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Resumo

CONDE, M.H. Amostras fecais compostas: ferramenta para monitoramento de infecgéo por
nematodas gastrintestinais e de resisténcia anti-helmintica em rebanho bovino. 2019. 48 f.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

O objetivo do estudo foi avaliar o uso de pool de fezes para monitoramento do nivel de
infeccdo (MI) por NGls de lotes de bovinos e teste de reducdo da contagem de ovos nas fezes
(TRCOF). Adicionalmente, verificar a influéncia das variaveis sensibilidade analitica das
técnicas de COF e tamanho do pool. Para MI, foram avaliados 12 lotes de bovinos (875
animais), taurinos e zebuinos, em diferentes faixas etarias. Foram coletadas individualmente
amostras fecais e realizadas as contagens de ovos nas fezes (COF), pela técnica de McMaster
1:25, posteriormente foram preparados pools de fezes com subamostras de 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 50% e 100% do lote (sem repeticédo) e realizada a contagem de ovos dos pools de
fezes (COF pool), pela técnica de McMaster 1:25. Para TRCOF, foram realizados 11 testes
(222 animais), taurinos e zebuinos, de 8 a 18 meses de idade. Inicialmente, foram realizadas
COF individuais, pela técnica McMaster 1:25, em seguida foram preparados pools de cinco
amostras (Pool 5), dez amostras (Pool 10) e 13 a 25 amostras (Pool total) e realizadas as COFs
pelas técnicas de Mini-FLOTAC 1:5 e McMaster 1:25 e 1:50, nas coletas pré e pds-tratamento.
Foram realizadas analises de variancia, seguido de teste de Dunnett, entre as médias das COF
individuais e pool, para Ml e TRCOF. A capacidade de predicdo das COFs pools foi verificada
comparando dados preditos pelas COFs pools e dados observados pelas COF individuais e
analisando os coeficientes de determinacdo (R?) e teste de identidade dos parametros (a=0 e
b=1) da regressao linear, coeficiente de correlacdo e concordancia (CCC) e a raiz do quadrado
médio do erro da predicdo (RQMEP). Adotou-se o nivel de 5% de probabilidade em todas as
andlises estatisticas. Para MI, as COFs pools das subamostras de 5, 10, 20, 25, 50 e 100%
diferiram significativamente (p<0,0001) da média das COF individuais dos lotes. Os R2 foram
de -0,52 a 0,79, houve diferenca significativa nos testes de identidade dos parametros nas
subamostras de 10 a 100% dos lotes, os CCCs variaram de 0,26 a 0,75 e os erros de predicéo
foram de 69,9 a 181,9 OPG. Para TRCOF, apenas as eficacias obtidas de COF pool nas
técnicas de Mini-FLOTAC e McMaster 1:50 com pool total, diferiram significativamente
(p<0,05) das eficacias obtidas de COF individuais. Os R2 e CCCs variaram de 0,36 a 0,78,
houve diferenca significativa nos testes de identidade dos parametros, exceto no pool 5 na
técnica Mini-FLOTAC. Os erros de predicdo variaram de 21,7 a 35,8% de eficacia. As COFs
pools ndo permitiram avaliar de forma representativa o nivel de infeccdo por nematodas
gastrintestinais de lotes de bovinos, sob baixo nivel de infeccédo e elevado nivel de agregacao,
no entanto, COFs individuais de subamostras > 20% do lote permitiram monitorar o nivel de
infeccdo de lotes de bovinos. Os TRCOFs realizados por COF pool, ndo predisseram
precisamente a eficacia anti-helmintica, sendo influenciados pelo tamanho dos pools e
sensibilidade analitica.

Palavras-chave: Agregacdo, McMaster, Mini-FLOTAC, Pool, Resisténcia



Abstract

CONDE, M.H. Composite fecal samples: Tool for monitoring of infection by
gastrointestinal nematodes and anthelmintic resistance in herd cattle. 2019. 48 f. Dissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

The aim of the study was to evaluate the use of composite fecal sample (pooled fecal) to
monitoring the level of infection (MI) by GINs of bovine herd and fecal egg count reduction
test (FECRT). Additionally, verify the influence of the variables analytical sensitivity of FEC
techniques and pool size. For MI, 12 herd of cattle (875 animals), taurine and zebu were
evaluated in different age groups. Fecal samples were collected individually and the fecal egg
counts (FEC) were performed using the McMaster 1:25 technique. Pooled fecal were then
prepared with 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 50% % and 100% of the herd (without repetition)
and fecal pooled egg count (FEC pool) was performed using the McMaster 1:25 technique. For
FECRT, 11 tests (222 animals), taurine and zebu were performed, from 8 to 18 months of age.
Initially, individual FECs were performed by the McMaster 1:25 technique, then were
prepared pool of five samples (pool 5), ten samples (pool 10) and 13 to 25 samples (pool total)
and FECs performed by Mini-FLOTAC 1:5 and McMaster 1:25 and 1:50, in pre and post-
treatment collections. We performed analyzes of variance, followed by Dunnett test, between
the means of the individual and pool FECs, for Ml and FECRT. The predictive capacity of the
FECs pools was verified by comparing data predicted by the FECs pools and data observed by
the FEC individual and analyzing the coefficients of determination (R?) and identity test of the
parameters (a=0 and b=1) of the linear regression, coefficient of correlation and agreement
(CCC) and root mean square error prediction (RMSEP). The 5% probability level was adopted
for all statistical analyzes. For MI, FECs pools of the 5, 10, 20, 25, 50 and 100% subsamples
differed significantly (p <0.0001) from the mean of the individual COFs of the herd. The R2
were -0.52 to 0.79, there was a significant difference in the identity tests of the parameters in
the subsamples from 10 to 100% of the herd, the CCC ranged from 0.26 to 0.75 and the
prediction errors were 69.9 to 181.9 EPG. For FECRT, only the efficacy obtained from FEC
pool in the techniques of Mini-FLOTAC and McMaster 1:50 with total pool, differed
significantly (p <0.05) from the efficacy obtained from individual FECs. The R2 and CCCs
ranged from 0.36 to 0.78, there was a significant difference in the identity tests of the
parameters, except in pool 5 in the Mini-FLOTAC technique. Prediction errors ranged from
21.7 to 35.8% efficacy. The FECs pools did not allow a representative evaluation of the level
of infection by gastrointestinal nematodes of bovine herds, with a low level of infection and a
high level of aggregation, however, individual FECs of subsamples = 20% of the herd allowed
to monitoring the level of infection of bovine herd. The FECRT performed by COF pool did
not predict precisely the anthelmintic efficacy and were influenced by pool size and analytical
sensitivity.

Keywords: Aggregation, McMaster, Mini-FLOTAC, Pool, Resistance.
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1. INTRODUCAO

As infecgbes por nematodas gastrintestinais (NGIs) em bovinos normalmente se
apresentam de forma subclinica, com perdas produtivas impactantes a bovinocultura e
potencializadas pela resisténcia anti-helmintica (Borges et al., 2013; Heckler et al., 2016;
Hoglund et al., 2018), o que torna necessario um controle dos NGls eficiente e fundamentado
em evidéncia cientificas. No entanto, de acordo com dados do Servico de Inspecdo de Saude
Vegetal e Animal dos Estados Unidos, de 2007/2008, hd um numero infimo de propriedades
(4,7%) que submetem amostras de fezes para realizagdo de exames copropasitolégicos, além
disso, dentre as propriedades que realizam algum tratamento anti-helmintico, apenas 0,6%
utilizam exames coproparasitologicos para determinar quando os animais serdo tratados e
82,3% avaliam a eficicia do anti-helmintico pela aparéncia dos animais (USDA, 2009).
Apesar de no Brasil ainda ndo haver dados sobre a conduta dos produtores acerca do controle
de verminose em ambito nacional, um estudo realizado com produtores rurais de Minas
Gerais aponta dados que corroboram com os dados apresentados nos Estados Unidos
(Delgado et al., 2009).

As justificativas apontadas para a auséncia de realizacdo de exames coproparasitologicos,
seja para contagem de ovos nas fezes (COF) ou para Teste de Reducdo da Contagem de Ovos
nas Fezes (TRCOF), estdo relacionadas a falta de percepcdo dos responsaveis pela atividade
qguanto ao problema dessa parasitose (Gasbarre et al., 2015), embora, nos EUA 66% das
propriedades realizam tratamento anti-helmintico ao menos uma vez ao ano (USDA, 2009), e
no Brasil 80% dos produtores realizam ao menos duas dosificagdes anti-helmintica por ano
(Soutello, 2007). Também séo apontados como possivel justificativa, 0s gastos financeiros
necessarios para realizacdo dos exames coproparasitolégicos. (Morgan et al., 2005; Rinaldi et
al., 2014), podendo ser este um dos principais motivos, uma vez que, esses custos em
propriedades com baixa lucratividade ou com grande numero de animais podem ser
significativos. Além disso, fatores operacionais, seja na coleta e no envio das amostras, ou no
processamento dos exames em laboratorio, devem ser considerados, logo, estratégias que
levem a reducdo da operacionalidade e dos custos, tanto para os laboratorios quanto para as
propriedades de criacdo, sd0 necessarias e desejaveis.

