasitario (FOX et al., 2011;
BENNEMA et al., 2014).

Na Europa a fasciolose tem uma distribuicdo espacial desigual e com
grandes variacdes regionais de prevaléncia. Algumas pesquisas mostram a
prevaléncia em nivel de rebanho, que varia entre 7% na Suécia, 97% em
fazendas de terras suicas (CHARLIER et al., 2014) e 4% no sul da ltalia
(RINALDI et al.,, 2015). No Nordeste da Espanha Roldan et al. (2020)

identificaram prevaléncia de 6,1% nos rebanhos leiteiros.
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A doenca tem sido alvo de pesquisa em outros paises europeus, como
Irlanda do Norte (BYRNE et al., 2016), Turquia (BOSTANCI; OGUZ, 2017),
Dinamarca (TAKEUCHI-STORM et al., 2017), Bélgica, Alemanha, Irlanda e
Pol6nia (DUCHEYNE et al., 2015), Portugal (SANCHIS et al., 2015) e Franca
(VIGNOLES; RONDELAUD; DREYFUSS, 2017).

Na Asia e Africa, a doenca ja foi pesquisada em rebanhos na Costa do
Marfim (KOUADIO et al., 2020), Nigéria (ELELU; EISLER, 2017), Argélia
(CHOUGAR et al., 2020), Africa do Sul (CHIKOWORE; ZISHIRI;
MUKARATIRWA, 2019; MALATJI; PFUKENYI; MUKARATIRWA, 2019), Egito
(ABO-AZIZA et al., 2019), Paquistdo (AYAZ et al., 2014), Tailandia
(CHAICHANASAK et al., 2012), Japao (OHARI et al., 2020), China (ZHANG et
al., 2019; Al et al., 2019) e Camboja (LOEURNG et al., 2019).

Nas Américas sao relatados casos de fasciolose no Uruguai (SANCHIS et
al., 2015), Bolivia (CORREA et al., 2016), Chile, Peru, Estados Unidos, (DUTRA
et al., 2010) entre outros.

No Peru, a doencga tem carater endémico, com acentuada sazonalidade e
que se distribui principalmente nos vales interandinos, com uma prevaléncia de
79,7% e em Cajamarca (84,7%) (SENASA, 2019) e de acordo com Arias-
Pacheco (2020), a perda direta pela reducdo do ganho de peso é de
aproximadamente US$ 354.570 em todo o territorio nacional.

No Brasil, a distribuicdo de F. hepatica é extensa na regido sul, e sua
presenca atinge até a fronteira sul da regido amazénica (BENNEMA et al., 2017;
PRITSCH; MOLENTO, 2018).

No pais ja& foram identificados casos de bovinos, caprinos e bubalinos
parasitados por F. hepatica nas regides Sudeste (SOUZA et al., 2017;
ALBUQUERQUE, 2018), Centro Oeste (AQUINO, 2017; BENNEMA et al., 2014),
Nordeste (SANTOS, 1967 apud PILE et al., 2001) e Norte (BENNEMA et al.,
2014).

O Sul representa a regiao endémica mais importante do Brasil com diversos
casos da doenca (ECHEVARRIA, 2004; BENNEMA et al., 2014; MARQUES;
SCROFERNEKER, 2003). O Rio Grande do Sul é o estado com a maior
prevaléncia média, chegando em 14,3% de infeccdo nos rebanhos (DUTRA et

al., 2010). De acordo com Molento (2018) a maior perda econémica € no RS com
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um total de até US$ 147,4 milhdes / ano. Santa Catarina tem perdas estimadas
em US$ 24,6 milhdes / ano.

No estado de Santa Catarina, Mendes e Pilati (2007) avaliaram macro e
microscopicamente figados condenados em uma linha de inspecéo, totalizando
18,5% e 16,1%, respectivamente, para condenagdo como causa principal, a
fasciolose. Bennema et al. (2014) avaliaram 205 municipios no estado e a
prevaléncia foi de 4,5%. No extremo sul catarinense, em analises de fezes em
rebanhos bovinos, foi constatada prevaléncia de 49,1% (BOTELHO et al., 2002).

