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RESUMO

A dioctofimatose é uma doenca parasitaria causada pelo helminto Dioctophyme renale, tendo
como hospedeiros definitivos, cdes, gatos, animais silvestres e também o homem, pois este
parasito possui potencial zoonotico. Acomete os rins dos seus hospedeiros definitivos,
geralmente o direito, mas podem ser encontrados também em outros locais. Embora seja
descrito maior ocorréncia de casos em cées, também ha relatos desta parasitose em gatos. Uma
das formas de diagnostico é através da visualizagdo de ovos do D. renale através do exame de
urina. Porém, pelas caracteristicas comportamentais dos gatos, a coleta de urina nesta espécie
é de dificil execucdo. Portanto, através do estudo de técnicas para pesquisa de ovos deste
parasito na urina dos gatos em silica, presente nas caixas de areia, procura-se facilitar o
diagnostico nestes animais. Para realizacdo deste trabalho, amostras de silica foram
contaminadas com urina contendo ovos de D. renale. As técnicas utilizadas para pesquisa de
ovos foram: centrifugo-flutuacdo em solucdo hipersaturada glicosada, em duas densidades:
1.230g/ml e 1.275g/ml; flutuacdo espontédnea em solugdo hipersaturada glicosada, em duas
densidades: 1,230g/ml e 1,275g/ml e centrifugo-sedimentacdo. A avaliacdo das amostras foi
realizada em diferentes tempos, distribuidos da seguinte forma: momento zero, 6 horas, 12
horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 72 horas, 120 horas, 168 horas, 240 horas e 336
horas ap6s contaminacdo do material. A técnica de centrifugo-sedimentacdo foi a que
apresentou o melhor resultado, sendo possivel identificar ovos morfologicamente viaveis de D.
renale durante os 14 dias de analise.

Palavras-chave: parasito, rins, diagnostico, felinos.

TECHNIQUE FOR IDENTIFYING EGGS OF Dioctophyme renale IN CAT URINE,
EMPLOYED IN SILICA

ABSTRACT

Dioctofimatosis is a parasitic disease caused by the helminth Dioctophyme renale, having as
definitive hosts, dogs, cats, wild animals and also man, as this parasite has zoonotic potential.
It affects the kidneys of its definitive hosts, usually the right, but can also be found in other
places. Although a higher occurrence of cases in dogs has been described, there are also reports
of this parasitosis in cats. One of the ways of diagnosing the disease is through the visualization
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of D. renale eggs through the urine exam. However, due to the behavioral characteristics of
cats, urine collection in this species is difficult to perform. Therefore, through the study of
techniques to search for eggs of this parasite in the urine of cats in silica, present in litter boxes,
we seek to facilitate the diagnosis in these animals. To carry out this work, silica samples were
contaminated with urine containing D. renale eggs. The techniques used for egg research were:
centrifugal-flotation in glycosated hypersaturated solution, in two densities: 1,230g/ml and
1,275g/ml; spontaneous fluctuation in glycosated hypersaturated solution, in two densities:
1.230g/ml and 1.275g/ml and centrifugal-sedimentation. The evaluation of the samples was
carried out at different times, distributed as follows: time zero, 6 hours, 12 hours, 18 hours, 24
hours, 36 hours, 48 hours, 72 hours, 120 hours, 168 hours, 240 hours and 336 hours after
contamination of the material. The centrifugal-sedimentation technique showed the best result,
making it possible to identify morphologically viable eggs from D. renale during the 14 days
of analysis.

Key words: parasite, kidneys, diagnosis, felines.

TECNICA DE IDENTIFICACION DE HUEVOS DE Dioctophyme renale EN ORINA
DE GATO, UTILIZADA EN SILICE

