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RESUMO

As parasitoses intestinais sdo altamente prevalentes no mundo, estando entre as maiores
causadoras de doencas e 6bitos em seres humanos. Atualmente, o diagnostico laboratorial destas
parasitoses ¢ realizado por meio de procedimentos técnicos manuais, desenvolvidos na sua
grande maioria ha décadas, o que justifica a aplicabilidade de técnicas mais sensiveis e praticas
para esta finalidade, visando obter resultados eficientes, especialmente em programas
governamentais direcionados a Saude Publica. Sendo assim, o objetivo do projeto foi de avaliar e
validar uma nova técnica parasitologica, denominada 7F-Test Modified, em comparacdo com
trés técnicas parasitoldgicas convencionais consagradas pela literatura: TF-Test Conventional,
Rugai, Mattos e Brisola; e Kato-Katz/Helm-Test. As etapas do trabalho consistiram em realizar
coleta de material fecal de 457 individuos localizados em regides endémicas para parasitoses no
municipio de Campinas, SP; no processamento laboratorial de 1.828 exames; no diagndstico de
14 espécies parasitarias; e na analise estatistica qualitativa de resultados de maneira abrangente.
Dentre as espécies parasitarias encontradas, helmintos e protozoarios intestinais foram
detectados em 42,23% de individuos pela técnica de TF-Test Modified, ante 36,76% por TF-Test
Conventional, 5,03% por Kato-Katz/Helm-Test, ¢ 4,16% por Rugai, Mattos e Brisola. Destes
casos, 54,40% de infeccdo simples dos individuos demonstrou serem portadores de
monoparasitismo. A nova técnica parasitologica de TF-Test Modified, quando comparada com as
demais técnicas, apresentou alto valor de infec¢cao, como exemplo para dupla, tripla e multipla,
de maneira a perfazer um total de 98,37% de infec¢des. Ademais, a nova técnica apresentou
indice Kappa com grau de concordancia Quase Perfeito em todos os parametros avaliados com
estimativa de 95% (P<0,05), permitiu encontrar com alta eficiéncia diagndstica todas as espécies
parasitarias estudadas, mostrou um notavel diagnostico verdadeiro, especialmente quando
analisada comparativamente com as outras trés técnicas convencionais. O atual estudo permitiu
concluir que a técnica de TF-Test Modified pode ser utilizada de forma abrangente no
diagnostico qualitativo de protozoarios e helmintos intestinais de humanos. O ganho de

sensibilidade diagnodstica proporcionada por esta nova técnica deverd ser de estimavel
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contribui¢do para o diagnoéstico individual laboratorial, inquéritos populacionais e controle das

parasitoses intestinais, de modo a repercutir em contribuigdo social.

Palavras-chaves: TF-Test Modified; Parasitologia — Meétodos; Intestinos — Parasitos;
Parasitologia médica — Diagndstico; Diagnostico de laboratorio.



ABSTRACT

Intestinal parasites are highly prevalent worldwide and is among the largest cause of illness and
death in humans. Currently, the laboratory diagnosis of these parasites is accomplished through
technical procedures manuals, developed mostly for decades, justifying the applicability of more
sensitive techniques and practices for this purpose, to obtain effective results, especially in
government programs aimed at Public Health. Thus, the objective of the project was to evaluate
and validate a new technique parasite, called 7F-Test Modified, compared with three
conventional parasitological techniques enshrined in literature: TF-Test Conventional, Rugai,
Mattos and Brisola, and Kato-Katz / Helm-Test. The steps of the work consisted of conducting a
collection of fecal samples from 457 individuals located in regions endemic for parasitic
infections in Campinas, SP, in laboratory processing of 1,828 examinations, the diagnosis of 14
parasitic species, and the qualitative statistical analysis of results so comprehensive. Among the
species found parasitic, helminths and intestinal protozoa were detected in 42,23% of subjects
using the technique of TF-Test Modified, against 36,76% by TF-Test Conventional, 5,03% by
Kato-Katz/Helm-Test, and 4,16% Rugai, Mattos and Brisola. Of these cases, 54,40% of single
infections of individuals were shown to be carriers of monoparasitism. The new technique
parasitological TF-Test Modified compared to other techniques of infection showed a high value,
for example double, triple and multiple so as to make a total of 98,37% infections . Moreover,
the new technique presented Kappa index level of agreement with Almost Perfect in all
parameters with estimated 95% (P <0.05), allowed to meet with high diagnostic efficiency all
parasitic species studied showed remarkable true diagnosis, especially when viewed in
comparison with other three conventional techniques. The current study showed that the
technique 7F-Test Modified can be used comprehensively in qualitative diagnosis of intestinal
protozoa and helminths of humans. The gain in diagnostic sensitivity afforded by this new
technique should be estimable contribution to the individual diagnostic laboratory, population

surveys and control of intestinal parasites, in order to reflect on social contribution.

Keywords: TF-Test Modified; Parasitology — Methods; Intestines — Parasites; Medical
parasitology — Diagnosis; Laboratory diagnosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Importéancia do Estudo

As parasitoses intestinais sdo altamente prevalentes no mundo, estando atualmente
entre as maiores causadoras de doengas e obitos em seres humanos, principalmente por sua ampla
distribui¢do geografica e possiveis consequéncias danosas (MORRONE et al. 2004; PEZZANI et
al.,2009; YAMADA et al., 2010; YODER et al., 2010). O Brasil, especialmente por ser um pais
em desenvolvimento e estar localizado em uma regidao do planeta que apresenta clima tropical,
subtropical e equatorial, exibe condi¢gdes amplamente favoraveis para o estabelecimento destas
enfermidades parasitarias (BARRETO et al., 2010).

Segundo relatorio da Organizacdo Pan Americana de Saude (em inglés, PAHO) e da
Organiza¢ao Mundial de Saude (em inglés WHO), no ano de 2007, em todo o mundo, mais de
3,5 bilhdes de pessoas encontravam-se infectadas por enteroparasitos, apresentando como
resultado cerca de 450 milhdes de doentes, resultando em um grave problema de Satide Publica.
De acordo ainda com o mesmo relatorio, as doengas infecciosas e parasitarias foram consideradas
como estando entre as principais causas de mortes, sendo responsdveis por 2 a 3 milhdes de
mortes por ano em todo o mundo. Outrossim, este mesmo documento indicou que uma de cada
dez pessoas do planeta sofria de infeccdo por uma ou mais das dez principais parasitoses
humanas, que incluiam: ascariase, esquitossomiases, ancilostomiases, malaria, tricuriase,
amebiase, filariase, giardiase, tripanossomiases e leishmaniases.

No Brasil, em 2002, o Sistema Unico de Saude (SUS) e o Instituto Brasileiro de
Geografia Estatistica (IBGE) estimaram existir mais de 88 milhdes de pessoas infectadas por
parasitoses da luz intestinal, refletindo em mais de 51% da populagcdo, que se encontrava
contagiada por pelo menos uma espécie parasitaria. Dentre esta parcela de infectados os mais
atingidos eram criangas, sobretudo por possuirem habitos de higiene inadequados e, em muitos
casos, desnutri¢do e sistema imunologico imaturo. Convém mencionar que, notavelmente em
individuos adultos, a debilidade do organismo parasitado pode levar a diminui¢do ou perda da
capacidade de trabalho, que ja se apresenta como baixa em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, podendo ainda ocasionar um grande numero de enfermos que possibilitam

comprometer os orcamentos familiares e do Estado (AHMED et al., 2011; FATHY, 2011).



As enteroparasitoses sdo capazes de acarretar imensos prejuizos a saude de um
individuo infectado, como exemplo, agravamento do estado nutricional, ocasionado em grande
parte por lesdes na mucosa intestinal, que impedem ou reduzem a absor¢do de nutrientes,
podendo suceder diversas consequéncias, tais como: anemia, diarreia e diminuicao do
desenvolvimento organico, como fisico ¢ mental (YAMADA et al., 2010; AJJAMPUR, et al.,
2011). Como forma de propagacgdo, parasitos liberam formas de resisténcias juntamente com o
bolo fecal, sendo, por vezes, estas estruturas detectadas de forma direta, mediante o emprego do
Exame Parasitologico das Fezes, denominado por alguns autores de EPF (GARCIA, 2009).
Atualmente ha diferentes metodologias para o emprego do exame de fezes, como métodos diretos
ou técnicas de concentracdo, que podem apresentar sensibilidades diagnosticas variadas
(MENDES et al, 2005; BRANDELLI et al, 2011; CARVALHO et al, 2012). O
desenvolvimento e andlise do potencial diagnodstico de técnicas coproparasitologicas permite
investigar a confiabilidades das técnicas, visando obter resultados eficientes em rotinas

laboratoriais e em programas de controle das parasitoses intestinais em Satde Publica.

1.2 Parasitoses Intestinais e Problema de Saude Publica

A qualidade em saude, sua prevengdo e manutencdo sdo frequentes problemas
enfrentados nos paises em desenvolvimento (FUNASA, 2004). Esta bem estabelecido que a
auséncia ou insuficientes condigdes de saneamento basico e inadequadas praticas de higiene sdo
0s principais mecanismos que favorecem a transmissdo dos parasitos intestinais (KORKES et al.,
2009; IBGE, 2009). Alguns programas governamentais tem sido implementado para o controle
das enteroparasitoses (BRASIL, 2005). No entanto, nos paises subdesenvolvidos a ineficiéncia
dessas iniciativas esta relacionado com o baixo suporte para a ado¢ao de medidas de saneamento
basico (BARRETO et al., 2010; MINAMOTO et al., 2012) e da existéncia de populagdes que
mostram: a) baixo poder econdmico; b) alimentacdo insuficiente; c¢) subempregos; d) falta de
higiene; e e) condicdes sanitdrias e de habitagdes inadequadas (KORKES et al., 2009; DAMEN
et al., 2011). No mundo, ao longo da historia, as infec¢des ocasionadas por parasitoses intestinais
em humanos tém sido consideradas como um dos mais sérios problemas de Satde Publica. No
passado, segundo relatos de PessOa, entre os anos de 1949 e 1963, nas regides dos tropicos de

Cancer e Capricornio existiam mais populagdes helminticas que humanos, devido ao fato de na
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época grande parte da populacdo humana estar concentrada na zona rural, que apresentava alta
prevaléncia para helmintiases e com altas intensidades de infec¢des parasitarias por individuo.
Analisando diversos estudos epidemioldgicos sobre helmintiases, a depender da regido do
planeta, verifica-se que esta situacdo ainda prevalece (AHMED et al., 2011; CISSE et al., 2011).

Levantamentos epidemioldgicos tém sido utilizados globalmente como importantes
instrumentos para monitorar o progresso na promocdo da satde (AHMED et al., 2011,
GUIDETTI et al., 2010). Pesquisas realizadas em alguns paises da Africa mostraram resultados
alarmantes, em Camardes um estudo realizado em escolas de duas aldeias, detectou que 50% das
criancas e adolescentes entre 5 a 15 anos estavam parasitados (FOUAMNO-KAMGA et al.,
2011). Em Mocambique a positividade foi de 60% entre estudantes, havendo maior prevaléncia
dos helmintos: S. stercoralis e ancilostomideos e dos protozoarios: Dientamoeba fragilis e G.
duodenalis (GUIDETTI et al., 2011). Em escolas rurais da Nigéria encontrou-se parasitismo
intestinal em 80% dos alunos, muito deles com alto risco de obstrugao intestinal (DAMEN et al.,
2011).

