Métodos qualitativos de diagnostico
parasitologico em amostras de fezes
humanas
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Exame Parasitologico de Fezes (EPF)

Objetivos

v" Diagnosticar os parasitos intestinais

v Pesquisa de diferentes formas parasitarias eliminadas nas
fezes

Exame Macroscopico

v" Consisténcia das fezes, odor,

v'presenca de elementos anormais- muco, sangue, vermes adultos
ou parte deles



Exame Parasitologico de Fezes (EPF)

) Microscopico

v" Visualizacdo de ovos ou larvas de helmintos, cistos,
trofozoitos ou oocistos de protozoarios

1 Métodos

v Qualitativos

v’ Quantitativos




Métodos Qualitativos

v Demonstram a presenca de formas parasitarias
v Mais utilizado

v'Sem gquantificar

| formas parasitarias:

v Enriquecimento para concentra-las

v’ Quantitativos



Métodos Qualitativos

Escolha dos métodos

v Formas parasitarias variam conforme o peso e sobrevida ho meio
externo;

v'Inexisténcia de método capaz de diagnosticar todas as formas
parasitarias

v'"Métodos gerais: permite o diagndostico de varios parasitos
v'"Métodos especificos
v

Técnica empregada

Numero de amostras

Eliminacao irregular de ovos, cistos



Métodos Qualitativos

1 Técnicas de concentracao :
v Procedimento de rotina, como parte do exame parasitoldégico de
um pequeno numero de organismos gque foram omitidos (exame
direto a fresco).

v'Objetivos:

Aumentar o numero de cistos, oocistos,

ovos e larvas nas preparagoes

Eliminar a maioria dos detritos fecais

Apresentar os organismos em um estado

inalterado, facilitando sua identificacao




Métodos Qualitativos

Técnicas de Concentragao

Cistos oocistos
de protozoarios
Ovos de helmintos




Flutuacao




Métodos Qualitativos

1 Métodos Principais

Flutuacao
espontanea: método
de Willis

Centrifugo-
flutuacdo: método
de Faust

Sedimentacao
espontanea: método
de Hoffman, Pons &

Janer ou Método de
Lutz

Sedimentacao por
Centrifugacao:
método de Blagg,
MIFC, Ritchie,
Coprotest

Baermann-Moraes e
método de Rugai

Kato Katz




Flutuacao espontanea: Método de Willis

‘Dupla propriedade que apresenta certos
ovos de helmintos de flutuarem na
superficie de uma solucdo com densidade
elevada e aderir a superficie inferior de uma
lamina

Evidenciar ovos com densidade especifica baixa -
ancilostomideos, Trichostrongylus orientalis

Ndo é recomendado para pesquisa de cistos de
protozoarios (retraem e ficam irreconheciveis), ovos
pesados de trematdédeos, ovos de E. vermicularis e ovos
_inférteis de Ascaris lumbricoides

4 : - .
Densidade especifica da maioria dos ovos,
cistos e oocistos € desconhecida

Conveniente uso de varias solucdes com #
\den5|dades especificas




Flutuacao espontanea: Método de Willis
v

Cloreto de
Saodio
Sacarose

. ¢ | Densidade: 1,18 a 1,26 g/ml
Sulfato de Zinco

Sulfato de
Magneésio

v Amostra - material fecal nao preservado (fezes
frescas)

v Reagente - Cloreto de Sédio (Nacl): D = 1,20 g/ml

v Tempo de analise do material: 10 a 20 minutos



Metodos de Willis

Pesquisa de ovos leves e oocistos de protozoarios

Amostra sendo depositada no Homogeneizagao da amostra Laminula em contato com
frasco com solucao de NaCl saturada camada superior do liquido

Laminula com amostra sendo Laminula sendo colocada
conservada com a parte sobre o material na lamina
molhada para cima

Guia Pratico e Teorico de Parasitologia-
Software- verséo 1.0 2003 -Unicamp



Flutuacao espontanea: Método de Willis

1 Observacoes:

' Homogeneizacéo incompleta: ovos ndo
flutuam na superficie do reagente

' Solucao saturada pode ser substituida por

solucédo saturada de acucar

Frascos com diametros menores: permite a

utilizacao de laminulas ( dispensa a inversao)




