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RESUMO

PADRONIZACAO DE TECNICA PARA RECUPERACAO
DE OVOS DE Toxocara canis EM SOLO

O objetivo do estudo foi padronizar uma técnica para recuperacdo de ovos de
ascarideos (Toxocara canis) em solo, com a comparacdo de diferentes etapas.
Amostras de solo foram previamente esterilizadas e divididas em aliquotas de um
grama, sendo contaminadas com 200 ovos. ApOos a contaminacdo, foram
comparadas, em etapas seriadas, as variaveis: filtragem, tipo de lavagem e re-
suspensdo do material. Como ponto de partida para comparacao, utilizou-se uma
técnica com lavagem de solo em Tween 80 (0,2%) e solucdo de hidréxido de sodio
0,1N; re-suspensao; e centrifugo-flutuacdo em solucdo de nitrato de sddio (d=1.20).
Os ovos recuperados foram contados com 10 repeticdes, com trés leituras para cada
repeticdo. A filtragem reduziu significativamente a recuperacdo de ovos em relagéo
ao material ndo filtrado (p<0,001), enquanto o niumero de ovos foi significativamente
maior quando utilizada a re-suspensédo do material (p<0,05). Apds padronizagéo,
comparou-se as solucbes de cloreto de sédio, dicromato de sddio, nitrato de sédio,
sulfato de zinco, sulfato de magnésio, havendo diferenca entre sulfato de zinco e
cloreto de sédio (p<0,001). Dessa forma, as chances de recuperagcdo de ovos de T.
canis podem ser ampliadas pelo re-suspensdo do sedimento, enquanto que a
filtragem reduz consideravelmente o nimero de ovos.

Palavras-chave: Toxocara spp, ovo, diagnostico, contaminagdo ambiental.



ABSTRACT

PADRONIZATION OF TECHNIQUE FOR RECOVERY OF
Toxocara canis IN SOIL

The purpose of this study was to standardize a flotation technique for the recovery of
Toxocara canis eggs from soil, comparing different steps. The tests were done under
standardized conditions on 1 g of previously sterilized soil samples contaminated
experimentally with 200 eggs of T. canis. The following variables were evaluated in
serial steps: sieving; type of wash; time of stirring; resuspention of sediment; solution
flotation. Centrifuge-flotation in sodium nitrate (d= 1,20) was adopted as an initial
technique, using Tween 80 (0.2%) and decinormal sodium hydroxide as solutions for
washing the samples. Ten tests were made to compare the variables, using counting
in triplicate. The sieving of the material reduced the recovery of eggs in a significant
difference (p<0.001) and the number of eggs recovered were higher when the
sediment was resuspended (p<0.05). After standardization, flotation solutions sodium
chloride, zinc sulphate, sodium dichromate, magnesium sulphate, and sodium nitrate
(d= 1,20) were compared. There was a significant difference between zinc sulphate
and sodium chloride (p<0.05). In conclusion, the chance of recovering T. canis eggs
from samples using flotation solutions can be increased by using resuspended
sediment. On the other hand, the sieving procedure can drastically reduce the
number of eggs.

Key Words: Toxocara spp, egg, diagnosis, environmental contamination.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A toxocariase € uma enfermidade ocasionada pela ingestdo de ovos
embrionados de Toxocara canis ou, menos comumente, de T. cati parasitas de caes
e gatos (ACHA; SZYFRES, 1986). Nos seres humanos ao eclodir, as larvas
atravessam a parede do intestino delgado e ganham a circulagédo pela via hepatica,
como ndo conseguem completar seu ciclo, migram para diversos 6rgaos, causando
a sindrome de larva migrans visceral (BEAVER et al., 1952), ou olhos, dando origem
a sindrome de larva migrans ocular (ZINKHAM, 1978), que sao conhecidas
atualmente como toxocariase visceral e ocular, respectivamente (MAGNAVAL et al.,
2001).

A enfermidade tem sido apontada como importante zoonose em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (SCHANTZ, 1989). Magnaval et al. (2001)
consideram-na como a mais prevalente helmintiase em paises industrializados.
Apesar de sua importancia, a toxocariase é pouco reconhecida como um problema
de saude publica (ALTCHEH et al., 2003), mas sua frequiéncia tem sido subestimada
especialmente em locais que favorecem o desenvolvimento de Toxocara spp.
(ALDERETE et al., 2003).

As manifestagBes clinicas da toxocariase no homem sdo bastante
variadas e dependem de varios fatores, como resposta imune do hospedeiro, dose
infectante, padrdo de migracdo e distribuicdo das larvas nos diferentes tecidos
(SCHANTZ, 1989).

A toxocariase visceral pode ocasionar problemas respiratérios como
asma e pneumonia (ALDERETE et al., 2003; FERREIRA et al., 2007) e alteracbes
neurologicas como meningoencefalite (VIDAL et al., 2003), convulsdes (MOREIRA-
SILVA et al., 2004) e epilepsia (BACHLI et al., 2004). Outros autores descrevem
hepatopatias (ALTCHEH et al., 2003; HOSSACK et al., 2008), miocardite (ABE et al.,
2002), urticaria (ALTCHEH et al., 2003), pancreatite (D’ONOFRIO et al., 2006). Sado
também relatados casos de eosinifilia decorrente da infeccdo por Toxocara spp.
associados a mielite (GOFFETTE et al., 2000), pneumonia (INOUE et al., 2002),
meningoencefalite (VIDAL et al., 2003), efusdo pleural (ASHWATH et al., 2004),
ascite (CHIRA et al., 2005) e eosinofilia idiopatica (AFSHARA et al., 2007).
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No caso da forma oftalmica sdo descritos casos de endoftalmite
(ESPINOZA et al., 2003; MORI et al., 2007), estrabismo e uveite em criancas (AZAR
et al., 2004).