Algumas nagdes asiaticas possuem elevadas cargas parasitarias de helmintos, na regido
sul da India, o numero de casos positivos para helmintos foi de 34% nas criancas em idade
escolar, sendo A. lumbricoides responsavel por 43% das infecgdes (RAGUNATHAN et al.,
2010). Na regido sul de Laos, pais localizado entre a Tailandia e Vietna, 86% dos individuos
abrigam de duas até sete espécies de helmintos simultaneamente (SAYASONE et al., 2011).
Uma revisdo da epidemiologia de helmintos transmitidos por solo de 1970 a 2009 feita em povos
indigenas, funcionarios publicos e favelas urbanas da Maldasia, constatou que 7richuris trichiura
¢ o helminto mais prevalente, seguido de A. lumbricoides podendo atingir respectivamente até
98%, 86% dos individuos, dependendo da regido estudada (AHMED et al., 2011).

Na Europa, pesquisas recentes demonstram que 7,4% dos italianos encontram-se
parasitados (GUIDETTI et al., 2010), sendo superados pela Espanha com 13,7%, em ambos os
paises a espécie parasitaria B. hominis ¢ a mais prevalente (GUIDETTI et al., 2010;
GONZALEZ-MORENO et al., 2010). Na Albania, as parasitoses intestinais predominam em
cerca de 19% das criancas, com maior incidéncia de G. duodenalis (SEJDINI et al., 2011).
Diversos paises das Américas como Haiti, Cuba, Argentina, Bolivia, México e Canada tem
relatado por meios de inquéritos epidemiologicos suas preocupacdes e dificuldades no controle e

combate das parasitoses intestinas na satde publica (ESCOBEDO et al., 2008; TANNER et al.,
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2009; UHLMANN et al., 2009; NISKA & SLOAND, 2010; MOLINA et al., 2011; JIMENEZ-
GONZALES et al., 2012). Nem mesmo a maior economia do planeta mostrou-se livre das
infec¢des parasitarias, os Estados Unidos tem divulgado frequentes surtos de veiculacao hidrica
causados por protozoarios, provocando quadros de diarreia e desidratacdo (CRAUN et al., 2010;
HLAVSA et al., 2011).

No Brasil, hd quase um século, as parasitoses do trato intestinal humano, constitui
grande problema na saude publica (FUNDACAO ROCKFELLER, 1992; GONCALVES et al.,
2011). Segundo achados da literatura, os primeiros levantamentos epidemiologicos realizados no
pais ocorreram entre os anos de 1.916 e 1.921 apresentando positividades diagnosticas que
variaram de 78% a 99%, destacando as helmintiases intestinais, sobremodo pelo fato de na época
predominar as endemias rurais (FUNDACAO ROCKFELLER, 1992).

Inquéritos epidemioldgicos realizados na cidade de Sao Paulo, SP, nas décadas de 30,
40 e 50, evidenciaram positividades diagnosticas médias de 55% para ascaridiases e 53% para
ancilostomiase, chegando a atingir até¢ 100% de casos positivos em regides litoraneas do Estado
de Sao Paulo (PESSOA, 1963). Por volta do ano de 1.960, pesquisas realizadas no pais
apresentaram prevaléncia média de 63% para ascaridiase na populacao (VINHA, 1969). Segundo
Campos & Briques (1988), no final da década de 80, ao menos 60% da populagdo brasileira
apresentavam infec¢des parasitarias. No entanto, apds a década de 80, especialmente com a
migracdo da populagdo rural para os centros urbanos em busca de trabalho, associados com a
dificuldade do poder publico em criar politicas habitacionais adequadas, proporcionou a
concentracdo da populagdo de forma desorganizada com precarias condi¢des sanitarias e
moradias inadequadas, estimulando os grandes bolsdes de pobreza e a crescimento de domicilios
em favelas (RIBEIRO, 1995),

Como medida de controle das parasitoses o Ministério da Saude langou o Plano
Nacional de Vigilancia e Controle das Enteroparasitoses com o objetivo de reduzir a prevaléncia,
morbidade e mortalidade das parasitoses intestinais no Brasil (BRASIL, 2005). Contudo, o
acentuado éxodo rural, a expansdo de favelas e o saneamento basico inadequado proporcionam
um ambiente favoravel para o estabelecimento e exposi¢do das doengas parasitarias nos centros
urbanos (KORKES et al., 2009). Isso reflete atualmente em 11 milhdes de brasileiros vivendo em
favelas em todo o pais (IBGE, 2010) e diversos levantamentos epidemioldgicos que relatam as

infecgdes parasitarias do trato intestinal continuam a prevalecer em todas as regides do pais.



Em Uruguaiana, estado do Rio Grande do Sul, um estudo detectou positividade de
38,4% de criangas de creches municipais (CHAVES et al, 2006). Em Manaus/AM,
enteroparasitoses estavam presentes em 58,9% das criangas de até dez anos que frequentavam o
ambulatorio médico da capital do estado do Amazonas (MAIA et al., 2009). Estudos realizados
em favelas de diversas regides do Estado de Sao Paulo demonstrou média de 30% de parasitoses
em criancgas e adolescentes de dois a quatorze anos (KORKES et al., 2009). Em Goiés 36,2% dos
pacientes atendidos pelo servico publico de saude do hospital municipal de Cumari/GO
encontravam-se parasitados (BORGES et al., 2011).

E fato que quase 100 anos se passaram desde os primeiros inquéritos parasitologicos
realizados no Brasil (FUNDACAO ROCKFELLER, 1992) e apesar dos esfor¢os no combate as
parasitoses, as infec¢des intestinais ainda sao comuns (FUNASA, 2004; BRASIL, 2005), todavia,
as infec¢des ocasionadas por enteroparasitoses t€ém sido amplamente negligenciadas, apesar de
ocuparem lugar de destaque entre as endemias nacionais e internacionais (HOLVECH et al.,

2007).

1.3 Parasitoses Intestinais e suas Causas

As parasitoses intestinais podem causar muitos danos a seus portadores, sobremaneira
ao acometer animais vertebrados, como exemplo, humanos. Entre outros agravos, as infecc¢des
ocasionadas por estas parasitoses podem originar obstru¢do intestinal, desnutri¢ao, anemia por
deficiéncia de ferro, quadros de diarreia, mé absorcao intestinal, etc., sendo as suas manifestacoes
clinicas usualmente proporcionais a intensidade de infeccdo e o grau de imunidade de um
individuo parasitado (YAMADA et al., 2010; AJJAMPUR, et al., 2011; DAMEN et al., 2011).

Dentre os agrupamentos existentes entre protozoarios € helmintos do trato digestorio,
os protozoarios de humanos sdao encontrados em elevadas prevaléncias em quase todas as regides
do planeta (BALDURSSON & KARANIS, 2011). Dentre as protozooses intestinas responsaveis
por desencadear diversos surtos em todo o mundo, destacam-se: a amebiase, a giardiase, a
blastocistiase e as coccidioses (BALDURSSON & KARANIS, 2011). A amebiase é uma doenca
cosmopolita, causada pela infec¢do por Entamoeba histolytica, constitui a segunda maior causa
de mortalidade entre as protozooses de humanos, sendo superada apenas pela malaria

(RALSTON & PEDRI, 2011). Estima-se que 10% da populagdo mundial esteja infectada por
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E. histolytica e que 50 milhdes de pessoas possuam a forma invasiva da doenca, resultando em
aproximadamente 100 mil mortes por ano (TENGKU & NORHAYATI, 2011). A doenga ¢ capaz
de proporcionar inimeros prejuizos a saide humana, tais como: ulceras intestinais, perfuracao do
intestino, peritonite, apendicite, abscesso de figado, lesdes cutaneas e genitais, etc. (SARDA et
al., 2011; TENGKU & NORHAYATI, 2011). Outros amebideos que podem parasitar o intestino
humano sem causar doenga sdao: Endolimax nana, lodamoeba butschlii, Entamoeba coli,
Entamoeba polecki (eventualmente presente em humanos), Entamoeba hartmanni e Entamoeba
dispar, sendo esta ultima morfologicamente semelhante as estruturas de E. histolytica (GARCIA,
2009; BRASIL, 2010). Este o motivo de a OMS recomendar a liberagdo de resultados
diagnosticos da forma E. histolytica / E. dispar, sobretudo quando realizado por meio do exame
parasitologico das fezes (WHO, 2004). Haja vista que, somente o estudo de caracterizagdao
molecular sera capaz de diferenciar estas duas espécies (ELBAKRI et al.,2013).

A Organiza¢ao Mundial de Saude (2009) estima que aproximadamente 400 milhdes de
pessoas possuam giardiase em todo o mundo. O agente etiologico da giardiase, G.duodenalis
(sinonimia: G. intestinalis, G. lamblia) trata-se de um parasito frequentemente diagnosticado em
exames coproparasitologicos, acometendo na maioria das vezes criangas, que podem apresentar
quadros de diarreia e mé absorcao intestinal (SANTOS & MERLINI, 2010).

Apesar de controverso e pouco identificado em exames parasitologicos das fezes,
talvez, pelo pequeno conhecimento dos profissionais de microscopia, o parasito B. hominis
atualmente ¢ considerado como protozoario e conforme relato da literatura, pode ser o causador
de uma severa infec¢do intestinal denominada de blastocistiase, apresentando sintomas nao
especificos, os quais podem ocasionar varios quadros de enfermidades, como exemplo: diarreia,
dor abdominal, colica, ndusea, febre, vomito e flatuléncia (TAN et al., 2002; USTUN &
TURGAY, 2006; GARCIA, 2009; SHAH et al, 2012; REBOLLA, 2012). Este parasito ¢
polimorfico e pode apresentar diversas formas, como: vacuolar, granular, multivacuolar,
ameboide, avacuolar e cistica, as quais podem variar os tamanhos de 6 um a 60 um (GARCIA,
2009; REBOLLA, 2012). Como em outras espécies parasitarias intestinais, a transmissao deste
parasito parece ocorrer por via fecal-oral, embora isto ndo tenha sido confirmado
experimentalmente, ¢ ¢ muito provavel que a forma cistica seja responsavel pela transmissao
seguida de infec¢ao (TAN et al., 2002; SURESH & SMITH, 2004; GARCIA, 2009; POIRIER et

al., 2012). Os achados de diversos estudos tém sugerido que B. hominis apresenta distribui¢ao
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cosmopolita, sendo efetivamente o protozoario do trato intestinal mais prevalente em humanos
(GARCIA, 2007; SHAH et al, 2012; REBOLLA, 2012; POIRIER et al, 2012), infectando
individuos em paises desenvolvidos, em desenvolvimento e subdesenvolvidos, preferencialmente
localizados nas zonas tropicais do planeta. As positividades diagnosticas deste parasito tém se
mostrado superiores em cerca de 30% a 50% em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento
do que as observadas em paises desenvolvidos (AL & HOKELEK, 2007; POIRIER et al., 2012).