O uso de amostras fecais compostas tem-se mostrado uma ferramenta que atende a esses

parametros (George et al., 2017). Entende-se por amostra fecal composta, ou pool de fezes, o
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agrupamento de igual quantidade de fezes de diversos animais, do qual pressupde-se que COF
devera ser igual ou semelhante a média das COFs individuais (Baldock et al., 1990).

Com isso, 0 objetivo desta reviséo foi compilar informagdes sobre o uso de amostras fecais
compostas, principalmente em ruminantes, abordando variacbes de amostragem,
metodologias de preparacdo de pool de fezes e as variaveis interferentes, como sensibilidade

analitica e padrédo de distribuicdo de parasitas na populacdo hospedeira.

2. Metodologias de preparacdo de amostras fecais compostas

A preparacdo dos pools de fezes é determinada por variaveis como: volume de fezes
utilizado de cada amostra individual, métodos de homogeneizacdo, quantidade de amostras
individuais utilizadas nos pools de fezes e sensibilidade analitica.

O principio da igualdade do volume de fezes das amostras individuais nas preparacées dos
pools de fezes foi respeitado em todos os estudos sobre 0 uso de amostras fecais compostas,
porem houve diferencas no volume utilizado para cada espécie animal (bovina, ovina e
equina) e também, uma variagdo no volume utilizado (0,5 a 3,0 g) entre 0s estudos com a
espécie ovina. Ambos os estudos com bovinos utilizaram 1g de fezes de cada amostra (Tabela
1).

Tabela 1. Variaveis metodologicas da preparacdo de amostral fecal composta (pool de

fezes) para as espécies ovina, bovina e equina.

Numero Volume

de de fezes Homogeneizacao
amostras por do pool
por pool amostra

Espécie SA Autores

Ovina 3ab 054 Manual aseco 20 (MM)  Baldock et al. (1990)

25 (MM)
33 (MM)
10 2,090 Manual aquosa 15 (MM)  Nicholls e Obendorf
(1994)
10 30¢g Mecanicaaseco 50 (MM)  Morgan et al. (2005)
510e20 20g Manual aseco 10 (MF) Rinaldi et al. (2014)
15 (MM)
50 (MM)
5,10e 20 2,09 Manual aseco 10 (MF) Kenyon et al. (2016)
15 (MM)
50 (MM)
Bovina 5 109¢g Manualaseco 20 (MM)  Ward et al. (1997)
15 10g Manual aseco 5 (MF) George et al. (2017)
5 (W)
12,5

(MM)
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Equina 3al0 30¢g Manual aquosa 50 (MM)  Eysker et al. (2008)

SA: Sensibilidade Analitica; MM: McMaster; MF: Mini-FLOTAC; W: Wisconsin-
Modificado

O processo de homogeneizacdo dos pools de fezes tem sido realizado por trés métodos:
manual a seco, manual aquosa e mecénica a seco. A homogeneizacdo manual a seco consiste
na simples mistura do material fecal manualmente com auxilio de espéatula, sendo este o
método descrito no primeiro estudo sobre uso de pool de fezes e o mais utilizado nos estudos
sobre pool de fezes e com resultados satisfatérios (Baldock et al., 1990; Ward et al., 1997;
Rinaldi et al., 2014; Kenyon et al., 2016; George et al., 2017). A homogeneiza¢do aquosa
consistia na adicdo de um determinado volume de agua no conjunto de amostras fecais e
homogeneizacdo do contetido fezes+agua. A homogeneizacdo em meio liquido poderia vir a
melhorar a distribui¢do de ovos no conteudo, minimizando a influéncia de uma possivel fonte
de variacdo para as contagens de ovos do pool de fezes (COF pool), no entanto, os resultados
apresentados foram equivalentes ao método manual a seco e permitiram conclusdes
semelhantes (Nicholls e Obendorf, 1994). A homogeneizacdo mecénica a seco foi realizada
com a mistura do material fecal em um liquidificador e sem adicéo de liquidos (Morgan et al.,
2005).

A segunda etapa ap0s a homogeneizacdo do pool de fezes é a COF pool. Divergéncias
foram observadas, quanto a origem da amostra que seria realizada a COF. Nos estudos com
pools de tamanho reduzido (3 a 5 amostras), as COFs foram realizadas da massa fecal total do
pool de fezes (Baldock et al., 1990; Ward et al., 1997). Quando no pool de fezes havia mais
de cincos amostras, ocorria a impossibilidade de utilizar a massa fecal total, logo, retirava-se
uma aliquota de fezes do pool e a partir dessa aliqguota conduziam as técnicas de COF
(Morgan et al., 2005; Eysker et al., 2008; Kenyon et al., 2016). Essa estratégica apresenta uma
certa desvantagem pois, em virtude do padrdo de distribuicdo aleatoria (Distribuicdo de
Poisson), essa aliquota possivelmente ndo contera exatamente a mesma contagem de ovos da
massa fecal total, porém proxima (Torgerson et al., 2012), com isso pode estar sendo incluido
mais uma possivel fonte de variagdo para COF pool, no entanto, é possivel padronizar a
técnica de COF para pool de diferentes tamanhos.

A quantidade de amostras individuais utilizadas nos pools de fezes (tamanho do pool)
variou de 3 a 20 amostras, entre os estudos. Embora em todos os estudos as COFs foram
realizadas pela técnica de McMaster, houve varia¢fes de sensibilidade analitica na técnica.

Foram utilizadas também a técnica de Mini-FLOTAC e Wisconsin-modificado para COF
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pool (Tabela 1). A influéncia dessas variacOes sobre estimativas de COF pool serdo abordados
mais detalhadamente nos topicos 3 e 4.

Em suma, sdo favoraveis os resultados, até o momento, do uso de amostras fecais
compostas em diferentes espécies visto os elevados niveis de concordancia entre COF pool e
individual, porém é evidente a auséncia de unanimidade na metodologia de preparacdo das
amostras fecais compostas, cujas variaveis por vezes aparentam serem determinadas
arbitrariamente. Isto faz com que comparacdes de resultados entre os estudos se tornem
imprecisas, além de impossibilitar recomendacdes préaticas para adocdo desta ferramenta em

laboratorios, centros de pesquisas ou programas de controle de verminose.

3. Tamanho da amostra

A determinacdo do tamanho da amostra € fundamental do ponto de vista metodoldgico e
estatistico, visto que uma determinada caracteristica de uma amostra da populacdo deve
representar a caracteristica da populacdo de origem. Nos estudos sobre o uso de amostras
fecais compostas, a determinagcdo do tamanho da amostra a ser utilizada nos pools de fezes
(tamanho do pool) ndo segue nenhum padrdo e observam-se variagdes, tanto no tamanho do
pool, quanto no volume de fezes utilizado das amostras individuais para preparacdo dos pools
de fezes (Tabela 1). Brunsdon et al. (1970) afirmam que a avaliacdo de amostras de 10 a 12
animais confere um diagnostico satisfatorio do nivel de infeccdo de rebanho de ovinos. E
possivel que o tamanho dos pools utilizados até 0 momento seja derivado deste valor, porém,
a auséncia de referéncias sobre a determinacdo do tamanho da amostra ndo permite esta
concluséo.

Com base em simulagGes matematicas, é clara a influéncia do tamanho da amostra na
qualidade das COFs, com ou sem 0 uso de amostra fecal composta, visto que amostras de
tamanho reduzido favorecem aparecimento de erros de superestimacdo, mas principalmente
de subestimacdo, pelo simples fato de que amostras pequenas tem uma menor probabilidade
de detectar os hospedeiros com alta carga parasitaria, logo a média e a variancia séo
subestimadas, consequentemente, variaveis dependentes dessas podem ser subestimadas
(Gregory e Woolhouse, 1993; Morgan et al., 2005). Alternativamente, o aumento do tamanho
da amostra reduziria a chance de aparecimento de erros, no entanto, o0 maior volume de fezes
resultante do aumento do tamanho da amostra, dificultaria a homogeneizagao total dos pools
de fezes e poderia trazer erros decorrentes da ma homogeneizagdo (Morgan et al., 2005).