Os casos de fasciolose em humanos vém sendo cada vez mais relatados
na Europa, Américas e Oceania (F. hepatica € o mais comum) e na Africa, Asia
(as duas espécies se sobrepdéem) (WHO, 2007).

Embora seja uma importante zoonose, estudos a respeito da fasciolose
humana sédo negligenciados em varios paises, incluindo o Brasil (ROBINSON;
DALTON, 2009). Casos de fasciolose em humanos ja foram registrados nos
estados de Rio de Janeiro (PILE et al., 2000; IGREJA; BARRETO), Amazonas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005) e no Rio Grande do Sul (CORAL et al., 2007).

Um dos casos mais recentes de fasciolose em seres humanos no estado
de Santa Catarina ocorreu em Balneério Picarras. Uma mulher de 57 anos, com
relatos de dores abdominais ha quatro meses, foi submetida a exames de
imagens que revelaram a presenca de um cisto no parénquima hepatico e o teste
de ELISA revelou anticorpos contra F. hepatica, confirmando o diagndstico
(PRITSCH et al., 2019).

2.5 FISIOPATOLOGIA E SINAIS CLINICOS

A infeccéo de bovinos depende de fatores como condic8es climaticas, solo,
vegetacdao, sistema de exploracédo, raca, idade do animal e o tipo de pastagem.
Nas criacdes extensivas, animais sao forcados ao pastejo sem seletividade,
muitas vezes proximo de ambientes que favorecem o desenvolvimento do ciclo
parasitario, aumentando o risco de contaminacéo (BIANCHIN, 2000).

As acles da F. hepatica incluem a ingestdo e destruicdo de tecidos e
sangue, ja que durante a fase imatura se comportam como histiéfagos e na fase
adulta, como hematofagos. Devido ao seu tegumento espinhoso (SOLSBY,
1987; FORTES, 2004) produzem irritacéo das superficies epiteliais com as quais

entra em contato, além de provocar obstru¢cdo do fluxo biliar e facilitar a
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multiplicacdo e patogenia de outros agentes (CORDERO; ROJO-VAZQUEZ,
1999).

Quando os adultos atingem os ductos biliares, ja ocorreu uma extensa
proliferacdo do epitélio dos ductos e fibrose de sua parede. Além disso, esses
parasitos dentro dos canaliculos aceleram o desenvolvimento de colangite. A
hemorragia agrava a anemia e a acao dos parasitas adultos causa destruicéo e
necrose epitelial. A inflamacdo pericanalicular se espalha pelo parénquima
hepético (QUIROZ, 2005).

A fasciolose pode ser classificada em aguda, subaguda ou cronica. A forma
aguda raramente é observada em bovinos, geralmente acomete ovinos e, no
Brasil, ocorre durante o outono e inicio do inverno (URQUHART, 1996;
RADOSTISTS, 2000).

Dificilmente ocorrem mortes entre bovinos com fasciolose aguda, pois
esses criam resisténcia gradual as novas infeccbes, além de que a resposta
imune adquirida se desenvolve devido a repetidas exposicoes ao agente,
ocorrendo diminuicdo do numero de ovos produzidos pelos parasitas
(OLIVEIRA; FILHA, 2009).

Nas infec¢Bes agudas, a perda diaria de sangue por animal € em torno de
0,2 a 0,5 mL de sangue por parasita (KHAN et al., 2011). Isso se deve a grande
invasdo de parasitas jovens migrantes e a posterior agregacao de células
inflamatérias no tecido cicatricial, 0 que causa destruicdo do parénquima,
insuficiéncia hepatica e sangramento para a cavidade peritoneal, levando a
hepatite hemorragica. A atividade metabdlica de hepatdcitos quando expostos
as proteinas da F. hepatica revelam que a viabilidade e a longevidade celular
sao diminuidas (TRIVILIN et al., 2014; TAIBI et al., 2019).