A principal via de transmissdo da toxocariase humana se da pela
ingestdo de ovos larvados presentes em solo, especialmente de parques e jardins
(SCHANTZ, 1989). A doenca € mais comum em crian¢as, que tem maior contato
com solo contaminado, além dos habitos de geofagia e onicofagia, que facilitam a
ingestao de ovos de Toxocara spp (GLICKMAN; SCHANTZ, 1981; FAN et al., 2004;
CHIODO et al., 2006).

No Brasil, a frequéncia de anticorpos anti-Toxocara spp. em crian¢as
vem sendo estudada. Em inquéritos seroepidemiolégicos no Estado de Sao Paulo, a
prevaléncia variou de 3,6% (CHIEFFI, 1984) a 24,7% (CASEIRO, 1996) em criancas
e adolescentes de varios municipios. Na cidade de S&o Paulo, Alderete et al. (2003)
verificou 38,8% de soroprevaléncia em criancas de 14 escolas publicas.

A contaminacdo ambiental pode ser facilitada uma vez que as fémeas
adultas de Toxocara spp sdo capazes de produzir até 200.000 ovos diariamente,
que séo eliminados juntamente com as fezes dos animais. No ambiente os ovos se
tornam infectantes em duas a cinco semanas, sob condicbes ambientais adequadas
de temperatura e umidade, podendo permanecer viaveis por meses Ou anos
(SCHANTZ, 1989).

Outro fator que contribui para a infeccdo humana a toxocariase € que a
populacao utiliza as areas publicas como locais de passeio para seus animais de
estimacdo e consideravam esses ambientes como 0s mais apropriados para
defecacdo dos animais, como observado em Tenerife, Espanha (TOLEDO SECO et
al., 1994).

Diversos estudos tém registrado a contaminacao de areas de lazer nos

mais diversos estados do Brasil (Quadro 1).
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QUADRO 1 - Frequéncia de contaminacdo, por ovos de Toxocara spp, de areas
publicas de lazer no Brasil, segundo diferentes autores

Numero de
Autores Local Amostras Frequéncia (%)
Examinadas
Chieffi e Muller (1976) Londrina-Pr 15 pragas 60,0
Ferreira et al. (1976) Rio de Janeiro - RJ - 41,6
Alcantara et al. (1989) Salvador-Ba 298 amostras 24,8
Costa-Cruz et al. (1994)  Uberlandia - MG 39 pracas 23,07
Corréa et al. (1995) Santa Maria-RS 24 pracgas 91,7
Santarém et al. (1998) Botucatu - SP 10 pragas 17,5
Coelho et al. (2001) Sorocaba - SP 30 pracas 53,3
Alves et al. (2004) Lavras-MG 23 pracas 17,4
Capuano e Rocha o
Ribeirdo Preto-SP 78 pracas 20,5
(2005)
Muradian et al. (2005) Séo Paulo-SP 37 amostras 29,7

Varios fatores podem estar envolvidos na contaminagdo do solo, como
a textura do solo (NUNES et al., 1994), as condi¢ces climaticas e ambientais, e a
presenca de cdes e de gatos (MURADIAN et al., 2005). Além desses fatores, existe
uma variabilidade muito grande nas metodologias empregadas para recuperagao
dos ovos de Toxocara spp, que pode levar a resultados falso-negativos e,
conseqguentemente, uma subestimacdo da frequéncia da contaminacdo do solo
(COELHO et al., 2001). Segundo os autores, os métodos empregados nesse tipo de
pesquisa sdo extremamente variaveis, impedindo uma comparacao confiavel entre
os estudos.

Dessa forma, diversos autores tém se preocupado em desenvolver
uma técnica para aumentar a sensibilidade e definir a espécie de Toxocara
envolvida na contaminagao (BORECKA; GAWOR, 2008).

Entretanto, até o0 momento, os estudos sobre pesquisa de ovos em solo
foram realizados principalmente com técnicas de centrifugo-flutuacédo, que vém

sendo amplamente utilizadas no Brasil e em outros paises (Quadros 2 e 3).
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O Quadro 2 apresenta algumas dessas diferencas em trabalhos

realizados para pesquisa de ovos de Toxocara spp. em solo, no Brasil.