Por sua vez, os coccidios intestinais, considerados pela literatura como protozoarios
emergentes e oportunistas, foram reconhecidos como patdégenos de humanos em anos ndo muito
remotos, mais precisamente apos a década de 80 e em sucessdo ao surgimento da pandemia da
AIDS (em inglés, Acquired Immunodeficiency Syndrome), notavelmente por causarem infeccgoes
graves em individuos imunocomprometidos (ARORA & ARORA, 2009). Entretanto, em
portadores imunocompetentes, por vezes, esta infec¢do se apresenta como benigna e autolimitada
(BAIOMY et al., 2010; NEIRA et al., 2010). Vale ressaltar que, entre as coccidiases humanas,
encontram-se em destaque: Isospora belli, Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis e
Sarcocystis hominis (WHO, 2004).

Dentre os helmintos, os geohelmintos A. [lumbricoides, T. trichiura, Ancylostoma
duodenale e Necator americanus sdo os de maior prevaléncia, com estimativas de infeccdo em
quase um sexto da populagdo mundial (HARHAY, et al., 2010). Ascaridiases estd presente em
aproximadamente 1,2 milhoes de individuos no mundo (WHO, 2009). Os vermes adultos de
A. lumbricoides podem causar agdo espoliadora, toéxica ou mecanica, em infec¢des de carga
parasitaria moderada. Nas infestacdes macicas hd grande consumo de proteinas, vitaminas,
lipidios e carboidratos, resultando em desnutri¢do, principalmente em criangas (DOLD &
HOLLAND, 2011). Lesdes pulmonares sdo resultantes da passagem da forma larvar nos alvéolos,
formando pontos hemorragicos com um quadro de broncoespasmo, hemoptise e pneumonite,
caracterizando a sindrome de Loeffler (BRASIL, 2010). No intestino, os vermes adultos podem
enovelar e causar obstrug¢do intestinal, levando o hospedeiro a 6bito (DOLD & HOLLAND,
2011).

Tricuriase, uma doenga cosmopolita, com prevaléncia estimada em 795 milhdes de
pessoas (WHO, 2009), frequentemente esta associadas com a ascaridiases, devido ao semelhante
modo de transmissdo e grande potencial de fertilidade das fémeas (VAVRICKA, et al., 2009).

Em baixas cargas parasitarias de 7. trichiura a doenga ¢ assintomatica. Nos casos sintomaticos
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mais graves levam a a extensa necrose da mucosa intestinal, diarréia sanguinolenta e prolapso
retal, no entanto, em baixa carga parasitaria pode ser assintomatico (VAVRICKA, et al., 2009).

Enterobius vermicularis, conhecido popularmente como oxiiro, ¢ considerado um
helminto cosmopolita, diferentemente de muitas parasitoses ¢ comum em paises desenvolvidos,
apresenta uma biologia peculiar de outras parasitoses intestinais (PEZZANI et al., 2004). A
transmissdo da enterobiase ocorre com maior frequéncia em instituigdes comunitarias, como,
creches, orfanatos e asilos (CRAGGS et al., 2009). A alteragdo mais intensa e caracteristica ¢ o
prurido anal, principalmente a noite (BRASIL, 2010).

Outros helmintos intestinais, como por exemplo, Ancilostomideos e S. stercoralis,
habitualmente infectam o homem por penetracdo subcutinea e podem ocasionar dermatite
cutanea, hemorragia e anemia (DIEMERT ef al., 2008; BRASIL, 2010). A ancilostomiase,
doenca atribuida aos Ancilostomideos, atinge mundialmente cerca de 700 milhdes de individuos
(WHO, 2009), ¢ conhecida comumente em algumas regides do nosso pais como doenca do
amareldo, devido, quase que continuadamente, a presenca de acentuada anemia no hospedeiro
que apresenta alta carga parasitaria. Trata-se de um dos principais sintomas desta doenca,
resultante do intenso hematofagismo de duas espécies mais prevalentes deste nematdodeo em
humanos, tais como: A. duodenale e N. americanus (BRASIL, 2010). As larvas dos
ancilostomideos podem provocar, no local de penetracdo, lesdes traumadticas, seguidas por
fendmenos vasculares, que irdo originar a dermatite urticariforme. Alteracdes pulmonares,
ocasionados pela passagem das larvas nos pulmdes e arvore bronquica sdo pouco usuais, embora
possam ocorrer manifestacdes semelhantes a ascaridiase, incluindo a sindrome de Ldeffler
(DIEMERT et al., 2008).

J& a estrongiloidiase, doenga devido a S. stercoralis, possui prevaléncia estimada entre
50 a 100 milhdes de individuos em todo o mundo. Trata-se de uma doenga endémica em regioes
tropicais umidas, podendo persistir durante anos por consequéncia da autoinfec¢ao no hospedeiro
(MONTES et al., 2010). A infecgdo cronica ocasionada por S. stercoralis pode ser assintomatica
ou provocar sintomas gastrintestinais e pulmonares (MIRDHA et al., 2009). Pacientes
imunocompetentes podem desenvolver uma infeccdo assintomatica cronica com sintomas leves,
no entanto, em imunodeprimidos esta doenca pode apresentar quadros graves e com alta

mortalidade (MONTES et al., 2009).



A esquitossomiase mansdnica, conhecida popularmente em diferentes regides do Brasil
por xistossomose, xistosa, doenca do caramujo e barriga d’adgua, ¢ considerada como uma das
principais doengas parasitarias do planeta. Atualmente, as esquistossomiases proporcionam um
quadro de mais de 200 milhdes de infectados no mundo, e acometem Obitos em mais de 500 mil
portadores/ano (ANDRADE, 2009; KAPPAGODA et al., 2011). Estas doengas ocorrem em 54
paises, destacando-se os da Africa, leste do Mediterraneo, América do Sul e Caribe. No Brasil, a
esquitossomiase mansonica € considerada como uma doenga endémica e persistente e atinge
aproximadamente 19 Unidades Federativas (BRASIL, 2010). A maioria dos sintomas desta
doenca ¢ devida a liberacdo pela fémea do verme adulto de grande quantidade de ovos
imunogénicos na corrente sanguinea, que provocam reagdes inflamatorias locais, substituindo o
tecido inflamado por tecido fibroso. Em quadros crénicos, pode conduzir o hospedeiro a quadros
de hepatopatia e enteropatia com hepatomegalia, ascite, diarreia, etc. Convém mencionar que as
formas mais graves desta doenca, como exemplo, hepatomegalia e hipertensdo portal, estdo
relacionadas como entre as principais causas de morte por esquistossomiase no Brasil
(ANDRADE, 2009; BRASIL, 2010; DOMINGUES et al., 2011).

Pouco se sabe sobre a epidemiologia global das doencas ocasionadas por cestoides do
trato digestorio de humanos. Entretanto, tem sido sugerido que a infec¢do ocasionada por Taenia
spp. ndo seja tdo frequente em criancas e adolescentes que vivem em regides de pobreza tropical,
j& que possuem acesso limitado as carnes que servem como fontes de infeccdo (HARHAY, et al.,
2010). A teniase ¢ caracterizada pela presenca do verme adulto ao longo do intestino delgado,
adquiri-se apos a ingestao de carne bovina e suina mal cozida contendo a forma larval de Taenia
saginata e Taenia solium, respectivamente (KAPPAGODA et al., 2011). Outra infeccdo pode ser
ocasionada em humanos, porém, pela ingestdo acidental de ovos de 7. solium denominada
cisticercose. Alguns autores sugerem que pelo menos mais cinco espécies podem estar
relacionadas a esta infec¢do, tais como: 7. saginata, T. multiceps, T. hydatigena, T. ovis ¢ T.
taeniformis (HARHAY, et al., 2010; KAPPAGODA et al., 2011). Uma vez implantado no
hospedeiro, os cisticercos dao preferéncia em migrar em maior quantidade para o sistema nervoso
central, causando a neurocisticercose, e, em menor quantidade para o globo ocular e tecido
muscular (DEL BRUTTO, 2012). A evoluc¢dao destes quadros podem ser assintomaticos ou
apresentar sintomas inespecificos. A neurocisticercose ¢ a forma mais grave da doenca e pode

apresentar quadros de convulsdes, hidrocefalia, hipertensdo intracraniana, cefaleia, meningite
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cronica e disturbios psiquicos, sendo considerada por alguns autores como a principal causa de
epilepsia em paises em desenvolvimento (KAPPAGODA et al., 2011; DEL BRUTTO, 2012).

Por fim, o parasitismo por Hymenolepis nana ¢ cosmopolita, sendo mais frequente nas
regides de clima temperado e subtropical, tais como: sul da Europa; América Latina; norte da
Africa; e Oriente Médio (KAPPAGODA et al., 2011). Apesar de as infecgdes se mostrarem
geralmente assintomadticas, em alguns estudos foi possivel confirmar individuos apresentando

desconforto abdominal e diarreia (CHERO et al., 2007).

1.4 Evolucio no Diagnéstico das Parasitoses Intestinais

As formas de eliminagdo de parasitos presentes no intestino do homem podem ser
diagnosticadas nas fezes pelo encontro de cistos, oocistos, esporos e trofozoitos de protozoarios,
e ovos ¢ larvas de helmintos. Apesar de ser muito usual em Saude Publica, o diagndstico destas
parasitoses baseado somente no emprego de sintomas clinicos € impreciso, pois, ¢ capaz de
informar unicamente indicios semelhantes a varias outras infec¢des, como exemplo, os
ocasionados por virus e bactérias, tornando este tipo de diagnose apenas sugestivo (GOMES et
al., 2008; GARCIA, 2009). Sendo assim, para fazer conhecimento do diagnostico conclusivo de
enteroparasitoses, o exame parasitologico das fezes, por sua simplicidade e pelo fato de
demonstrar boa sensibilidade e permitir identificar o agente causador da doenca, deve ser
recomendado e analisado em conjunto com as informacgdes clinicas médicas (OZYURT et al.,
2007; GOMES et al., 2004; GARCIA, 2009; GOMES et al., 2008; GOMES et al., 2010;
CARVALHO et al., 2012).

Para a realizagdo do EPF, ha diferentes técnicas convencionais e kits empregados na
rotina diagnostica destes laboratorios (HOSHINO-SHIMIZU et al., 2001; MENDES et al., 2005;
CARVALHO, et al., 2012). Em grande parte, estas técnicas sdo processadas de forma mecanica,
por meio de procedimentos diretos ou de concentragdo parasitaria, como exemplo: sedimentacao-
espontanea, centrifugo-sedimentacdo, flutuacdo-espontanea, centrifugo-flutuacdo (GARCIA,
2009).

Os exames realizados de forma direta, a fresco, utiliza amostra de fezes recentemente

emitida, quando se espera encontrar formas trofozoiticas que se evidenciem por sua motilidade
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peculiar, ocorre geralmente em fezes liquidas espontidneas ou provocadas por medicagdo
(TRABELSI et al., 2012).