Flutuacao espontanea: Método de Willis

Técnica simples

Formacéao de
membrana clara com |
detritos na superficie do
tubo

Remocao seletiva de ovos
e cistos | quantidades no
bolo fecal

Resulta em 1 quantidade
de organismos de certas
sps quando comparado ao
namero de parasitos
presentes em esfregacos
salinos

1 densidade dos reagentes —
distorcéo na parede dos cistos

Dificultando a sua
identificacao

Gorduras e oleos presentes
nas amostras fecais — dificulta
a preparacao e o exame do
material



Centrifugo-flutuacao: em solugao de Sulfato de
Zinco (Método de Faust)

N
Diagndstico de cistos de protozoarios e
ovos leves de helmintos
J
N
Método de centrifugo-flutuacdo em
sulfato de zinco (ZnSO,) a 33%,
J
N
Densidade 1,18 g/mL técnica
fundamenta-se
J

Diferenca de densidade especifica entre
ovos de helmintos, cistos de protozoarios
e o material fecal

Flutuem na superficie dos reagentes com
densidade especifica.




Pesquis

a de cistos de
it -

Deposi¢ao da amostra no
frasco

Tubo com amostra centrifugada e
alga de platina sendo flambada

W& 3

B

9
Deposicao da lamin
a solug@o para ai

Guia Pratico e Tebrico de Parasitologia- Software-
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Centrifugo-flutuagao: método de Faust

Espécimes fecais com
gorduras — impropria

ezes com conservantes
— densidade ajustada
para 1,209/ mL -
distorcao dos
organismos

Densidade especifica —
1,18 g/mL

Examinar o material
iImediatamente

Solucéo de sulfato de
zinco deforma cistos de
protozoarios ou ovos de

helmintos com casca

fina.




Técnicas de Sedimentagao

Procedimento de concentracao pela sedimentacao
espontanea ou centrifugacao

v'"Recuperacao de todos os protozoarios, ovos e larvas presentes

v'1 artefatos do que as técnicas de flutuagao

1 0 numero de

OV Separacao de
operculadose dp G A
OBJETIVOS: n&o operculados, | | J9r oo © OFOS
' PER ’ da maioria dos
larvas e cistos de detritos

protozoarios




Técnicas de Sedimentagao

Procedimento de concentracao pela sedimentacao
espontanea ou centrifugacao

Gravidade
Centrifugacao



Técnicas de Sedimentagao

Acao inversa da flutuacéao:

Cistos, oocistos, ovos e larvas
—retidos no fundo do tubo,
detritos sdo suspensos para a
superficie ndo interferindo no
diagnostico final.

Desvantagem grande
guantidade de detritos fecais no
sedimento, dificultando a
identificacdao dos organismos




Técnicas de Sedimentagao

) Solucao de
Eter etilico acido
Cloridrico

Acido Acetato de
Acético Etila

Clarificar e liberar os organismos dos detritos




\/ e conduz muitos ovos e cistos juntos com 0s
detritos, dificultando o diagndstico de

ETER infeccoes leves
\/ « utilizado como extrator de artefatos e
gorduras das fezes das fezes deixando o0s
ACETATO| parasitos no fundo da suspensao.

Soli€ses | ¢ podem deformar ovos e cistos
de acidos

fortes






Sedimentacao espontanea ou método de Hoffman,
Pons & Janer (HP]) ou método de Lutz

1 Procedimento Simples

4 Y4 Y4 Y4 Y4 Y4 \ )
Indicado para Fundamento. Pesquisa de o] er(c)lYIgZos e Cistos leves de 1 Quantidade de
Lutz (1919), es uiszfde Sedimentagéo ovos pesados P de T0tOZOAT0S fezes-
Hoffman Pons pesq espontanea em de helmintos . P diagnéstico
ovos, larvas e p h esquistossoma (24 hs de . o
& Janer(1934) cistos agua (gravidade (2hsde _facilmente sedimentaco) satisfatorio e
+ sedimentacao) sedimentacgao) recuperados ¢ seguro




Meétodo de Hoffmann, Pons & Janer ou método dd’1>

Lutz (Sedimentacao espontinea)
Pesquisa de todas as formas dos parasitos encontradas nas fezes