QUADRO 2 - Variaveis presentes nas técnicas para recuperacdo de ovos de
Toxocara spp em solo, empregadas por diversos autores, no Brasil,
incluindo o tipo de lavagem, a solucéo de flutuacdo e sua densidade,
a realizacao de re-suspensdo de sedimento e o niumero de laminas

observadas
Tipo de Solucao Densidade Re- .
Autor(es)/Ano . . _ Lamina
Lavagem Flutuacdo dasolugdo suspensao
' Hidroxido '
Ferreira et al. _ Nitrato de _
de sodio o 1.38 Sim -
(1976) sédio
2,13%
) Hidroxido _
Santarém et al. o Dicromato _
de sodio o 1.35 Sim 3
(1998) de sédio
0,1N
Nunes et al. i Dicromato )
Agua o 1.35 Sim 2
(2000) de sédio
Sulfato de
Magnésio
Coelho et al.
N&o e lodeto de N&o 6
(2001) . -
Potassio
5%
Sulfato de
Magnésio
+lodeto de 1.33
Capuano e o
Tween 80 Potassio )
Rocha Sim 1
1% 5%
(2005)
e
Sulfato de 1.2
Zinco
. Anti- .
Queiroz et al. ) Dicromato
formina o 1.40 Nao 3
(2006) de sédio
30%
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Da mesma forma, o Quadro 3 apresenta algumas dessas diferencas

em trabalhos realizados para pesquisa de ovos de Toxocara spp em solo, em

diferentes paises.

QUADRO 3 - Variaveis presentes nas técnicas para recuperacdo de ovos de

Toxocara spp em solo, empregadas por diversos autores, em outros
paises, incluindo o tipo de lavagem, a solucdo de flutuacdo e sua
densidade, a realizacdo de re-suspensdo de sedimento e o nimero
de laminas observadas

Tipo de Solucao Densidade Re- .
Autor(es)/Ano . . _ Lamina
Lavagem Flutuacdo dasolucdo suspensao
Dubin et al. Nitrato de
Tween 60 o - N&o 1
(2975) Sodio
Read e
Sulfato de
Thompson - _ - - -
zinco
(1976)
Dunsmore et )
Nitrato de _
al. Tween 80 o - Sim 2
sodio
(1984)
Childs Tween 60  Sulfato de .
. - Nao 2
(1985) 0,0025% zinco
Shimizu Nitrato de _
- o 1.39 Sim -
(1993) sodio
Tsuiji et al. Agua Sulfato de _
_ _ 1.20 Sim 1
(1996) destilada zinco
Fonrouge etal. Tween 80 i
Acucar 1.26 N&ao 1
(2000) 0,2%

A discrepancia entre as técnicas esta fundamentada principalmente

na(s) solucédo(des) empregada(s) para lavagem(ns), solugcdo empregada para

flutuacdo e sua densidade, tempo de espera entre a lavagem a flutuacdo e numero

de leituras.
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Na tentativa de avaliar qual técnica empregada para recuperacao de
ovos de Toxocara spp. em solo apresentava os melhores resultados, Dada e
Lindquist (1979), Quinn et al. (1980), Kazakos (1983), e Oge e Oge (2000)
realizaram estudos comparativos.

Dada e Lindquist (1979), Quinn et al. (1980), Kazakos (1983)
verificaram que nédo existe diferenca entre a utilizacdo de hidréxido de sédio e agua
destilada para lavagem do solo.

Uma das conclusdes de Kazakos (1983), por sua vez, foi a de que a
utilizacdo do detergente anidnico, no caso o Tween, aumentou significativamente a
recuperacéo dos ovos.

Oge e Oge (2000) observaram que a solucdo de Nitrato de Sdédio é
superior as de Cloreto de Sdédio, Sulfato de Magnésio e Sulfato de Zinco na
densidade de 1.22.

Contudo, ao analisar os trabalhos em conjunto, ha diferencas entre os
seus resultados, dificultando a definicdo de uma técnica. Essa variacdo entre as
metodologias deve-se ao fato de os mesmos compararem as técnicas como um todo
sem se preocuparem com as possiveis interferéncias das variaveis. Uma das mais
importantes foi a diversidade de densidades das solucdes de flutuacao utilizadas
para comparacao das técnicas.

Dessa forma, diante do que foi exposto, o objetivo da presente
pesquisa foi a padronizacédo de técnica de recuperacdo de ovos de ascarideos (T.
canis), comparando etapas dentro de uma técnica pré-estabelecida, avaliando a

interferéncia de diferentes variaveis e solu¢des, em solo artificialmente contaminado.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

PADRONIZACAO DE TECNICA PARA RECUPERACAO DE OVOS DE Toxocara
canis EM SOLO
PADRONIZATION OF TECHNIQUE FOR RECOVERY OF
Toxocara canis IN SOIL
LUCIANA PUGA MAGOTI*; TATHIANA DIAS SICHIERI?;
VAMILTON ALVARES SANTAREM?

ABSTRACT

The purpose of this study was to standardize a flotation technique for the recovery of
Toxocara canis eggs from soil, comparing different steps. The tests were done under
standardized conditions on 1 g of previously sterilized soil samples contaminated
experimentally with 200 eggs of T. canis. The following variables were evaluated in serial
steps: sieving; type of wash; time of stirring; resuspention of sediment; solution flotation.
Centrifuge-flotation in sodium nitrate (d= 1,20) was adopted as an initial technique, using
Tween 80 (0.2%) and decinormal sodium hydroxide as solutions for washing the samples.
Ten tests were made to compare the variables, using counting in triplicate. The sieving of the
material reduced the recovery of eggs in a significant difference (p<0.001) and the number of
eggs recovered were higher when the sediment was resuspended (p<0.05). After
standardization, flotation solutions sodium chloride, zinc sulphate, sodium dichromate,
magnesium sulphate, and sodium nitrate (d= 1,20) were compared. There was a significant
difference between zinc sulphate and sodium chloride (p<0.05). In conclusion, the chance of
recovering T. canis eggs from samples using flotation solutions can be increased by using
resuspended sediment. On the other hand, the sieving procedure can drastically reduce the

number of eggs.