Na forma subaguda, as metacercarias sdo ingeridas por um tempo mais
prolongado, e enquanto algumas ja atingiram os ductos biliares, causando a
colangite, outras ainda estdo migrando e provocando lesbes menos graves
(URQUHART et al., 1996).

A forma cronica € a mais comum da doenca (CHARLIER et al., 2007,
FOREYT, 2005). As perdas de producao nessa fase séo grandes e devem-se a
condenagdo de grande numero de figados e carcagas dos animais em

abatedouros, bem como na queda da producdo e qualidade lactea, perda de
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peso dos animais, baixa fertilidade e atraso no crescimento (AYAZ, 2014,
QUEIROZ et al., 2002).

De acordo com Brown et al. (2007) a peritonite € decorrente da migracao
das formas imaturas do parasita para a cavidade abdominal. Essa inflamacéao
pode envolver o peritbnio parietal e o peritdnio visceral, particularmente no

figado, baco e omento.
2.6 DIAGNOSTICO

O diagnéstico clinico se baseia nos sinais, na sazonalidade da doenca,
tipos de clima prevalentes e no histérico clinico. Além disso, é importante
observar se no ambiente ocorre a presenca dos hospedeiros intermediarios e
apresenta condicGes necessarias para o desenvolvimento das formas imaturas
do parasita (URQUHART et al, 1996).

Nos ambientes onde coexistem animais e caramujos, é provavel que haja
fasciolose, tornando o hospedeiro intermediario como um importante fator para
a suspeita (JACQUIET, 2008). Dessa forma, o reconhecimento do habitat dos
caracoOis, associado aos exames laboratoriais vao confirmar a presenca dessa
doenca, que pode permanecer clinicamente silenciosa, mas economicamente
ocasiona perdas significativas (SCHWEIZER et al, 2005).

O diagnéstico epidemiologico aborda os aspectos ambientais, assim, é
importante observar se no ambiente ocorre a presenca dos hospedeiros
intermediarios e apresenta condicfes necessarias para o desenvolvimento das
formas imaturas do parasita (URQUHART et al, 1996). Nos ambientes onde
coexistem animais e caracois, é provavel que haja fasciolose, tornando o
hospedeiro intermediario como um importante fator para a suspeita (JACQUIET,
2008). Dessa forma, o reconhecimento do habitat dos caracéis, associado aos
exames laboratoriais vao confirmar a presenca dessa doenca, que pode
permanecer clinicamente silenciosa, mas economicamente ocasiona perdas
significativas (SCHWEIZER et al, 2005).

O diagnostico laboratorial esta baseado na deteccéo direta do agente nos
tecidos hepaticos e na deteccédo dos ovos nas fezes ou de forma indireta pelos
métodos sorolbgicos.

Para o diagnéstico laboratorial direto existem varias técnicas
coproparasitolégicas para a deteccdo de ovos de F. hepatica, todavia, essas
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apresentam baixa sensibilidade, dificultando o diagnostico da doencga. Além
disso, a presenca de poucos parasitas adultos no figado diminui as chances de
deteccao de ovos nas fezes (BERNARDO et al., 2007).

Essas técnicas estdo baseadas na identificacdo de ovos operculados,
caracteristicos do parasita, além da determinacdo quantitativa da infeccéo,
especialmente nos casos cronicos e subagudos (QUIROZ, 2005). A maioria dos
estudos indicam a técnica de quatro tamises (GIRAO e UENO, 1985) como
sendo a de eleicdo para o diagnostico da fasciolose (PILE et al, 2000; GOMES
et al., 2002; KLEIMAN et al., 2005).

A sedimentacdo espontanea proposta por Denis, Stone e Swanson
(1954), quando com 10 gramas, possui uma sensibilidade de até 70% em apenas
uma avaliacdo, no entanto, em observacdo seriada de trés eventos a
sensibilidade é aumentada para 93% (bovinos) e 90% (ovinos) (QUIROZ, 2005).

O diagnoéstico é feito por meio da contagem dos ovos em testes de
sedimentacdo (ANDERSON et al., 1999; RAPSCH et al., 2006) e por achados
de helmintos adultos e lesdes no figado durante a inspecdo em abatedouros
(ELELU; EISLER, 2017).

