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Introducao

O diagnéstico parasitolégico consiste na identificacdo direta do parasito em tecidos ou secregbes de individuos
infectados, com ou sem o auxilio de métodos de concentragéo, isolamento ou cultivo. Embora diversos métodos
imunolégicos e moleculares tornem possivel o diagndstico indireto de doencas parasitarias, por meio da
deteccdo de produtos do parasito (antigenos ou material nucleico) ou de respostas especificas do hospedeiro
(humorais ou celulares), a visualizagdo direta dos parasitos permanece como recurso essencial para o
diagnéstico de determinadas infecgdes. Descrevem-se, neste capitulo, os métodos de diagnéstico parasitolégico
mais comuns na rotina de andlises clinicas.

Identificacao morfolégica de parasitos

Os parasitos sé&o seres vivos que compdem um conjunto taxonomicamente heterogéneo, definido segundo
critérios ecoldgicos. Suas dimensdes distribuem-se por varias ordens de grandeza e, para sua identificagdo
morfoldgica, sdo utilizados frequentemente instrumentos de ampliagéo 6ptica, como as /upas comuns (aumento
entre 2x e 5x) e as lupas conta-fios (aumento entre 10x e 25%), os microscopios estereoscépicos (aumento
maximo entre 30x e 50%) e os microscopios biolégicos (ou microscopios bacteriolégicos; aumento maximo de
1.000x). Durante seu ciclo biolégico, uma espécie de parasito pode ser albergada sucessivamente por
hospedeiros intermediarios de categorias taxonémicas diversas. No hospedeiro definitivo, populagbes de
parasitos de determinadas espécies podem migrar por diversos 6rgaos e tecidos, causando lesdes durante o
percurso. Em algumas situagbes, as formas diagnoésticas dos parasitos sdo pesquisadas em amostras de tecidos
pelos quais ocorre essa migragdo. Como exemplo, temos o exame de fragmentos de mucosa retal para pesquisa
de ovos de Schistosoma mansoni, uma abordagem diagndstica eventualmente empregada até anos recentes.

O acesso aos parasitos contidos nas amostras destinadas a exames parasitoldégicos, bem como a sua
identificacdo, depende de estratégias para salientar as imagens em relacdo aos materiais particulados
existentes. A coloragdo das amostras € a estratégia mais comum utilizada com esse objetivo. Dentre os corantes
disponiveis, alguns tém afinidade especifica pelos parasitos; outros, ao evidenciar caracteres diferenciais de
parasitos, geralmente o contraste entre o nicleo e o citoplasma, também facilitam sua identificacdo. Outra
estratégia frequente depende do uso de filtros 6pticos coloridos e de técnicas de iluminagdo especiais, como
campo escuro e iluminagdo obliqua, para aumentar o contraste de imagens dos parasitos e facilitar sua
identificagdo morfologica. Com finalidade didatica ou de documentagédo, podem-se obter imagens fotograficas e
submeté-las a processamento computadorizado para acentuar estruturas pouco evidentes.



Como regra geral, os laboratérios recebem materiais biolégicos distintos, como amostras de sangue ou fezes,
nos quais deve ser feita a pesquisa de parasitos. O diagnéstico laboratorial dependera do encontro de parasitos
nas amostras examinadas. Entretanto, os componentes da amostra provenientes do hospedeiro (células, restos
alimentares) poderéo dificultar ou mesmo impedir a identificagdo desses parasitos. Tais componentes constituem
o ruido, que dificulta a identificacdo do sinal, representado pelos parasitos cuja evidenciagcdo levara a um
diagnostico etioldgico. As técnicas usadas para dar ao exame parasitologico a confiabilidade necessaria devem
ser projetadas para aumentar a relagdo sinal-ruido, reduzindo as causas de interferéncia nas imagens dos
parasitos.

Exame parasitolégico de fezes

Coleta e conservacao de amostras

As amostras fecais destinadas a exame devem ser colhidas, sem contaminagdo com urina nem detritos do solo,
em recipientes limpos, de boca larga, sem vazamentos. Normalmente, ndo devem ser aceitas para exame
amostras colhidas até 1 semana depois da administragdo de laxantes potentes. Em raras situag¢des, quando ha
suspeita de amebiase, giardiase ou estrongiloidiase, usam-se laxantes salinos (fosfato de sédio ou sulfato de
sédio). Inicialmente deve ser observada a consisténcia das fezes (Figura 20.1). A quantidade minima necessaria
para um exame adequado situa-se entre 2 e 5 g de fezes. As fezes formadas ndo devem ser incubadas a 37°C
nem congeladas, mas podem ser preservadas em geladeira, a 4°C.

As fezes humanas sdo compostas de agua, muco, gorduras, células intestinais descamadas, bactérias e
restos de alimentos de origem vegetal ou animal, entre outros. Podem conter sangue e pus, em certas condi¢cdes
patolégicas, e até mesmo helmintos ou partes deles, como proglotes de ténias. As bactérias constituem cerca de
30% do material particulado e sdo a causa principal do aspecto turvo observado em suspensdes aquosas de
fezes humanas. Outras particulas solidas, de dimensbes diversas, também dificultam a observagéo dos parasitos
nas fezes, exceto quando o material € altamente diluido. Esse € o caso do chamado exame direto, aplicado
principalmente a pesquisa de trofozoitos vivos de protozoarios intestinais em fezes recém-eliminadas.
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FIGURA 20.1 Classificagdo das amostras de fezes segundo sua consisténcia.