KEY WORDS: Toxocara spp, €gg, diagnosis, soil.
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RESUMO

O objetivo do estudo foi padronizar uma técnica para recuperacdo de ovos de Toxocara canis
em solo, com a comparacdo de diferentes etapas. Amostras de solo foram previamente
esterilizadas e divididas em aliquotas de um grama, sendo contaminadas com 200 ovos. Apds
a contaminacdo, foram comparadas, em etapas seriadas, as varidveis: filtragem, tipo de
lavagem e re-suspensdo do material. Como ponto de partida para comparacéo, utilizou-se uma
técnica com lavagem de solo em Tween 80 (0,2%) e solucdo de hidroxido de sodio 0,1N; re-
suspensdo; e centrifugo-flutuacdo em solucdo de nitrato de sdédio (d=1.20). Os ovos
recuperados foram contados com 10 repeticbes, com trés leituras para cada repeticdo.
Verificou-se que a filtragem reduziu significativamente a recuperacdo de ovos em relagao ao
material ndo filtrado (p<0,001) e que o numero de ovos foi significativamente maior quando
utilizada a re-suspensdo do material (p<0,05). Apds padronizacdo, comparou-se as solucdes
de cloreto de sodio, dicromato de sodio, nitrato de sodio, sulfato de zinco, sulfato de
magnésio, havendo diferenca entre sulfato de zinco e cloreto de sodio (p<0,001). Ndo houve
diferenca quando as soluces de nitrato de sodio e sulfato de zinco foram utilizadas nas
densidades 1.20; 1.25 e 1.30. Dessa forma, as chances de recuperagdo de ovos de T. canis
podem ser ampliadas pelo re-suspensdo do sedimento, enquanto que a filtragem reduz

consideravelmente o niimero de ovos.

PALAVRAS-CHAVE: Toxocara spp, ovo, diagnostico, solo.

INTRODUCAO

A toxocariase € uma enfermidade ocasionada pela ingestdo de ovos embrionados de
Toxocara canis ou, menos comumente, de T. cati. Ao eclodir, as larvas atravessam a parede
do intestino delgado e ganham a circulacdo pela via hepatica, migrando para diversos 6rgaos,
causando a sindrome de larva migrans visceral (BEAVER et al., 1952), ou olhos, dando
origem a sindrome de larva migrans ocular (ZINKHAM, 1978).

Magnaval et al. (2001) apontam a toxocariase como a mais importante helmintose dos
paises industrializados. Nesses paises, bem como nos em desenvolvimento, parques e pracgas
publicas sdo as principais fontes de infeccdo da populacdo humana, especialmente de criangas
com idade entre um e cinco anos, cujos habitos geofagicos levam-nas a ingerirem ovos
embrionados presentes em ambientes contaminados (ACHA; SZYFRES, 1986).
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No Brasil, estudos tém registrado a contaminacdo de areas de lazer em diversos
estados. Em Sdo Paulo, a frequéncia de contaminagdo variou de 17,5%, em Botucatu
(SANTAREM et al., 1998), a 53,3%, em Sorocaba (COELHO et al., 2001). Em Londrina,
Parana, foram registradas 60% das pracas contaminadas (CHIEFFI; MULLER, 1976),
enquanto no Rio de Janeiro a frequéncia foi de 41,6% (FERREIRA et al., 1976). Em Santa
Maria, no interior do Rio Grande do Sul, 91,7% das pracas estudadas apresentavam a
presenca de ovos de Toxocara spp (CORREA et al., 1995).

Apesar de esses trabalhos indicarem a contaminacdo do solo em locais de recreacédo
publica, Coelho et al. (2001) observaram que os métodos empregados nesse tipo de pesquisa
sdo extremamente variaveis, impedindo uma comparacao confiavel entre os estudos.

Segundo os dados da literatura, as técnicas de centrifugo-flutuacdo sdo as mais
amplamente utilizadas para recuperacdo de ovos de Toxocara spp em solo. Contudo, a
discrepancia entre as técnicas estd fundamentada principalmente na(s) solucdo(des)
empregada(s) para lavagem(ns), solucdo empregada para flutuagdo, como sulfato de zinco,
nitrato de sodio, dicromato de sddio e sulfato de magnésio. A densidade dessas solugdes, o
tempo de espera entre a lavagem e a flutuagdo, o nimero de leitura das ld&minas, bem como o
tipo de solo analisado s&o outros fatores que podem influenciar nos resultados.

Dada e Lindquist (1979), Quinn et al. (1980), Kazakos (1983), e Oge e Oge (2000)
compararam diversas técnicas empregadas para recuperacdo de ovos de Toxocara spp em
solo. Oge e Oge (2000) verificaram que a solugdo de Nitrato de Sédio (d=1.22) é superior as
solucBes de Cloreto de Sédio, Sulfato de Magnésio e Sulfato de Zinco quando empregada a
mesma densidade. A pesquisa de Dada e Lindquist (1979), Quinn et al. (1980), revelou que
ndo existe diferenca entre a utilizacdo de hidréxido de sodio e dgua destilada para lavagem do
solo. Uma das conclusdes de Kazakos (1983) foi a de que a utilizagdo do detergente anidnico,
no caso o Tween, aumentou significativamente a recuperacdo dos ovos.