Embora seja classificada como o0 momento o periodo mais ideal para a
pesquisa de ovos nas fezes, na fase crénica da doenca ocorre diminuicdo da
contagem de ovos dos parasitas nas fezes devido a imunidade adquirida
(OLIVEIRA; FILHA, 2009).

Na fase aguda da doenca nao é observada a presenca de ovos nas fezes,
porem as lesdes patologicas caracteristicas da infec¢do ja sado visiveis. Nessa
etapa o diagndstico € “post mortem”, sendo possivel a visualizagdo dos parasitos
adultos no ambiente hepético (forma aguda) e nos ductos biliares (forma crénica)
(MENDES; LIMA, 2006).

As técnicas coproparasitologicas sé detectam ovos nas fezes a partir da
102 — 112 semana apoés a infeccdo e geralmente tém uma baixa sensibilidade
(30%), o que pode dar origem a resultados falsos negativos (REICHEL, 2002).
Estudos vém demonstrando relacdo entre a sensibilidade dos métodos de
deteccdo de ovos com o volume de fezes analisadas (CHARLIER et al., 2008).
Em repetidos testes com =30g de fezes a sensibilidade aumentam em até 90%,
uma vez que analises com apenas 10g de fezes demostram sensibilidade de

69% para animais verdadeiramente infectados identificados em necropsias
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(ANDERSON et al., 1999; RAPSCH et al., 2006). Entretanto a anélise de uma
quantidade de fezes de tal ordem é inviavel pelas dificuldades inerentes,
principalmente tempo e acuidade visual do examinador.

Embora a presenca do parasito seja confirmada por meio da presenca de
ovos nas fezes, técnicas inovadoras de deteccdo de antigenos vém sendo
utilizadas para diagnosticar a parasitose, principalmente em seu estagio inicial.
Porém, essas técnicas ndo devem substituir o diagndstico por exame direto
(KLEIMAN et al., 2005). Testes soroldgicos também sdo aplicados para a
detecc¢do de anticorpos contra os antigenos do trematdédeo, como teste de ELISA
(URQUHART et al., 1996).

E importante salientar que cada forma de diagndstico possui pontos
positivos e negativos. As técnicas coproparasitolégicas séo incapazes de
detectar infecdes recentes, uma vez que 0s ovos dos parasitas ndo aparecem
nas fezes antes do 70 dia pds infeccdo. JA& uma vantagem do ELISA é a
capacidade de detectar anticorpos IgG anti-Fasciola hepatica a partir da segunda
semana pos-infeccao (IBARRA et al., 1998; REICHEL, 2002).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acuracia (sensibilidade, especificidade e valores preditivos) e
concordancia de trés técnicas de diagndstico coproparasitologico para a
deteccdo de ovos de Fasciola hepatica, em bovinos, em relacdo a intensidade
parasitaria verificada em figados na inspec¢éo post mortem.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

¢ |dentificar estruturas parasitarias nas amostras fecais e parasitos adultos
em ductos e vesicula biliar..

e Determinar a sensibilidade, a especificidade e a concordancia das
técnicas empregadas para o diagnostico de infecgdo por F. hepatica, em

relacdo a intensidade parasitéria.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS E LOCAL DE ESTUDO

As amostras fecais foram colhidas da ampola retal dos animais (n=282),
logo apls a insensibilizacdo, em dois frigorificos com Sistema de Inspec¢éo
Estadual (SIE), nos municipios de Orleans e Pedras Grandes, no estado de SC,
0S quais recebem bovinos de areas endémicas para fasciolose bovina. Os
frigorificos selecionados para o estudo abatem aproximadamente 50 animais ao
dia (= 1.000 animais/més). As coletas foram realizadas entre 08/2019 e 02/2021.

Dos mesmos animais, os figados parasitados por F. hepatica,
diagnosticados na linha da inspecéo, foram recolhidos para a determinacao da
intensidade parasitaria (adultos).

