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EXAME PARASITOLOGICO DE FEZES (EPF)

O EPF faz o diagnostico da maioria dos parasitos intestinais. Os estagios usuais
utilizados no diagnéstico s&o os ovos e as larvas de helmintos e os trofozoitas, cistos e
oocistos de protozoarios.

A identificacdo desses parasitos é feita por critérios morfolégicos, que podem ser
afetados por varios fatores como colheita mal feita e ma preservagao da amostra. Um
material fecal inadequadamente colhido, velho ou mal preservado, sera de pequeno valor
para o diagndstico.

E necessaria uma boa experiéncia do microscopista porque freqlientemente
fragmentos de alimentos, células vegetais, graos de polen, leucécitos, células de tecido
animal e outros artefatos presentes nas fezes, podem assemelhar-se a certos estagios

dos parasitos intestinais.
COLHEITA E PRESERVAGAO DA AMOSTRA

Varios fatores devem ser considerados para uma colheita adequada do material
fecal: tipo de recipiente, volume, idade da amostra, drogas e compostos quimicos que
podem interferir no resultado do exame.

Recipiente: deve ser limpo e seco, com boca larga, com vedagao hermética para

impedir o derrame, permitindo a preservacdo da umidade. Deve ter capacidade de

aproximadamente 150 ml, para que possa receber uma amostra significativa. Deve
estar livre de anti-sépticos, de agentes germicidas, de gotas de éleo e de urina, para
evitar a destruicdo das formas vegetativas.

Fezes excretadas no solo ndo devem ser usadas, pois larvas de vida livre e outros

contaminantes provenientes do solo, podem confundir o diagndstico. Fezes obtidas

de vasos sanitarios também ndo podem ser aproveitadas, devido ao risco de

contaminacdo. Elas devem ser colhidas diretamente no frasco, ou em urinol e

transferidas diretamente para o recipiente.

Interferéncia de medicamentos e de produtos quimicos: certos medicamentos e

produtos quimicos podem tornar a amostra insatisfatoria para a analise ou para a

pesquisa dos protozoarios intestinais. Entre estes estdo os antidiarréicos, os

antibidticos, os antiacidos, os derivados de bismuto e do bario, a vaselina e os 6leos

minerais. As amostras excretadas que contenham bario ou bismuto s&o inaceitaveis



para o EPF, porque particulas desses produtos podem interferir no exame, uma vez
que excesso de substancias cristalinas pode destruir os trofozoitas, devido a acao
abrasiva. A pesquisa parasitolégica deve ser realizada antes do paciente ser
submetido a um exame radiolégico com administragdo do contraste sulfato de bario.
Nesse caso, a coleta deve ser retardada por um periodo de 7 a 10 dias. Os
antibiodticos como a tetraciclina afetam a flora intestinal normal e frequentemente
causam diminuigdo ou auséncia temporaria dos organismos nas fezes, visto que
esses parasitos se alimentam de bactérias intestinais e um diagnéstico seguro so6 é

possivel apds 2 a 3 semanas do término do antibidtico.
IMPORTANCIA DO EPF EM AMOSTRAS MULTIPLAS

A possibilidade de encontrarmos organismos parasitarios no EPF aumenta pelo
exame de amostras multiplas, devido a varios fatores como:

1. Intermiténcia da eliminacdo de certos parasitos, principalmente
protozoarios;

2. Distribuicdo ndo uniforme dos ovos dos helmintos nas fezes;

3. Estagio dos protozoarios;

4. Limitacdo das técnicas.

O numero de cistos de Entamoeba histolytica que passam junto com as fezes,
apresenta oscilagdes diarias e picos ciclicos que ocorrem entre 7 e 10 dias, e os de
Giardia lamblia entre 2 — 3 dias ou mais. A producéo de ovos de Schistosoma é irregular,
assim como as proglotes de Taenia s&o liberadas com interrupgdes de 2 a 3 dias. Dessa
forma, a colheita das fezes em dias alternados propicia uma porcentagem maior de
resultados positivos. O ideal é colher uma série de 6 amostras em dias alternados, dentro
de 14 dias. No entanto recomenda-se usualmente coleta de trés amostras em dias

alternados.
CONTROLE POS-TRATAMENTO

Um novo exame devera ser realizado, 3 a 4 semanas apos o tratamento dos
pacientes que receberam medicagado para protozoarios. Para infeccbes por helmintos, o
controle se efetuara uma a duas semanas apos o tratamento, mas para a teniase, um

