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Resumo. Doencgas parasitarias sdo bastante frequentes na clinica médica veterinaria e algumas sao consideradas
importantes zoonoses. O objetivo dessa pesquisa foi comparar trés metodologias coproparasitoldgicas, para determinar
a eficiéncia das diferentes técnicas em relagdo a identificacdo de ovos de helmintos e cistos e oocistos de protozoarios.
Para tal foram utilizados os resultados de 108 amostras de fezes de animais as quais foram submetidas a Técnica de
Ovos por Grama (OPG), Técnica de Centrifugo Flutuacdo em AcUcar (CFA) e a Técnica de Sheather Modificada. A
carga parasitaria das amostras, foi classificada com base nos resultados da Técnica de OPG. Foram calculados a
frequéncia dos animais parasitados em relagdo as trés metodologias e os resultados obtidos nas duas técnicas que
obtiveram melhor desempenho, Técnicas de CFA e Sheather Modificada, foram submetidos ao teste de Qui-Quadrado e
aos calculos de sensibilidade, especificidade e acuracia. Todas as técnicas mostraram-se eficientes para o diagnostico
de diferentes formas parasitarias, no entanto, a Técnica de CFA foi a metodologia que apresentou os melhores
resultados.

Palavras-chaves: OPG, CFA, Sheather Modificada, Qui-Quadrado

Abstract. Parasitic diseases are quite frequent in veterinary medicine and some are considered important zoonoses.
The objective of this research was to compare three coproparasitological methodologies, to determine the efficiency of
the different techniques in relation to the identification of helminth eggs and protozoan cysts and oocysts. For this, the
results of 108 samples of animal feces were used, which were submitted to the Eggs per Gram Technique (OPG), the
Sugar Float Centrifuge Technique (CFA) and the Modified Sheather Technique. The parasite load of the samples was
classified based on the results of the OPG Technique. The frequency of parasitized animals was calculated in relation to
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the three methodologies and the results obtained in the two techniques that had the best performance, CFA and Modified
Sheather Techniques, were submitted to the Chi-Square test and to sensitivity, specificity and accuracy calculations. All
techniques proved to be efficient for the diagnosis of different parasitic forms, however, the CFA Technique was the

methodology that presented the best results.
Keywords: OPG, CFA, Modified Sheather, Chi-Square

Introducéo

Desde os primérdios da humanidade a criagéo de
animais é um hébito nas sociedades humanas. Os
animais desempenham diferentes papéis no ambito
individual, familiar e social (Almeida et al., 2012) e,
apesar dos beneficios, a maior interacdo entre
homens e animais podem favorecer a disseminacéo
de zoonoses (Katagire, 2006) o que se configura
como um problema de saude publica (Rosales &
Malheiros, 2017).

Doencas gastrointestinais sdo bastante frequentes
na clinica médica veterinaria e dentre os agentes
biolégicos envolvidos destacam-se parasitas,
bactérias, virus e fungos (Ferraz et al., 2019). Os
parasitas intestinais s&do alguns dos agentes
patogénicos que ocorrem com maior frequéncia em
animais e em humanos (Santos et al., 2020;
Rosales & Malheiros, 2017) e nos animais de
companhia sdo um dos principais causadores de
transtornos intestinais (Katagire, 2006). Dentre as
vérias razdes para a correta identificacdo dos
agentes parasitarios destacam-se: eficiéncia na
melhoria da salde animal, identificacdo de parasitos
emergentes e reemergentes, definicdo de medidas
profilaticas e de controle, monitoramento da eficacia
dos antiparasitarios com consequente verificacdo de
resisténcia e a prevencdo da disseminacdo de
agentes para os humanos (Katagire, 2006).

Embora as técnicas coproparasitolégicas néao
tenham passado por muitas alteragbes nas ultimas
décadas, ainda continuam sendo uma escolha
viavel em virtude de fatores como custo e facilidade
de execucéo (Yanet et al., 2017).

Nesse contexto, objetivou-se com este trabalho,
realizar a comparagcdo de trés técnicas
coproparasitoldgicas de concentracdo por flutuagéo,
a Técnica de OPG, a Técnica de Sheather
Modificada e a Técnica de Centrifugo Flutuacdo em
Acucar (CFA) e com isso determinar a eficiéncia das
diferentes metodologias em relagdo a presenca de
0VvO0s, Cistos e oocistos.