As fezes e os figados, devidamente identificados foram armazenadas
(10°C), e posteriormente encaminhadas ao Laboratério de Parasitologia e
Doencas Parasitarias do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade
do Estado de Santa Catarina (CAV-UDESC) e para o laboratério de Saude, setor
de parasitologia, do Centro Universitario Barriga Verde (UNIBAVE).

4.2. TESTES DIAGNOSTICOS

4.2.1. Técnica de Dennis, Stone e Swanson (1954)

Para a técnica de sedimentacdo de Denis, Stone e Swanson (DSS), dois
gramas de fezes foram diluidos em 30 mL de 4gua e homogeneizados. Essa
mistura foi tamisada para um calice de sedimentacdo. Apés 10 minutos de
decantacéo, o sobrenadante foi desprezado.

Este procedimento foi repetido por, no minimo, trés vezes (trés lavagens),
ou até que o material estivesse limpido. Na sequéncia, o sedimento foi analisado
entre lamina e laminula, ao microscopio 6ptico (100X). Foram analisadas trés

laminas por amostra.

4.2.2. Técnica dos Quatro Tamises de Girdo e Ueno (1985)

A técnica consiste em pesar um grama de fezes, colocar em um frasco com
capacidade para 100mL e diluir com 30mL de agua adicionadas de cinco gotas
de detergente (Tween 20).
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O conteudo é homogeneizado por 1 ou 2 minutos e entdo passado pelo
conjunto dos QT. Esses devem ser lavados em agua corrente até que se recolha
o material do ultimo tamis (250 malhas/polegadas) em uma placa de petri
(GIRAO; UENO, 1985).

O material obtido foi analisado em estereomicroscopio para identificacéo e
contagem dos ovos. Para adequada identificacdo, caso necessario, 0S 0vVOS
observados na placa de petri foram colhidos e analisados ao microscépio optico
(100X). O numero de ovos por grama de fezes foi calculado pela soma do total

de ovos observados em cada amostra.

4.2.3. Gordon e Whitlock (1939) (OPG) modificada

Para a técnica de Gordon e Witlock (1939) (OPG) modificada (GWM),
quatro gramas de fezes foram homogeneizados em 56 mL de solugéo a 33% de
sulfato de zinco (ZnS0O4). [O ZnSO4 foi escolhido, pois proporciona uma solugéo
de maior densidade (o que facilita a flutuacéo de ovos de alta densidade, como
os de F. hepatica) do que as solu¢des de NaCl e/ou de acgucar, normalmente
utilizadas em técnicas de OPG].

Em seguida as fezes diluidas foram tamisadas, para remocédo de material
particulado, e com esse material foi preenchida a camara de MacMaster. O OPG
foi calculado multiplicando-se por 50 o numero total dos ovos contados nha

camara, em ambos os lados.
4.2 COLETA DE PARASITOS ADULTOS

Os parasitos adultos recolhidos nos figados e/ou ductos biliares foram
contabilizados, de cada um dos animais, para correlacionar com o OPG obtido
em cada uma das diferentes técnicas. A identificacdo dos parasitos obtidos dos
figados foi realizada de acordo com Soulsby (1987).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados e a acuidade, isso €, a sensibilidade, a
especificidade e os valores preditivo negativo e positivo, foram determinadas
utilizando a presenca de vermes adultos como padrdo. Além disso, a precisdo
das técnicas, isso &, a concordancia também foi calculada utilizando-se a escala

de concordancia do indice Kappa proposto por Kraemer e Bloch (1988).
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Os testes exato de Fischer e do qui quadrado foram empregados para
verificar se existe correlagdo (P<0,05) entre o numero de vermes adultos
recuperados do figado (intensidade parasitaria) e a positividade (para as
técnicas DSS e QT) assim como a quantidade de ovos por grama de fezes obtido
por essas técnicas. Esses testes ndo foram aplicados para a técnica de GWM

(devido ao baixo numero de animais positivos nesta técnica).