A influéncia do tamanho do pool sobre as COFs e TRCOFs em ovinos foi avaliada a partir

de dados de campo. Em localidades onde ndo havia resisténcia anti-helmintica dos NGIs
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(eficacia média de 99,5%) ndo houve influéncia do tamanho do pool (Rinaldi et al., 2014).
Entretanto, quando avaliada em regido onde os NGIs eram resistentes aos anti-helminticos,
houve interacdo entre o tamanho do pool e o nivel de sensibilidade analitica na classificacéo
de susceptibilidade anti-helmintica e nas eficacias (Kenyon et al., 2016). O aumento do
tamanho do pool elevou significativamente os coeficientes de correlagdo das eficacias obtidas
de COF pool e individual, nas técnicas de McMaster (1:15 e 1:50), porém, manteve-se
inalterado na técnica com maior sensibilidade analitica (Mini-FLOTAC 1:10). Também foram
observados erros na classificacdo de susceptibilidade anti-helmintica na técnica de menor
sensibilidade analitica (McMaster 1:50) (Kenyon et al., 2016). Portanto, o nivel de resisténcia
anti-helmintica também deve ser considerado ao se avaliar a influéncia de variaveis
interferentes, como o tamanho do pool, para COF pool.

Com isso, tem-se evidéncias de que ha uma influéncia do tamanho do pool nas COF e
TRCOF em ovinos, porém ainda € desconhecido o seu impacto para COF e TRCOF na
espécie bovina, mas também o tamanho de pool ideal para avaliacbes de nivel de infeccédo e

eficacia anti-helmintica.

4. Tecnicas Coproparasitologicas e Sensibilidade Analitica

Entende-se por sensibilidade analitica (SA) como a menor COF que a técnica laboratorial
consegue detectar diferente de zero, por exemplo, ao se dizer que a técnica tem uma
sensibilidade analitica de 25, significa que a menor COF possivel, depois do zero, é de 25
ovos por grama de fezes. Dentre as técnicas coproparasitologicas quantitativas desenvolvidas
até o momento, a técnica de Gordon e Whitlock (McMaster), descrita em 1939, é baseada na
flutuacdo em camera de leitura especifica (cdmara de McMaster) e, é a mais difundida e
recomendada até o momento pela World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP) para contagem de ovos na fezes e avaliagdo de eficacia anti-
helmintica (Coles et al., 2006). Em sua primeira descricdo a técnica apresentava uma
sensibilidade analitica de 200, porém ja sdo descritas sensibilidades analiticas de 10; 12,5; 15;
25; 33,3; 50 e 100 para a mesma técnica (Baldock et al., 1990; Levecke et al., 2011; Kenyon
et al., 2016; George et al., 2017).

Posteriormente, algumas técnicas com maior sensibilidade analitica foram desenvolvidas,
como a técnica de Cornell-Wisconsin, descrita em 1982 e baseada em flutuacdo em tubos de
centrifugacdo obtendo uma sensibilidade analitica de 1 (Egwand e Slocombe, 1982), assim

como na técnica de FLOTAC que foi descrita em 2010 e baseia-se no mesmo principio de
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Cornell-Wisconsin, no entanto, utilizando aparatos especificos da técnica (Cringoli et al.,
2010).

A técnica mais recente até o momento é chamada Mini-FLOTAC, descrita em 2013,
baseia-se em flutuacdo em camera de leitura especifica adaptada da camara de McMaster,
possibilitando uma sensibilidade analitica de 5 ou 10, o que representa, um ganho de
sensibilidade em relagdo a técnica de McMaster (Cringoli et al., 2013; Noel et al., 2017).

A influéncia da SA em técnicas com amostras fecais individuais e amostras fecais
compostas, seja para contagem de ovos nas fezes ou avaliacdo de eficacia anti-helmintica tem

sido motivo de estudos (Morgan et al., 2005; Kenyon et al., 2016).

4.1. Influéncia da SA sobre amostras fecais compostas

O efeito da SA sobre testes de eficacia anti-helmintica e COF a partir de amostras fecais
compostas foi avaliado em duas localidades com diferentes perfis de resisténcia anti-
helmintica de NGIs em ovinos. Onde ndo havia resisténcia anti-helmintica, a SA néo
influenciou a eficacia anti-helmintica, a classificacdo de susceptibilidade e as contagens de
ovos de pool de fezes (Rinaldi et al., 2014). Por outro lado, onde os NGIs eram resistentes aos
anti-helminticos, as diferencas das técnicas e das SA das técnicas mostraram-se relevantes ao
influenciar nos resultados e conclusdes dos TRCOF a partir de pool de fezes (Kenyon et al,
2016). Logo, ficou evidenciado que a SA afetou as COFs Pool e consequentemente as
conclusdes acerca de sua utilizacdo em ovinos, na dependéncia do tamanho do pool e
possivelmente do nivel de resisténcia anti-helmintica.

Em bovinos, ndo ha estudos que demonstrem a influéncia da SA sobre amostras fecais
compostas. George et al. (2017) utilizaram trés diferentes técnicas para a realizacdo de
TRCOF a partir de amostras fecais compostas em bovinos, entretanto, os autores ndo
abordaram as técnicas separadamente possivelmente pela metodologia empregada, a qual

exigia-se uma contagem inicial minima de 140 ovos.

4.2. Influéncia da SA sobre amostras fecais individuais

O efeito de diferentes sensibilidades analiticas (1, 10, 15, 33, 50) de duas técnicas
coproparasitologicas (FLOTAC e McMaster) em baixo nivel infeccdo (<200 OPG) em
bovinos sobre o TRCOF a partir de amostras individuais, foi avaliado em um modelo
experimental baseado em eficacia anti-helmintica simulada a partir de diluicdes da COF
inicial. Conclui-se que a precisdo do TRCOF aumenta a medida que a sensibilidade analitica

aumenta (Levecke et al., 2011).
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Neste mesmo modelo experimental, também foi avaliada a influéncia da sensibilidade
analitica, em diferentes niveis de infeccdo inicial em bovinos sobre variaveis que predizem a
qualidade do TRCOF, como precisao, acuracia e erro. A técnica de FLOTAC (SA:1) forneceu
resultados mais precisos no TRCOF em relagdo a técnica de McMaster (SA:10) e Cornell-
Wisconsin (SA:1), que néo diferiram entre si, apesar do FLOTAC e Cornell-Wisconsin terem
a mesma sensibilidade analitica. Além disso, a precisdo e a acuracia aumentaram a medida
que o0 OPG inicial aumentou (Levecke et al., 2012).

Em condicdes naturais, trabalhando com COF individuais de ovinos, observou-se que o
Mini-FLOTAC apresentou significativamente maiores COF e sensibilidade quando
comparado ao McMaster 15 e McMaster 50, que ndo apresentaram diferencas significativas
nas COF. A tecnica de McMaster frequentemente ndo detectava COF baixa, principalmente
na sensibilidade analitica de 50. Com o aumento da COF, a sensibilidade da técnica de
McMaster ndo diferiu do Mini-FLOTAC (Rinaldi et al., 2014).

A avaliacéo de diferenca de técnicas e sensibilidade analitica também foi demonstrada em
equinos, no qual o Mini-FLOTAC (SA:5) nédo diferiu significativamente do McMaster
(SA:25), no entanto apresentou menores variacbes no desvio padrdo e no coeficiente de
variacao, principalmente em COF baixa (<200 OPG), logo apresentando uma maior acuracia
e precisdo (Dias de Castro et al., 2017; Noel et al., 2017).

De maneira geral, as técnicas coproparasitoldgicas e a sensibilidade analitica utilizadas nos
estudos, seja em bovinos, ovinos ou equinos, afetam de alguma maneira 0 TRCOF,
geralmente no sentido de técnicas com maior sensibilidade analitica ocasionarem um ganho
de precisdo na determinacéo da eficacia anti-helmintica, pois possibilitam a detec¢cdo de COF
muito baixa e reduzem a amplitude de varia¢do nas COFs.

Apesar do ganho obtido ao utilizar técnicas de elevada sensibilidade analitica, a
interpretacdo final sobre a eficacia do anti-helmintico aparenta ser pouco afetada, logo
influéncia da sensibilidade analitica e da técnica coproparasitoldgica ainda devem ser melhor
elucidadas, visto que as técnicas de maior sensibilidade analitica requerem mais
equipamentos, maior volume de trabalho e maior capacitacdo profissional, consequentemente,
maiores custos portanto deve-se buscar um equilibrio entre sensibilidade analitica e

aplicabilidade das técnicas.

5. Nivel de agregacéo
O padrdo de distribuicdo de parasitas na populagdo hospedeira, mensurado pelo nivel de

agregacdo, apesar de pouco avaliado nos estudos € relatado e discutido como uma variavel



O 00 N o u b~ W N R

w W W W W N N N N N NN N N NN PP PR R, R, R R R
A W N P O O 0O N O U B W N P O O 0O N O UL B W N —» O

17

interferente para COF pool em ovinos. Os padrdes de distribuicdo, podem ser divididos em
trés categorias: sub-dispersa (regular ou homogénea), aleatoria ou super-dispersa (agregada ou
heterogénea). Esses padrdes podem ser descritos empiricamente por trés distribuicfes de
probabilidades, distribui¢cdo binomial positiva, distribuicdo de Poisson e distribuicdo binomial
negativa, respectivamente, as quais podem ser verificadas simplesmente pela razdo da
variancia sobre a média (RVM) da amostra, sendo sub-dispersdo valor menor que um,
aleatorizacdo valor igual a um e super-dispersao valores maiores que um (Anderson e Gordon,
1982).