Materiais e Métodos

Para a realizacdo desse trabalho foram
utilizados resultados de exames
coproparasitolégicos efetuados pelo Laboratério de
Diagnostico em Sanidade Animal da Universidade
Federal de Mato Grosso (UFMT) — Campus Sinop
no periodo de janeiro de 2020 & junho de 2020. As
amostras foram originadas de 108 animais dos

quais 65 eram gatos provenientes de um
experimento realizado pelo laboratério acima
mencionado, 3 cdes atendidos no Hospital

Veterinario da UFMT e 40 equinos atendidos pelo
setor de Clinica Médica e Cirlrgica de Grandes
Animais da UFMT. As amostras foram coletadas e
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enviadas ao laboratério sob refrigeracdo e
examinadas o mais rapido possivel, nao
ultrapassando um periodo de 48 horas, e

submetidas a Técnica de McMaster Modificada,
Técnica de Sheather Modificada e Técnica de
Centrifugo Flutuacédo em Acucar (Monteiro, 2017).

A Técnica de McMaster Modificada também
conhecida como Técnica de Ovos por Grama
(OPG), foi realizada conforme orientacbes de
Monteiro (2017). Em um almofariz foram pesadas 4
gramas de fezes e em seguida foi adicionado 60 mL
de solucdo hipersaturada de acUcar. Apos a correta
diluicdo essa mistura foi coada utilizando-se coador
e gaze. A mistura foi homogeneizada e com uma
pipeta transferida para os dois compartimentos da
cadmara de McMaster. Apds alguns minutos para
gue houvesse a flutuacdo das formas parasitérias, a
camara foi levada ao microscépio 6ptico (MO) em
aumento de 100X. As estruturas dos dois
compartimentos foram contadas separadamente
conforme o género, anotadas, somadas e
posteriormente multiplicadas por 50 para desta
forma se obter o resultado de ovos por grama de
fezes (OPG).

A Técnica de Sheather Modificada, também
conhecida por Técnica de Flutuacdo em Solucéo
Saturada de Acucar foi a escolha para a realizagédo
da atual pesquisa em detrimento da Técnica de
Willis que apesar de também ser amplamente
utilizada por laboratérios e por pertencer ao grupo
das metodologias de concentracdo por flutuagéo, se
utiliza de uma solugéo saturada de cloreto de sédio
(Katagire, 2006). Para a realizagdo da Técnica de
Sheather Modificada foram pesadas em um
almofariz 2 g de fezes e adicionada de forma
gradativa 15 mL de solucdo hipersaturada de
acucar. Durante esse processo e com a ajuda de
um pistilo, essa mistura foi homogeneizada e
posteriormente coada utilizando-se um coador com
gaze. Posteriormente essa mistura foi colocada em
um tubo de vidro até que se formasse um menisco
na superficie sobre o qual foi colocada uma
laminula por aproximadamente 15 minutos. Apos
esse prazo a laminula foi retirada e colocada sobre
uma lamina de microscopia com uma gota de lugol
e observada no MO sob o aumento de 100 e 400X
(Monteiro, 2017).

Para a Técnica de Centrifugo Flutuagdo em
Acgucar (CFA) também conhecida por Técnica de
Figueiredo (1984) Modificada (Huber et al., 2003) ou
Técnica da Dupla Centrifugacdo Modificada
(Monteiro, 2017), 2 g de fezes foram diluidas
gradualmente em 10 mL de &gua destilada e
posteriormente coadas com o auxilio de coador e
gaze. Essa mistura foi acondicionada em um tubo
falcon e levada a centrifuga por 5 minutos a 1500
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RPM. Ap6s centrifugacdo desprezou-se 0
sobrenadante, adicionou-se 10 mL de solucao
hipersaturada de sacarose, ressuspendeu-se 0
sedimento com  movimentos  vigorosos e
centrifugou-se novamente por 5 minutos a 1500
RPM. Para finalizar foi adicionada mais solucéo
hipersaturada de sacarose até a formagdo de um
menisco na superficie sobre o qual foi colocada uma
laminula por um prazo de 15 minutos. Ao término
desse prazo a laminula foi retirada e colocada sobre
uma lamina de microscopia com uma gota de lugol
e observada no MO sob o aumento de 100 e 400X
(Monteiro, 2017).