5 RESULTADOS

Os animais, dos quais foram obtidas amostras (de fezes e figado) eram
provenientes dos municipios de Nova Veneza, Siderépolis, Forquilhinha,
Treviso, Orleans e Bom Jardim da Serra, SC. Destes, 121 eram fémeas (42,9%)
e 161 machos (57,1%). Foram abatidos animais das racas Nelore, Red Angus,

Brahman, Jersey e racas mistas (Tabela 1).

Tabela 1: Raca, sexo e idade (anos) dos animais abatidos durante o estudo e a
presenca de ovos de Fasciola hepatica nas fezes.

Pesquisa ovos Fasciola hepatica

Categorias

Positivo Negativo Total
Raca
Nelore 18 (29%) 44 (71%) 62
Mista 49 (36,2) 86 (63,7%) 135
Red Angus 19 (48,7%) 20 (51,3%) 39
Brahman 11 (42,3%) 15 (57,6%) 26
Jersey 9 (45%) 11 (55%) 20
Sexo
Machos 68 (42,2%) 93 (57,7%) 161
Fémeas 35 (28,9%) 86 (71,1%) 121
ldade
1-3 32 (34%) 62 (66%) 94
4-6 59 (37,6%) 98 (62,4%) 157
>7 14 (45,1%) 17 (54,9%) 31

Fonte: Propria do autor (2021).

Dos 784 abates bovinos acompanhados, 105 animais apresentaram-se

parasitados por F. hepatica, sendo esses confirmados por meio da inspecao

visual, o que correspondeu a 13,39% de condenacOes de hepéticas nesse

periodo.
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Das amostras de figados parasitados com F. hepatica (n=105), foram
recuperados 1.423 parasitos adultos, resultando numa intensidade parasitaria
meédia de 13 exemplares por animal (Variando de 1 a 243 parasitos/animal). Os
parasitas foram recolhidos dos ductos biliares.

Em um figado foram contados 243 exemplares de Fasciola hepatica,
coletados entre os ductos biliares e na superficie do parénquima hepatico. No
interior dos ductos havia presenca de exsudato escuro e viscoso, com O
revestimento ductal descamado e parasitos adultos. O parénquima que
envolviam os ductos estava substituido por um tecido fibroso, o qual se
estabelecia o local de migracéao.

Foram positivas para a técnica de QT 33,7% das amostras (95/282), seguidas
de 18,1% (51/282) para a técnica de DSS (1954) e 3,1% (9/282) na técnica de
GWM (Tabela 2).

Tabela 2: Prevaléncia de animais positivos para ovos de F. hepatica em
amostras fecais de bovinos abatidos em Orleans, SC, de acordo com a técnica
empregada. 2020.

Técnica Positivos Negativos Total
DSS 51 (18,1%) 231 (81,9%) 282 (100%)
QT 95 (33,7%) 187 (66,3%) 282 (100%)

GWM 9 (3,2%) 273 (96,8%) 282 (100%)

Fonte: Propria do autor (2021).

Nesse trabalho a sensibilidade e a especificidade dos testes foram calculadas
tomando a presenca de F. hepatica no figado, observada na linha de inspecéo,
como padréao ouro para o diagndéstico de fasciolose. Dessa forma, para esses
calculos, foram empregados somente o0s resultados dos testes
coproparasitolégicos de 105 animais nos quais se constaram a presenca de F.
hepatica no figado.

Os resultados revelaram uma sensibilidade de 43,8% para a técnica DSS,
enquanto pela técnica do QT foi de 86,6% e pelo método modificado de GWM
foi de 7,6% (Tabela 3).
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Tabela 3: Sensibilidade dos exames coproparasitoldogico de bovinos
naturalmente infectados com Fasciola hepatica obtidos através das técnicas de
Dennis, Stone e Swanson, Quatro tamises e Gordon e Withlock modificada.

Amostras
Positivo Negativo Total
DSS 46 (43,8%) 59 105
QT 91 (86,6%) 14 105
GWM 8 (7,6%) 97 105

Fonte: prépria do autor (2021).