O fato de as amostras de fezes soélidas permanecerem adequadas para exames parasitolégicos por tempo
relativamente longo, especialmente se mantidas sob refrigeragéo, torna, em muitos casos, desnecessario o uso
de preservadores. Quando a refrigeragdo nédo € possivel, devem-se usar preservadores compativeis com os
métodos de exame a serem utilizados a seguir. Os preservadores mais usados sdo as solugdes de formaldeido
(formalina) — 5 a 10% -, preferencialmente tamponadas, de mertiolato-iodo-formalina (MIF), de acetato de
sodio-acido acético-formaldeido (SAF), alcool polivinilico (APV) ou o fixador de Schaudinn. Obtém-se, no
comeércio, solugbes de formaldeido (HCHO) — 37 a 40% —, que devem ser diluidas com agua destilada ou
solugédo salina tamponada com fosfatos, com pH em torno de 7,2. A formalina a 10% preserva diversos
elementos parasitarios, com excegdo dos trofozoitos, mas pode alterar a flutuabilidade de cistos (Moitinho et al.,
1999), afetando o exame da amostra com métodos de concentragdo com base em flutuagédo. O desenvolvimento
embrionario de alguns ovos, no entanto, ndo é completamente inibido pela formalina a 10%. Existem recipientes
comercialmente disponiveis para a coleta e preservagao de fezes em formalina a 10% ou a 5%, bem como seu
processamento inicial (filtragdo) pelo laboratorista. Entre esses produtos, o dispositivo Coprotest®, com
formalina, € amplamente utilizado no Brasil (Figura 20.2A). Os produtos da linha Paratest® sao recipientes
semelhantes, mas disponiveis com outros preservadores além de formalina, como SAF e um composto
biodegradavel conhecido como GreenFix® (Figura 20.2B).
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FIGURA 20.2 Dispositivo para coleta, armazenamento e processamento inicial de amostras de fezes disponiveis
no Brasil. A. Coprotest®. B. Paratest® com preservante biodegradavel GreenFix®.

N&o existe um fixador polivalente, utilizavel com seguranga para a preservagao de protozodrios (cistos e
trofozoitos) e ovos de helmintos. O fixador de Schaudinn conserva adequadamente trofozoitos e cistos de
protozoarios em amostras a serem submetidas a coloragdo permanente, com hematoxilina férrica ou tricrémico.
Tem como principal desvantagem ser preparado com cloreto de mercurio 1l (HgCl2), substancia muito toxica,
perigosa para o ambiente e de descarte dispendioso. Atualmente, estdo sob investigagao fixadores nos quais foi
suprimido o composto de mercurio, substituido por sais de zinco, cobre e cobalto. Apesar desses graves
inconvenientes, o fixador de Schaudinn continua em uso em diversos laboratdrios. Para seu preparo, obtém-se
inicialmente uma solugédo aquosa saturada de cloreto de mercurio |, dissolvendo-se completamente 70 g dessa
substancia em 1 £ de agua previamente aquecida até o ponto de ebulicdo. Essa solucdo deve ser resfriada até a
temperatura ambiente antes de ser usada, e armazenada em frasco de vidro bem vedado. Preparam-se, a
seguir, 100 m¢ de solugdo-estoque, acrescentando-se 20 m# de etanol a 95% a 80 m/ de solugéo de cloreto de
mercurio, também chamado de sublimado corrosivo. A solugdo fixadora é preparada imediatamente antes do
uso, acrescentando-se 3 m¢f de acido acético glacial a 100 m¢ de solugéo-estoque.

O alcool polivinilico (APV) é uma resina soluvel em agua que pode ser incorporada ao fixador de Schaudinn
para a obtencdo de preparagdes permanentes. Para 100 m¢ de solugéo fixadora, misturam-se 93,5 m{ da
solugdo-estoque descrita anteriormente (solugdo de cloreto de mercurio com etanol a 95%) com 5 m¢ de acido



acético glacial, 1,5 m¢ de glicerina e 5 g de APV em p6. Apos 2 dias de repouso, a solugdo € aquecida
lentamente até 75°C e agitada até a completa homogeneizagéo.

Até recentemente, utilizava-se, com frequéncia, a MIF como preservador, assegurando-se assim a fixagdo e
coloragdo inicial das amostras de fezes. Para o preparo de 500 mf de solugdo preservadora de
mertiolato-formalina (MF), misturam-se 5 m¢ de glicerina pura, 25 m¢ de solugdo comercial de formaldeido a 40%
e 200 m¢ de tintura de mertiolato 1:1.000 em 270 m/ de agua destilada. A tintura de mertiolato pode ser
substituida por igual volume de solucdo de mercurocromo a 0,2%. A solucdo de iodo (solugdo de Lugol), que
assegura a coloragdo da amostra, é preparada dissolvendo-se inicialmente 10 g de iodeto de potassio em 100 m¢
de 4gua destilada, acrescentando-se lentamente a solucdo, sob agitagdo, 5 g de cristais de iodo. A solugao de
MIF é preparada imediatamente antes do uso, misturando-se 9,4 m¢ da solugéo de MF com 0,6 m¢ da solugéo de
Lugol. Sugere-se misturar de duas a trés partes de solugdo MIF a uma parte de fezes frescas para o melhor
resultado. Compostos de mercurio — como o mertiolato e o0 mercurocromo — contidos na composi¢cao dessas
solugbes sdo um sério obstaculo ao seu uso. Essas substancias sdo altamente téxicas e ndo podem ser
descartadas na rede publica de esgoto, o que exige técnicas especiais de descarte. Por isso, o uso da solugcao
de MIF na rotina diagndstica moderna é cada vez mais raro e ndo deve ser incentivado.