A técnica de Lutz (1919) ou Hoffman, Pons & Janer (1934), baseia-se no procedimento
técnico de sedimentagdo-espontanea por acdo da gravidade, ¢ utilizado para pesquisa de ovos e
larvas de helmintos nas fezes. O método de centrifugo-sedimentac¢ao descrito de Ritchie (1948)
fundamenta-se na sedimentacdo pela centrifugagdo e lavagem do material com formol-éter, foi
desenvolvido para o diagnostico de ovos e larvas de helmintos, cistos e alguns oocistos de
protozoarios. O método apresentado por Faust e colaboradores (1939), tem como principio a
centrifugo-flutuagdo no sulfato de zinco permitindo a flutuagdo de estruturas leves, ¢ usado para a
pesquisa de cistos de protozodrios e ovos leves de helmintos intestinais. A técnica proposta por
Willis (1921) baseia-se na flutuagao-espontanea, utilizando NaCl de densidade de 1,20g/mL, com
1Ss0, as estruturas parasitarias de densidade menor que a solucdo, tendem a flutuar, ¢ indicado
para a pesquisa de cistos de protozodrios e ovos leves, principalmente de ancilostomideos.

Por sua vez, a técnica de Kato-Katz (KATO & MIURA, 1954; KATZ et al., 1970)
comercializada atualmente por Helm-Test” (FIOCRUZ, 2008), que se mostra como quantitativa,
presta-se para a identificacdao de ovos de algumas espécies de helmintos nas fezes, principalmente
S. mansoni. Esta técnica baseia-se no principio de clarificagdo das estruturas parasitarias (ovos)
pela aplicagdo de material fecal em solucdes de verde de malaquita e glicerina. Apesar de ser
recomendada pelo Ministério da Satde do Brasil (MSB) aos programas governamentais para
controle da esquistossomiase mansonica, esta técnica ndo ¢ indicada pela literatura para a
detec¢do de outros ovos e larvas de helmintos, além de estruturas de protozodrios intestinais
(GOMES et al., 2008; CARVALHO et al., 2012). O diagnostico de larvas de nematoides, que ¢
frequentemente realizado pelas técnicas parasitologicas convencionais de Rugai, Mattos e Brisola
(1954) e Baermann-Moraes (1917), fundamenta-se no principio de termohidrotropismo positivo
das larvas, que tendem a migrar para o fundo do cdlice quando entram em contato com agua a
45°C, esta técnica apresenta boa sensibilidade, todavia, ¢ especifico somente para a detec¢ao de
larvas de helmintos intestinais (CARVALHO et al., 2012).

Métodos imunoldgicos diretos e indiretos tem sido empregados para detectar antigenos,
anticorpos e imunocomplexos relacionados com a existéncia da infeccdo e imunidade adquirida, e
podem ser aplicados no diagndstico diferencial entre doencas com quadro clinicos semelhantes e

inquéritos epidemiologicos de massa (MARVA & GROSSMAN, 2010). A sorologia permite
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muitas vezes determinar a fase clinica da parasitose em funcdo da classe de imunoglobulinas
(IgM e IgG) que se encontram alteradas em cada fase da infecgio (MARTIN-RABADAN et al.,
2010). No entanto, devem ser devidamente interpretados, pois, podem ocorrer falsos resultados
decorrentes da variagdo antigénica do patdogeno, reagdes cruzadas, resposta exacerbada do
hospedeiro ou auséncia de resposta imunoldgica do hospedeiro contra epitopos dos parasitos
(MARTIN-RABADAN et al., 2010; MARVA & GROSSMAN, 2010).

Técnicas moleculares possuem excelentes sensibilidades. O PCR (Reagdo em Cadeia
da Polimerase) e seus derivados, ¢ utilizado em casos especificos, como por exemplo, na
diferenciac¢do de espécies morfologicamente semelhante e/ou em pesquisas cientificas. Seus usos
sdo limitados em rotina laboratorial principalmente por seu alto custo, tornando sua utilizagdo
como diagnostico em casos excepcionais de diagndstico das enteroparasitose (MURPHY et al.,
2011; ELBAKRI et al., 2013).

Kits comerciais e técnicas convencionais podem ser especificos para determinados
grupos de parasitos e utilizam uma tnica amostra de fezes por processamento. Dependendo do
estagio parasitario e da biologia do parasito pode ocorrer oscilagdes didrias na eliminagdo de ovos
e larvas de helmintos e cistos e oocistos de protozodrios, associados ao grau de parasitismo de
intensidade moderada a baixa, resulta em diminuicao de sensibilidade diagnostica (HOSHINO-
SHIMIZU et al., 2001). Desta maneira, alguns autores passaram a sugerir a coleta de trés
amostras de fezes em dias alternados e a utilizagdo de trés técnicas parasitologicas em rotina
laboratorial na tentativa de suprir as redugdes de sensibilidade das técnicas convencionais e/ou
kits comerciais (GARCIA, 2007; GARCIA, 2009). Entretanto, esta pratica torna a rotina
laboratorial complexa de maneira a inviabilizar o uso deste procedimento técnico em laboratdrios
de andlises clinicas, sobremaneira nos publicos do pais, que dependem de repasses financeiros do
Sistema Unico de Saude - SUS (GOMES et al., 2004; GOMES et al., 2008).

Em vista do exposto, novas técnicas parasitologicas e kits comerciais foram
desenvolvidos na tentativa de tornar eficaz e pratico o diagndstico das enteroparasitoses
(GOMES et al., 2008). Na ultima década, por meio das fases de viabilizacdo, desenvolvimento e
validagdo de um projeto de inovagao cientifica e tecnoldgica, que recebeu os apoios irrestritos da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sao Paulo (FAPESP), uma técnica parasitologica (TF-Test - Three Fecal Test) foi validada e

implantada em rotinas de laboratorios de andlises clinicas do pais. Ao longo dos Ultimos anos,
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esta nova técnica vem se destacando no diagndstico destas parasitoses, especialmente por coletar
separadamente trés amostras fecais em dias alternados, processd-las de uma s6 vez com
procedimento laboratorial de concentracao parasitaria por centrifugo-sedimentacdo (HOSHINO-
SHIMIZU, et al., 2003; GOMES et al., 2004; GOMES, 2008; GOMES et al., 2008; GOMES et
al.,2010; CARVALHO et al., 2012; REBOLLA, 2012).

Em diferentes estudos, a técnica parasitologica de 7F-Test, neste estudo denominado
de TF-Test Conventional foi avaliada comparativamente com a técnica de flutuacao-centrifugada
com o uso de solugdo saturada de sulfato de zinco, Faust e colaboradores (1939), mais
especificamente por Hoshino-Shimizu e colaboradores (2003), Gomes e colaboradores (2004),
Lumina e colaboradores (2005) e Coelho e colaboradores (2012), demonstrando superioridade
diagnostica para a deteccdo de cistos de protozodrios e larvas/ovos de helmintos. Em analogo, as
técnicas de TF-Test Conventional e sedimentacdao espontanea, ou Lutz (1919) / Hoffman, Pons &
Janer (1934), foram avaliadas comparativamente por Hoshino-Shimizu e colaboradores (2003),
Gomes e colaboradores (2004) e Carvalho e colaboradores (2012), com os resultados
demonstrando superioridade diagndstica a técnica de TF-Test Conventional. Em continuidade ao
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico da técnica parasitoldgica de TF-Test Conventional, uma
equipe de pesquisadores viabilizou em laboratério a técnica de TF-Test Modified (FALCAO et

al., 2010), a qual avaliamos neste estudo.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar e validar a técnica parasitologica TF-Test Modified, em relagdo as técnicas TF-
Test Conventional, Rugai, Mattos e Brisola e Kato-Katz/Helm-Test no diagnéstico de parasitos

intestinais.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar a confiabilidade geral da técnica TF-Test Modified, especialmente de forma
estatistica, em termos de parametros diagnosticos de sensibilidade, especificidade e
eficiéncia diagnostica;

e Fornecer subsidios para introducao de melhorias para técnica TF-Test Modified,

e Transmitir informagdes sobre educacdo sanitaria a todos os voluntarios e familiares

envolvidos na pesquisa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem e Locais de Coleta de Amostra Fecal

Para a realizacdo do estudo, um total de 457 amostras de fezes foi obtido de
voluntarios, sendo 185 oriundas de criangas de 9 meses a 7 anos de idade, matriculadas em duas
Escolas Municipais de Educagao Infantil (EMEI), localizadas na regidao Sudoeste do Municipio
de Campinas, SP. Outras 272 amostras foram provenientes de individuos de 4 a 72 anos,
considerados como usudrios de Unidades Basicas de Satide (UBS) da rede publica municipal,
localizadas nas regides Sul e Sudeste de Campinas, SP. O critério adotado para a escolha dos
locais de coleta foi amparado em institui¢des localizadas em regides periféricas e com moradias

inadequadas, que mostraram parciais condi¢des sanitarias (figura 1).

Figura 1: Imagens exemplificando locais utilizados para coleta de amostras fecais. (A), Creche
localizada no bairro Jardim Liliza, Campinas, SP (conforme seta); (B) e (C) residéncias sem redes
de agua de consumo e esgoto, estando situadas a cerca de 50 metros da mesma creche.
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Nas institui¢des anteriormente mencionadas (EMEI e UBS), todos os voluntérios
receberam orientacdes preventivas sobre higiene, medidas de educacdo sanitaria. Convém
ressaltar que, para a realizagdo do efetivo projeto, recebemos a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, com o numero de protocolo

570/2011 (anexo A).

3.2 Coleta de Amostra Fecal

Nas palestras acima citadas, a orientagdo de coleta de amostras fecais, de acordo com
figura 2, cada voluntario recebeu varios utensilios, a saber: frasco coletor universal de boca larga
etiquetado e numerado; espatula de madeira para auxilio na coleta de material fecal; trés tubos
coletores usuario TF-Test, com a identificacdo do nimero de cada voluntario; e um manual de

instrugdes para coleta (anexo B).

Figura 2: Imagem mostrando utensilios entregues aos voluntarios para a realizacdo
de coleta de material fecal: A, Frasco coletor universal; B, espatula de madeira; C,
tubos coletores TF-Test; e D, manuais de instrugdes para coleta.
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Em uma primeira etapa, os voluntarios foram orientados a coletar trés amostras de
fezes em dias alternados (dia sim, dia ndo), e em um periodo de tempo que ndo ultrapassou a 10
dias. As coletas em dias alternadas foram realizadas nos tubos coletores 7F-Test, mais
precisamente para processamento laboratorial das técnicas de TF-Test Conventional ¢ TF-Test
Modified, tendo como pardmetro os manuais de instrugdes apresentados nas embalagens dessas
técnicas parasitologicas (figuras 2 e 3).

Em uma segunda etapa de coleta, amostras fecais foram adquiridas para as demais
técnicas convencionais, tais como, Rugai, Mattos e Brisola e Kato-Katz/Helm-Test. Nesta
condicdo, uma amostra foi conseguida em separado em frasco coletor universal, mais exatamente
no ultimo dia (terceiro dia) de coleta da técnica de TF-Test.