Contudo, ao analisar os trabalhos em conjunto, ha diferencas entre os seus resultados,
dificultando a definicdo de uma técnica. Essa discrepancia deve-se especialmente as
metodologias empregadas pelos pesquisadores, que compararam as técnicas como um todo
sem avaliarem as possiveis interferéncias das variaveis.

Dessa forma, diante do que foi exposto, o objetivo do presente estudo foi padronizar
uma técnica recuperacdo de ovos de ascarideos (T. canis), utilizando-se um estudo seriado,
comparando as variaveis presentes na técnica de centrifugo-flutuagéo, em solo artificialmente

contaminado por ovos de T. canis .
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MATERIAL E METODOS

Colheita das Amostras e Esterilizacédo do Solo

Amostras de solo arenoso-argiloso foram obtidas do Campus Universitario da
Universidade do Oeste Paulista - Unoeste - Presidente Prudente, a uma profundidade de 5,0 a
10,0 cm da superficie, retirando-se toda a sujidade superficial da mesma.

As amostras foram divididas em aliquotas de 50 g e dispostas em placas de Petri. Apds
a pesagem, as placas foram colocadas em estufa & temperatura de 150°C durante 30 minutos, a
fim de eliminar os possiveis ovos de nematddeos presentes na amostra, segundo técnica
descrita por Quinn et al. (1980).

Contaminacao das Amostras de Solo

Para obtencdo dos ovos, fémeas adultas de T. canis foram recuperadas de filhotes
oriundos do canil da Unoeste, infectados naturalmente. Apds eliminagdo espontanea dos
parasitos, as fémeas do nematddeo foram acondicionadas em coletores universais de plastico e
encaminhadas ao Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva Il (Parasitologia
Veterinaria) do Hospital Veterinario da mesma Instituicao.

Os ovos foram obtidos por dissecagdo do terco anterior do Utero das fémeas do
nematddeo (FAN; SU, 2004), em estereomicroscopio, contados e separados em aliquotas de
200 ovos, seguindo-se de contaminacédo do solo de acordo com critérios adotados por Nunes
et al. (1994), com pequenas modificacdes. Os ovos foram re-suspensos em 0,5 mL de solucéo

fisiolOgica e essa aliquota dispersa em um grama do solo previamente esterilizado.

Técnica de Flutuacao

Como ponto de partida para comparacdo das varidveis, foi utilizada a técnica de
Dunsmore et al. (1984) com pequenas modificagdes, uma vez que a mesma foi considerada
como a mais eficiente para recuperacdo de ovos de T. canis em amostras artificialmente
contaminadas (OGE; OGE, 2000).
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Primeiramente, as aliquotas contaminadas receberam adi¢cdo de 10 mL de solucédo de
lavagem Tween 80 a 0,2% (v/v). Apos homogeneizacao, cada uma delas foi filtrada em gaze e
transferida para um calice de sedimentacdo distinto, ficando em repouso da noite para o dia
seguinte. Apos repouso, o sobrenadante de cada aliquota foi desprezado e adicionados 6,0 mL
da mesma solucdo de pré-lavagem ao sedimento, que era transferido para um tubo cénico de
centrifuga graduado para 12,0 mL. O material foi homogeneizado durante 30 minutos em
homogeneizador de sangue (HS 22 -PHOENIX) por 25 r.p.m. e centrifugado (Centrifuga
Excelsa Baby Il 206 BL — FANEM) durante 5 minutos a 2.000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e recebeu 9,0 mL de solucdo decinormal de hidroxido de sddio, com re-suspensao
do material.

Apds dois minutos de homogeneizacao, o tubo foi centrifugado por 5 minutos a 2.000
rpm. O sobrenadante era entdo descartado e foram adicionados ao sedimento 11,0 mL de
solucdo de nitrato de sédio (d=1.20 g/cm®), que consistiu da etapa de flutuacdo dos ovos.
Apobs re-suspensdo do material, ocorreu mais uma centrifugacdo com o mesmo padréo
descrito anteriormente.

Ap0s esse processo, o0 tubo foi preenchido com a mesma solucdo de flutuacdo até a
formacdo de um menisco. Sobre esse menisco, colocada uma laminula de vidro de 22X22mm,
e 0 tubo permaneceu em posicdo vertical por 5 minutos, para a flutuacdo de ovos, quando a
laminula foi transferida para uma lamina histolégica, que foi observada sob microscopia 6tica

em objetiva de 10X.