Para o preparo de 100 m¢ de SAF, misturam-se 1,5 g de acetato de sddio, 2 m# de acido acético glacial e 4 m¢
de solucdo comercial de formaldeido a 40% a 92 m¢ de agua destilada. Sugere-se misturar trés partes de
solugdo de SAF a uma parte de fezes frescas para o melhor resultado. SAF é o preservante disponivel em uma
das versdes do dispositivo de coleta e armazenamento de amostras Paratest®. Embora seja um excelente
preservante, a solugdo de SAF nado tem propriedades adesivas e requer o uso de albumina de Mayer para a
adesao do esfregaco fecal a lamina de microscopia nas preparagdes permanentes.

Uma desvantagem comum a todas as solugdes preservantes reside na diluigdo da amostra fecal a ser
examinada. As que estdo preservadas, portanto, ndo sdo adequadas para exame quantitativo pelo método de
Kato-Katz e suas variantes, que requerem amostra de consisténcia firme ou pastosa. Existe no comércio,
entretanto, um dispositivo para a coleta e preservagdo inicial da amostra fecal, a seco, conhecido
comoCoproseco® (Figura 20.3). Esse dispositivo utiliza paraformaldeido (formaldeido polimerizado sélido) como
preservante, o qual é colocado em um saché junto a tampa do dispositivo. Em temperatura ambiente, o
paraformaldeido despolimeriza-se lentamente, liberando gas de formaldeido. Desse modo, a amostra a ser
examinada nao sofre diluigdo. Como a emissdo de formaldeido é muito lenta, o paraformaldeido é muito menos
téxico do que as solugbes de formaldeido. O dispositivo assegura a preservagédo de elementos parasitarios
presentes nas amostras fecais (com excegéo de trofozoitos), a temperatura ambiente, por até 30 dias.

Estratégias de exame

O diagnéstico laboratorial das infecgbes por parasitos intestinais depende do encontro de elementos parasitarios
em amostras de fezes examinadas ao microscépio (tais como cistos, trofozoitos, ovos e larvas) ou a olho nu
(exemplares adultos). A descricdo das estratégias de exame que se segue ndo é exaustiva, pois existe literatura
nacional de excelente qualidade com descrigdes pormenorizadas de cada método. Procura-se aqui destacar o
fundamento de cada procedimento e fornecer algumas sugestdes praticas para seu aprimoramento.


https://jigsaw.minhabiblioteca.com.br/books/9788527737166/epub/OEBPS/Text/chapter20.html#fig20-3

—all Tampa
/.-_:'-..- ¢ T ---\—j"':\ n r
b T Saché com paraformaldeido
et Base ventilada
Espatula
VAN
|
g
Recipiente

FIGURA 20.3 Dispositivo para coleta e armazenamento de amostras fecais (Coproseco®). A amostra de fezes é
preservada em vapor de formaldeido, emitido pelo paraformaldeido contido em um saché na tampa do
recipiente. Assim, a amostra de fezes nao é diluida nem tem sua consisténcia alterada.

Exame direto a fresco

O exame direto de uma pequena porcéo de fezes (aproximadamente 2 mg) recém-eliminadas colocada sobre
uma lamina e emulsificada em solugéo salina representa uma alternativa simples e rapida para a identificagdo de
trofozoitos méveis de amebas e flagelados intestinais em amostras com consisténcia pastosa ou liquida. Tem
baixa sensibilidade, contudo, para a identificagdo de cistos de protozoarios e de ovos e larvas de helmintos.
Podem-se também empregar amostras preservadas, a custa da perda da mobilidade dos trofozoitos. A coloragéo
com solugao de Lugol (cujo preparo foi descrito anteriormente) facilita a identificagdo de cistos de protozoarios,
por tornar possivel a visualizagdo de seus nucleos e corar vacuolos de glicogénio eventualmente presentes em
seu interior. A coloragdo com uma solugdo tamponada de azul de metileno possibilita uma boa analise de
caracteristicas morfologicas de trofozoitos. O exame da amostra deve ser feito em 5 a 10 minutos apos a
coloracdo, para que o corante penetre adequadamente nos trofozoitos; o tempo maximo sugerido é de 30
minutos.

Técnicas de concentracao
Métodos que exploram as propriedades fisicas dos elementos parasitarios, como sua massa especifica e seu
tamanho, sdo necessarios para separa-los das particulas interferentes na amostra fecal e tornar a relagdo



sinal-ruido mais favoravel ao microscopista. A viscosidade das suspensodes fecais, por exemplo, € um dos fatores
que determinam a velocidade de flutuagdo ou sedimentagdo dos elementos parasitarios. As técnicas de
concentragdo procuram separar os elementos parasitarios dos demais interferentes nas fezes com o emprego de
etapas adicionais, como sedimentagédo, flutuagdo e centrifugagdo. Em geral, resultam em maior sensibilidade
diagnéstica para o encontro de cistos de protozoarios e de ovos de helmintos.