@ papA X

1 JTROS__ e
— el
Material utilizado Amostra sendo depositadano ~ Amostra homogeneizada ao Amostra homogeneizada
frasco lado do calice com gaze sendo escorrida através do
dobrada palito no célice

e

Amostra homogeneizada Calice contendo amostra Pipeta colocando material Laminula sendo colocada
escorrida através do palito no filtrada em repouso para retirado do fundo do cdliceem  sobre o material na limina
calice sedimentacio lamina

Guia Pratico e Tedrico de Parasitologia- Software-
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Baixo custo, \

inquéritos 1 quantidade de
epidemiolégicos, |detritos fecais no

rotina laboratorial |sedimento,
Necessidade

minima de vidraria
Dispensavel uso

de reagentes e da

\ centrifugacéao

Dificulta o preparo e
o0 exame dalaminas

<slue Beiluensaqg

< Vantagens>

Substituir Agua corrente por solucao aquosa de
glicerina a 0,5% (v/v)

Diminui tensao superficial e aumenta o numero de
organismos

Fezes frescas com ou sem conservantes



Sedimentag¢ao por Centrifugagao: Método de
Blagg, MIFC, Ritchie

v Sedimentacao das fezes por centrifugacéao
v

Formol a 10%- Método de Ritchie

Formol-éter ou conservante mertiolato-iodo-
formaldeido MIF- Método de Blagg ou MIFC

v" Método rapido e sensivel

v'Pesquisa de ovos, larvas e cistos



Sedimentag¢ao por Centrifugag¢ao: método de
Blagg, MIFC, Ritchie

v pH da formalina

v" Afetar o encontro de ovos e cistos no sedimento

pH 10,0: Ovos de Ascaris lumbricoides e Shchistosoma japonicum

pH 4,0-7,0: ancilostomideos

Ovos de Trichuris trichiura e cistos de protozoarios- parece nao sofrer
influéncia do pH ( pH 7,0 melhores resultados)

v Formalina pH neutro mais eficiente do que a tamponada

v'Espessura da gaze: reter muco (oocistos Cryptosporidium,
Cyclospora e esporos de microsporidios)



Vantag ens>

Além de fixador, é
corante;

Facil preparo;

Util em trabalhos de
campo;

Adequado para os
métodos de
concentracao

Inadequado para a \

preservacao da
morfologia de trofozoitos
de protozoarios.

O iodeto interfere com
outros meéetodos de
coloracao;

O iodeto pode causar
distorcédo em
protozoarios.

<sue Bejuensaq



coprotest

Tampa Afunilada

Filtro Cbnico v Variacdo do método
de sedimentacao por
centrifugacéao;

o imudoresenaive v Recipiente (formol a

()
Coletor para Volume 10 A)
Padronizado de Amostra

4.
) - '\
L S~
' SW.
&
| A
i n =
RERRCEE] I ‘
B | .
1 1
Umprot{uto coma Qualxdadc . Posicione o frasce Adicione 1 gota de
‘;‘\rga‘re ° Remova o cap ne tubo de centrifuga detergente e 3mi de
SCO. de vedacée. ente. etila.
T COMERClo € veaac € pressione levement acetato de etila.
EXTERIOR f ]
5. 5 1t 7. a
‘ | | =
i { \ X
| i .
1 ! 11
| \ L1 <0
[ &M i
'cE: gueélsoakw !
{ por 2 min. | Descarte o sobrenadan. Pipete o sedimentoc em
Feche os tubos e agite | Ou faca sedimentacdo A { com cuidado preservan da uma lamina de vidro e
por 30 segundos. ‘w espontanea por 40 min. | : o sedimento. J examine ao microscépio.




& 'TF-Test’

0 avanco na qualidade do exame parasitoldgico.

Evidenciar 1 formas parasitarias

1 exame — 3 amostras fecais em
dias alternados, unificados em
uma unica filtragem por
centrifugacéao

Abrange todas as técnicas para
helmintos e protozoarios

Kit Paciente

Selecione o treinamento que deseja fazer
clicando em uma opgao ao lado



Método de Baermann-Moraes

v" Métodos de concentracao
v Hidro e termotropismo positivo das larvas de nematoides
v" Migram para agua a 45 °C

v Gravidade depositam-se no fundo do funil

v

Pesquisa de larvas de Strongyloides stercoralis e
ancilostomideos

Fezes frescas

Fezes sob refrigeracao ( ndo é recomendada)