Avaliacdo das Variaveis
A avaliagdo das interferéncias das variaveis sobre o processo de recuperacdo baseou-se

no seguinte organograma:

Passo 1- Interferéncia do tempo de filtragem do material antes do processo de recuperagédo de
0VOsS:
Filtragem com 12 horas X Filtragem com 2 horas antes do processamento

Melhor do passo 1 segue para passo 2

Passo 2- Interferéncia do tipo de lavagem:
Lavagem com Tween 80 (0,2%) X Lavagem com agua destilada

Melhor do passo 2 segue para passo 3
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Passo 3- Interferéncia da re-lavagem com solucdo decinormal de hidréxido de sodio (NaOH
0,1N):
Lavagem com NaOH 0,1N X Lavagem com Agua destilada

Melhor do passo 3 segue para passo 4

Passo 4- Interferéncia de uma ou duas lavagens com Agua destilada:
Uma lavagem x Duas lavagens

Melhor do passo 4 segue para passo 5

Passo 5- Interferéncia do tempo de homogeneizagéo:
Homogeneizagdo por 2 minutos X Homogeneizagdo por 30 minutos

Melhor do passo 5 segue para passo 6

Passo 6- Interferéncia da re-suspensao

Re-suspensdo da amostra X Sem re-suspensdo da amostra

Ap0s realizagdo das comparacdes, estabeleceu-se 0s procedimentos obtidos nos passos
1 a 6, para comparacao das solucbes de flutuacdo (cloreto de sddio, dicromato de sodio,
nitrato de sodio, sulfato de magnésio, e sulfato de zinco), com o padrdo de densidade (1.20), e
avaliar posteriormente as duas melhores solugdes em diferentes densidade (1.20; 1.25 e 1.30).
Para cada etapa de comparacdo foram realizadas dez repeticGes, com trés leituras para

cada repeticdo, sendo a média utilizada para comparacao entre as técnicas.

Controle
Uma aliquota de 1,0 g de solo esterilizado foi utilizada como controle em todos os

passos de comparacao das variaveis, para assegurar a esterilizacao do solo.

Anélise Estatistica

Para comparacdo das médias obtidas com a recuperacdo de ovos, adotou-se o teste
ndo-paramétrico de Wilcoxon para amostras pareadas. No caso de ndo ocorrer diferenca entre
elas, o material mais barato e mais facil de ser obtido foi escolhido para continuidade do
processo de comparagdo entre as variaveis. A comparacao entre as densidades das solucdes de
flutuacdo foram submetidas a ANOVA. Adotou-se nivel de significancia de 5% (TRIOLA,
1999).
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RESULTADOS

No presente estudo, foram comparadas etapas dentro de uma técnica pré-estabelecida
para avaliar a interferéncia de variaveis (filtragem, tempo de repouso do material, tipo de
lavagem re-lavagem, tempo de homogeneizacéo e re-suspensdo do sedimento) (Tabela 1) e
também de diferentes solucdes (Tabela 2)e estabelecer a melhor técnica para analise de solo.

No primeiro passo, observou-se que a filtragem interfere de forma negativa na
recuperacdo dos ovos, reduzindo drasticamente o numero destes. Quando o material ndo foi
filtrado, a média foi significativamente superior, 25,2 ovos obtidos com Zn,SO, contra a
utilizacdo de NaCl (p<0,001)(tabela 2).

Na segunda etapa, avaliou-se o repouso das amostras antes do seu processamento,
porém ndo houve diferenga quando esse tempo decorre em 2 horas ou em overnight (p=
0,6523). Dessa forma, considerou-se que o tempo de 2 horas seria suficiente para o repousa
das amostras.

Da mesma forma, ndo houve diferenca (p= 0,8764) quando foi empregada a agua
destilada ou a solucéo aniénica de Tween 80 (0,2%) para lavagem do solo, e também quando
da segunda lavagem com &gua destilada ou solucdo decinormal de NaOH (p<0,9453).
Contudo, vale ressaltar que durante o tratamento do material com solucdo de NaOH foi
observado o rapido ressecamento do material e rompimento dos ovos, 0 que pode ter
comprometido a recuperacdo dos mesmos. Dessa forma, como a agua destilada é de mais facil
obtencgéo e mais barata, adotou-se a mesma para o processo de lavagem.

Quando se comparou a lavagem do solo contaminado com agua destilada, a repeticao
do processo duas vezes foi significativamente superior a uma Unica lavagem (p= 0,0039).

As amostras nesse estudo foram homogeneizadas por um periodo de dois ou 30
minutos antes do processo de recuperacdo com solucdo hipertdnica. Entretanto, ndo houve
diferenca entre esses periodos (p=0,1934).

Adotou-se nesse ensaio a leitura das amostras em sistema de triplicata. Nessa etapa
foram comparadas a re-suspensédo ou ndo do sedimento, havendo diferenca significativa
quando as amostras foram re-suspensas (p<0,0059).

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da comparacgédo das solucdes hipertonicas.

A recuperacdo de ovos foi maior quando da utilizacdo do sulfato de zinco, embora
estatisticamente, a Unica diferenca significativa foi obtida quando comparou-se essa solugao

com o cloreto de sodio (p<001).
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Verificou-se que ndo houve diferenca significativa no nimero de ovos recuperados
com a alteracdo da densidade das substancias, pela ANOVA. Esses mesmos resultados foram
obtidos quando se comparou o desempenho das densidades das solugdes isoladamente, pelo
teste de Wilcoxon. Ao se realizar esse procedimento, tanto o sulfato de zinco (p=0,1168)
quanto o nitrato de sddio (p=0,8884) ndo apresentaram variagao.