Novo exame sera necessario apos 5 a 6 semanas.



LAXANTES

O uso de laxantes é recomendado nos casos de uma série de EPF com resultados
negativos. Sdo recomendados laxantes salinos como o fosfato de sédio e o sulfato de
sédio tamponado, porque causam menos danos morfolégicos aos parasitos. Nao sao
indicados os Oleos minerais, os compostos de bismuto ou magnésio, pois os glébulos de
Oleo dificultam a observacao e os restos de cristais de bismuto e de magnésio podem

obscurecer os organismos ou afetar a aparéncia dos trofozoitas.
ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS

O tempo de colheita das amostras influi bastante na identificacdo dos parasitos. Os
trofozoitas dos protozoarios se degeneram rapidamente apods terem sido eliminados.
Como estao geralmente presentes em espécimes liquidos, o tempo de exame
recomendado é de 30 minutos. Para fezes sélidas o limite de tempo n&o é critico,

podendo o estudo ser feito dentro de 24 horas.
PRESERVAGCAO DAS AMOSTRAS

Para preservar a morfologia dos protozoarios e prevenir um continuo
desenvolvimento de alguns ovos e larvas de helmintos, as amostras fecais que nao forem
enviadas imediatamente ao laboratorio, deverao ser fixadas.

Refrigeragao: a preservacdo das amostras podera ser temporariamente feita por

refrigeracdo (3 a 5°C) em recipiente hermeticamente fechado, para evitar o

dessecamento. Nessas temperaturas os ovos e as larvas dos helmintos se

manterao viaveis por varios dias.

Fixadores: a preservacao permanente podera ser conseguida com a utilizacao de

varios fixadores como:

1. solucdo de formaldeido 5% ou 10%;

2. mertiolato-iodo-formaldeido (MIF);

3. acetato de sédio-acido acético-formaldeido (SAF);
4. fixador de Schaudinn.

Solucdo de Formaldeido: sdo recomendadas duas concentragdes: 5% para fixagao

de cistos de protozoarios e 10% para ovos e larvas de helmintos. Os ovos de
Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura continuam o seu desenvolvimento na

concentragao de 5%.



Fixador de Schaudinn: essa solugcdo é usada para a preparacédo de esfregagos

permanentes, corados para a demonstracdo de protozoarios intestinais. O grande
problema desse fixador é a presenga de cloreto de mercurio-ll na formula, que é
uma substancia téxica ao homem e ao meio ambiente. Ele pode ser substituido pelo

sulfato de cobre.
FIXADORES

Soucao de formaldeido a 5%
Formaldeido 37-40% .............cceeeeenn. 5 mil

Agua destilada-deionizada ................. 95 ml

Soucao de formaldeido a 10%
Formaldeido 37-40% .............cceeeeen. 10ml

Agua destilada-deionizada ................. 90ml

Metiolato-iodo-formaldeido (MIF)

Mercurio Cromo .........ccccceeeeeeeeeeeannnas 40 ml
Formaldeido 37-40% .......ccccccovunnnee. 50ml
€11 o= o o F- T 10 ml
Agua destilada-deionizada ................ 90ml

Acetato de sodio-acido acético-formaldeido (SAF)

Acetato de sOdio.........cceeeveeiiiiiiiiiiee, 1,59

Acido acético glacial.............c..cceeeeee 2,0 ml
Formaldeido 37-40%............ccceeeveeen.. 4,0 ml
Agua destilada-deionizada................. 92,5 ml

Fxador de Schaudinn (veneno)

1. Solugao aquosa saturada de Cloreto de Mercurio-ll (HgCl.)

Dissolver o HgCl, em agua quente (banho de agua até completa dissolugdo do sal.
Deixar esfriar e filtrar. Estocar em recipiente de vidro com tampa esmerilhada).