A especificidade das técnicas variou entre 97,7%, 97,1% e 99,4% para
QT, DSS e GWM, respectivamente. O valor preditivo positivo foi 90,1% para
DSS, 95,7% para QT e 88,8% para a técnica modificada de GWM. O valor
preditivo negativo foi calculado em 74,4% para DSS, 92,5% para QT e 64,4%
para a técnica de GWM.

Quando comparadas as técnicas aplicadas, de acordo com a escala de
concordancia do Kappa, de Kraemer e Bloch (1988), os resultados (Tabela 4)
foram:

- concordancia fraca entre as técnicas de QT e GWM (0,20);

- concordancia regular entre as técnicas de DSS e GWM (0,57) e DSS e
QT (0,48).

Tabela 4: Coeficiente Kappa para resultados da aplicacdo de trés técnicas
coproparasitolégicas para o diagnostico de F. hepatica.

Técnicas DSS QT
QT 0,48 -
GWM 0,57 0,2

Fonte: prépria do autor (2021).

Quando comparadas as técnicas aplicadas isoladamente com os figados
parasitados por F. hepatica, os resultados apontaram uma concordancia fraca
para a técnica de GWM (0,10), concordancia regular para técnica de DSS (0,45)
e excelente concordancia para a técnica de QT (0,84).

A tabela 5 demonstra os resultados obtidos pelas técnicas de DSS e QT e a

classificacdo quanto a quantidade de parasitas adultos recuperados dos figados.
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Tabela 5: Correlacdo entre numero de parasitos adultos recuperados e
resultados dos exames coproparasitolégicos para pesquisa de ovos de Fasciola
hepatica em bovinos naturalmente parasitados.

Helmintos DSS QT
adultos Total de
recuperados animais Positivos Negativos Positivos Negativos
(n)
01-05 37 18 19 28 09
06-10 22 06 16 19 03
11-20 30 12 18 28 02
21-30 10 06 04 10 0
31-40 04 0 04 04 0
>40 02 01 01 02 0
Total 105 43 62 91 14

DSS: Dennis, Stone e Swanson
QT: Quatro Tamises

Os resultados dos testes exato de Fischer e do qui quadrado né&o
demonstraram correlacdo (P>0,05) entre o numero de parasitos adultos

(intensidade parasitaria) e a positividade nas técnicas de QT e DSS.

6 DISCUSSAO

A sedimentacdo espontanea, proposto por Denis, Stone e Swanson
(1954) teve uma baixa sensibilidade (43,8%) quando comparada aos quatro
tamises (86,6%). Nesse caso, a diferenca pode estar relacionada ao
procedimento dos métodos e a complexidade de cada método (KLEIMAN et al.,
2005).

A técnica de DSS utiliza uma pequena porcao de todo o sedimento e
mesmo que se repita a observacao seriada, em até cinco vezes, a probabilidade
da ndo obtenc¢do de ovos, mesmo em um animal parasitado, é real. Por outro
lado, a técnica de QT inclui um procedimento operacional que, em teoria, todos
0S 0V0S, caso presentes, sao coletados na peneira de 250 malhas por polegada.

Essa afirmacéo é fundamentada para explicar os resultados obtidos por
Kleiman et al. (2005) que também compararam as técnicas de sedimentacao e
a de quatro tamises, e relataram maior sensibilidade para a técnica dos QT (53%)
em comparacao com a sedimentacgao (DSS) (21%).

A sensibilidade observada nesse trabalho para a técnica de DSS foi
inferior aos valores encontrados, em um estudo semelhante, por Tengasse,

Kebede e Tagaba (2016), na Etiopia, que utilizaram o figado de bovinos
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inspecionados na linha de abate como teste padrao para avaliar a sensibilidade
da técnica de DSS. Os autores relatam que a técnica apresentou sensibilidade
de 71%, classificando-a como satisfatéria para o diagnostico. No entanto, é
importante salientar que a espécie estudada foi a F. gigantica, a qual possui uma
fase de liberacdo de ovos diferente da F. hepatica (HUSSEIN; HASSAN;
KHALIFA, 2010).