Ap6s a efetivagdo de todas as coletas de campo, os voluntarios destinaram as amostras
as instituicdes municipais (EMEI e UBS), onde foram recolhidas e encaminhadas para

processamento em dois laboratérios localizados na UNICAMP.

B. Utilizando a pa coletora que
acompanha o tubo coletor, colete a
amostra de fezes na quantidade
recomendada, como demonstrado
na ilustragdo. Ndo coloque
excesso de fezes na pa.

A. Abra o tubo coletor-usuario,
puxando cuidadosamente,
simulando o movimento de rosca,
para ndo derramar o liquido.

C. Ao depositar a amostra no tubo
coletor, ndo ultrapasse a faixa de
tolerancia para coleta.

D. Feche bem o tubo coletor,
pressionando a tampa até ouvir o
som de encaixe (click).

E. Agite bem o tubo coletor até a
diluicdlo do  material  fecal
coletado.

F. Resultado final apés a coleta e
homogeneizagéo dos  tubos
coletores.

Figura 3: Instrugdes de coleta das amostras de fezes nos tubos coletores usuario 7F-Test, segundo recomendagdo do
fabricante (BioBrasil Tecnologia, 2012).
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3.3 Laboratorios de Escolha

O processamento do material fecal contido nos tubos coletores 7F-Test foram
realizados no Laboratorio de Informéatica Visual (LIV) em Biomedicina e Saude do Instituto de
Computacao (figura 4). As amostras coletadas no frasco coletor universal foram processadas no
Laboratério de Helmintologia, localizado no Departamento de Biologia Animal, do Instituto de

Biologia da UNICAMP. Os protocolos operacionais de todas as técnicas encontram-se descritos a

seguir.

Figura 4: Imagens ilustrativas do LIV em Biomedicina e Saude, com as
seguintes divisdes: A. Area de equipamentos e processamento
laboratorial. B. Setor de microscopia optica e computador.
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3.4 Técnicas Parasitologicas

Trés técnicas parasitologicas convencionais foram empregadas para avaliar o
desempenho diagnostico da nova técnica parasitologica de TF-Test Modified. Haja vista que, na
tentativa de suprir reducdes de sensibilidade diagnostica, passamos a utilizar da combinagdo de
trés técnicas parasitologicas convencionais comprovadas pela literatura cientifica. Sendo assim,
para o nosso critério de escolha, uma técnica (7F-Test Conventional) foi considerada como
abrangente, ou geral, sendo eficaz para a deteccdao de cistos de protozoarios e larvas e ovos de
helmintos intestinais (HOSHINO-SHIMIZU et al., 2003; GOMES et al., 2004; 2006; GOMES,
2008; GOMES, et al., 2008; COELHO et al., 2012; CARVALHO et al., 2012); outra técnica
(Rugai, Mattos e Brisola) especifica para a deteccdo de larvas de helmintos (RUGALI et al., 1954);
e, por fim, uma ultima técnica (Kato-Katz / Helm Test) foi considerada especifica para a
determinagdo de ovos de quatro espécies de helmintos intestinais (KATZ et al., 1970), tais como:

S. mansoni, A. lumbricoides, T. trichiura ¢ Ancilostomideos.

3.5 Técnica de TF-Test Conventional (GOMES et al. 2004) e TF-Test Modified (FALCAO et
al. 2010)

As técenicas parasitologicas de TF-Test Conventional e TF-Test Modified, utilizando o
kit TF-Test, foram empregadas para a realizacdo de coleta, homogeneizagdo, preservagao,

transporte e processamento laboratorial de material fecal.

3.5.1 Apresentacao do Kit TF-Test

O kit TF-Test ¢ constituido por um conjunto de diferentes componentes, ou pecas,
confeccionados em plasticos reciclaveis em polipropileno (figura 5), sendo dois componentes
mantidos em laboratorio: o conjunto de filtros e tubo de centrifugacdo; o terceiro componente
constituido de trés tubos, denominados de tubos coletores usudrio, com capacidade de 12 mL de
volume cada. No estudo, estes trés tubos foram fornecidos aos voluntarios para a realizagdo de
coleta de material fecal. Externamente aos tubos coletores usudrio existem graduagdes de 1 mL

até 10 mL. Cada tubo contém 5 mL de liquido preservador a base de solug¢do neutra de formalina
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a 7,5%. Ainda, em cada tubo, externamente, ha uma faixa indicando que o nivel do liquido
preservador ndo deverd ultrapassa-la, especialmente apos a introdugcdo do material fecal.
Internamente a tampa do tubo coletor esta conectada uma peca plastica em forma de pa (colher),
que ¢ utilizada para a coleta de material fecal na propor¢do de aproximadamente 1,5 g de fezes.
No laboratdrio, os trés tubos coletores usudrio contendo amostras fecais sdo acoplados por
encaixe em trés orificios de um sistema duplo de filtros, denominado conjunto de filtros,
contendo internamente malhas metalicas filtrantes de 400 um e 200 pm. Ao conjunto ja
acoplado, de tubos coletores usuario com o sistema de filtros, ¢ conectado um tubo de
centrifugacdo. O tubo de centrifugacdo apresenta-se na forma de cone, mais precisamente com o
fundo em forma de “V”. A montagem dos trés tubos coletores usuario, mais conjunto de filtros e
tubo de centrifugacdo vem a constituir o conjunto processador 7TF-Test, utilizado no
processamento laboratorial de centrifugo-sedimentacdo das técnicas parasitologicas de TF-Test

Conventional e TF-Test Modified.
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Figura 5: Detalhamento de pecas que compdem o Kit TF-Test.

3.5.2 Protocolo Operacional da Técnica de TF-Test Conventional

a) No laboratdrio, agitar vigorosamente os tubos coletores usuario contendo as amostras fecais,

homogeneizando-as para serem processadas (figura 6A);
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b) Em uma estante propria para a técnica de TF-Test, acomodar os trés tubos coletores
pertencentes a cada voluntario, em separado, com as tampas semi-abertas. Em seguida, adicionar
em um dos tubos por vez uma gota de detergente neutro ¢ 3 mL de acetato de etila p.a. (figura
6B);

c¢) Fechar os tubos coletores com as suas respectivas tampas, e agitd-los vigorosamente por 30
segundos a fim de obter uma suspensdo homogénea de particulas fecais (figura 6C);

d) Retirar as tampas dos tubos coletores e encaixar os trés tubos pertencentes a0 mesmo voluntario
ao conjunto de filtros, que ja contém o tubo de centrifugagdo acoplado em uma de suas extremidades,
de modo a montar o conjunto processador TF-Test (figura 6D);

e) Verificar se o conjunto processador 7F-Test ndo apresenta nenhum vazamento de material a ser
processado em centrifuga, fazendo para isto a inversdo de todo o conjunto (figura 6E);

f) Centrifugar o conjunto processador 7F-Test por um minuto, a 500 g (1.500 rpm), a depender do
rotor do equipamento (centrifuga), tendo os trés tubos coletores voltados para a parte superior da
cacapa e o tubo de centrifugagdo voltado para a parte inferior da cacapa. A cagapa utilizada ¢ a de 100
mL universal (figura 6F);

g) Ap6s a centrifugacdo, desacoplar cuidadosamente do restante das pecas do conjunto processador o
tubo de centrifugagdo, colocando-o na estante 7F-Test, descartando o restante das pegas em recipiente
apropriado para material s6lido contaminante (figura 6G);

h) Decantar o liquido sobrenadante do tubo de centrifugagdo em recipiente apropriado para descarte
de liquido contaminante, conforme as normas de biosseguranca (figura 6H);

1) Adicionar cerca de 10 gotas de solugdo salina fisiologica (NaCl a 0,85%) sobre o sedimento
formado no fundo do tubo de centrifugacao, ressuspendendo-o e homogeneizando-o delicadamente
com o auxilio de pipeta plastica descartavel (figura 61);

j) Com a mesma pipeta, transferir uma ou duas gotas do material processado (suspensao fecal) sobre
uma lamina de microscopia (figura 6J);

k) Adicionar, sobre a(s) gota(s), uma gota de solu¢cdo de Lugol diluido, e mais uma gota de solugdo
salina fisiologica (figura 6K); e

1) Preparar, em seguida, um esfregaco de todo o material sobre a ldmina. Cobrir o esfregago com
laminula e examina-lo em microscopia de luz convencional com aumentos de 100 e 400 vezes (figura

6L).

21



4 e a

A. Agite os trés tubos coletores B. Acomodar os trés tubos na C. Fechar os tubos coletores e
usudrio para homogeneizagdo do estante 7F-Test, com as tampas agitar vigorosamente por 30
material fecal coletado. semi-abertas, e adicionar uma segundos.

gota de detergente neutro e 3 mL

de acetato de etila p.a. em cada

tubo.

L B
D. Retirar as tampas e encaixar os E. Verificar se o conjunto F. Centrifugar o conjunto
tubos ao conjunto de filtros, que ja processador ~ ndo  apresenta processador por um minuto, a
contém o tubo de centrifugagdo vazamento, por inversdo de todo | 50 rpm (500 ).
acoplado em wuma de suas o conjunto.

extremidades.
- q
» L E
G.  Apos a centrifugagdo, H.  Decantar o  liquido j Adicionar cerca de 10 gotas

desacoplar do restante das pegas sobrenadante do  tubo

[ / de  de solugdo fisiologica sobre o
do conjunto processador o tubo de centrifugacao.

sedimento, e ressuspender e

centrifugagdo. homogeneizar com uma pipeta
at¢ a formacdo de uma
suspensdo fecal.
L&
-

= # l '.i..":..

J. Transferir uma ou duas gotas do g gopre esta gota, adicionar L. Fazer um esfregaco de todo

material processado  (suspensdo) ,, gota de solugdo de Lugol o material sobre a lamina, cobrir

sobre uma lamina de microscopia.  4ijyido e mais uma gota de o com laminula e examinar ao
solucdo salina fisiologica. microscopio.

Figura 6: Protocolo operacional da técnica de TF-Test Conventional.
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3.5.3 Protocolo Operacional da Técnica TF-Test Modified

O protocolo operacional da técnica parasitologica de TF-Test Modified tem inicio logo
apds o processamento laboratorial de centrifugo-sedimentacdo da técnica de TF-Test Conventional,
apresentando duas etapas, a saber: a) flutuacdo-espontanea para deteccdo de estruturas leves (<
1,17 g/mL), como exemplo, cistos e oocistos de protozoarios e ovos leves de helmintos
intestinais; e b) sedimentacdo-espontanea com eliminagao de impurezas fecais, para a detec¢ao de

estruturas denominadas pesadas (> 1,17 g/mL).