N&o houve recuperagdo de nenhum ovo nas amostras-controle processadas, 0 que

assegurou o sucesso da contaminacdo.

DISCUSSAO

Vaérios pesquisadores tém comparado diversas técnicas para avaliar a recuperacdo de
ovos de Toxocara canis. Entretanto, os métodos empregados sdo extremamente variaveis,
impedindo uma comparacdo confiavel entre os resultados.

Como ponto de partida para comparagdo das variaveis que poderiam influenciar na
recuperacdo de ovos de T. canis, utilizou-se a técnica de Dunsmore et al. (1984), com algumas
modificagOes, uma vez que ela foi considerada como a mais eficiente (OGE; OGE, 2000).

A quantidade de solo para recuperagdo de ovos de Toxocara spp € muito variada, com
estudos utilizando 2 g (MATSUO; NAKASHIO, 2005), 5 g (SANTAREM et al., 1998), 10 g
(NUNES et al., 2000; CAPUANO; ROCHA, 2005), 20 g (PAQUET-DURAND et al., 2007),
25 g (DUNSMORE et al., 1984), 40 g (CARDEN et al., 2003), 50 g (OGE; OGE, 2000;
GUIMARAES et al., 2005) e 100 g (COELHO et al., 2001). Nesse ensaio, adotou-se um
grama de solo para melhor controle da contaminacéo artificial com os ovos de T. canis, com
base no estudo realizado por Nunes et al. (1994), com pequenas modificacdes.

Alguns estudos tém adotado a filtragem do solo, antes de seu processamento, com
peneiras de diferentes malhas (SANTAREM et al., 1998; MATSUO; NAKASHIO, 2005) ou
filtro de café (CARDEN et al., 2003), enquanto outros aboliram o procedimento (NUNES et
al., 1994; NUNES et al., 2000; PAQUET-DURAND et al., 2007). Nesse estudo, a filtragem
do material reduziu significativamente a quantidade de ovos recuperados, diferentemente do
que ocorreu com o estudo realizado por Oge e Oge (2000) ao comparar cinco técnicas
diferentes. Entretanto esses autores compararam as técnicas como um todo e ndo apenas com
variadveis como no presente estudo. Provavelmente, a filtragem em gaze reteve 0s ovos
presentes no solo, uma vez que a diferenca foi bastante significativa quando se avaliou o

material ndo filtrado (p<0,001).
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A lavagem de solo antes de seu processamento tem sido utilizada para promover a
liberacdo de sujidades dos ovos, especialmente com o uso Tween (DUBIN et al., 1975;
QUINN et al.,, 1980; KAZACOS, 1983; DUNSMORE et al., 1984; CHILDS, 1985;
SANTAREM et al., 1998; FONROUGE et al., 2000; CAPUANO; ROCHA, 2005), que foi
considerado como a solucdo mais eficiente para o procedimento em amostras contaminadas
artificialmente por ovos de T. canis (OGE; OGE, 2000).

Em alguns estudos, o NaOH tem sido utilizado para liberacdo de sujidades dos ovos
(FERREIRA et al., 1976; SANTAREM et al., 1998). Dada e Lindquist (1979) observaram
ndo haver diferenca quando da lavagem com NaOH e &gua. Esse achado foi confirmado nos
resultados do presente estudo, onde tanto o uso de Tween como de hidroxido de sédio nédo
diferiram quando do uso de agua destilada. Verificou-se que quando o material foi submetido
ao tratamento pelo NaOH, houve uma fragilidade dos ovos, com rompimento de sua casca e
liberacdo de seu contetdo, fenémeno que pode ter sido responséavel pela reducdo do nimero
de ovos no processo de flutuacéo.

Dessa forma, a dgua destilada tem sido adotada para lavagem de material, por ser de
facil aquisicéo e baixo custo (TSUJI et al., 1996; NUNES et al., 2000; CARDEN et al., 2003;
DEVERA et al., 2008). Nesse ensaio, recuperou-se um maior nimero de ovos quando o
material foi lavado duas vezes com agua destilada.

O tempo de repouso de 12 horas (overnight) tem sido proposto antes do processo de
flutuacdo (Nunes et al., 2000). Entretanto, nesse estudo ndo houve diferenca tanto na obtencéo
de ovos quando se utilizou o periodo de duas horas, como no tempo de homogeneizagdo das
amostras, ao comparar dois e 30 minutos. Conseqtientemente, 0 processo pode ser acelerado
com repouso por duas horas e homogeneizacao por dois minutos.