Vantag ens>

Técnica simples

Rapida execucéao

g

Risco de contaminacao \

Uso de fezes frescas sem
conservante

uabejuensaq

<



Método de Baemann-Moraes




Método de Rugai, Mattos e Brisola

v" Método de concentracdo
v'Hidro e termotropismo positivo das larvas de nematoides

v'"Migram para agua a 45 °C

v Van tag em: ¥ | ea | :'gé'f;w‘w aé,—('

LS

= Técnica simples

“Rapida execucao

v’ Desvantagem:

= Risco de contaminacgao

~Uso de fezes frescas sem
conservante
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Os estagios usuais de
diagndstico sao ovos
e larvas de helmintos
e 0S cistos,
trofozoitos e oocistos
dos protozoarios.




Ovos e Larvas de helmintos

Enterobins vermicnlaris — Hypenolepis sp.




Cistos e Trofozoitos de Protozoarios

moeba hystolitica

—  Entamoeba hystolitica

“L.,,‘.'. BFF T WA R T




Oocistos




Principais Protistas entéricos
“amebas”

—

Entamoeba colz



Amebas comensais

Lodamoeba biitchli Trofozoito Cisto
Endolimax nana




Giardia

Trofozoitos

Cistos




Eimeria oocyst

Oocistos

QS
Q !-g/‘; S
v .

Cystoisospora belli oocyst

N

(by Pappas and Wardrop)

.@/pz‘ovgboﬂdz'%w

Cyclospora 1y W, Pappasand S0 Wardro)



Ancilostomatidae (Ancylostoma e Necator)




Enterobius vermicularis




Trichuris trichiura




‘ Ascaris lumbricoides




1810850771 71a1s071

Sch

Fasciola hepatica




Taenia sp Hymenolepis




MENEZES et al., 2012

« Sensibilidade de métodos parasitologicos
para diagnostico das enteroparasitoses em
Macapa — Amapa, Brasil

« Comparar a sensibilidade especificidade de
tecnicas de diagndstico parasitologico

= Metodos a fresco — (direto e direto com uso
de lugol)

= Hoffmann

= Centrifugacao com formalina acetato de
etila

= Métodos de Willis

634 amostras analisadas



Tabela 1 — Resultados das amostras analisadas pelo Tabela 2 — FResultados das amostras analisadas pelo

2+ do Dir fre método direto com uso do lugol
m:;zm T 1:;11?0 a :‘E:sm - %  povalor Método Direto com uso do n %  p-valor
- ~ lugol
Amostras itivas 258 407 =0.0001* — .
Amostras E:;mivas 376 593 <0.0001* £snostras posttivas 439 692 <0.0001*
Protozodrios 530 36-3 *"EI-EI[]I[]II* Amostras negativas 195 308 =0.0001%
H"l' OZOaTIos 51 33 -00001® Protozoarios 357 563 =0.0001*
clountos =2 =0 Helmintos 51 8  <0.0001*

Protozoarios e helmintos 7 1.1 =0.0001%
Fonte: Instrumento de coleta de dados da pesquisa.
* p-valor <0.03 (Teste qui-quadrado).

Protozoarios e helmintos 31 49 =0.0001%
Fonte: Instrumento de coleta de dados da pesquisa.
* p-valor <00.03 (Teste qui-quadrado).

Tabela 3 — Resultados das amostras analisadas pelo Tabela 4 — Resultados das amostras analisadas pelo
meétodo direto com uso do lugol método de sedimentacio por centnfugacio pela
Métado de Hoffman, Pons e n % p-valor Formalina-Acetato de Enila (FAE).
Janer Meétodo de centrifugacio n %% p-valor
Amostras positivas 465 733 =<0.0001* (FAE)
Amostras negativas 169 767 =0.0001* Amostras positivas 482 76 =0.0001*
Protozoarios 327 516 =00001* Amostras negativas 152 ! =0.0001*
Helmintos 89 14 =0.0001* Protozoarios 339 535 <=0.0001%*
Associacdo de protozoarios e 49 7.7  =0.0001* Helmintos 92 145 =0.0001*%
helmintos Protozoarios e helmintos 51 8 =0.0001*
Fonte: Instrumento de coleta de dados da pesquisa. Fonte: Instrumento de coleta de dados da pesquisa.
* p-valor <0.03 (Teste qui-quadrado). * p-valor <<0.035 (Teste qui-quadrado).