No Brasil, a técnica de concentragdo mais frequentemente empregada na rotina clinica € aquela descrita por
Hoffman, Pons e Janer, em 1934. Consiste na sedimentagdo, por acdo da gravidade, de uma suspenséo de
fezes (proporgéo aproximada de 2 g dissolvidos em 250 mf de agua). Para a retirada de particulas interferentes
grosseiras, as amostras de fezes passam por peneiras de 80 a 100 malhas/cmz, faciimente encontradas no
comércio; podem-se também usar filtros descartaveis projetados com essa finalidade, conhecidos como
Parasitofiltro®, em versdo de tamanho normal e miniaturizada. O uso de peneiras ou filiros comercialmente
disponiveis substitui, com vantagem, a gaze dobrada, de malha extremamente irregular, tradicionalmente
empregada nesse processo.

A sedimentagdo é geralmente feita em vasos cbnicos de 125 ou 250 m¢ de capacidade, originalmente
projetados para exame de urina. No Brasil, sdo muitas vezes conhecidos como cdlices de Hoffman.
Tradicionalmente utilizavam-se tubos de vidro, mas atualmente ha preferéncia por produtos plasticos
descartaveis, disponiveis no comércio. O processamento de menor volume de amostra, em tubos de fundo
conico ou semiesférico, como os tubos de ensaio comuns com capacidade de 15 m{, também leva a resultados
adequados. A sedimentagdo em recipientes grandes tende a produzir sedimentos excessivamente volumosos. O
exame de parte desse sedimento pode dar origem a uma selegéo de parasitos de acordo com suas velocidades
de queda. Ao final de 10 a 30 minutos, a maioria dos ovos de helmintos (com exceg¢ao daqueles de baixa massa
especifica, como os de ancilostomideos), estara no sedimento; em 2 horas, a maioria dos cistos de protozoarios
tera sedimentado. O sedimento é, entdo, recolhido com uma pipeta Pasteur e examinado ao microscépio apos
coloracdo com solucdo de Lugol. Uma alternativa consiste em remover cuidadosamente dois tercos do
sobrenadante ao final de 2 horas, completar o volume com agua e realizar nova etapa de sedimentagéo por 1
hora, assegurando um sedimento mais limpido. S&o erros comuns prolongar excessivamente o tempo de
sedimentagdo das amostras e utilizar grandes quantidades de fezes para recuperar maior quantidade de
elementos parasitarios no sedimento. Embora isso de fato ocorra, o sedimento passa a conter também grande
quantidade de elementos interferentes, tornando a relagéo sinal-ruido desfavoravel ao microscopista. O método
de sedimentagdo por gravidade, inicialmente descrito para a detecgdo de ovos de Schistosoma mansoni nas
fezes, possibilita o encontro de outros elementos parasitarios, como cistos e oocistos de protozoarios e ovos e
larvas de diversos helmintos.

QOutra técnica de concentragdo muito popular, ainda que bem mais laboriosa, € aquela descrita por Faust e
colaboradores, em 1938. Esse método consiste em algumas etapas de centrifugagdo de uma suspenséo de
fezes em agua (proporgéo de 1:10), seguida de ressuspensao e centrifugagdo do sedimento em uma solucédo
saturada de sulfato de zinco, com massa especifica de 1,18. No preparo de 1 ¢ de solugdo de sulfato de zinco,
utilizam-se 330 g de cristais de sulfato de zinco (ZnS0s) dissolvidos em 670 mf de agua. A solugéo é filtrada e
tem sua massa especifica verificada com densitdmetro. Quando se empregam amostras de fezes preservadas
em solugdo de formalina, sugere-se o emprego de solugado de sulfato de zinco com massa especifica um pouco
superior, em torno de 1,20.

Para a remogdo de detritos, a suspenséo de fezes deve ser peneirada ou filtrada, e é recolhido um volume
aproximado de 12 mf em um tubo de ensaio comum, de fundo arredondado, com 15 m{ de capacidade.
Centrifuga-se a amostra por 45 a 60 segundos a 650 g, remove-se o sobrenadante e acrescentam-se 2 a 3 mf de
agua ao sedimento, misturando-se bem, completando-se a seguir o volume até 12 m{. Essas etapas de
centrifugacdo, decantacdo e lavagem do sedimento sdo repetidas até que o liquido sobrenadante esteja
relativamente limpido. Decanta-se o liquido sobrenadante da ultima lavagem e acrescentam-se 2 a 3 m{ de
solugdo de sulfato de zinco, misturando-se bem. Apds a homogeneizagao, acrescenta-se a solugédo de sulfato de



zinco até completar-se o volume de 12 a 14 m{ e centrifuga-se novamente a amostra por 45 a 60 segundos a
650 g.

Ao final da ultima etapa de centrifugagdo, os ovos de helmintos e cistos de protozoarios tendem a se
concentrar na pelicula superficial do sobrenadante, devendo ser recolhidos cuidadosamente com o uso de uma
alga bacteriolégica (muitas vezes, referida como alga de platina) de 5 a 7 mm de didmetro (Figura 20.4). As
amostras assim obtidas s&o coradas com solu¢do de Lugol e examinadas ao microscopio.

Os laboratérios clinicos empregam ainda o método de flutuagdo de Wiillis, inicialmente preconizado para a
pesquisa de ovos de ancilostomideos, e a técnica de concentragcdo em formol-éter descrita por Ritchie.