Nesse estudo, houve um aumento significativo do nimero de ovos recuperados quando
foi feita a re-suspensdo do material, corroborando Oge e Oge (2000). Observou-se que a re-
suspensdo favoreceu maior flutuacdo do solo no sobrenadante, facilitando provavelmente a
flutuacdo dos ovos de T. canis. Alguns estudos ndo utilizaram esse procedimento (DUBIN et
al., 1975; CHILDS, 1985; FONROUGE et al., 2000; COELHO et al., 2001; QUEIROZ et al.,
2006). Por outro lado, ele foi empregado por diversos autores (FERREIRA et al., 1976;
DUNSMORE et al., 1984; SHIMIZU, 1993; TSUJI et al., 1996; SANTAREM et al., 1998;
NUNES et al., 2000; CAPUANO; ROCHA, 2005), o que refor¢a mais uma vez a dificuldade
de se estabelecer uma comparacdo de dados sobre contaminagcdo ambiental por ovos de
Toxocara spp.
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Em alguns estudos observou-se um aumento na recuperacdo de ovos com solucgdes
com densidades maiores que 1.20, tais como Na,Cr,04 (d=1.35) (NUNES et al., 1994), o
MgSQ, associado ao iodeto de potassio (d=1.27) (QUINN et al., 1980) e NaNO; (d=1.22)
(DUNSMORE et al., 1984). Utilizando solu¢bes com a mesma densidade que a do presente
trabalho (d=1.20), Oge e Oge (2000) verificaram que 0 ZnSO4 mostrou-se como a melhor
solucdo. No presente estudo, na comparacdo das solucdes hiper-saturadas, a recuperagéo foi
maior quando do uso do ZnSQ,, embora estatisticamente a diferenca s6 foi observada em
relacdo ao cloreto de sédio. Esses dados mostram que a densidade pode influenciar na
recuperagdo dos ovos.

A textura do solo pode influenciar diretamente na recuperacao de ovos ao se comparar
diferentes tipos de solu¢bes (NUNES et al., 1994). As amostras contaminadas com areia e
solos arenosos seriam mais homogéneas, provavelmente pelo tamanho das particulas. No caso
de solo com particulas pequenas, 0s ovos se aderem mais a particulas de solo e dificultam sua
distribuicéo e recuperacdo (OGE; OGE, 2000).

No presente estudo, o solo usado foi considerado arenoso-argiloso com particulas
pequenas. Entretanto, o percentual de ovos recuperados foi um pouco superior ao obtido por
Nunes et al. (2000) ao usar ZnSO, (d=1,20), de 8,25%.

Na tentativa de aumentar a recuperacdo de ovos de Toxocara spp, diversos autores
realizaram estudos com densidades superiores a 1.20, como os realizados com nitrato de sédio
(FERREIRA et al., 1976; SHIMIZU et al., 1993), dicromato de sédio (SANTAREM et al.,
1998; NUNES et al., 2000; QUEIROZ et al., 2006) e sulfato de magnésio (COELHO et al.,
2001).

A elevacdo da densidade do nitrato de sodio e do sulfato de zinco efetuados nesse
estudo ndo mostrou vantagem nesse procedimento, ja que o numero de ovos recuperados ndo
aumentou com a flutuacéo nas densidades de 1.25 e 1.30. No caso do sulfato de zinco a maior
média, ao contrario, foi obtida quando a solucdo foi empregada na densidade de 1.20.

Dessa forma, pode-se concluir que as chances de recuperacdo de ovos de T. canis
podem ser ampliadas pela re-suspensdo do sedimento, enquanto que a filtragem reduz
consideravelmente o nimero de ovos, sendo que a agua destilada apresenta propriedades que

permitem seu uso na lavagem do solo.
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Tabela 1 - Recuperacdo (%) e nimero (média = desvio padrdo) de ovos de Toxocara canis

recuperados de amostras de solo (1 g cada) contaminados artificialmente contendo 200 ovos,

usando diferentes variaveis em diversas etapas.

Etapa 1 Filtragem do Material antes da Lavagem
Sem Filtragem Com Filtragem
NUmero Recuperacao NUmero Recuperacao p
252+79 12,6 2,2+0,9 1,1 <0,0001
Etapa 2 Tempo de repouso das amostras antes do processamento
12 horas 2 horas
NUmero Recuperacao NUmero Recuperacao p
22,6 £9,85 11,3 20,6 £ 8,2 10,3 0,6523
Etapa 3 Material de pré-lavagem
Tween 80 (0,2%) Agua destilada
Numero Recuperacdo Numero Recuperacdo p
13,1+4,3 6,55 129+40 6,45 0,8764
Etapa 4 Material de Lavagem
NaOH 0,1N Agua Destilada
NUmero Recuperacao NUmero Recuperacao p
95+59 4,75 10,3+55 5,15 0,9453
Etapa 5 Tempo de homogeneizacgao (minutos)
2 30
Numero Recuperacéo Numero Recuperacdo p
189+7,9 9,45 125+5,0 6,25 0,1934
Etapa 6 Re-suspenséo da amostra
Realizada Nao realizada
Numero Recuperacdo Numero Recuperacdo p
14,3+3,5 7,15 8,3%£3,0 4,15 0,0059
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Tabela 2 — Diferenca entre medias de recuperacdo (%) e numero de ovos (N) de Toxocara
canis recuperados de amostras de solo (1 g cada) contendo 200 ovos, usando cloreto de sodio
(NaCl), dicromato de sodio (Na,Cr,0O,4) , nitrato de soédio (Na;NOj3), sulfato de magnésio

(MgSO0,) e sulfato de zinco (Zn,Sos) na densidade 1.20 g/cm®.

Nome das Solugdes
NaCl Na,Cr,04 ZNn,S04 Na;NO3 MgSO,
N % N % N % N % N %
85ab 425 1l4a 70 215ac 10,75 16a 8,0 145a 7,25

Diferenca entre nimero medio de ovos recuperados (N) acompanhada de letras diferentes
indica diferenca significativa (p<0,001).