Frequentemente, o padrdo de distribuicdo dos NGlIs nos hospedeiros é agregado, ou seja, a
maioria da populacdo de parasitos tende a ser encontrada dentro de uma proporcao
relativamente pequena de todos os hospedeiros disponiveis (Barger et al., 1985; Smith e
Guerrero, 1993; Morgan et al., 2005). O nivel dessa agregacdo pode ser predito analisando
algumas variaveis estatisticas, como o coeficiente k da distribuicdo binomial negativa, o qual
apresenta uma relagdo inversa com o nivel de agregacgéo, logo, populacdes que apresentem
elevado nivel de agregacdo, apresentam um baixo valor de k, consequentemente uma grande
dispersdo dos parasitas dentro da populacdo de hospedeiros. Para melhor entendimento desta
relacdo, o sentido literal do termo agregacdo ndo deve ser considerado, uma vez que esta
diretamente relacionado com um padréo de distribuicdo heterogéneo.

As distribuices de parasitas ndo sdo estaticas, mas sim dindmicas, em consequéncia de
mudancas temporais e espaciais dos fatores que determinam a dispersdo (Anderson e Gordon
1982), como taxa de infeccdo do hospedeiro, fecundidade e mortalidade do parasito, espécie
de parasito, idade do hospedeiro, resposta imune e fisiologicas do hospedeiro e competicdo
intraespecifica (Anderson e Gordon 1982; Smith e Guerrero, 1993; Grenfell et al., 1995;
Morgan et al., 2005).

Gregory e Woolhouse (1993) em estudo de simulacdo, discutem as implicacGes de
varidveis como tamanho amostral, nivel de agregacdo e nivel de infeccdo (carga parasitaria)
nas interpretacoes de dados de COF. Especificamente, em amostras com nivel de agregacao
elevado (coeficiente k baixo), os parametros estatisticos como média, variancia, RVM e
coeficiente de variacdo sdo subestimados, do mesmo modo que amostras de tamanhos
reduzidos subestimam o nivel de agregacdo, portanto, erros significativos e baixa precisdo das
estimativas dos pardmetros estdo associados a amostras pequenas e alto nivel de agregacao,
mas independentes do nivel de infeccéo.

Morgan et al. (2005), trabalhando com modelo de simula¢fes matematicas associado a

validagdo a campo, buscaram determinar como a agregacdo e o tamanho da amostra afetam a
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acuricia das estimativas de COF a partir de amostras fecais compostas em ovinos.
Demonstraram que o nivel de agregacdo afeta a chance de subestimacdo das COFs em uma
relacdo direta, mas também afeta a precisdo das COFs pool. Esta precisdo, que é dependente
da variancia das COF, apresenta uma elevagdo com o aumento da quantidade de camaras lidas
do pool de fezes, principalmente em baixos niveis de agregacdo. No entanto, baseados nos
dados de campos, ndo foi observado correlagdo significativa entre o coeficiente k e a
probabilidade de subestimar a média da COF do rebanho. Os autores discutem a necessidade
de cuidados extras ao se utilizar amostras fecais compostas em rebanhos em que é esperado
um nivel de agregacdo elevado, porém, ndo ha dados a campo suficientes para poder prever o
nivel de agregacao de um lote, visto que é influenciado por uma gama de fatores biolégicos.
Os dados de simulagdes confirmaram a influéncia do nivel de agregagdo sobre COF pool,
no entanto, dados de campo demonstraram ndo haver correlagdo entre coeficiente k e
probabilidade de subestimar o nivel de infecgéo a partir de COF pool (Morgan et al., 2005), o
que faz com que haja davidas sobre a influéncia dessa variavel, logo sédo necessarios mais
estudos para verificar e/ou comprovar a influéncia do nivel de agregacdo sobre COF

individual e pool, em animais de producéo.
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Resumo: O objetivo do estudo foi avaliar o0 uso de pool de fezes para monitoramento do nivel
de infeccdo (MI) por NGIs de lotes de bovinos e teste de reducdo da contagem de ovos nas
fezes (TRCOF). Adicionalmente, verificar a influéncia das variaveis sensibilidade analitica
das técnicas de COF e tamanho do pool. Para Ml, foram avaliados 12 lotes de bovinos (875
animais), taurinos e zebuinos, em diferentes faixas etarias. Foram coletadas individualmente
amostras fecais e realizadas as contagens de ovos nas fezes (COF), pela técnica de McMaster
1:25, posteriormente foram preparados pools de fezes com subamostras de 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 50% e 100% do lote (sem repeticédo) e realizada a contagem de ovos dos pools de
fezes (COF pool), pela técnica de McMaster 1:25. Para TRCOF, foram realizados 11 testes
(222 animais), taurinos e zebuinos, de 8 a 18 meses de idade. Inicialmente, foram realizadas
COF individuais, pela técnica McMaster 1:25, em seguida foram preparados pools de cinco
amostras (Pool 5), dez amostras (Pool 10) e 13 a 25 amostras (Pool total) e realizadas as
COFs pelas técnicas de Mini-FLOTAC 1:5 e McMaster 1:25 e 1:50, nas coletas pré e pos-
tratamento. Foram realizadas analises de variancia, seguido de teste de Dunnett, entre as
médias das COF individuais e pool, para Ml e TRCOF. A capacidade de predicdo das COFs
pools foi verificada comparando dados preditos pelas COFs pools e dados observados pelas
COF individuais e analisando os coeficientes de determinacdo (R?) e teste de identidade dos

parametros (a=0 e b=1) da regressdo linear, coeficiente de correlacdo e concordancia (CCC) e
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a raiz do quadrado médio do erro da predicio (RQMEP). Adotou-se o nivel de 5% de
probabilidade em todas as analises estatisticas. Para MI, as COFs pools das subamostras de 5,
10, 20, 25, 50 e 100% diferiram significativamente (p<0,0001) da média das COF individuais
dos lotes. Os R2 foram de -0,52 a 0,79, houve diferenca significativa nos testes de identidade
dos parametros nas subamostras de 10 a 100% dos lotes, os CCCs variaram de 0,26 a 0,75 e
os erros de predicdo foram de 69,9 a 181,9 OPG. Para TRCOF, apenas as eficacias obtidas de
COF pool nas técnicas de Mini-FLOTAC e McMaster 1:50 com pool total, diferiram
significativamente (p<0,05) das eficacias obtidas de COF individuais. Os R? e CCCs variaram
de 0,36 a 0,78, houve diferenca significativa nos testes de identidade dos parametros, exceto
no pool 5 na técnica Mini-FLOTAC. Os erros de predigdo variaram de 21,7 a 35,8% de
eficacia. As COFs pools ndo permitiram avaliar de forma representativa o nivel de infeccéo
por nematodas gastrintestinais de lotes de bovinos, sob baixo nivel de infeccdo e elevado nivel
de agregacgdo, no entanto, COFs individuais de subamostras > 20% do lote permitiram
monitorar o nivel de infeccdo de lotes de bovinos. Os TRCOFs realizados por COF pool, ndo
predisseram precisamente a eficacia anti-helmintica, sendo influenciados pelo tamanho dos

pools e sensibilidade analitica.

Palavra-Chave: Agregacédo, Pool, Resisténcia, Mini-FLOTAC, McMaster

1. Introducéo

O diagndstico do parasitismo por nematodas gastrintestinais (NGIs) em ruminantes é
baseado na realizacdo de exames coproparasitologicos quantitativos, apesar dessa pratica ser
negligenciada pela maioria dos produtores. No entanto, de acordo com dados do Servigco de
Inspecdo de Salde Vegetal e Animal dos Estados Unidos, de 2007/2008, dentre as
propriedades em que se realizaram tratamento anti-helmintico em bovinos nos Estados

Unidos, apenas 0,6% utilizaram exames coproparasitologicos para determinar quando 0S
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animais seriam desverminados. Além disso, 91,1% consideram a eficcia dos anti-helminticos
como importante ou muito importante para escolha dos anti-helminticos, porém 82,3%
utilizam a aparéncia do animal para determinar a eficacia anti-helmintica (USDA, 2009), o
que reflete um controle inadequado e sem qualquer fundamentacdo técnica, também
observado no Brasil (Delgado et al., 2009).