A técnica de Willis, muito utilizada em Portugal, consiste em dissolver pequenas amostras de fezes (cerca de
1 g) em solugéo saturada de cloreto de sédio (com massa especifica de1,200) e transferi-la para um recipiente
de cerca de 3 cm de didmetro, com capacidade de cerca de 20 m{, de modo que a superficie do liquido atinja a
borda do recipiente (Figura 20.5). Para a recuperagéo dos ovos, mantém-se uma lamina de microscopia sobre a
boca do recipiente, por 5 a 20 minutos, em contato com o menisco do liquido, levantando-a e invertendo-a
rapidamente a seguir. A amostra aderida a lIamina, coberta com uma laminula, é examinada em seguida, sem
coloragao. Esse método nao é recomendado para a busca de cistos de protozoarios, larvas de helmintos, ovos
de S. mansoni nem ovos inférteis de Ascaris lumbricoides. A técnica de flutuacdo de Sheather, usada para a
concentragdo de oocistos de coccideos intestinais, baseia-se em principio semelhante, mas emprega uma
solugao saturada de sacarose.
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FIGURA 20.4 Método de Faust et al., com base em centrifugo-flutuagdo em sulfato de zinco, para a
concentragdo de elementos parasitarios em amostras de fezes. A figura ilustra as etapas finais do procedimento.
Ao final de diversas etapas de centrifugacdo, os ovos de helmintos e cistos de protozoarios concentram-se na
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pelicula superficial da solugdo de sulfato de zinco. A. Remogdo da pelicula superficial com uma alga
bacteriolégica. B. Transferéncia da amostra para uma lamina de microscopio, para posterior exame, entre lamina
e laminula, apds a coloragdo com a solugéo de Lugol.

Um método de flutuagdo semelhante ao de Willis, mas usando uma camara plastica descartavel, é
comercializado em diversos paises da Europa com o nome de Mini-FLOTAC® (Figura 20.6). Utiliza 1 g de fezes,
diluida em formalina a 5% e misturada a uma solugéo de flutuagéo (SF), que pode ser SF2 (solugao de cloreto
de sédio saturada, com massa especifica de 1,200, exatamente como descrito na técnica de Willis) ou SF7
(solugao de sulfato de zinco com massa especifica de 1,350). A suspensao é transferida para a camara plastica
e a leitura é feita 5 a 10 minutos depois. Descreve-se boa sensibilidade para a detecgéo de ovos de helmintos,
com resultados menos satisfatorios para cistos de protozoarios (Barda et al., 2013).

O método de Ritchie baseia-se em centrifugagdo para concentrar elementos parasitarios no sedimento.
Embora seja usado com frequéncia em diversos paises, tem o inconveniente de empregar o éter, substancia
volatil e de acesso restrito. Para a remogé&o de detritos, a suspenséo de fezes (1 a 2 g diluidas em 10 mf de agua
ou solugdo salina) passa inicialmente por uma peneira de 80 a 100 malhas/cm2 ou por um filtro descartavel,
sendo recolhida em um tubo de centrifuga de fundo cdnico com 15 m¢ de capacidade. Seguem-se etapas de
centrifugacdo, decantacédo e lavagem, idénticas as descritas na técnica de Faust et al., até que o sobrenadante
esteja relativamente claro. Decanta-se o liquido sobrenadante da ultima lavagem e acrescentam-se 1 a 2 m/ de
solugdo tamponada de formalina a 10%, misturando-se bem. Apds a homogeneizagao, acrescenta-se a solugédo
de formalina até completar-se o volume de 10 m{, deixa-se a suspensdo em repouso por 10 minutos e
adicionam-se 3 m¢ de éter etilico (C4 H100) (que pode ser substituido por igual volume de acetato de etila, C4
HeO2), com agitagdo vigorosa subsequente. Centrifuga-se novamente a amostra por 60 segundos a 500 g. Ao
final da ultima etapa de centrifugacdo, formam-se quatro camadas: (i) o sedimento no fundo, contendo os
elementos parasitarios; (i) uma camada de formalina; (iii) uma camada rica em detritos fecais; e (iv) uma camada
de éter na superficie (Figura 20.7). As trés camadas superiores sdo descartadas e as paredes do tubo sdo
limpas com um swab de algodao tipo cotonete. O sedimento é recolhido e examinado ao microscopio. Como o
éter e o acetato de etila sdo substancias toxicas e de uso restrito, a técnica tradicional de Ritchie vem caindo em
desuso nos laboratérios clinicos de referéncia.

W Solucao concentrada de NaCl

FIGURA 20.5 Método de Willis et al., com base em flutuagdo em solugao salina saturada, para a concentragédo
de elementos parasitarios em amostras de fezes. A pelicula superficial da solugdo salina é cuidadosamente
transferida para uma l&mina de microscopia, para exame entre lamina e laminula, sem coloragao.
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FIGURA 20.6 Camara plastica descartavel, comercializada em diversos paises da Europa com o nome de
Mini-FLOTAC®, para a flutuagao de elementos parasitarios e seu exame ao microscépio.
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FIGURA 20.7 Método de Ritchie, com base em centrifugo-sedimentagdo em solugdo de formalina-éter ou
formalina-acetato de etila, para a concentragdo de elementos parasitarios em amostras de fezes. A figura ilustra
as etapas finais do procedimento. A. Ao final da ultima etapa de centrifugagéo, separam-se quatro camadas no
tubo: (1) sedimento que contém os elementos parasitarios; (2) solugdo de formalina; (3) camada rica em detritos
fecais; (4) solucdo de éter ou acetato de etila. B. As trés camadas superiores s&do descartadas, e as paredes do
tubo sdo limpas com um swab de algodédo. C. O sedimento € removido com uma pipeta tipo Pasteur. D. O
sedimento é colocado sobre IAmina de microscopia e examinado ao microscépio, entre [amina e laminula, corado
com solucdo de Lugol ou outros corantes.