RESUMEN

La dioctofimatosis es una enfermedad parasitaria causada por el helminto Dioctophyme renale,
que tiene como hospedadores definitivos, perros, gatos, animales salvajes y también el hombre,
ya que este parasito tiene potencial zoondtico. Afecta los rifiones de sus huéspedes definitivos,
generalmente el derecho, pero también se puede encontrar en otros lugares. Aunque se ha
descrito una mayor incidencia de casos en perros, también hay informes de esta parasitosis en
gatos. Una de las formas de diagnostico es a través de la visualizacién de los huevos de D.
renale a través del examen de orina. Sin embargo, debido a las caracteristicas de
comportamiento de los gatos, la recoleccion de orina en esta especie es dificil de realizar. Por
lo tanto, a través del estudio de técnicas para buscar huevos de este parasito en la orina de gatos
en silice, presentes en cajas de arena, buscamos facilitar el diagndstico en estos animales. Para
llevar a cabo este trabajo, las muestras de silice se contaminaron con orina que contenia huevos
de D. renale. Las técnicas utilizadas para investigar los huevos fueron: flotacién centrifuga en
solucion hipersaturada glicosilada, en dos densidades: 1.230 g/ml y 1.275 g/ml; fluctuacion
espontanea en solucidn glicosilada hipersaturada, en dos densidades: 1.230 g/ml y 1.275 g/ml
y sedimentacion centrifuga. La evaluacion de las muestras se realizo en diferentes momentos,
distribuidos de la siguiente manera: tiempo cero, 6 horas, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas,
48 horas, 72 horas, 120 horas, 168 horas, 240 horas y 336 horas después de la contaminacion
del material. La técnica de sedimentacion centrifuga mostrd el mejor resultado, permitiendo
identificar huevos morfoldgicamente viables de D. renale durante los 14 dias de analisis.
Palabras clave: parasito, rifiones, diagnostico, gatos

INTRODUCAO

A dioctofimatose é causada pelo parasito Dioctophyme renale, pertencente a ordem
Enoplida, classe Nematoda e familia Dioctophymetidae. Os exemplares machos medem entre
15 e 45 cm de comprimento por 3 a 4 mm de didmetro, enquanto as fémeas medem de 20 a 100
cm de comprimento por 5 a 12 mm de diametro, sendo considerado o maior nematelminto ja
descrito (1). Sua coloragéo apos retirada possui tons de vermelho-sangue, podendo ser atribuida
a hematofagia (2).
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Os hospedeiros definitivos, seja estes, cdes, gatos, animais silvestres ou o homem,
eliminam os ovos de D. renale na urina, contaminando o meio ambiente (3). O ciclo possui um
periodo de incubacdo em meio aquatico, onde os ovos sdo ingeridos pelo hospedeiro
intermediario, o anelideo oligoqueta, e se tornam desta forma infectantes (4). A infeccéo ocorre
pela ingestao de anelideos aquaticos, assim como carne crua ou mal cozida de peixes e ras que
possuem em sua musculatura formas larvais encistadas viaveis (5).

A dioctofimatose € considerada uma zoonose, contudo, os relatos em humanos séo
escassos. Em cdes, ja houve relatos de infec¢es em vario estados do Brasil, como Espirito
Santo (6), Minas Gerais (7), Parana (8), Rio Grande do Sul (9), Rio de Janeiro (10), Sdo Paulo
(11), entre outros.

Embora seja descrito maior ocorréncia de casos de dioctofimatose em cées, alguns
trabalhos relatam esta parasitose em gatos, como Pedrassani et al. (12) em Canoinhas/SC e
Silva et al. (13), que descreveram o primeiro relato de caso em gato domeéstico no Rio Grande
do Sul. Rappeti et al. (9), realizando um inquérito de casos de dioctofimatose em cées e gatos
na regido de Pelotas/RS, encontraram 95 casos registrados, destes, trés foram em gatos.

O diagnostico da dioctofimatose € realizado pela visualizagcdo do parasito em necropsias
e em procedimentos cirdrgicos (14), exames ultrassanograficos (15) e pela visualizagao de ovos
do D. renale através do exame da urina (16).

As formas adultas do parasito, localizam-se geralmente no rim direito dos seus
hospedeiros definitivos, onde promovem a destrui¢ao progressiva do parénquima, reduzindo-o
a uma capsula fibrosa sem funcionalidade (8). Na literatura existe relatos de formas adultas
encontradas livres na cavidade abdominal, ureteres, bexiga, uretra, bolsa escrotal, tecido
subcutaneo inguinal, utero, ovarios, glandulas mamaria, cavidade toracica e pericardio,
cavidade abdominal, estbmago, figado e musculo reto abdominal (17,18).