A classificacdo da carga parasitaria das
amostras foi realizada com base nos resultados da
Técnica de OPG. Os célculos de Sensibilidade,
Especificidade, Valor Preditivo Positivo, Valor
Preditivo Negativo e Acuracia foram realizados com
base nos resultados obtidos nas técnicas de CFA e
Sheather Modificada. Os valores de frequéncia
obtidos nas Técnicas de CFA e Sheather Modificada
foram analisados estatisticamente pelo Teste do
Qui-Quadrado através do Programa R® versao
4.1.2 (University of Pennsylvania, United States) no
gual foi adotado um nivel de significaAncia de 5%. A
computacédo de dados foi o realizada pelo Programa
Excel® (Windows 10).

Resultados e Discusséo

0] diagndstico coproparasitologico
frequentemente se utiliza de técnicas microscépicas
nos quais se reconhecem as diferentes formas
evolutivas dos parasitas. Existem diferentes
metodologias para o processamento das amostras
e, caracteristicas como sensibilidade, facilidade de
execucdo, custo, tipo de agente envolvido e
caracteristicas macroscopicas das fezes devem ser
observadas para a escolha da técnica mais
apropriada (Soares et al., 2020; Katagire, 2006).
Além das caracteristicas ja mencionadas, outros
fatores interagem para o sucesso no diagndstico,
tais como colheita e preservagdo da amostra
(Ribeiro, 2011), infraestrutura laboratorial,
capacidade técnica, treinamento de colaboradores,
dentre outros (Soares et al., 2020).

Normalmente em uma pesquisa
coproparasitolégica, sao realizados exames diretos
e métodos de concentracdo, no qual cada
metodologia € mais indicada para a verificagdo de
um grupo especifico de parasitos. Enquanto o
método direto é utilizado principalmente para o
diagnéstico de trofozoitos de protozoarios e larvas
de helmintos (Katagire, 2006) os métodos de
concentracdo se aplicam principalmente para o
diagnostico de cistos/oocistos de protozoarios e
ovos e larvas de helmintos.

Pesquisadores demonstram uma alta
prevaléncia de helmintos da Classe Nematoda em
fezes de animais (Silva & Ribeiro, 2020; Rodrigues
et al.,, 2018; Youssef et al.,, 2020; Lépez, 2017;
Souza, 2016; Coelho et al.,, 2015; Mariani et al.,
2014). As técnicas mais adequadas para o0
diagnostico das diferentes formas evolutivas dessa
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Classe sdo as técnicas de concentragdo por
flutuacdo devido seus ovos serem considerados
leves. A alta prevaléncia de helmintos da Classe
Nematoda associado ao fato de que alguns géneros
desse grupo, como o Ancylostoma e Toxocara,
apresentam caracteristicas zoonéticas, foi o motivo
pelo qual optou-se pela utilizagdo da Técnica de
OPG, Técnica Sheather Modificada e da Técnica de
Centrifugo Flutuacéo em Acucar.

Os métodos de concentracdo incluem as
técnicas de flutuagdo e sedimentacdo. O método de
concentracdo por flutuagdo € mais indicado para o
diagnostico de cistos e oocistos de coccideos,
larvas e ovos leves de helmintos, ja o método de
concentracdo  por sedimentacdo é  mais
recomendado para a identificacdo de formas
evolutivas de protozodarios e larvas e ovos pesados
de helmintos. Essa pequena diferenca se relaciona
a Densidade Especifica (DE) dos agentes
envolvidos  (Katagire, 2006). Métodos de
concentracdo por flutuacdo, na qual se incluem as
trés metodologias aqui avaliadas, se utilizam de
solugBes saturadas de alta DE (Soares et al., 2020;
Monteiro, 2017; Katagire, 2006). Como a DE da
maioria da maioria das formas evolutivas dos
parasitas gira em torno de 1,05 a 1,23, e a DE das
solugBes hipersaturadas de aglcar e cloreto de
sédio sdo de 1,27 e 1,18, respectivamente, 0s ovos
e larvas de helmintos e os cistos e oocistos de
protozodrios flutuam e s&o recuperados na
superficie, enquanto os detritos sdo levados para o
fundo do recipiente (Monteiro, 2017; Katagire,
2006).