Tabela 5 — Resultados das amostras analisadas pelo

metodo de Willis.

Meétodo de Willis n %% p-valor
Amostras positivas 300 473 =0.0001%
Amostras negativas 334 527 =0.0001*
Protozoarios 191 30,1 =0.0001*

Helmintos 94 148 <=0.0001* MENEZES et al., 2012

Protozoarios e helmuntos 15 24 =0.0001*

Fonte: Instrumento de coleta de dados da pesquisa.
* p-valor =0.03 (Teste qui-quadrado).



MENEZES et al., 2012

Emprego de varios métodos nao é comum -—
analises clinicas —dificulta o  diagnostico
parasitologico

Utilizacdo de um método — viés

Positividade fol maior quando submetido aos cinco
metodos

Metodologias de cada método (boa a 6tima
reprodutibilidade)

Recomendado a utilizacao de pelo menos dois
metodos de otima reprodutibilidade e com duas ou
mais amostras fecais

Aumentar a acuracia do diagnostico parasitologico.



Métodos quantitativos de diagndstico
parasitologico em amostras de fezes humanas




Método quantitativo de ovos nas fezes

Determinar a intensidade da infeccéo
Decidir pela medicacao

Avaliar a eficacia do tratamento

Ovos por grama de fezes (OPG)
Indice de densidade dos ovos nas fezes

Ovos por dia (OPD) —OPG x peso total (g) do material fecal de 24
horas

Ovos por dia por fémea (OPDPF) — OPD/ n® fémeas albergadas no
hospedeiro




Métodos coprologicos quantitativos especificos para
diagnostico do Schistosoma manson:

Métodos mais utilizados:

. Bel
/ \Barbosa \
/ Kago Katz \
/ Tees\dale \

\




‘ Métodos de Kato-Katz

' Técnica simples e eficiente

' Inquéritos coproparasitologicos em campo

Pesquisa de S. mansoni, A. lumbricoides, Trichuris trichiura

liquefeitas

Papel celofane — substitui a laminula de vidro

‘ Fezes frescas ou conservadas por MIF - desde que nao estejam

' Solucao verde de malaquita glicerinada

' Promove a clarificacdo do material fecal




Métodos de Kato-Katz

Material fecal ndo preservado

Verde de malaquita a 3% (m/v) 1 mL
Fenol fundido 100 mL
Glicerina 100 mL

Laminula de celofane molhavel

Lamina comum de microscopio

Tela de metal (60 ou 80 malhas) ou de nailon (105 malhas)
Cartao retangular (3 cm x 4 cm x 1,37 mm) com orificio central

Palito e papel absorvente




Metodo de Kato modificado por Katz e cols.

Pesquisa de ovos de helmintos, especialmente do S

Material utilizado Deposigao da amostra sobre
o papel

Retirada da placa apos
deposicao do material

Guia Prético e Tedrico de Parasitologia- Software-
versdo 1.0 2003 -Unicamp




Meétodos de Kato-Katz

N® de ovos presentes no material fecal (lamina) x
pelo fator 23 ou24

Resulta, aproximadamente no numero total de
ovos por grama de fezes (OPG)



Técnica simples e sensivel
Uso de pequena porcéo de fezes
N&o exige métodos de concentragéao

Permite que a lamina seja estocada para
leitura posterior

Facilitando assim o emprego em trabalho
de campo

Nao é recomendado o uso de fezes
diarreicas e nem preservadas

Néo é indicada para diagnosticar larvas de
helmintos e cistos de protozoarios




Pickcells - microscopio automatizado
gue usa inteligéncia artificial

A Pickcells : plataforma baseada em visao computacional, viabilizando pesquisas
e possibilitando um diagndstico automatizado, mais rapido, preciso e eficiente
de doencas infecciosas, em tempo real e com baixo custo.

https://www.biomedicinapadrao.com.br/2019/11/pickcells-microscopio-
automatizado-que.html



Kato-Katz e Hoffman-Pons-Janer.

microscopio inteligéncia resultado e
automatizado artificial disponibilizado
analisa a identifica as em PDF via
amostra estruturas platafobrma

we

Resultados

Contagem total: 33

Imagem 1 de 72 processadas

https://www.biomedicinapadrao.com.br/2019/11/pickcells-microscopio-
automatizado-que.html
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