Uma modificagdo simples da técnica de Ritchie consiste em substituir o éter ou o acetato de etila por
detergente comum, de uso doméstico (Kightlinger; Kightlinger, 1990), ou por surfactantes mais potentes, como o
detergente Tween20®, de uso corrente em laboratérios de rotina diagndstica e de pesquisa (Methanitikorn et al.,
2003). Outra modificacdo do método de Ritchie, promissora para uso no diagndstico de esquistossomose,
consiste em acrescentar particulas paramagnéticas ao ultimo sedimento. Os ovos de S. mansoni aderem a essas
particulas presentes e podem ser separados dos demais detritos com auxilio de um ima de neodimio ou terras
raras (Candido et al., 2018).



Técnicas de quantificagdao de cargas parasitarias

A quantificagdo de cargas parasitarias é geralmente feita, de modo indireto, por meio da contagem de ovos de
helmintos detectados em amostras fecais. Embora, na pratica clinica, raramente sejam empregados métodos
para a contagem de cistos de protozoarios nas fezes, as estimativas indiretas de carga parasitaria baseadas na
eliminagéo de cistos podem ser uteis em certos contextos clinicos e epidemiolégicos. As técnicas quantitativas
baseiam-se em diferentes estratégias para estimar a massa ou volume da amostra fecal a ser examinada, bem
como da contagem dos ovos nela encontrados. Os resultados sdo normalmente expressos em numero de ovos
por grama de fezes.

A técnica quantitativa de uso mais frequente em todo o mundo é a de Kafo-Katz, que emprega uma pequena
placa ou cartdo perfurado para medir o volume da amostra a ser examinada. O orificio da placa ou cartdo tem
comumente 6 mm de didmetro (correspondendo a um volume de 41,7 mg de fezes). Na técnica original de
Kato-Katz, a amostra passa inicialmente por uma tela de metal (60 a 80 malhas/cm2) ou de nailon (105
malhas/cmz), para a remogao de interferentes mais grosseiros, e, a seguir, € transferida para o orificio da placa
ou cartdo medidor. A amostra de fezes removida do orificio (portanto, de volume conhecido) é comprimida entre
uma l&mina de microscopia e uma laminula de celofane, previamente embebida em uma solugéo de glicerina e
verde malaquita, e examinada ao microscopio no periodo de 30 minutos a 2 horas (Figura 20.8). Para o
diagndstico de esquistossomose, recomenda-se a leitura 24 horas depois; para o encontro de ovos de
ancilostomideos, a leitura é feita, no maximo, 4 horas apds o preparo da lamina. Existem kits disponiveis no
comércio (Helm-Test®, produzido por Biomanguinhos) que contém todo o material necessario para a sua
execucdo. Todavia, hd dois procedimentos da técnica original de Kato-Katz que podem ser omitidos sem
qualquer prejuizo na relagéo sinal-ruido para o microscopista: (i) a passagem da amostra fecal por uma malha
metalica ou de nailon, para a retirada de detritos; e (ii) o uso de verde malaquita para a coloragédo de fundo da

amostra, que é dispensavel quando o microscopio estda adequadamente iluminado.
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FIGURA 20.8 Método de Kato-Katz, com base em diafanizagdo em glicerina de um volume conhecido de
amostra fecal, para a quantificacdo de cargas parasitarias. A figura ilustra as principais etapas do procedimento.
A. Medida do volume de fezes a ser examinado com o uso de uma placa ou cartdo perfurado. O orificio do
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produto disponivel no mercado nacional tem 6 mm de diametro, correspondendo a um volume de 41,7 mg de
fezes. B. A amostra de fezes removida da placa medidora é comprimida entre uma lamina de microscopia e uma
laminula de celofane, previamente embebida em solugéo de glicerina, e examinada ao microscopio.

Na técnica de Kato-Katz, a amostra de fezes é diafanizada em glicerina. Entretanto, uma solu¢do aquosa de
sacarose a 85%, com indice de refragdo de 1,49, permite uma diafanizagao ainda mais eficiente (Ferreira, 2005).
Um produto comercialmente disponivel — Coprokit® —, pratico e de baixo custo, contém todo o material
necessario para a execucdo de uma variante simplificada da técnica de Kato-Katz, em que as amostras, sem
passar pela malha metalica, sdo medidas em placas descartaveis, diafanizadas eficientemente em solugdo de
sacarose e examinadas sem coloragdo de fundo com verde malaquita (Figura 20.9). O método quantitativo pode
ser ainda mais simplificado dispensando-se o uso de uma placa perfurada para estimar o volume da amostra a
ser examinada, sem perda de precisdo e exatiddo. Como o diametro do esfregago resultante da compressao da
amostra entre lamina e laminula correlaciona-se muito bem com o volume de fezes empregado, basta medir dois
didmetros perpendiculares do esfregago para estimar o volume da amostra usando a equagéo y = ax», em que X
€ a média aritmética dos diametros (em mm), y € o volume de fezes (em mms), a = 4,263 x 10-3 e b = 2,980. As
contagens sdo expressas em numero de ovos por grama de fezes, pressupondo-se que a massa especifica das
fezes seja igual a 1 g/m¢ (Ferreira et al., 1994; Teles et al., 2003).