2. Solugao estoque

SOIUGEO (1) 600 ml

Alcool etilico @ 95%.....c..cccvune.... 300 ml



Glicering..........ueeeveeeueiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 15 ml

3. Solugao fixadora

Solucao estoque.........coeevveeeeennen.. 100 ml

Acido acético glacial...............c........... 5ml

Obs: Adicionar o acido acético imediatamente antes do uso.

TECNICAS

Exame direto
1. Tomar uma pequena por¢do do material a examinar e misturar, se

necessario, com pequena quantidade de solugao salina a 9 o/oo sobre uma
l&mina.
2. Cobrir com laminula e examinar.

Método de Hoffman, Pons e Janer (sedimentacdo espontanea)

1. Preparar uma suspensao de 1 parte de fezes, para aproximadamente 10
partes de agua.

2. Filtrar para célice de sedimentacdo, usando gaze dobrada 4 vezes e
acrescentar mais agua até que o nivel liquido fique a aproximadamente 2
cm da borda do calice.

3. Deixar sedimentar, no minimo, por 2 horas.

Executar a leitura do sedimento entre lamina e laminula.
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Método de Rugai (hidro e termo tropismo das larvas)

1. Colocar cerca de 3 a 4g de fezes no centro de um quadrilatero de
gaze, previamente dobrada 4 vezes.

2. Unir as pontas da gaze em diagonal e fixar o conjunto na borda de
um calice de sedimentagdo com o auxilio de um "clips" para papel.

3. Colocar agua a temperatura de 40 a 42 graus centigrados pelas
paredes do calice, de forma que as fezes fiquem parcialmente
submersas. Deixar em repouso por 1 hora.

4. Retirar com uma pipeta uma amostra do liquido do fundo do calice e

examinar.

FEZES
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Método de cultura em placa de agar

1.

Usar meio de agar constituido de peptona de carne (10g/l), extrato
de levedura (2g/l), peptona de caseina (5g/l), Infuso de carne (3g/l),
cloreto de sédio (5g/l), agar (1,5g/l), pH 7,3.

Autoclavar o meio e distribui-lo em placas de plastico de 9,0 cm de
diametro e 2,5 cm de profundidade.

Embalar as placas de agar em papel pardo, separadamente, e
guardada-las em geladeira a 4°C.

Aproximadamente 2g de fezes devem ser colocados na parte central
das placas e, apos serem fechadas, as tampas devem ser vedadas
com fita adesiva para evitar contaminacgéo.

Manter as placas por 48 horas a temperatura ambiente. Em seguida,
as tampas serdo perfuradas com a ponta de uma pipeta Pasteur
superaquecida e através do orificio, adicionados 5 ml de formol a 5%.
Todo o conteudo liquido devera ser aspirado das placas, transferido
para tubo cénico plastico de 15 ml e centrifugado a 2000 rpm por 5
minutos.

Os sedimentos obtidos apds a centrifugagdo, serdo corados com

solucao de lugol e examinados ao microscoépio optico.

- - =)
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Método de HARADA & MORI

1. Preparar uma fita de papel-filtro de 15 X 1 cm ou 15 X 2 cm.

2. Espalhar 0,5 g de fezes frescas no papel-filtro, fazendo um esfregago
fino e uniforme, em um dos lados da fita, exceto nas areas de 4 cm
distante de ambas as extremidades.