Os métodos de concentracdo por
sedimentacgao utilizam-se da forca da gravidade que
pode ser gravidade natural, gravidade por
centrifugacdo ou por meio quimico (Katagire, 2006).
S&o apropriados para a visualizacdo de ovos com
densidade superior a das solugdes utilizadas, como
ovos de trematddeos e cestodas (Santos et al.,
2020; Monteiro, 2017; Katagire, 2006).

Portanto, sdo as diferencas de DE entre os
agentes envolvidos (formas evolutivas parasitarias,
detritos fecais e a propria solugdo utilizada) quem
sdo as responsaveis pelo sucesso das técnicas de
concentracdo. No caso especifico da técnica de
concentracdo por flutuagdo a preparagdo obtida é
mais limpida e apresenta uma maior concentragao
de estruturas parasitarias (Katagire, 2006).

A primeira metodologia avaliada foi a
Técnica de OPG. A Técnica de OPG é utilizada
principalmente em amostras de ruminantes e
equinos (Santos et al., 2020; Monteiro, 2017) e um
dos propdsitos para a sua utilizacdo é estimar ovos
de helmintos e cistos e oocistos de protozoarios e
classificar a carga parasitaria dos hospedeiros
(Santos et al., 2020; Monteiro, 2017). Conforme a
guantidade de estruturas encontradas, as infeccbes
sdo classificadas em baixa ou leve quando se
encontram até 500 OPG, moderada quando sao
encontradas de 501 a 1000 OPG e alta quando a
guantidade é acima de 1000 OPG (Monteiro, 2017).
Na atual pesquisa essa técnica foi utilizada com o
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intuito de classificar a carga parasitaria nas
amostras avaliadas, mesmo ndo sendo usual para
todas as espécies animais. Os resultados obtidos
apos a realizacdo da Técnica de OPG constam na
tabela 1.

A auséncia de estruturas parasitarias em 63
amostras na Técnica de OPG, diferem dos
resultados encontrados nas outras duas
metodologias. A Técnica de CFA indicou 53
amostras negativas e a Técnica de Sheather
Modificada 59 (Tabela 2). Esse fato corrobora a
afirmacédo de que a Técnica de OPG nao consegue
estabelecer a real populacdo de vermes no
hospedeiro em virtude da possibilidade da

ocorréncia de uma taxa de erro de até 20%
(Monteiro, 2017).

Ao compararmos as 63 amostras negativas
na Técnica de OPG com os resultados obtidos nas
outras duas metodologias, verificamos uma
divergéncia especificamente em 11 amostras
(Tabela 3). Enquanto na Técnica de OPG o
resultado foi negativo para a presenca de qualquer
estrutura parasitaria em 100% das amostras em
questdo (11/11), nas Técnicas de Sheather
Modificada e CFA os resultados negativos para
ovos e cistos/oocistos nas mesmas amostras foram
de 63,63% (7/11) e 0% (0/11), respectivamente.

Tabela 1. Classificagdo da carga parasitaria em 108 amostras analisadas pela Técnica de OPG realizadas pelo
Laboratério de Diagnéstico em Sanidade Animal da UFMT — Campus Sinop, no periodo de janeiro de 2020 a junho de

2020

Classificacdo da Carga Parasitaria

Quantificagao

Auséncia
Baixa ou Leve
Moderada
Alta

58,33% (63/108)
20,37% (22/108)
8,34% (9/108)
12,96% (14/108)

Legenda: Baixa ou Leve — até 500 OPG, Moderada — de 501 a 1000 OPG, Alta — acima de 1000 OPG

Tabela 2. Ocorréncia de estruturas parasitarias nas Técnicas de OPG, CFA e Sheather Modificada, em 108 amostras,
realizados pelo Laboratério de Diagnostico em Sanidade Animal da UFMT — Campus Sinop, no periodo de janeiro de

2020 a junho de 2020

L Técnicas
Estruturas Parasitarias -
OPG Sheather Modificada CFA
Amostras Negativas 63 59 53
Amostras Positivas 45 49 55
N° Total Amostras 108 108 108