O método de Kato-Katz e suas variantes possibilitam a visualizagéo e contagem de ovos de helmintos, porém
nao de cistos de protozoarios. Além disso, ndo podem ser usados com fezes liquidas ou semiformadas nem com
fezes mantidas em solugbes preservadoras. Para a conservagido de amostras a serem submetidas ao método de
Kato-Katz, recomenda-se a refrigeragéo a 4°C ou o uso do dispositivo Coproseco® (ver Figura 20.3).

Outra alternativa comum para a contagem de elementos parasitarios nas fezes foi descrita por Stoll. Consiste
no uso de um frasco do tipo Erlenmeyer, em cujo gargalo estejam marcados os niveis de liquido correspondentes
a 56 mf e 60 m? (Figura 20.10). O frasco é preenchido até a marca de 56 mf com uma solugdo decinormal de
hidréxido de sodio (NaOH). A solugéo de hidréxido de sédio é preparada dissolvendo-se 4 g de NaOH em 1 £de
agua destilada. A amostra de fezes é acrescentada a solugéo até que o liquido alcance a marca de 60 m¢. Apds
homogeneizagéo vigorosa da suspensao, facilitada pela introdugdo no frasco de algumas pérolas de vidro,
examinam-se ao microscopio 0,15 mf da suspenséo, retirados com pipeta graduada. Ao multiplicar-se por 100 o
numero de elementos parasitarios encontrados nesse volume de suspensdo, obtém-se uma estimativa
razoavelmente precisa do nimero de elementos parasitarios por grama de fezes.
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FIGURA 20.9 Exame de fezes quantitativo com o uso do dispositivo Coprokit®, disponivel no mercado nacional,
baseado em diafanizagdo em sacarose de um volume conhecido de amostra fecal. A. Medida do volume de
fezes a ser examinado com o uso de uma placa medidora. B. Transferéncia da amostra para uma lamina de


https://jigsaw.minhabiblioteca.com.br/books/9788527737166/epub/OEBPS/Text/chapter20.html#fig20-9
https://jigsaw.minhabiblioteca.com.br/books/9788527737166/epub/OEBPS/Text/chapter20.html#fig20-3
https://jigsaw.minhabiblioteca.com.br/books/9788527737166/epub/OEBPS/Text/chapter20.html#fig20-10

microscopia. C. Acréscimo da solugéo diafanizadora (solugdo aquosa de sacarose a 85%). D. Homogeneizagéo
da amostra com espatula. E. Sobreposicdo de uma laminula de celofane seca. F. Compressao da amostra entre
I&mina e laminula para o preparo do esfregaco.
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FIGURA 20.10 Frasco de Stoll para uso em exame de fezes quantitativo. O frasco & preenchido até a marca de
56 m¢ com uma solugdo de NaOH; a seguir, acrescenta-se a amostra fecal até que o liquido alcance a marca de
60 m¢. Apds a homogeneizagdo vigorosa da suspensdo, examina-se, ao microscopio, uma aliquota de 0,15 m/,
retirada com pipeta graduada.

O uso de fotometria foi sugerido por Beaver, para estimar o volume de amostra em preparacéo para o exame
direto, tornando possivel assim estimar a quantidade de elementos parasitarios por massa de fezes analisada.
Baseia-se no principio de que a turbidez da amostra (causada essencialmente por bactérias e outras particulas
interferentes) é diretamente proporcional a quantidade de fezes misturada & solugédo salina. Com o uso de
suspensdes com volume conhecido de fezes, é possivel obter uma equagéo simples, que descreve a relagao
entre a absorbancia da amostra, medida com um fotdbmetro adaptado ao microscopio (Ferreira; Carvalho, 1972),
e o volume de fezes presente no esfregaco. Essa equagéo é empregada para estimar o volume de amostra nos
exames subsequentes.

Pesquisa de larvas de helmintos nas fezes

Realiza-se a pesquisa de larvas de helmintos, especialmente de ancilostomideos e Strongyloides stercoralis, em
amostras fecais frescas com a técnica descrita por Baermann, posteriormente simplificada no Brasil por Rugai,
Mattos e Brisola. A estratégia consiste em atrair as larvas contidas na amostra fecal para o fundo de um
recipiente com agua aquecida, valendo-se de seu hidrotropismo e termotropismo. No método de Baermann, 8 a



10 g de fezes sdo colocados sobre um coador metalico ou de plastico, protegidos por um retalho de gaze
dobrada. Ao adaptar-se o coador a extremidade superior de um funil (diametro de 10 a 12 cm) contendo agua
aquecida a 40 a 42°C, a amostra fica parcialmente submersa e as larvas existentes nas fezes migram para o
funil contendo agua aquecida, acumulando-se em sua extremidade inferior (Figura 20.11). Ao final de 1 a 2
horas, 3 a 5 mf do conteudo liquido da extremidade inferior do funil sdo obtidos através de um tubo de borracha,
abrindo-se uma pinga que o obstrui. O material, colhido em um vidro de reldgio ou tubo cénico e corado com
solugdo de Lugol, € examinado ao microscopio; pode ainda ser colhido em tubo conico e centrifugado (500 g por
2 minutos), examinando-se o sedimento, corado com solugao de Lugol, em busca de larvas.