3. Introduzir a fita de papel-filtro em tubo de ensaio de 18 X 180 mm ou
20 X 200 mm, contendo 4 a 5 ml de agua destilada-deionizada ou
fervida, de maneira que a agua n&o entre em contato com as fezes.

4. Fechar o tubo com rolha de borracha, conservando-o em posig¢ao
vertical por 10 a 14 dias, a temperatura de 25-30°C.

5. Colher com pipeta a agua do fundo do tubo e observar ao
microscopio se existem larvas filariformes.

6. Em caso positivo, colocar o tubo em banho de agua a 50°C por 15
minutos para matar as larvas. Transferir a agua para um tubo de

centrifuga e centrifugar (500 X g por 1 minuto).

—_ Papel _|
N Fitro [

Fezes

Agua




Método de Willis (flutuagao)

1. Preparar uma suspensao de fezes em solucao saturada de cloreto
de sodio na proporcao de 1:10.

2. Filtrar em gaze dobrada 4 vezes, para um tubo de Wassermann, até
bem proximo da borda. Com uma pipeta ou conta-gotas, acrescentar
mais solucao até a formagao de um menisco positivo.

3. Colocar uma laminula sobre o tubo, de forma que entre em contato
com o liquido. Deixar em repouso por 5 a 10 minutos.

4. Transferir a laminula para uma lamina com uma gota de lugol e

examinar.
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Método de Faust (flutuagado com sulfato de zinco)

1.

Preparar uma suspensdo, utilizando uma parte de fezes para 10
partes de agua.

Filtrar em gaze dobrada 4 vezes para um tubo de Wassermann (13 x
100mm).

Centrifugar por 1 minuto a 2500 r.p.m.; decantar o sobrenadante,
adicionar 2 a 3ml de agua ao sedimento e misturar bem; acrescentar
mais agua, até atingir o volume inicial e misturar novamente.

Repetir a operagdo de lavagem do sedimento (item 3), sempre
completando o volume inicial, até que o sobrenadante fique claro.
Decantar o liquido sobrenadante da ultima lavagem e misturar o
sedimento com 2 a 3ml de solugdo de sulfato de zinco, com
densidade de 1.180 (apr. 33g%); acrescentar mais solugao de sulfato
de zinco, até atingir o volume inicial e misturar.

Centrifugar por 1 minuto a 2500 r.p.m..

7. Retirar da pelicula superficial da solugdo de sulfato de zinco, por

meio de uma alga de platina, o material a ser examinado. Corar com

lugol e examinar.
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Método de Sheather (flutuagdo com acgucar)

1.

Fundamento: centrifugo-flutuacdo de  possiveis estruturas
parasitarias por sol. de glicose com densidade de 1.235 a 1500.
Homogeneizar 1 a 2 g de fezes com aproximadamente 5 a 10
volume de agua.

Filtrar passando por gaze dobrada 4 vezes em um funil pequeno
sobre um tubo de centrifuga até a metade do tubo, completando com

agua.

4. Centrifugar — 2500 rpm por 2 minutos e decantar.

5. Desprender o material do fundo do tubo por batidas com a lateral dos

© o N O

dedos e colocar até aproximadamente o meio do tubo, solugdo de
glicose de densidade entre 1.235 — 1500.

Centrifugar a 2000 - 2500 rpm por 1 minuto.

Retirar com cuidado a pelicula superficial com alca de platina.
Colocar 4 a 5 porgdes da pelicula na lamina.

Examinar em objetiva de pequeno aumento (10X) e posteriormente
aumento ( 40X).

10.Obs: Férmula da Densidade

D=m/v
Ex. 1.300= m/500 mL
m= 650 g

Pesar 650 g e adicionar 500 ml de agua.
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Método de Ritchie

1.

Preparar uma suspensao com uma parte de fezes para 10 partes de
agua.

Filtrar, através de gaze dobrada 4 vezes, para um tubo de
centrifugacgéo.

Centrifugar durante um minuto a 2000 r.p.m.; decantar o

sobrenadante.