3.5.3.1 Flutuacio-espontinea para deteccio de cistos e oocistos de protozoarios e ovos leves
de helmintos (< 1,17 g/mL)

a) Ao término do processamento laboratorial de centrifugo-sedimentacdo da técnica de TF-Test
Conventional, a suspensdo do tubo conico de centrifugagdo (figura 7A), contendo cerca de 600 pl
de sedimento fecal e solugdo fisiologica, ¢ homogeneizada e separada em duas partes em tubos
apropriados, cada qual contendo cerca de 300 pl de suspensao fecal. Convém mencionar que a
separacdo e transferéncia desta suspensdo para os dois tubos devem ser praticadas com auxilio de
uma pipeta plastica descartavel ou similar (figura 7A);

b) Na efetiva etapa do protocolo operacional da técnica de TF-Test Modified, um desses tubos ¢
empregado para o processamento laboratorial. A este tubo, adiciona-se na suspensdo 3 mL de
solucdo saturada de sulfato de zinco, com densidade especifica de 1,17g/ml, e todo este material ¢
homogeneizado por 30 segundos (figura 7B);

¢) Em seguida, o tubo ¢ completado com a mesma solugdo reagente (sulfato de zinco), de modo a
permitir a formacao de um menisco na sua borda (figura 7C);

d) Logo apds, uma lamina de microscopia ¢ colocada sobre o menisco, de forma a ficar em
contato com a suspensao fecal (figura 7D);

e) Um tempo de 15 minutos ¢ aguardado e, logo apds, a l1amina € retirada da borda do tubo, com
um movimento brusco de inversdo, ¢ colocada em um local apropriado. Uma pelicula de
suspensao ¢ formada na regido central da lamina apds inversao (figura 7E);

f) Sobre esta pelicula adiciona-se uma gota de solug@o corante a base de Lugol (figura 7F);

g) Apos, ¢ feito um esfregaco na suspensao (figura 7G);
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h) Nesta suspensdo ¢ sobreposta uma laminula de 22mm x 22mm de dimensional (figura 7H);

1) Por fim, 1amina e laminula sdo conduzidas ao microscopio para analise (figura 71).

A. A suspensdo do tubo conico ¢
homogeneizada e separada em

duas partes (dois tubos
apropriados).
S —

———

D. Uma lamina de microscopia ¢
colocada sobre o menisco.

e
_—q

B. Em um dos tubos, adiciona-se
a suspensdo 3 mL de solugdo
saturada de sulfato de zinco, e
homogeneiza-se este material
por 30 segundos.

:
—

—

L]
E. Apds 15 minutos, a ldmina €
retirada da borda do tubo, com
um movimento brusco de
inversdo.

¢

C. Todo o tubo ¢ completado
com a mesma solugdo satura
(sulfato de zinco), de modo a
formar um menisco na sua

borda.
F. Sobre esta pelicula de
suspensao adiciona-se uma gota

de solucdo corante a base de
Lugol.

n
G. Um esfregagco ¢ feito na H. Sobre este esfregago coloca- I. A ldmina e laminula sdo

pelicula sobreposta a ldmina.

Figura 7: Protocolo operacional da técnica de TF-Test Modified, na etapa de flutuagdo-espontdnea para a

se uma laminula de 22mm x
22mm de dimensional

detecgdo de estruturas leves (< 1,17 g/mL).

conduzidas ao microscopio para
a efetivagdo de analise.
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3.5.3.2 Sedimentac¢ao-espontinea para deteccio de ovos pesados (> 1,17 g/mL) e larvas de

helmintos

a) Para a execucdo desta etapa de protocolo operacional ¢ empregado o outro tubo com cerca de
300ul de suspensao fecal. A este tubo adiciona-se 3 gotas de uma solugdo reagente denominada de
composto, que ¢ formada por hipoclorito de sodio, hidroxido de sodio, cloreto de sdédio e dgua com
teor de cloro ativo. Esta suspensdao ¢ homogeneizada por 30 segundos e ficard em repouso por um
tempo de 5 minutos, momento em que este material adquire uma coloragdo clarificada (figura 8A);

b) Logo apds, a este meio, sdo adicionadas 3 mL de solucdo neutra de formalina. Todo o material é
novamente homogeneizado (figura §B);

c) Em seguida, 3 mL de acetato de etila p.a. s3o adicionados ao material preparado em item anterior.
Uma nova homogeneizacdo ¢ estabelecida, desta vez de forma vigorosa, por um tempo de 30
segundos (figura 8C);

d) O tubo contendo toda a suspensdo homogeneizada ficara em repouso em uma estante apropriada
TF-Test, por um tempo de 15 minutos, até¢ que grande parte das impurezas fecais venham a flutuar
por diferenga de densidade especifica, mantendo as estruturas parasitarias na parte inferior do tubo,
onde deve ficar localizado parte do material fecal sedimentado a ser analisado (figura 8D);

e) O sobrenadante ¢ retirado cuidadosamente, sempre de cima para baixo com o uso de pipeta plastica
descartavel ou similar, de modo a deixar 0,5 ml da suspensdo fecal no tubo (figura 8E);

f) Logo apos, 4 gotas de solucdo fisiologica sao adicionadas a suspensao fecal e, em seguida, todo o
material € novamente homogeneizado, com o uso de pipeta plastica descartavel ou similar, através de
movimentos bruscos de suc¢ao e ejecdo do meio (figura 8F);

g) Apobs, com o emprego da mesma pipeta plastica, duas gotas da suspensao sdo sugadas e conduzidas
a uma lamina de microscopia (figura 8G);

h) Na sequéncia, sobre as gotas localizadas na lamina de microscopia ¢ adicionada uma gota de
solugdo corante a base de Lugol. Este corante ¢ preparado com agua glicerinada, na proporcao de 12
volumes/gotas desta dgua (6 volumes de agua tratada para 2 volumes de glicerina - glicerol ou
propano-1,2,3-triol - tamponada) para 8 volumes/gotas de Lugol (figura 8H); e

1) Um esfregago fecal ¢ realizado no material sobreposto a ldmina de microscopia. Por ultimo,

lamina e laminula sdo conduzidas ao microscopio para analise (figura 8I).
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A. 3 gotas da solugdo composto B. 3 mL de solugdo neutra de C. Na efetiva suspensdo fecal sdo
sdo adicionadas a suspensdo fecal. formalina sio adicionados a @adicionados 3 mL de acetato de

Logo apés, todo meio ¢ guspensdo. Uma nova ¢tila p.a. Nova homogeneizacdo,
homogeneizado por 30 segundos € homogeneizagio ¢ realizada desta vez vigorosa, de 30
deixado em repouso por um tempo manualmente. segundos ¢ aplicada ao meio.

de 5 minutos.

il

D. Deixar o tubo em repouso por E. Decantar o sobrenadante de F. Adicionar 4 gotas de solugdo
15 minutos. cima para baixo, deixando cerca gglina fisiologica e homogeneizar
de 0,5 mL da suspensdo fecal no  material fecal.
tubo.

B\ -

i i

G. Com auxilio de pipeta f)-léstica H. Sobre as duas gotas, 1. Um esfregago fecal ¢ realizado

descartavel, duas  gotas da adjcionar uma gota de Lugol no material sobreposto a lamina
suspensao  sdo  sugadas e de microscopia. Seguida
conduzidas a uma lamina de conduzido ao microscopio para
microscopia. analise.

Figura 8: Protocolo operacional da técnica de TF-Test Modified, na etapa de sedimentagdo-espontinea para
a deteccao de ovos pesados (> 1,17 g/mL) e larvas de helmintos.
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3.6 Técnica de Rugai, Mattos e Brisola (1954)

a) A tampa do recipiente que acondiciona as fezes ¢ retirada e, em seguida, o restante do
recipiente contendo fezes ¢ envolvido por uma gaze dobrada em até quatro vezes, de modo a dar
forma a uma pequena "trouxa";

b) Esta pequena trouxa, com a abertura do recipiente voltada para baixo, ¢ colocada na parte
superior de um calice de vidro para sedimentacao, contendo dgua aquecida (45°C) e em volume
suficiente para entrar em contato com as fezes;

c¢) Deixar uma hora em repouso;

d) Sugar parte do material depositado no fundo do célice, com a ajuda de uma pipeta, e
transportar para uma lamina de microscopia.

e) Por ultimo, uma gota de corante Lugol ¢ adicionada ao material fecal sobreposto em lamina,

3.7 Técnica de Kato (1954), Modificado por Katz e cols. (1970) e atualizado como Helm-Test
(FIOCRUZ, 2008)

3.7.1 Técnica de Helm-Test (FIOCRUZ, 2008)

a) Retirar uma amostra de fezes com o auxilio da espatula e colocar sobre um papel absorvente;
b) Depositar sobre as fezes o filtro TEST, comprimindo-a com o auxilio da espatula que fara com
que parte das fezes passe através das malhas;

c¢) Usar o outro lado da espétula para recolher as fezes que passarem pelas malhas e depositar no
orificio da placa perfurada que ja devera estar sobre uma lamina de vidro de microscopia.

d) Comprimir as fezes no orificio da placa perfurada até que esteja cheio;

e) Passar a lateral da espatula sobre a placa perfurada para retirar o excesso de fezes. Jogar fora a
espatula e o filtro TEST;

f) Levantar, inclinando inicialmente uma das extremidades da placa perfurada e retira-las de
modo a ficar sobre a 1amina de vidro um cilindro do material fecal. Jogar fora a placa perfurada;
g) Colocar sobre o cilindro de fezes a laminula pré-colorida;

h) Apos ter colocado a laminula sobre o cilindro de fezes, inverter a preparacdo sobre uma
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superficie lisa e fazer pressdo com o polegar sobre a regido onde se encontra o cilindro de fezes,
de modo que o material se espalhe uniformemente entre a lamina e a laminula. Evitar que as
fezes extravasem;

1) Deixar a preparagdao em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente;

j) Levar a preparagdo ao microscOpio para observacgao e contagem de ovos de helmintos.

3.8 Critério de Escolha de Solucdao Corante

Em rotina laboratorial, varias coloragdes sdo empregadas, mesmo que ovos e larvas de
helmintos possam ser diagnosticados sem o uso de coloragdo. No entanto, os diferentes estagios
apresentados pelos protozodarios do trato intestinal indicam a necessidade de utilizagdo de
diferentes coloragdes. Varias sdo as coloragdes designadas para a preparagdo € o exame de
esfregacos fecais, como exemplo, para cistos e trofozoitos de protozoarios. As coloracdes
temporarias a base de iodo sdo recomendadas para corar helmintos e cistos de protozoarios
(GARCIA, 2009). No entanto, estas coloracdes ndo sdo aconselhadas aos estadgios vegetativos de
protozodrios. Nesta condi¢do, a literatura recomenda o emprego de coloragdes permanentes, tais
como: hematoxilina férrica, segundo Heidenhain; tricromico de Wheatley, etc (GARCIA, 2009).