Na técnica de Rugai, Mattos e Brisola, utiliza-se um vaso conico com capacidade de 125 m¢ ou 250 m/.
Nesse vaso, insere-se um recipiente plastico ou metalico contendo as fezes, com a abertura para baixo e em
posigado levemente inclinada, envolvido em gaze. Acrescenta-se ao vaso conico agua aquecida a 40 a 42°C, até
a amostra ficar parcialmente submersa. A amostra, retida pela gaze, entra em contato com a agua aquecida sem
misturar-se a ela (Figura 20.12). Ao final de 90 a 120 minutos, obtém-se uma amostra do sedimento
(mantendo-se preferencialmente o recipiente contendo a amostra no vaso cbnico), que & examinada ao
microscopio depois de corada com solugao de Lugol.

Em amostras fecais humanas frescas, as larvas de nematédeos mais comumente encontradas sdo larvas
rabditoides de S. stercoralis. No entanto, amostras mantidas por alguns dias a temperatura ambiente antes de
examinadas podem também conter larvas rabditoides de ancilostomideos, que eclodiram a partir dos ovos
presentes nas fezes. Por isso, a diferenciagédo entre larvas de ancilostomideos e Strongyloides é essencial para
o diagnéstico. As caracteristicas morfolégicas mais Uteis para diferenciar essas larvas sdo encontradas na
cavidade bucal e no primérdio genital (Figura 20.13).
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FIGURA 20.11 Aparelho de Baermann para a pesquisa de larvas de helmintos em amostras de fezes. As
amostras de fezes sdo colocadas sobre uma peneira ou coador, metalico ou de plastico, protegidas por um
pedaco de gaze dobrada. O funil, de vidro ou plastico, contém agua aquecida entre 40 e 42°C, que estimula a
migragé@o das larvas presentes na amostra. As larvas concentram-se na agua acumulada na extremidade inferior
do aparelho. Uma aliquota desse material € removida para um tubo, abrindo-se a pinga que obstrui o tubo de
borracha e centrifugada. O sedimento é examinado ao microscoépio.
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FIGURA 20.12 Método de Rugai et al. para a pesquisa de larvas de helmintos em amostras de fezes. O
recipiente plastico ou metalico que contém as fezes € envolvido em gaze e inserido, com a abertura para baixo e
em posicdo levemente inclinada, em um vaso conico com capacidade de 125 mf ou 250 m{. Acrescenta-se ao
vaso conico agua aquecida entre 40 e 42°C, até a amostra ficar parcialmente submersa. A amostra, retida pela
gaze, entra em contato com a agua aquecida sem misturar-se a ela. Obtém-se uma amostra do sedimento, para
exame ao microscopio, depois de corada com solugédo de Lugol.

Pesquisa de ovos de Enterobius vermicularis

Os ovos de Enterobius vermicularis podem ser eventualmente encontrados em amostras fecais, mas a maioria
deles permanece aderida @ mucosa e a pele da regido perianal. Por isso, o diagnéstico laboratorial da
enterobiase é feito com o auxilio de uma fita adesiva de celofane, colocada em contato com a regiao perianal e
transferida, em seguida, para uma lamina de microscoépio. Essa técnica de execugdo simples, conhecida como
swab anal, é descrita na Figura 20.14. Estima-se que trés swabs realizados pela manh3a, essencialmente antes
do banho e em dias consecutivos, detectem cerca de 90% das infecgbes por E. vermicularis, e que seis swabs
detectem virtualmente todas as infecgdes. O método também é util no diagndstico laboratorial da teniase.

Teste de eclosao de miracidios

Em geral, considera-se que o método mais sensivel para o diagndstico parasitolégico da esquistossomose é
aquele conhecido como teste de ecloséo de miracidios. Embora diversas variantes sejam empregadas, seu
principio € simples. Consiste em estimular a eclosdo de miracidios viaveis de S. mansoni contidos em ovos
recém-eliminados, colocando-se a amostra fecal em contato com solugdo hipotbénica, e em estimular a sua
migracao subsequente para a parte superior do recipiente de exame, que é exposta a luz do sol ou a iluminagéo
artificial. Sugere-se o uso de um frasco de Borrel com tampa perfurada, atravessada por um tubo de vidro que
tem sua extremidade inferior ocluida por uma esponja plastica ou outro material poroso, que possibilita a
passagem de miracidios, mas ndo dos detritos presentes na amostra de fezes. Os frascos de Borrel sdo
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colocados em uma caixa de madeira, pintada de preto, recobertos com uma tampa também preta, porém
perfurada, possibilitando a saida do tubo de vidro. O equipamento completo € mostrado na Figura 20.15.

O teste é feito com amostras frescas, que sao lavadas em agua (proporgao de 10 g por 200 m¢) até remover
parte da turbidez da suspensdo. Depois de sedimentadas e decantadas, as amostras sao ressuspendidas em
100 m¢ de agua e transferidas para o frasco de Borrel. Tanto o frasco como o tubo de vidro adaptado a sua
tampa s&o preenchidos completamente com agua, acrescentada cuidadosamente a partir de sua extremidade
superior. O contato com a agua estimula a eclosdo dos miracidios, e a exposi¢cdo do equipamento ao sol estimula
a migragao dos miracidios para a parte superior do tubo de vidro, no qual podem ser observados a olho nu ou
com o auxilio de uma lupa. Trata-se de método relativamente laborioso para uso em larga escala, com
sensibilidade superior ao de Kato-Katz quando se utilizam amostras fecais de volume comparavel. A combinagéo
de ambas as técnicas, no entanto, resulta em melhor sensibilidade.
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FIGURA 20.13 Caracteristicas morfolégicas para a diferenciagdo entre larvas rabditoides de ancilostomideos, 