Atualmente, ndo h4 nenhuma opg¢éo farmacoldgica antiparasitéria eficaz para tratamento
de D. renale. Sabe-se que os anti-helminticos de excrecao renal, como o tiabendazol, eliminam
metabolitos com baixa unido com a B-tubulina dos nematddeos, além da rdpida excrecdo
urinaria, dificultando sua penetracdo na cuticula dos helmintos (19). Mesmo se o parasito
perdesse sua viabilidade através do uso de anti-helminticos, ele ndo seria facilmente removido
do interior do tecido renal devido a sua espessura e ao seu tamanho (20). Portanto, a nefrectomia
do rim acometido é o procedimento de elei¢do para o tratamento (21). No entanto, diante do
acometimento renal bilateral, a nefrotomia deve ser o método de escolha. Ademais, a
laparotomia exploratdria € eleita na remocao de parasitos livres na cavidade abdominal (22).

Através do estudo de técnicas para pesquisa de ovos deste parasito na urina de gatos
domeésticos em silica, procura-se facilitar o diagndstico nestes animais, pois a coleta de urina
nesta espécie, pelas caracteristicas comportamentais dos mesmaos, é de dificil execucéo.

MATERIAL E METODOS

A urina utilizada neste trabalho foi coletada de animais parasitados por D. renale, sendo
este procedimento executado no Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV), da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel).

A amostra de urina, contendo os ovos do parasito, foi acondicionada em pote de coleta,
armazenada em caixa de isopor isotérmica, com gelo reciclavel e encaminhada para posterior
analise no Laboratério de Doencas Parasitarias (LADOPAR), da Faculdade de Veterinaria
(FaVet/UFPel).

As técnicas utilizadas para pesquisa de ovos de D. renale foram: centrifugo-flutuacéo em
solugdo hipersaturada glicosada, com duas densidades: 1,230g/ml e 1,275g/ml; flutuacéo
espontanea em solucdo hipersaturada glicosada, com duas densidades: 1,230g/ml e 1,275g/ml
e centrifugo-sedimentacéo.
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Amostras contendo 5 gramas de silica foram distribuidas em potes plasticos, sendo
adicionado em cada uma destas, 500 ul (0,5ml) de urina contendo ovos de D. renale. A urina
adicionada foi proveniente da mesma amostra.

A avaliacdo das amostras para identificacdo dos ovos foi realizada em diferentes tempos,
distribuidos da seguinte forma: momento zero, 6 horas, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas,
48 horas, 72 horas, 120 horas, 168 horas, 240 horas e 336 horas apds contaminacao do material.

As amostras foram confeccionadas em triplicata para cada uma das técnicas e tempo,
totalizando 180 amostras (36 para cada técnica). O resultado foi obtido a partir da média das
trés amostras.

A técnica de centrifugo-flutuacdo, consistiu na homogeneizacéo de 5g de silica contendo
500 pl de urina e 15 ml de 4gua destilada, este material foi tamizado para um copo pléstico,
sendo posteriormente transferido para um tubo de ensaio e centrifugado por cinco minutos. Os
sedimentos foram ressuspendidos com solugdo hipersaturada de agucar (densidade de 1,230 e
1,275). Para promover a flutuacdo dos ovos, completou-se o volume do tubo até a formacédo de
um menisco, para a colocacdo de uma laminula 18x18, ficando em repouso por 20 minutos. A
leitura foi realizada em microscopia optica sob objetiva de 100X

A técnica de flutuacdo espontanea foi executada a partir da homogeneizagdo de 5g de
silica contendo 500 pl de urina contaminada e 25 ml de solucdo hipersaturada de agticar (duas
densidades diferentes), o material foi tamizado para um copo plastico e transferido para um
tubo de ensaio até a formacao de um menisco. Apos este processo, colocou-se uma laminula de
vidro sobre a solugdo por 20 minutos, pois o principio da técnica, consiste que 0s ovos do
nematoide flutuam pela diferenca de densidade. A analise foi realizada em microscopia Optica
com aumento de 100x.

A centrifugo-sedimentacéo foi realizada primeiramente com a homogeneizagéao de 5g de
silica contendo 500 pl de urina e 15 ml de agua destilada, tamizagdo do material para um copo
plastico e transferéncia para um tubo de ensaio e centrifugacdo por 5 minutos. Ao final do
processo, pipetou-se o sedimento em lamina, sobrepondo-se uma laminula. A observacéo do
material foi realizada em microscopia Optica com aumento de 100x.