4. Lavar o sedimento com agua até que o sobrenadante fique limpido.

5. Misturar o sedimento com solugdo de formol a 7.5%, em volume

suficiente para alcancar 2/3 da altura total do tubo. Agitar bem.

Deixar em repouso por 20 a 30 minutos.

7. Adicionar pequena quantidade de éter, tampar o tubo e agitar

vigorosamente.

Centrifugar a 1500 r.p.m., durante 1 minuto.

9. Decantar o sobrenadante; Remover, com um bastonete provido de

algoddo em uma das extremidades, os detritos superficiais aderidos

a parede do tubo.

10. Examinar o sedimento corado pelo lugol.
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Método de Graham (pesquisa de ovos de Enterobius vermicularis)

1. Colar, em lamina limpa e desengordurada, fita adesiva de celofane
com aproximadamente 10 cm de comprimento por 1,2 cm de largura.

2. Nas extremidades que excedem o comprimento da lamina, fazer
aderir tiras de papel nas mesmas dimensdes da fita gomada.

3. Na ocasido do exame, retirar cuidadosamente a fita de celofane e
pressionar a superficie com o adesivo sobre as regides anal e
perianal do paciente.

4. Colar a fita novamente na lamina, tendo o cuidado de evitar dobras
ou bolhas de ar.

5. Examinar ao microscopio com objetiva de pequeno aumento.

E

AN\

Identificacao de proglotes de_Taenia
1. Colocar o proglote a ser identificado em agua por 24h a 4° C.
2. Colocar o proglote a ser identificado em pequeno recipiente
contendo acido acético glacial.
3. Decorridos pelo menos 15 minutos, retira-lo e comprimi-lo entre duas
l&minas.

4. Examinar sob iluminagao intensa.
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Método de Kato-Katz (quantitativo)

1.
2.

Colocar a tela sobre as fezes e pressiona-la com a espatula.

Colocar a placa perfurada sobre uma laminula e depositar no orificio
da placa as fezes que passaram pelas malhas da tela.

Comprimir as fezes no orificio da placa até que esteja
completamente preenchido. Retirar a placa.

Colocar a "laminula" de celofane sobre o cilindro de fezes e inverter
a preparagao sobre uma superficie lisa, espalhando o material
uniformemente entre lamina e a laminula de celofane.

Deixar a preparagdao em repouso durante 60 minutos, a temperatura
ambiente. Contar todos os ovos e calcular o numero por gr. de fezes
X 24.
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Métodos de Coloragao

Coloracio pela hematoxilina férrica

1.

© 0o N o o

Tomar uma pequena quantidade do material a examinar e fazer
esfregagcos ndo muito espessos em laminulas. Se o material foi
coletado no liquido de Schaudinn, deve ser homogeneizado, filtrado
em gaze dobrada 4 vezes, centrifugado e o sedimento emulsionado
com pequena quantidade de soro sanguineo inativado, antes de ser
utilizado.

Sem deixar secar os esfregagos, coloca-los com a face contendo o
material sobre fixador de Schaudinn - 2 a 5 minutos se o material ja
estiver fixado e 20 minutos para os esfregagos ainda nao fixados.
Passar os esfregagos para alcool a 50%, com a face contendo o
material voltado para cima - 2 minutos.

Imergir os esfregagos em 4&lcool a 70% iodado, isto é, contendo
algumas gotas de tintura de iodo, de modo a adquirir uma cor de
vinho do porto - 2 minutos.

Transferir para os alcoois a 95, 70 e 50% - 2 minutos cada um.
Lava-los em agua corrente - 2 minutos.

Coloca-los no alumen de ferro a 2%, a frio - 5 minutos.

Lava-los em agua corrente - 2 minutos.

Coloca-los em solugao aquosa de hematoxilina a 0.5%, preparada

no minimo com 48 horas de antecedéncia - 5 minutos.

10.Lava-los em agua corrente - 2 minutos.