Alguns fatores tém sido associados a este controle inadequado, como a falta de percepcéo
dos produtores e/ou responsaveis pela atividade quanto ao problema dessa parasitose
(Delgado et al., 2009; Gasbarre et al., 2015) e os gastos financeiros diretos e indiretos para
realizacdo de exames coproparasitoldgicos (Morgan et al., 2005; Rinaldi et al., 2014). O uso
de amostra fecal composta (pool de fezes) para contagem de ovos nas fezes (COF) e testes de
reducdo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF) é considerado uma estratégica que
possibilita a reducdo da operacionalidade e dos custos em ovinos, bovinos e equinos (Eysker
et al., 2008; Kenyon et al., 2016; George et al., 2017).

Embora seja uma estratégica inicialmente avaliada a quase trés décadas (Baldock et al.,
1990), ainda ha questionamentos a serem esclarecidos acerca da aplicabilidade dessa
estratégia e das variaveis que possam influenciar as contagens de ovos de pool de fezes (COF
pool). Em ovinos, a sensibilidade analitica, a quantidade de amostras utilizada no pool de
fezes (tamanho do pool), o nivel de resisténcia anti-helmintica e o nivel de agregacdo
(dispersdo dos parasitas entres 0os hospedeiros) foram avaliadas e tidas como variaveis que
podem interferir nos resultados de COF e TRCOF utilizando amostras fecais compostas
(Morgan et al., 2005; Rinaldi et al., 2014; Kenyon et al., 2016). Em bovinos, Ward et al.
(1997) citam que as espécies de NGIs presentes nas infeccbes e a idade do hospedeiro que
estd diretamente relacionada ao nivel de infeccdo, possivelmente possam influenciar os

resultados de COF pool, porém, ndo avaliaram.
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Hé& apenas dois estudos sobre o uso de pool de fezes de bovinos, demonstrando que houve
correlacdo entre a média das COFs individuais e COF pool, embora ndo seja possivel
comprovar se essas estimativas avaliaram de forma representativa o nivel de infeccdo (Ward
et al., 1994). Foi demonstrado também, uma correlacdo entre as eficacias anti-helminticas
obtidas de COF individuais e pool, poréem a metodologia empregada pode elevar a
operacionalidade laboratorial em baixos niveis de infeccdes de lotes ou rebanhos bovinos
(George et al., 2017).

Com isso, 0 objetivo do estudo foi avaliar, em bovinos, o uso de pool de fezes para
monitoramento do nivel de infeccdo por NGIs de lotes bovinos e TRCOF. Adicionalmente,
verificar a influéncia de variaveis interferentes como a sensibilidade analitica das técnicas de

COF e tamanho do pool.

2. Material e métodos
2.1. Monitoramento de infeccdo por NGIs
2.1.1. Local e Amostras

Em uma amostragem por conveniéncia, foram selecionadas 11 propriedades de criacdo de
bovinos, localizadas em diferentes municipios nos estados do Mato Grosso do Sul e Mato
Grosso (Quadro 1). Destas propriedades foram selecionados, aleatoriamente, 12 lotes de
bovinos para serem amostrados que apresentavam, no minimo 20 animais por lote, higidez de
todos os animais e auséncia de dosificacdo anti-helmintica nos dltimos 60 dias. Foram
amostrados animais machos e fémeas, de racas taurinas, zebuinas e cruzamentos
taurino/zebuino. As amostras foram coletadas diretamente da ampola retal dos animais,
identificadas individualmente, acondicionadas sob refrigeracdo e encaminhadas ao laboratorio

de doencas parasitéarias da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
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Quadro 1. Caracteristicas dos lotes de bovinos utilizados para monitoramento de infecgdo por

nematodas gastrintestinais.

Lote Localidade Tamanho Idade
do lote

1 Terenos (MS) 36 11-12m
2 Figueirdo (MS) 40 7-8m
3 Campo Grande (MS) 44 3-8m
4 Ribas do Rio Pardo (MS) 50 11-12m
5 Bela Vista (MS) 55 4-6m
6 Rondonopolis (MT) 59 11-12m
7 Campo Grande (MS) 67 3-20m
8 Ribas do Rio Pardo (MS) 79 12-15m
9 Miranda (MS) 103 36-42m
10 Nova Alvorada do Sul (MS) 107 7-12m
11 Bela Vista (MS) 112 4-6m
12 Jaraguari (MS) 123 7-8m

2.1.2. Avaliacéo do nivel de infeccéo

O nivel de infeccdo por NGlIs foi avaliado a partir da média das contagens de ovos nas
fezes individuais (COF individual) e da contagem de ovos de pool de fezes (COF pool) de
subamostras de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 50% e 100% do lote. Para isso, foi realizado
inicialmente a COF individual de todas as amostras de cada lote, utilizando a técnica de
McMaster na sensibilidade 1:25. Posteriormente foram preparados pools de fezes das
subamostras do lote (sem repeticao) e realizada a contagem de ovos dos pools de fezes (COF
pool), através da técnica de McMaster, na sensibilidade 1:25. Em casos de tamanhos de pools
com nameros decimais, o arredondamento foi sempre para o proximo nimero inteiro.

A selecdo das subamostras que constituiram os pools foi de forma aleatdria, sem que
houvesse a visualizacdo da identificacdo das amostras (as cegas). A preparacdo dos pools de
fezes foi realizada de acordo com George et al. (2017) e a COF pool foi realizada de uma
aliquota de fezes retirada do pool. Apdés a preparacdo dos pools de fezes, as amostras
retornavam ao conjunto de todas as amostras do lote e foram redistribuidas manualmente,

permitindo a cada nova selecdo de amostras, aleatoriedade na escolha.
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2.2. Teste de reducéo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF)

Foram realizados 11 TRCOF utilizando de 15 a 25 animais por teste, sendo 123 animais (F1
nelore x angus) com 8 meses de idade (propriedade A), 52 animais (nelore) com 12 meses de
idade (propriedade B) e 47 animais (F1 nelore x angus) com 18 meses de idade (propriedade
C). Os animais ndo haviam recebido tratamento anti-helmintico nos 60 dias que antecederam
0 teste. A quantidade de animais por teste variou de acordo com a disponibilidade de animais
no lote e a distribuicdo dos animais foi realizada de forma aleatdria e sem COF prévia.

Foram realizadas sempre duas coletas de amostras de fezes para as contagens de ovos nas
fezes, sendo a primeira no dia do tratamento (pre-tratamento) e a segunda 14 dias apds o
tratamento (pds-tratamento), sempre dos mesmos animais.

Os anti-helminticos testados foram: Albendazole 5 mg/kg (n=1), Doramectina 200 pg/kg
(n=2), lvermectina 700 ug/kg (n=1), lvermectina 450 pg/kg + Abamectina 250 pg/kg (n=3),
Levamisol 4,7 mg/kg (n=2), Moxidectina 200 pg/kg (n=1) e Sulfoxido de Albendazole 3,4
mg/kg (n=1). A dose administrada seguiu as recomendac@es dos fabricantes e a escolha dos
anti-helminticos foi determinada pelos responsaveis pelas propriedades.

A partir das amostras da coleta pré-tratamento, realizou-se inicialmente, a contagem de
ovos nas fezes individual (COF individual) de todas as amostras do teste, utilizando a técnica
de McMaster na sensibilidade 1:25. Posteriormente foram preparados os pools de fezes com
cinco amostras (Pool 5), dez amostras (Pool 10) e 15 a 25 amostras (Pool Total) e realizada a
contagem de ovos dos pools de fezes (COF Pool), através das técnicas de Mini-FLOTAC na
sensibilidade 1:5 e McMaster na sensibilidade 1:25 e 1:50, para cada tamanho de pool. O
namero de pools realizados dependia da quantidade de animais utilizados em cada TRCOF

(Quadro 2).
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Quadro 2. Numero de pools realizados para diferentes nimeros de animais por teste de

reducéo da contagem de ovos nas fezes (TRCOF).

N“_mef° de Tamanho | Quantidade
animais no
TRCOF do Pool de pools

5 3
15-19 10 1
Total 1
5 4
20-24 10 2
Total 1
5 5
25 10 2
Total 1

*Adaptado de Rinaldi et al. (2014).

A selecdo das amostras que constituiram os pools foi feita de forma aleatoria, sem que
houvesse a visualizacdo da identificacdo das amostras (as cegas). A preparacdo dos pools de
fezes foi realizada de acordo com George et al. (2017) e a COF pool foi realizada de uma
aliquota de fezes retirada do pool, de acordo com a exigéncia de cada técnica de contagem. Os
pools de fezes da coleta pos-tratamento foram feitos com as amostras dos mesmos animais
utilizado no pré-tratamento (pareado).