Devido ao fato de realizarmos o encontro de estruturas cisticas de protozodrios, além
de larvas e ovos de helmintos, demos preferéncia em utilizar no nosso estudo o corante a base de
10odo, mais especificamente o Lugol. De acordo com Hoshino-Shimizu e colaboradores (2003) e
Garcia (2009), o corante Lugol pode ser usado para a deteccdo de cistos de protozoarios, desde
que alguns critérios sejam estabelecidos, como: a) os organismos parasitos sejam corretamente
coletados; b) que mais de um cisto seja identificado por campo de ldmina de microscopia, de
maneira a possibilitar a repeticdo dos casos para a correta diagnose; e, por fim, ¢) que as
confirmacdes diagndsticas sejam feitas por especialistas com experiéncia suficiente, por meio de
identificacdes morfométricas (cistos e nucleos, p.ex.), maturidade dos cistos, localizacdo de
cariossomo, ou endossomo, etc. Estes autores ainda sugerem que “o tamanho e a forma dos
cistos, o nimero de nucleos e sua morfologia, presenga de corpos cromatodides (quando presentes)
e de inclusdes de glicogénio (no citoplasma) servem para identifica-los. Se bem que a coloracao
pelo Lugol seja suficiente para o diagndstico destes cistos, estes podem ser fixados e corados pela

hematoxilina para o exame mais acurado.
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3.9 Controle de Qualidade e Biosseguranca

Para a realizacdo do efetivo trabalho, durante as etapas de coleta, homogeneizagao,
preservacdo, transporte e processamento laboratorial de amostras fecais, foram tomados os
cuidados que estdo descritos na embalagem pléstica do Kit TF-Test e, bem como também, no
protocolo operacional das demais técnicas parasitoloégicas convencionais. Ademais, foram
obedecidos todos os critérios de segurancga para a realizagdo de processamento laboratorial das
técnicas parasitoldgicas, como por exemplo, descarte de materiais solidos e liquidos toxicos em
recipientes apropriados, para posterior incineracdo, de modo a respeitar as normas de

Biosseguranga e Controle de Qualidade.

3.10 Analises de Resultados

O avanco de conhecimentos tem permitido o desenvolvimento e validagdao de novas
técnicas destinadas ao diagndstico laboratorial. Entretanto, e especialmente visando permitir a
implantacdo de técnicas de alta eficdcia diagnostica, estas deverdo passar por um processo
adequado de avaliacdo de desempenho estatistico, de maneira a permitir o diagndstico
verdadeiro, em que os agentes causadores da doenca sdo perfeitamente demonstrados.

Desta forma, os resultados obtidos neste estudo foram avaliados estatisticamente, mais
exatamente por comparagdes com os resultados obtidos pelas técnicas parasitologicas de TF-Test
Modified, TF-Test Conventional, Rugai, Mattos & Brisola e Kato-Katz/Helm Test, determinando
para isto alguns parametros, como sensibilidade e especificidade (GALEN & GAMBINO, 1975),
intervalo de confianga (ROTHMAN & BOYCE, 1982), concordancia Kappa e sua classificagdo
(MACLURE & WILLET, 1987), tais como: Quase Perfeita (0,81 a 1,00), Substancial (0,61 a
0,80), Moderada (0,41 a 0,60), Fraca (0,21 a 0,40) e Pobre ou Ruim (0 a 0,20).

Assim, os calculos empregados para a determinacdo de tais parametros seguem logo

abaixo:
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Diagnostico Verdadeiro
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g h

Parametros Diagnésticos
Sensibilidade = a/g

Especificidade = d/h
Eficiéncia=(a+d)/1

Valor Preditivo Positivo = a/e
Valor Preditivo Negativo = c¢/f
Falso Positivo = 1 - especificidade
Falso Negativo = 1 - sensibilidade
indice kappa = (Po — Pc) / (1 — Pc)
Po=(a+d)i

Pc=[(e.g) +(f.h)]/i?

Figura 9: Formulas utilizadas para avaliagdo da performance diagnostica das técnicas parasitologicas.
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4. RESULTADOS

Para a realizacdo do projeto proposto, foram obtidas amostras de fezes de 457
voluntarios, as quais foram processadas por quatro diferentes técnicas parasitoldgicas, que
resultou na totalizacdo de 1.828 exames. A taxa de positividade geral para voluntérios infectados
foi de 43,33% (198/457). Dentre as espécies parasitarias diagnosticadas, helmintos e protozoarios
intestinais foram detectados em 42,23% (193/457) de voluntarios pela nova técnica de TF-Test
Modified. Destes casos, grande parte demonstrou ser portadores de infecgdes com
monoparasitismo, apresentando 54,40% (105/193) de infeccdo simples. Esta técnica
parasitoldgica, quando comparada com as demais técnicas, apresentou alto valor de infeccdo,
como exemplo, para dupla, tripla e multipla, de maneira a perfazer um total de 98,37% (303/308)
de infecgoes.

Por sua vez, a técnica TF-Test Conventional detectou parasitismo em 36,76%
(168/457) dos voluntarios, sendo 58,33% (98/168) destes diagnosticados com uma Unica espécie
parasitaria. Esta técnica também demonstrou elevado valor de tipo de infec¢cdo, com percentual
de 83,12% (256/308).

A técnica parasitologica de Kato-Katz/Helm-Test em 23 situagdes encontrou estruturas
helminticas, o que fez corresponder em 100% de voluntdrios monoparasitados. Esta técnica
demonstrou somente o tipo de infeccao simples, e o seu valor total de infeccdo ndo ultrapassou a
07,47% (23/308). Por ultimo, a técnica de Rugai, Mattos e Brisola identificou 19 tipos de
infecgdes, repercutindo em 100% dos voluntarios com o tipo de infecgdo simples. Como para a
técnica anterior, esta técnica parasitologica apresentou baixo valor total de infeccdo, que ndo

superou a 06,69% (19/308) (tabela 1).
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Individuos Tipo de Infecgdio Total de

Técnica Infectados Infeccio
N° (%) Simples Dupla Tripla  Maultipla N°
TF-Test Modified 193 (42,23) 105 70 15 3 303
TF-Test Conventional 168 (36,76) 98 54 14 2 256
Kato-Katz / Helm Test 23 (5,03) 23 0 0 0 23
Rugai, Mattos e Brisola 19 (4,16) 19 0 0 0 19
Total das técnicas 198 (43,33) 108 72 15 3 308

Tabela 1: Positividade e tipo de infeccdo apresentada no estudo de 457 individuos por quatro diferentes
técnicas parasitologicas.

A deteccdo parasitaria, 14 espécies foram identificadas, sendo 6 relativas a
protozodarios e 8 consideradas como helmintos (tabela 2). Na somatoria total, as quatro técnicas
parasitoldgicas diagnosticaram 308 estruturas parasitarias. Destas, 303 foram identificadas pela
técnica de TF-Test Modified, 256 pela técnica de TF-Test Conventional, 23 por Kato-Katz/Helm-
Test e 19 por Rugai, Mattos e Brisola.

As quatro técnicas parasitologicas foram capazes de detectar 67,86% (209) de
estruturas cisticas de protozodrios, ante 32,14 % (99) de estruturas helminticas, dentre ovos e
larvas. Entre as 6 espécies de protozodrios, a técnica de TF-Test Modified superou as demais
técnicas na identificagdo de quatro espécies, atingindo um valor percentual de 56,82% (175/308),
se igualando a uma outra técnica (TF-Test Conventional) na detec¢ao de duas outras espécies, em
que ambas apresentaram 09,74% (30/308) de deteccao (tabela 2).

Ja para o encontro de helmintos da luz intestinal, para sete espécies identificadas, a
técnica de TF-Test Modified mostrou superioridade diagnostica de 30,52% (94/308), tornando-se
igual a outra técnica (TF-Test Conventional) no encontro de uma espécie parasitaria (01,30% -
04/308) (tabela 2). Apesar de a técnica de Kato-Katz/Helm-Test ser especifica, sobremaneira,
para a recuperagdo quantitativa de ovos de S. mansoni, a técnica de TF-Test Modified superou
esta técnica de forma qualitativa na detec¢do destes ovos, mais exatamente no encontro de 14
(04,54% - 14/308) destas estruturas, contra 9 (02,92% - 09/308) da técnica especifica (Kato-
Katz/Helm-Test).

O mesmo comentario anterior prevaleceu para a identificagdo de larvas de nematoides

intestinais, S stercoralis, em que a técnica de TF-Test Modified superou a técnica especifica de
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Rugai, Mattos e Brisola, mais exatamente no encontro de 25 larvas em oposi¢cdo a 19 larvas,

propriamente.

TF-Test TF-Test
Modified Conventional

Ne (%) N° (%) N (%) N (%) N (%)

Kato-Katz RMB Total

Espécies Parasitarias

Protozoarios

Blastocystis hominis 84 18,38 61 13,35 NA - NA - 84 18,38
Entamoeba coli 35 7,66 34 7,44 NA - NA - 36 7,88
Endolimax nana 42 9,19 41 8,97 NA - NA - 43 9,41
lodamoeba butschlii 5 1,09 5 1,09 NA - NA - 5 1,09
Giardia duodenalis 25 547 25 5,47 NA - NA - 27 591
Entamoeba

histolytica/E.dispar 14 3,06 12 2,63 NA - NA - 14 3,06
Helmintos

Ascaris lumbricoides 21 4,60 20 4,38 12 2,63 NA - 21 4,60
Trichuris trichiura 7 1,53 5 1,09 1 0,22 NA - 7 1,53
Ancilostomatideos 12 2,63 8 1,75 - - NA - 12 2,63
Strongyloides stercoralis 25 547 22 4,81 NA - 19 4,16 26 5,69
Schistosoma mansoni 14 3,06 10 2,19 9 1,97 NA - 14 3,06
Hymenolepis nana 2 0,44 1 0,22 - - NA - 2 0,44
Enterobius vermicularis 13 2,84 8 1,75 - - NA - 13 2,85
Taenia spp. 4 0,88 4 0,88 1 0,22 NA - 4 0,88
Total 303 66,30 256 56,02 23 5,03 19 4,16 308 67,41

Tabela 2: Espécies parasitarias detectadas no estudo de 457 individuos por quatro técnicas parasitologicas.
NA: Nio se aplica.
RMB: Rugai, Mattos e Brisola.

A avaliagdo do desempenho diagndstico das quatro técnicas parasitologicas para
sensibilidade, eficiéncia e especificidade foi realizada comparativamente de forma abrangente
(helmintos e protozoarios) e especifica (S. stercoralis e S. mansoni). De maneira abrangente,
foram avaliadas as técnicas de TF-Test Modified e TF-Test Conventional na obtencao de catorze
(14) espécies parasitarias (tabela 2), dentro de protozodrios e helmintos intestinais. Por outro
lado, de forma especifica, foram avaliadas as duas técnicas de TF-Test com as técnicas de Kato-
Katz/Helm-Test ¢ Rugai, Mattos e Brisola, mais precisamente as detec¢des de ovos de
S. mansoni, A. lumbricoides, Ancilostomatideos, H. nana, E. vermicularis, T. trichiura e Taenia

spp., € larvas de Strongyloides stercoralis, respectivamente (tabelas 4 e 5).
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Na avaliacdo ampla, a técnica de TF-Test Modified, quando comparada com TF-Test
Conventional, demonstrou alta sensibilidade diagndstica de 98,38%, superando a técnica
convencional em 15,26% (98,38% - 83,12%). Em termos de eficiéncia, a superioridade
diagndstica permaneceu para a nova técnica em 10,28% (98,90% - 88,62%). As especificidades

foram de 100% (149/149) para ambas as técnicas.