Foi atribuido uma graduacdo para expressar o numero de ovos encontrados, de acordo
com a seguinte escala: + (1 a 10 ovos); ++ (11 a 20 ovos); +++ (acima de 20 ovos).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A técnica de centrifugo-sedimentacdo por concentrar grande quantidade de ovos
apresentou o melhor resultado, sendo possivel identificar ovos morfologicamente viaveis de D.
renale durante os 14 dias de analise (Tabela 1).

O D. renale, como a maioria dos nematoides, apresenta ovos com densidade baixa, o que
os permite flutuarem em relacéo a diferenca de densidade das solugdes hipersaturadas utilizadas
no experimento. Por este motivo, a técnica de flutuacdo espontdnea também apresentou
resultado satisfatorio, possibilitando a identificacdo de ovos de D. renale em todas as analises,
porém com menor nimero de ovos quando comparado com a técnica de centrifugo-
sedimentacao.

Ovos de D. renale em microscopia sdo elipticos, com coloracdo acastanhada, com parede
espessa, rugosa e com um tampao bipolar. Possuem de uma a duas células logo ap6s serem
eliminadas na urina, medindo de 73 a 83 um de comprimento por 45 a 47 um de largura (21).
Estas caracteristicas morfoldgicas foram observadas apds a realizacao da técnica de centrifugo-
sedimentacéo e flutuacdo em solucao hipersaturada, mesmo ap0s os quatorze dias da preparacéo
do material (Figura 1).
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Tabela 1. Contagem de ovos de D. renale, realizada através de diferentes técnicas e observadas
em diferentes tempos.

Hora Flutuacao Flutuacdo  Centrifugo  Centrifugo Centrifugo
espontanea  espontdnea  Flutuacdo Flutuacéo Sedimentacdo
(1,230) (1.275) (1.230) (1.275)

0 ++ ++ + + +++

6 + + + + +++

12 ++ ++ + + +++

18 ++ + + + +++

24 ++ + + + ++

36 ++ + - + ++

48 +++ + - + +++

72 + + + + ++
120 ++ + + + ++
168 ++ + + + ++
240 ++ + + + ++
336 ++ + + + ++

+ (1 a 10 ovos); ++ (11 a 20 ovos); +++ (acima de 20 ovos)

Figura 1. Ovos de D. renale, em amostra de silica contendo urina, observados em microscopia
Gtica, com aumento de 400x. Fonte: Autores, 2019

Pedrassani et al. (20) relata que estudos relacionados com a morfologia dos ovos do
parasito, a influéncia de temperatura para o desenvolvimento larval, a presenca de formas
larvais em hospedeiros paraténicos e a padronizacdo de técnica para deteccdo de anticorpos
para classe 1gG, contra antigenos somaticos do parasito, em cées que albergam D. renale, se
faz necessario para melhor conhecimento da dioctofimatose.

A elaboracdo de uma técnica laboratorial qualitativa para identificar ovos de D. renale
em urina de gatos e que possa ser empregada em silica, vem de acordo com o que cita Pedrassani
et al. (20), possibilitando um novo leque de diagndstico para presenca de ovos do parasito em
materiais utilizados em caixas de excretas de felinos.

Perera et al. (3), utilizando a técnica de Caldwell e Caldwell, analisaram amostras
ambientais de areia, na regido de uma clinica veterinaria no municipio de Pelotas, onde muitos
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animais apresentavam diagndéstico positivo, e das 100 amostras testadas, 3% continham ovos
de D. renale.

Né&o existe na literatura, estudos com enfoque no diagndstico a partir da observacéo de
ovos de D. renale em caixas de areia de gatos, ndo sendo possivel, desta forma, fazer uma
analise comparativa com o presente estudo.

CONCLUSOES

A partir deste estudo, conclui-se que a técnica de centrifugo-sedimentacao obteve a maior
efetividade para identificacdo de ovos de Dioctophyme renale, mesmo apés o decorrer do tempo
e da degradacao ocorrente por fatores ambientais naturais nas amostras analisadas.
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