A eficacia dos anti-helminticos foi calculada para cada teste, de acordo com a seguinte
formula: 100 x (1-(COF pds-tratamento/COF pré-tratamento)). A populacdo de NGIs foi
classificada como sensivel quando a eficacia anti-helmintica foi maior que 95% e o limite
inferior do intervalo de confianca de 95% (LI IC 95%) menor que 90% (Coles et al., 1992). A
partir das COFs pool, apenas o critério de eficacia foi utilizado para a classificacdo de
susceptibilidade anti-helmintica.

A realizacdo do estudo teve aprovacdo do comité de ética de uso de animais da

Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, sob registro n® 936/2018.
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2.3. Exames Coproparasitoldgicos
2.3.1. McMaster modificado

A técnica McMaster (Gordon e Whitlock, 1939) foi conduzida de acordo com as
modificacbes de Ueno e Gongalves, (1998) em nivel de sensibilidade 1:50 e 1:25 realizando a
leitura de uma e duas camaras de McMaster, respectivamente.
3.2.2 Mini-FLOTAC

A técnica de Mini-FLOTAC (Cringoli et al., 2013) foi realizada de acordo com Noel et al.,
(2017) com as seguintes modificacdes: utilizagdo de solucdo de flutuacdo de sulfato de
magnésio (1.2 g/ml), ndo utilizagdo de Fill-FLOTAC, tempo para flutuagdo dos ovos de cinco
minutos.
2.3.3. Coprocultura

As culturas das fezes foram realizadas de acordo com Roberts e O’Sullivan, (1950) com a
seguinte modificacdo: utilizacdo de vermiculita expandida em substituicdo as fezes de bovinos
seca e esterilizada. A classificacdo genérica das larvas infectantes seguiu a descricdo de Ueno

e Goncalves, (1998).

2.4. Andlise estatistica

Uma andlise descritiva das COFs individuais para o monitoramento de infeccdo por NGls
foi realizada, calculando a média aritmética, a COF minima e maxima, a porcentagem de
amostras com COF nula (0 OPG) e o nivel de agregacdo de cada um dos 12 lotes de bovinos
avaliados. O nivel de agregacéo, apresentado pelo coeficiente k, foi calculado de acordo com
Smith e Guerrero, (1993).

Os dados de COF pool e individual de cada tamanho de pool (subamostras), para

monitoramento de infeccdo por NGIs, foram analisados segundo um modelo inteiramente
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casualizado, que considerou uma distribuicdo de Poisson dos dados e o efeito do nimero de
animais de cada lote como covariavel. Ja os dados de eficcia dos TRCOFs foram analisados
seguindo 0 mesmo procedimento, mas considerando ainda, os efeitos aleatérios da
propriedade e do vermifugo utilizado, o nimero de animais avaliados em cada lote e COF
inicial. Utilizou-se 0 PROC GLIMMIX do Sas University (Sas Institute Inc., Cary, CA) para
estas andlises. Quando observado efeito do tamanho de pool, as médias das COFs pool foram
comparadas a média das COFs individuais de todos os animais de cada lote pelo teste de
Dunnett. Para a avaliagdo da capacidade de predicdo das COFs pool para monitoramento de
infeccdo por NGlIs e TRCOF, os dados preditos (média COF pool) pelos diferentes tamanhos
de pool foram comparados aos dados observados nas COFs individuais de todos os animais de
cada lote, segundo as sugestdes de Tedeschi et al. (2006). Foram utilizados nesta avaliagcdo o
coeficiente de determinacdo (R2), o teste de identidade dos parametros (a=0 e b=1) da
equacdo de regressdo linear dos dados preditos pelos observados, analise de momento (média
e desvio padrdo), o coeficiente de correlacdo e concordancia (CCC) e a raiz do quadrado
médio do erro da predicdo (RQMEP). Utilizou-se o software Model Evaluation System (MES
— Nutrition Models, TAMU, College Station, Tx) nestas analises. Adotou-se o nivel de 5% de

probabilidade em todas as analises estatisticas.

3. Resultados
3.1. Monitoramento de infeccdo por NGlIs

3.1.1. InfeccOes por NGls

O nivel de infeccdo médio de 83% dos lotes avaliados esteve abaixo de 200 OPG (média=
79,9), que de acordo com Ueno e Gongalves (1998), considera-se uma infeccdo leve para
infeccOes mista. Os géneros de NGls presentes nas infecgdes foram Cooperia spp. (52,7%),

Haemonchus spp. (39,1%), Oesophagostomum spp. (8,0%) e Trichostrongylus spp. (0,2%). O
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nivel de agregacdo foi elevado, visto que 92% dos lotes avaliados apresentavam um

coeficiente k abaixo de 0,6 (média= 0,401) (Tabela 1).

3.1.2. Avaliacdo do nivel de infeccdo por COF individual de subamostras

A média das COF individuais das subamostras de 5%, 10% e 15% do lote diferiram
significativamente da média das COFs individuais do lote, subestimando o nivel de infeccéo
dos lotes, enquanto as médias das subamostras de 20%, 25% e 50% permitiram uma boa
estimativa do nivel de infeccdo, pois ndo diferiram significativamente das COFs individuais
(Figura 1). O aumento do tamanho das subamostras, a partir de 20%, proporcionou um
aumento do coeficiente de determinacdo (R?) e coeficiente de correlacdo e concordancia

(CCC) e uma reducao dos erros de predicdo (Tabela 2).

Nas subamostras de 10% do lote, 0 Rz e CCC foram elevados, os erros de predicdo foram
0s menores dentre as subamostras avaliadas porém houve diferenca significativa (p<0,01) no
teste de identidade dos parametros (a=0, b=1), demonstrando ndo haver equivaléncia entre a
linha de tendéncia da regressdo linear e linha identidade. Nas subamostras de 5 e 15% do lote,
0 R2 e CCC foram elevados mas com superioridade das subamostras de 15%, ndao houve
diferenca nos testes de identidade dos parametros (a=0, b=1) de ambas as subamostras, mas as
predicdes erraram, em média, 65,5 e 44,9 OPG, respectivamente, representando os maiores
erros de predi¢do dentre as subamostras avaliadas. Os CCCs estiveram sempre acima de 0,80

nas subamostras de 10 a 50% do lote (Tabela 2).

3.1.3. Avaliacdo do nivel de infeccdo por COF pool de subamostras

As contagens de ovos de pool de fezes das subamostras de 5%, 10%, 20%, 25%, 50% e
100% diferiram significativamente (p<0,0001) da média das COF individuais dos lotes. Com
exce¢do as COFs pools das subamostras de 5% do lote, houve uma superestimacdo

significativa do nivel de infeccdo dos lotes nas demais subamostras (Figura 2).
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As COFs pools das subamostras apresentaram coeficientes de determinacdo de -0,52 a 0,79
e houve diferenca significativa nos testes de identidade dos parédmetros (a=0, b=1) nas
subamostras de 10 a 100% dos lotes, além disso, os CCCs foram baixos a moderados,
variando de 0,26 a 0,75 e os erros de predicdo foram de 69,9 a 181,9 OPG, representando de

62,1 a 161,7% da média das COFs individuais dos lotes (Tabela 3).

3.2. TRCOF

3.2.1. Eficacia anti-helmintica

Os resultados dos testes de reducdo da contagem de ovos nas fezes obtidos de COF
individuais estdo expressos na Tabela 4. Apenas as eficacias médias obtidas nas técnicas de
Mini-FLOTAC e McMaster 1:50 com pool total diferiram significativamente (p<0,05) da

eficacia média obtida de COF individual de todas as amostras dos testes (Figura 3).

Os coeficientes de determinacdo e os CCCs foram baixos a moderados, variando de 0,36 a
0,75 e 0,36 a 0,78, respectivamente. De acordo com os testes de identidade dos parametros
(a=0, b=1), ndo houve equivaléncia (p<0,05) das linhas de tendéncia das regressdes lineares
com as linhas identidade respectivas, exceto no pool 5 na técnica Mini-FLOTAC. Os erros de
predicdo variaram de 21,7 a 35,8% de eficacia, representando de 31,3 a 51,5% da eficacia
média obtida de COF individuais, demonstrando uma baixa precisdao dos TRCOFs . A analise
de ranking, baseada na correlacdo de Spearman’s, demonstraram coeficientes de correlacdo de

moderados a altos, com média de 0,70 (Tabela 5).

3.2.2. Classificacdo de susceptibilidade anti-helmintica

As classificacfes obtidas pela técnica de MM50 diferiram (p<0,05) das classificacdes da
técnica padrdo (COF individuais) nos pools 5, 10 e total (p<0,05), enquanto que na técnica de

MM25 a diferenga se deu apenas no pool total. Na técnica de MF ndo houve diferenca
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significativa na classificacdo de susceptibilidade anti-helmintica (p=0,11), independentemente

do tamanho do pool.