11.Colocar os esfregagos em solugdo aquosa de acido acéticoa 7% - 5

minutos.

12.Lava-los em agua corrente - 2 minutos.

13.Diferencia-los no alumen de ferro a 2%; quando os esfregacos

adquirirem uma coloragao cinzenta-azulada clara a diferenciagao ter-

se-a processado satisfatoriamente.
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14.Lavar os esfregagos em agua corrente - 5 minutos.

15. Desidrata-los nos alcoois a 70, 80 e 90%, e absoluto, permanecendo
2 minutos em cada um deles.

16.Passar os esfregagos em Xilol (2 passagens de 2 minutos cada uma)

e monta-los no Balsamo do Canada.

Coloracao tricromica sequndo Garcia & Briuckner, 1988

1. Reagentes

— SAF

— Alcool etilico (CoHgO) a 70% (v/v)

— Corante tricrobmico

— Solugao de alcool etilico a 90% (v/v) acidificado com 1% de acido
aceético glacial

— Alcool absoluto (C;HgO)

— Xilol (CgH1o )ou toluol (C7Hs)

— Resina sintética ou balsamo do Canada

2. Corante tricrbmico

Cromotropo 2R (Cl 16570) 0,69
Light Green SF (Cl 42095) 0,39
Acido fosfotungstico 24W0O3.2H3P04.48H,0 0,79
Acido acético glacial C;H40, 1,0ml
Agua destilada-deionizada 100ml

3. Colocar os componentes secos em um becker e adicionar 1 ml de
acido acético glacial. Agitar a mistura e deixar em repouso 30 min.
para amadurecer. Adicionar 100 ml de agua. O corante é estavel e
nao deve ser diluido. Apresenta uma cor purpura forte, quase preta.

4. Preparacgao da amostra

— Agitar vigorosamente a mistura SAF-fezes, filtrar através de gaze

dobrada quatro vezes e coletar o filtrado em tubo de centrifuga.

17



Centrifugar a 500 X g por 1 minuto. Decantar o liquido sobrenadante
e preparar o esfregaco com o sedimento (se necessario,
ressuspender o sedimento com solugéo salina a 0,85%).

Depois de seco, o esfregago podera ser colocado diretamente no
alcool etilico a 70% por 5 min.

Alcool etilico a 70% por 2 — 5 min.

Corante tricrdmico por 10 min.

Alcool etilico a 90% acidificado com solugdo de 1% de acido acético,
por 3 seg.

Alcool etilico absoluto por 2 — 5 min.

Lavar

Alcool etilico absoluto por 2 — 5 min.

Alcool etilico absoluto por 2 — 5 min.

Xilol por 2 — 5 min.

Xilol por 2 — 5 min. (nesta fase o esfregago podera permanecer em
contato com os reagentes por varias horas ou por toda a noite).

Montagem com resina sintética ou balsamo do Canada.

Coloracao pela safranima-azul de metileno (Baxby et al., 1984).

1.
2.

Conservar as fezes em Formol 5%.

Utilizar volumes de 5 ul na confecgéo dos esfregacgos.

3. Os esfregacos devem ser secos ao ar e passados rapidamente

sobre chama.

Posteriormente sao fixados em HCI a 3% em metanol, por 3 a 5
minutos.

Sao entdo lavados com agua, sob baixa pressdo, cobertos com
Safranina aquosa a 1% e aquecidos até ebuligao.

Procede-se a nova lavagem e as laminas devem ser cobertas com
Azul de Metileno a 1% por 3 minutos.

Apoés nova lavagem, as laminas sao secas ao ar e examinadas para

a visualizacao dos oocistos.
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APENDICE (DE CARLI, 1994).

ESTAGIOS DE DIAGNOSTICO DOS PARASITAS HUMANOS
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APENDICE (DE CARLI, 1994).

ESTAGIOS DE DIAGNOSTICO DOS PARASITAS HUMANOS
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