Mattos (2009) comparou as taxas de sensibilidade entre as técnicas de
DSS e de QT, ambas ndo modificadas, a partir de fezes de ovelhas. Os autores
concluiram que a técnica de QT mostrou uma maior sensibilidade do que a
técnica de DSS. Entretanto, vale salientar que a fasciolose bovina difere da
ovina, uma vez que nos bovinos a liberacdo de ovos € mais baixa em
comparacao com ovelhas e roedores (CUNHA et al. 2007).

Em contrapartida, Gomes et al. (2002) encontraram baixa prevaléncia de
ovos de F. hepatica em bovinos infectados numa propriedade confirmadamente
infestada com o0s moluscos e metacercarias de F. hepatica. Além disso, os
autores verificaram maior sensibilidade da técnica DSS (48,60%), enquanto a
sensibilidade obtida pela técnica de QT foi de 15,30%.

Para Ward (1997) dentre os principais fatores que influenciam a detecc¢éo
de ovos em testes coproparasitolégicos estdo: a duracdo e a intensidade da
infecdo, a dificuldade em obter amostras seriadas, além de variaveis
dependentes do laboratério. Kleiman et al. (2005) inclusive citam o tempo e o
cansaco dos observadores frente a longas analises como outro fator importante.

Dez amostras foram classificadas como falsas negativas, nos quais uma
média de 4,1 exemplares de parasitas adultos foi encontrada nos figados.
Segundo Conceicéo et al. (2002), os resultados negativos em exames de fezes
podem ocorrer quando a carga parasitaria for muito baixa e nos casos em que
0s animais ja tenham controlado os parasitas adultos.

Héa poucos relatos de trabalhos que modificaram a técnica de Gordon e
Withlock com a utilizacdo de Sulfato de Zinco (ZnSO4). Zajac, Johnson, King
(2002) avaliaram a eficacia de meétodos coproparasitologicos utilizando
diferentes concentracdes de Sulfato de Zinco, inclusive a 33%. Os autores
relataram que a centrifugagéo pode melhorar significativamente a recuperacao

de ovos quando comparado com a flutuacdo normal. Esse fator pode ter
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interferido nesse trabalho, uma vez que na técnica de Gordon e Witlock ndo
ocorre a centrifugacdo das amostras.

No presente trabalho o objetivo da modificacdo da técnica de Gordon e
Withlock, com a utilizacdo da solu¢do de ZnSO4 a 33% ao invés da solucao
saturada de NaCl, se deu devido as diferencas nas densidades das solugfes
entre a técnica original e a técnica modificada, uma vez que o ovo da F. hepatica,
de alta densidade, nem sempre flutua em solucdo saturada de NaCl. Dessa
forma, considerando a densidade do ovo do platelminto em comparacdo com a
solucdo de ZnS0O4, esperava-se que sua tendéncia era flutuar para a superficie
da camara de MacMaster, 0 que ndo ocorreu.

Acreditava-se que o0 numero de parasitos adultos poderia estar
relacionado com a sensibilidade das técnicas avaliadas e/ou com a contagem de
OPG, entretanto, esta hipotese ndo foi confirmada no presente estudo,
possivelmente pelo fato da oviposicéo de F. hepatica em bovinos ser menor em
comparacao com ovelhas e roedores (CUNHA et al. 2007), dessa forma, o baixo
OPG das amostras ndo possibilitou estabelecer uma correlacdo estatistica entre
carga parasitaria e a sensibilidade das técnicas empregadas.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudos apontaram que a técnica de
QT foi a mais sensivel dentre os métodos coproparasitologicos avaliados.

A técnica de DSS apresentou sensibilidade de 43,8% e concordancia
regular com QT e GWM. Vale salientar que inUmeros fatores sdo levantados
como influenciadores de resultados falsos negativos/falsos positivos nessa
técnica.

Embora plausivel o embasamento para a utilizacdo do ZnSO4 na técnica
de GWM, tal modificacdo n&o apresentou resultados esperados, resultando em
fraca concordancia com a técnica de QT.

Ao contrario do esperado, a intensidade parasitaria nao influenciou
(P>0,05) na sensibilidade das técnicas DSS e QT.
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