4. Discussao

A caracteristica geral da infeccdo por NGIs dos lotes de bovinos avaliados foi de uma
infeccdo leve com elevado nivel de agregacdo e prevaléncia de nematodas gastrintestinais dos
géneros Haemonchus e Cooperia, um padrdo de infeccdo esperado para a espécie hospedeira,
na regido do estudo (Grenfell et al., 1995; Santos et al., 2010).

Tem-se discutido na literatura uma influéncia dos géneros de NGIs das infecgdes no nivel
de agregacdo e na qualidade das COF devido a diferencas de potencial biodtico entre os
géneros (Smith e Guerrero, 1993; Ward et al., 1997; Morgan et al., 2005), no entanto, a partir
dos lotes de bovinos avaliados, ndo foi possivel associar o nivel de agregacdo com o potencial
bidtico dos géneros de NGIs envolvidos nas infeccdes.

A avaliacdo de nivel de infeccdo por NGIs a partir de COF individuais de subamostras,
mostrou-se eficaz para monitorar infecgdes em lotes bovinos a partir de uma amostragem de
20% do lote. Gordon (1967) afirmou que para ovinos, uma amostra de 5 a 10% do lote seria
suficiente para avaliacdo do nivel de infeccdo, entretanto para bovinos essa amostragem nao
foi representativa, uma vez que, em os niveis de infeccdo por NGIs em bovinos é menor que
em ovinos, logo tem-se a necessidade de uma amostragem de maior tamanho em
compensacdo ao nivel de infeccdo. Subamostras inferiores a 20% do lote ndo predisseram
corretamente o nivel de infeccdo, pois em amostras de tamanho reduzido com elevada
agregacao, aumenta-se a probabilidade de subestimar parametros como média e variancia,
pelo simples fato de pequenas amostras terem baixa probabilidade de detectar os poucos

hospedeiros com elevada infec¢do (Pacala e Dobson, 1988; Gregory e Woolhouse, 1993).
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Ao avaliar o nivel de infeccdo por NGIs a partir de COF pool de subamostras, ndo foi
possivel predizer adequadamente o nivel de infeccdo dos lotes, dadas as diferencas
significativas das médias das COFs individuais e pool, os elevados erros de predicdo e os
CCCs baixos a moderados. Os erros de predicdo das COFs individuais das subamostras
representaram, em média, 34 % da média das COFs individuais do lote, enquanto os erros de
predicdo das COFs pool das subamostras representaram, em média, 112%, ou seja, um
aumento de 78%. O fato das médias de COF pool das subamostras de 15% ndo diferirem da
média das COFs individuais do lote, aponta para uma limitacdo da comparacdo de médias
neste tipo de analise, pois apesar da média geral das COFs pool e individuais terem sido
semelhantes, uma observacdo mais detalhada de cada COF pool e de sua correspondente
média das COFs individuais mostra resultados muito distintos (Figura 4). Pode-se verificar
que 0os R2 e CCC foram baixos e erros de predicdo chegaram a 72% da média observada
(Tabela 3), demonstrando um ajuste inadequado dos resultados das avaliacbes. Até o
momento, ndo ha dados na literatura que comprovem a representatividade de COF pool para
verificar o nivel de infeccdo de lotes de bovinos, sendo este o primeiro estudo com este

objetivo.

De acordo com Morgan et al. (2005), os erros de estimativas de COF pool (sub e
superestimacao) podem ser reduzidos com o aumento do tamanho do pool e reducédo do nivel
de agregacdo (aumento do coeficiente k), no entanto, no presente estudo, 0 aumento do
tamanho pool ndo proporcionou reducdo dos erros de estimativas, visto que as médias das
COFs pool foram estatisticamente superiores as médias das COFs individuais, em

praticamente todos as subamostras (10%, 20%, 25%, 50% e 100%).

Considerando uma amostra fecal em que os elementos parasitarios (ovos) estejam
igualmente distribuidos, se repetidas contagens de ovos desta amostra forem realizadas,

variagdes das contagens serdo inevitaveis, em virtude da distribuicdo de Poisson (Torgerson et
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al., 2012). No entanto, como a proposta de Baldock et al. (1990) é que uma Unica contagem
de ovos de um agrupamento de amostras fecais seja equivalente a média das COFs
individuais, as variacOes inerentes ao processo de Poisson podem ter sido significativas e
terem contribuido para a incapacidade das COFs pool de avaliar infec¢es por NGls em lotes
de bovinos com baixo nivel de infeccdo e elevada agregacdo. As falhas de amostragem néo
afetaram as avaliacbes de COF individuais de subamostras maior ou igual a 20% do lote,
devido a equivaléncia entre as COFs pools e individuais e a técnica de COF foi igualmente
realizada para ambas as estratégicas de avaliacdo, o que reforca a hipdtese da influéncia dos

erros de Poisson sobre as COFs pool.

Contrapondo a proposta inicial de Baldock et al. (1990), a realizacdo de repetidas COFs
pools poderiam minimizar esses erros (Torgerson et al., 2012), no entanto, a viabilidade dessa
alternativa deve ser ponderada, uma vez que, a operacionalidade laboratorial e possivelmente
0s custos, serdo aumentados, confrontando o principio do uso de amostras fecais compostas
que seria a reducdo destes fatores buscando viabilizar a realizacdo de COF e TRCOF em

bovinos.

Ainda que as eficacias obtidas de COFs pools de 5 e 10 amostras ndo tenham dada
diferenca significativas das eficacias obtidas de COFs individuais, os elevados erros de
predicdo limitam a aplicacdo desta estratégia a situacdes em que ndo se exija elevada acurécia
e precisdo dos TRCOF, por exemplo, uma triagem da eficacia dos anti-helminticos em uma

propriedade de criacdo ou quando haja limitagdes de recursos humanos e/ou laboratoriais.

As classificacbes de susceptibilidade anti-helmintica foram afetadas pela sensibilidade
analitica, possivelmente em virtude dos baixos niveis de infeccdo. Foi demonstrado por meio
de uma regressdo logaritmica, uma consideravel redugdo da sensibilidade da técnica de
McMaster 1:50 em COF abaixo de 100 OPG em ovinos (Rinaldi et al., 2014), com isso é

possivel que haja um aumento do aparecimento de resultados falso-negativo comprometendo
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as classificacbes da populagdes de NGls, principalmente sob reduzida sensibilidade analitica.
A influéncia da sensibilidade analitica sobre as classificacbes também foi observada em
ovinos quando TRCOF eram realizados a partir de COF pool (Kenyon et al., 2016). Portanto,
classificacdes de susceptibilidade anti-helmintica realizadas a partir de COFs pools devem ser

obtidas preferencialmente com técnicas de elevada sensibilidade analitica.

5. Concluséo

As amostras fecais compostas ndo permitiram avaliar de forma representativa o nivel de
infeccdo por nematodas gastrintestinais de lotes de bovinos, sob baixo nivel de infecgdo e
elevado nivel de agregacdo, no entanto, COFs individuais de subamostras maior ou igual a
20% do lote permitiram monitorar o nivel de infeccdo de lotes de bovinos. Os TRCOF
realizados por meio de amostras fecais compostas, ndo predisseram precisamente a eficacia
anti-helmintica, sendo essa eventualmente mais influenciada pelo tamanho dos pools de fezes,
enquanto a classificacdo da susceptibilidade anti-helmintica foi mais afetada pela

sensibilidade analitica das técnicas de COF.
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Tabela 1. Contagens de ovos nas fezes individuais (COF), nivel de agregacéo (coeficiente k) e
prevaléncia dos géneros de nematodas gastrintestinais dos 12 lotes de bovinos avaliados.

Lote <di I\CA:O Fl\ilolpg) COF nula Coefiﬁiente H CGenerocs) T
Média in.-Max. (0 opg)

1 264,6 0-2150 6% 0,401 140% 77,0% 9,0 0,0%
2 40,6 0-475 38% 0,216 6,3% 92,3% 1,3% 0,0%
3 64,2 0-475 32% 0,433 77,0% 23,0% 0,0% 0,0%
4 65,0 0-575 42% 0,281 42,4% 55,4% 2,2% 0,0%
5 285,9 0-1075 2% 1,804 32,8% 63,3% 3,8% 0,0%
6 154,7 0-1100 15% 0,605 49,3% 30,1% 20,6% 0,0%
7 89,2 0-875 42% 0,272 74,3% 16,3% 7,7% 1,3%
8 107,6 0-775 19% 0,558 - - - -

9 26,7 0-150 59% 0,396 6,3% 89,3% 4,3% 0,0%
10 60,0 0-750 45% 0,299 7,0% 57,0% 35,0% 1,0%
11 97,1 0-1050 20% 0,553 473% 51,2% 15% 0,0%

12 93,6 0-1125 28% 0,404 73,2% 24,3% 2,5% 0,0%
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Tabela 2. Avaliacdo do ajuste dos dados preditos pela contagem de ovos nas fezes
individuais de subamostras aos dados de contagem de ovos nas fezes individuais de
todos os animais de cada lote.