Tabela 3. Diferenca de resultados obtidos em 11 amostras nas Técnicas de OPG, CFA e Sheather Modificada,
realizados pelo Laboratério de Diagnostico em Sanidade Animal da UFMT — Campus Sinop, no periodo de janeiro de

2020 & junho de 2020

N° Animal Técnica de OPG Técnica de Sheather Modificada Técnica de CFA
11 negativo Ovos de Helmintos Ovos de Helmintos
38 negativo Negativo Ovos de Helmintos
41 negativo Ovos de Helmintos Ovos de Helmintos
52 negativo Ovos de Helmintos Ovos de Helmintos
59 negativo Negativo Ovos de Helmintos
61 negativo Negativo Ovos de Helmintos
78 negativo Negativo Ovos de Helmintos
89 negativo Negativo Ovos de Helmintos
94 negativo Negativo Ovos de Helmintos
98 negativo Ovos de Helmintos Ovos de Helmintos
104 negativo Negativo Ovos de Helmintos

% Amostras Negativas 100% (11/11)

63,63% (7/11) 0% (0/11)

Em virtude da sua melhor performance, a
Técnica de CFA determinou a frequéncia total de
animais parasitados em 50,93% (55/108).
Entretanto, em 46,30% (50/108) das amostras

foram encontrados apenas ovos de helmintos, e em
4,63% (5/108) além dos ovos de helmintos foram
encontrados também oocistos de protozoarios.
Desta forma, quando a amostra apresentava uma
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infecdo por helmintos associada a uma infeccdo por  apresentaram 0s maiores resultados de frequéncia

protozoario foi classificada como uma coinfeccdo  (CFA e Sheather Modificada).

(Tabela 4). Portanto, duas categorias distintas  Na categoria helmintos, a frequéncia de ovos na

foram criadas: Helmintos e Protozoérios. Técnica de Sheather Modificada foi de 45,37%
O melhor desempenho da Técnica de CFA  (49/108), na Técnica de CFA esse percentual subiu

em relacdo as demais metodologias, fez com que  para 50,93% (55/108) (Tabela 5).

fosse classificada como Técnica Padrdo Ouro na Ja em relagdo aos protozoarios, a frequéncia de

atual pesquisa. Os testes estatisticos foram  oocistos na Técnica de Sheather Modificada foi de

realizados com base nas metodologias que  3,70% (4/108) enquanto na Técnica de CFA foi de

4,63% (5/108) (Tabela 6).

Tabela 4. Frequéncia de animais parasitados e tipos de infec¢do encontrados em 108 amostras de fezes de animais
submetidas a Técnica de CFA, realizados pelo Laboratério de Diagndstico em Sanidade Animal da UFMT — Campus
Sinop, no periodo de janeiro de 2020 a junho de 2020

Frequéncia Total de Animais Frequéncia de Infecgao
Parasitados — Técnica de CFA Simples Coinfeccéo
50,93% (55/108) 46,30% (50/108) 4,63% (5/108)

Tabela 5. Frequéncias de ovos de helmintos encontrados na Técnica de Sheather Modificada e Técnica de CFA em 108
amostras de fezes de animais, realizados pelo Laboratério de Diagnéstico em Sanidade Animal da UFMT — Campus
Sinop, no periodo de janeiro de 2020 a junho de 2020

Helmintos
N° Amostras Técnica Sheather Modificada Técnica CFA

108 45,37% (49/108) 50,93% (55/108)"

a, b Letras diferentes na linha indicam diferencas no Teste do Qui-Quadrado ao nivel de 5% de significancia

Tabela 6. Frequéncias de oocistos de protozoarios encontrados na Técnica de Sheather Modificada e Técnica de CFA
em 108 amostras de fezes de animais, realizados pelo Laboratério de Diagndstico em Sanidade Animal da UFMT —
Campus Sinop, no periodo de janeiro de 2020 a junho de 2020

Protozoéarios
N° Amostras Técnica Sheather Modificada Técnica CFA

108 3,70% (4/108)* 4,63% (5/108)°

a, b Letras diferentes na linha indicam diferencas no Teste do Qui-Quadrado ao nivel de 5% de significancia