Regressdo linear  Analise de momento RQMEP
Subamostras -value*  Média CCC i
(2:01 b=1) (OPG) DP OPG % da media**

5% 0.79 0.27 96.78 85.89 0.68 65.48 58.19
10% 0.92 0.02 101.43 91.50 0.97 18.98 16.87
15% 0.93 0.38 94.28 66.75 0.81 4491 39.91
20% 0.65 0.58 107.95 59.56 0.82 41.04 36.48
25% 0.73 0.56 110.80 87.94 0.95 26.12 23.22
50% 0.89 0.06 119.63 99.97 0.93 32.89 29.23

100% - - 112.53 83.13 - - -

R2:. Coeficiente de Determinacdo; DP: Desvio Padrdo; CCC: Coeficiente de Correlacdo e
Concordancia; RQMEP: Raiz do Quadrado Médio do Erro da Predicdo. *Teste de Identidade
dos parametros da regressdo dos dados preditos pelos observados. **Percentual do erro em

relacdo a média das contagens de ovos individuais dos lotes (100%).
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Tabela 3. Avaliacdo do ajuste dos dados preditos pela contagem de ovos de pools de
fezes de subamostras aos dados observados nas contagens de ovos nas fezes individuais
de todos os animais de cada lote.

Regressdo linear ~ Andlise de momento RQMEP
Subamostra -value* Média CCC -
R2 (2:01 b=1) (OPG) DP OPG % da media **
5% 0.04 0.198 75.00 61.24 051 73.67 65.47
10% 0.50 <0.001 154.17 202.21 0.48 153.19 136.14
15% 0.52 0.067 112.50 106.87 0.60 81.83 72.72
20% 0.79 0.002 160.42  107.90 0.75 69.88 62.10
25% 0.60 <0.001 177.08 184.16 0.51 142.66 126.78
50% -0.01 <0.001 162.50 19757 0.26 181.93 161.68

100% -0.52 <0.001 170.83 197.67 0.30 178.44 158.57

R2: coeficiente de determinagdo; DP: Desvio Padrdo; CCC: Coeficiente de Correlagdo e
Concordancia; RQMEP: Raiz do Quadrado Médio do Erro da Predicdo. *Teste de Identidade
dos parametros da regressdo dos dados preditos pelos observados. **Percentual do erro em
relacdo a média das contagens de ovos individuais dos lotes (100%).



Tabela 4. Resultados dos 11 testes de reducédo da contagem de ovos nas fezes obtidos de contagem de ovos nas fezes individuais.

Propriedade Principio Ativo
A Doramectina 1% “A”
Albendazol 10%
Moxidectina 1%
A Sulféxido de
Albendazol 15%
A Levamisol 18.8%
B Ivermectina 2.25% +
Abamectina 1.25%
B Ivermectina 2.25% +
Abamectina 1.25%
B Ivermectina 2.25% +
Abamectina 1.25%
C Doramectina 1% “B”

Levamisol 18.8%

Ivermectina 3.5%

Quantidade
de animais

24
25
24

18

17

17

16
18
13

COF pré-tratamento (OPG)

Meédia
85.4

135.0
70.8

92.0

91.0

111.1

170.6

145.6

112.5
193.1
188.5

DP

99.7
232.2
84.3

135.2

145.6

94.4

133.2

257.4

85.1
140.1
202.7

Eficéacia
(%0)

31.3
100.0
68.1

74.1
96.6

65.0

28.4

54.5

41.6
100.0
78.5

L.I.
IC
95%
(%0)

0.0

0.0
15.4
81.6

22.5

0.0

0.0

0.0

44.3

L.S.
IC

95%

(%0)
67.9

92.2
92.0
99.4

84.2

66.3

84.2

66.4

91.7

Classificacdo™

Resistente
Sensivel

Resistente
Resistente
Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente
Sensivel

Resistente

DP: Desvio Padrao; L.I. IC 95%: Limite Inferior do Intervalo de Confianga de 95%; L.S. IC 95%: Limite Superior do Intervalo de Confianca de 95%.

*A classificacdo da susceptibilidade anti-helmintica seguiu os critérios descritos por Coles et al. (1992).
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Tabela 5. Avaliacdo do ajuste dos dados de eficicia preditos pelas contagens de ovos de
pools de fezes de subamostras aos dados de eficacia observados nas contagens de ovos
nas fezes individuais de todas as amostras de cada teste.

Regresséo Linear  Eficacia (%) AR? alls_e de RQMEP
. ccc  Ranking L
Subamostras  R? (g;\(/)a’llgzl) média DP r  p-value Efég/?;: ' 9% da média**
Individual - - 69.43 26.16 - - - - -
Pool 5 MF  0.57 0.051 77.62 3278 0.69 0.67 0.017 2283 32.88
Pool 5 M25  0.65 0.007 70.13 40.19 0.78 0.90 0.000 21.75 31.33
Pool 5 M50  0.60 0.015 83.28 33.77 0.62 0.71 0.010 26.64 38.37
Pool 10 MF  0.60 0.033 76.18 35.13 0.72 0.80 0.002 2255 32.47
Pool 10 M25  0.60 0.029 79.23 3432 059 0.77 0.003 27.06 38.97
Pool 10 M50  0.75 0.012 81.26 36.60 0.36 0.37 0.242  35.62 51.29
Pool Total MF  0.50 0.002 61.21 47.08 0.54 0.67 0.016  35.40 50.99
Pool Total M25 0.36 0.003 66.15 46.60 0.51 0.61 0.034  35.79 51.55
Pool Total M50 0.70 0.000 61.31 52.00 0.66 0.82 0.001  33.06 47.61

R2: coeficiente de determinacdo; DP: Desvio Padréo;

teste (Individual).

CCC: Coeficiente de Correlacdo e
Concordancia; r: Coeficiente de correlagdo de Spearman’s; RQMEP: Raiz do Quadrado Médio
do Erro da Predicdo. *Teste de Identidade dos parametros. **Percentual do erro em relacdo a
média das eficicias obtidas das contagens de ovos nas fezes individuais de todas amostras do
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Figura 1. Médias e erro padrdo das contagens de ovos nas fezes individuais de 100%
das amostras dos lotes (lote) e das subamostras do lote (5%, 10%, 15%, 20%, 25% e
50%). *Diferenca significativa em relacdo a média de 100% do lote.
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Figura 2. Médias e erro padrdo das contagens de ovos nas fezes individuais de 100%
das amostras dos lotes (lote) e das contagens de ovos de pool fezes das subamostras do
lote (5%, 10%, 15%, 20%, 25% e 50%). *Diferenca significativa em relacdo a média de
100% do lote.
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Figura 3. Médias e erro padrdo das eficacias obtidas de contagens de ovos nas fezes
individuais (COF individual) e contagens de ovos de pool fezes (COF pool) nos
diferentes tamanhos de pool (5 amostras — pool 5; 10 amostras — pool 10; 13 a 25
amostras — pool total) e sensibilidade analitica (Mini-FLOTAC 1:5 — MF; McMaster
1:25 — MM25; McMaster 1:50 — MM50). 5MF: pool 5 com MF; 5MM25: pool 5 com
MM25; 5SMM50: pool 5 com MM50; 10MF: pool 10 com MF; 10MM25: pool 10 com
MM25; 10MM50: pool 10 com MM50; TMF: pool total com MF; TMMZ25: pool total
com MM25; TMM50: pool total com MM50. *Diferenca significativa em relacdo a
eficacia da COF individual.
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Figura 4. Grafico de dispersdo das contagens de ovos nas fezes individuais (COF
individual) e contagens de ovos de pools de fezes (COF pool) das subamostras de 15%
do lote. Ponto vermelho representa a média das COFs pools e individuais
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CONSIDERACOES FINAIS

As avaliacdes do uso de pool de fezes para COF aplicadas ao monitoramento de
infeccdo por NGIs e TRCOF em bovinos, sob as condigdes do presente estudo,
mostraram uma realidade diferente daquela apresentada pela literatura até o momento,
em que, as amostras fecais compostas mostrou-se um método valido para reducdo da
operacionalidade laboratorial e a campo.

A partir deste estudo, certas caracteristicas, como nivel de infeccdo, sensibilidade
analitica e tamanho da amostra, devem ser consideradas antes de se adotar ou
recomendar o uso de pool de fezes para COF de bovinos.

Ainda se faz necessario mais estudos para verificagdo da influéncia de técnica de
elevada sensibilidade analitica (Mini-FLOTAC) para monitoramento de infeccdo por
NGIs em bovinos, sob baixo nivel de infeccdo e elevada agregacdo, e estudos
delineados para verificar mais profundamente o impacto da resisténcia anti-helmintica,

nivel de infeccdo e agregacdo nas avaliac6es de pool de fezes para TRCOF.
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