Apesar das frequéncias se mostrarem Outros valores como Sensibilidade (S),
semelhantes em ambas as metodologias, 0s  Especificidade (E), Valor Preditivo Positivo (VPP),
valores de p obtidos apds a realizagdo do teste do  Valor Preditivo Negativo (VPN) e Acuracia também
Qui-Quadrado de 2,2"° e 9,136™ (p < 0,05), na  foram verificados. A S foi determinada pela formula
categoria dos helmintos e protozoarios S = (a/ (a + c)). Para a E utilizou-se a férmula E =
respectivamente, demonstram existir uma (d / (b + d)). Os VPP e VPN foram calculados
associacdo dos resultados com as técnicas segundo as férmulas VPP = (a/ (a + b)) e VPN = (d
utilizadas, ou seja, a maior frequéncia de ovos e /(c + d)), respectivamente, e a Acuracia através da
oocistos de parasitos encontrados na Técnica de  férmula (a + d) / (a + b + ¢ + d). Os resultados
CFA, demonstram a maior eficiéncia desta em  encontrados para a Técnica de Sheather Modificada
relacdo & Técnica de Sheather Modificada. em relagdo a Técnica de CFA estdo descritos na

tabela 7.

Tabela 7. Testes de Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo, Valor Preditivo Negativo e Acuracia da
Técnica de Sheather Modificada em relagédo a Técnica de CFA, realizados pelo Laboratério de Diagnéstico em Sanidade
Animal da UFMT — Campus Sinop, no periodo de janeiro de 2020 a junho de 2020

Testes Estatisticos Resultado (%)
S 89.09
E 100
VPP 100
VPN 89,83
Acuracia 94,44
Sensibiidade = S, Especificidade = E, Valor Preditivo Positvo = VPP, Valor Preditvo Negatvo = VPN
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Com base nos resultados dos testes estatisticos
realizados, pbOde-se concluir que as duas
metodologias, sdo eficientes para o diagndstico de
ovos e larvas de helmintos e cistos e oocistos de
protozoarios. Esses dados podem ser confirmados
pelos altos valores de S, E, VPP e VPN da Técnica
de Sheather Modificada em relacdo a Técnicas
Padréo Ouro (Técnica de CFA).

Entretanto, as diferencas percentuais de
frequéncias obtidas, conforme os valores de p
obtidos no teste do Qui-Quadrado tanto nas
categorias Helmintos quanto na categoria
Protozoério bem como o valor da Acuricia da
Técnica de Sheather Modificada, demonstram uma
maior precisdo no diagndstico da Técnica de CFA.

A melhor performance da Técnica de CFA

em relacdo a Técnica de Sheather Modificada muito
provavelmente ocorra em funcdo da sua
metodologia, na qual se utiliza uma etapa de
centrifugacdo com solucdo hipersaturada, o que
favorece uma maior concentracdo das diferentes
formas evolutivas mesmo quando a carga
parasitaria do individuo é considerada baixa.
No entanto, o laboratorista deve estar consciente
que devido a possibilidade do hospedeiro estar
infectado por mais de uma Classe de parasita
(Santos et al.,, 2020; Katagire, 2006) ou ainda
apresentar uma baixa carga parasitaria com
consequente resultado falso-negativo, se faz
necesséaria a utlizacdo de mais de uma técnica
diagnostica (Santos et al., 2020), visto que nenhuma
técnica é considerada 100% eficaz (Santos et al.,
2020; Katagire, 2006).

Concluséao
A Técnica de OPG foi eficiente para
classificar a carga parasitaria das amostras

pesquisadas, no entanto, foi a metodologia que
apresentou o menor indice de ocorréncia de
estruturas parasitarias e dessa forma ndo é uma
técnica recomendada para o  diagnéstico
coproparasitoldgico na rotina clinica.

Tanto a Técnica de CFA quanto a Técnica
de Sheather Modificada mostraram-se eficientes na
identificacdo das diferentes formas parasitarias.
Entretanto, a Técnica de CFA apresentou melhores
resultados em virtude da maior prevaléncia de ovos
de helmintos e oocistos de protozodario, mesmo nas
amostras com baixa carga parasitaria. Nesse
contexto, a Técnica de CFA favorece ao proprietario
a possibilidade de um tratamento precoce evitando
um maior parasitismo e suas consequéncias a
saude do animal.
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