Técnica Sensibilidade Eficiéncia Especificidade
TF-Test Modified 98,38% (303/308) 98,90% (452/457) 100% (149/149)
TF-Test Conventional 83,12% (256/308) 88,62% (405/457) 100% (149/149)

Tabela 3: Performance diagndstica de duas técnicas parasitologicas no estudo de 457 individuos.

Na avaliagdo especifica para a detecc¢do de larvas de S. stercoralis, trés técnicas foram
empregadas de maneira qualitativa, tais como: TF-Test Modified, TF-Test Conventional e Rugai,
Mattos e Brisola (tabela 4). Em termos de sensibilidade diagnostica, a técnica de TF-Test
Modified se sobressaiu sobre as outras duas técnicas convencionais, sobretudo ao apresentar
96,15% de sensibilidade, ante 84,15% e 73,08% de TF-Test Conventional e Rugai, Mattos e
Brisola, respectivamente. As eficiéncias demonstradas pelas trés técnicas estiveram muito
proximas, com 99,78% para TF-Test Modified, 99,12% para TF-Test Conventional e 98,46% para
Rugai, Mattos e Brisola. Ademais, da mesma forma da tabela anterior (tabela 3), a especificidade
foi de 100% para as trés técnicas, haja vista que, todas conseguiram detectar larvas do nematoide

S. stercoralis (431/431).

Técnica Sensibilidade Eficiéncia Especificidade
TF-Test Modified 96,15% (25/26) 99,78% (456/457) 100% (431/431)
TF-Test Conventional 84,15% (22/26) 99,12% (453/457) 100% (431/431)
Rugai, Mattos e Brisola 73,08% (19/26) 98,46% (450/457) 100% (431/431)

Tabela 4: Performance diagndstica de trés técnicas parasitologicas na pesquisa de S. stercoralis em um estudo
com 457 individuos.

Uma segunda avaliagdo foi realizada de forma especifica, todavia, para o encontro de
forma qualitativa de ovos de S. mansoni. Nesta condi¢do, trés técnicas foram empregadas, como
exemplo: TF-Test Modified, TF-Test Conventional e Kato-Katz/Helm-Test. Segundo tabela 5, a
nova técnica de TF-Test Modified, amparada no padrdo ouro (somatdria de todas as técnicas),
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apresentou 100% (14/14) de sensibilidade diagnostica, contra 71,42% (10/14) de TF-Test
Conventional e 64,28% (9/14) de Kato-Katz/Helm-Test. Em analogo a avaliacdo anterior (tabela
4), as eficiéncias apresentadas por estas técnicas ficaram muito proximas, ou seja: 100%
(457/457) para TF-Test Modified; 99,12% (453/457) para TF-Test Conventional; e 98,90%
(452/457) para Kato-Katz/Helm-Test. Outrossim, como para as condigdes anteriores, a

especificidade foi de 100% (443/443) para todas as técnicas.

Técnica Sensibilidade Eficiéncia Especificidade
TF-Test Modified 100% (14/14) 100.0% (457/457) 100% (443/443)
TF-Test Conventional 71,42% (10/14) 99,12% (453/457) 100% (443/443)
Kato-Katz / Helm Test 64,28 (9/14) 98,90% (452/457) 100% (443/443)

Tabela 5: Desempenho diagndstico de trés técnicas parasitologicas na pesquisa de S. mansoni em um estudo
com 457 individuos.

Conforme ja comentado nesta se¢do (5. Resultados), para a avaliacdo do desempenho
diagnostico da nova técnica parasitoldgica foram considerados outros parametros, como exemplo:
valores preditivos positivos e negativos; e resultados falsos positivos e falsos negativos (tabela 6).
De maneira ampla, foram avaliadas comparativamente as técnicas de TF-Test Modified e TF-Test
Conventional, apresentando alto valor preditivo positivo de 100%. No entanto, quando visto de
forma negativa, o valor preditivo para TF-Test Modified foi mais seguro ao demonstrar 3,25%
(5/154) em oposicao a 25,87% (52/201) da técnica convencional de TF-Test. O valor falso
positivo foi idéntico a ambas as técnicas, ou seja, de 0% (1 - 1), o que ndo prevaleceu ao falso
resultado negativo, em que a nova técnica parasitologica se mostrou mais segura, sendo 15,26%

(16,88% - 1,62%) mais eficaz no resultado diagnostico.

Valor Preditivo Valor Preditivo  Falso Resultado Falso Resultado

Técnica Positivo Negativo Positivo Negativo
TF-Test Modified 100% (303/303) 3,25% (5/154) 0% (1-1) 1,62% (1 - 0,9838))
TF-Test Conventional 100% (256/256) 25,87% (52/201) 0% (1-1) 16,88% (1- 0,8312)

Tabela 6: Analise de valores preditivos de resultados positivos e resultados negativos e resultados falsos
positivos e falsos negativos das técnicas de TF-Test Modified e TF-Test Conventional no encontro de helmintos
e protozoarios intestinais.
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Idéntico a tabela 6, a avaliagdo do desempenho diagnostico foi realizada de maneira
especifica a identificacdo de outra espécie parasitaria, mais precisamente para larvas de S.
stercoralis, com o emprego de trés técnicas parasitoldgicas, a saber: TF-Test Modified; TF-Test
Conventional e Rugai, Mattos e Brisola (tabela 7). O valor preditivo positivo mostrou-se analogo
para as trés técnicas (100%), porém, o valor negativo apresentou-se desigual para estas técnicas,
notavelmente ao indicar 0,23% (1/432) para a técnica de TF-Test Modified, 0,92% (4/435) para
TF-Test Conventional, e 1,60% (7/438) para Rugai, Mattos e Brisola. Por sua vez, os resultados
falsos positivos tiveram valores semelhantes para as trés técnicas (100%), enquanto que os
resultados falsos negativos foram mais consistentes para a técnica de TF-Test Modified, que
mostrou baixa variacdo negativa de 3,85% (1 - 0,9615), em restricdo a valores negativos de

15,85% (1 - 0,8415) € 26,92% (1 - 0,7308) das técnicas de TF-Test Conventional ¢ Rugai, Mattos

e Brisola.
- Valor Preditivo  Valor Preditivo Falso Resultado Falso Resultado
Técnica " . o .
Positivo Negativo Positivo Negativo
TF-Test Modified 100% (25/25) 0,23% (1/432) 0% (1-1) 3,85% (1-0,9615)
TF-Test Conventional 100% (22/22) 0,92% (4/435) 0% (1-1) 15,85% (1 - 0,8415)

Rugai, Mattos e Brisola 100% (19/19) 1,60% (7/438) 0% (1-1) 26,92% (1 - 0,7308%)

Tabela 7: Analise de valores preditivos de resultados positivos ¢ negativos e resultados falsos positivos e falsos
negativos das técnicas de TF-Test Modified, TF-Test Conventional ¢ Rugai, Mattos e Brisola, no diagndstico

especifico de larvas de S. stercoralis.

Do mesmo modo da tabela 7, a avaliagdo do desempenho diagnostico foi realizada de
maneira especifica a identificagdo qualitativa de outra espécie parasitaria, nesta condi¢do para
ovos de S. mansoni, pela utilizacdo de trés técnicas parasitologicas, a saber: TF-Test Modified,
TF-Test Conventional e Kato-Katz/Helm-Test (tabela 8). Nesta circunstancia, o valor preditivo
positivo se mostrou em igualdade para as trés técnicas (100%), entretanto, o valor negativo
apresentou ser diferente, especialmente ao designar 0% (0/443) para a técnica de TF-Test
Modified, 0,89% (4/447) para TF-Test Conventional, e 1,12% (5/448) para Kato-Katz/Helm-Test
(tabela 8). Os resultados falsos positivos tiveram valores idénticos para as trés técnicas, ou seja,
de 100%, enquanto que o falso resultado negativo foi extremamente estavel para a técnica de TF-

Test Modified, que ndo mostrou variagao negativa, 0% (1 - 1), em restri¢do a valores negativos de
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28,58% (1 - 0,7142) e 35,72% (1 - 0,6428) das técnicas de TF-Test Conventional e Kato-

Katz/Helm-Test, respectivamente.

L. Valor Preditivo Valor Preditivo  Falso Resultado Falso Resultado
Técnica

Positivo Negativo Positivo Negativo
TF-Test Modified 100% (14/14) 0,00% (0/443) 0%(1-1) 0%(1-1)
TF-Test Conventional 100% (10/10) 0,89% (4/447) 0%(1-1) 28,58% (1 -0,7142)
Kato-Katz / Helm-Test 100% (9/9) 1,12% (5/448) 0%(1-1) 35,72% (1 - 0,6428)

Tabela 8: Analise dos valores preditivos de resultados positivos e negativos e resultados falsos positivos e
falsos negativos das técnicas de TF-Test Modified, TF-Test Conventional e Kato-Katz/Helm-Test, no
diagnéstico qualitativo de ovos de S. mansoni.

Como j& comentado, para a comparacao de dados qualitativos da andlise estatistica ndo
paramétrica do efetivo estudo foi utilizado o indice Kappa (k). Este indice foi capaz de indicar o
grau de concordancia existente entre dados qualitativos, positivos e negativos, obtidos pelas
quatro técnicas parasitologicas, que variaram de 0 a 1,0. Quando levado em consideracdo a
eficacia diagnoéstica das quatro técnicas para a deteccdo de todas as espécies parasitarias (tabela
9), a técnica de TF-Test Modified apresentou elevado indice Kappa (0,975), demonstrou um grau
de concordancia Quase Perfeito, alto indice de concordancia (IC) que oscilou de 0,954 a 0,997,
quando estimado a 95% (P < 0,05), e o valor do desvio padrao (DP) foi de 0,011. Ainda para esta
técnica, o naumero de acordos observados foi de 452 (98,91% das observagdes), o numero de
acordos esperados ao acaso foi de 254,4 (55,67% das observagdes), sendo que, nesta condi¢ao a
forca de acordo foi considerada muito boa.

Na mesma considera¢do de eficacia diagndstica, a técnica de TF-Test Conventional
mostrou moderado indice Kappa (0,762), grau de concordancia Substancial, que variou de 0,703
a 0,822 e com estimativa de 95% (P < 0,05), e valor do desvio padrdo (DP) foi de 0,030. Além
disso, esta técnica indicou um nimero de acordos observados de 405 (88,62% das observacoes),
um numero de acordos esperados ao acaso de 238,1 (52,09% das observacdes), de modo a
resultar em uma forga de acordo considerada como boa.

Apesar de serem consideradas especificas para o diagndstico de poucas espécies
parasitarias, sobremaneira dentre helmintos intestinais, as técnicas de Kato-Katz/Helm-Test e de
Rugai, Mattos e Brisola foram levadas em consideragio de forma ampla (helmintos e

protozodrios intestinais) na tabela 9. Todavia, nas tabelas 10 e 11 estas mesmas técnicas foram
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avaliadas de maneira especifica, em comparagdo com as técnicas convencional e modificada de
TF-Test. De forma abrangente, a técnica de Kato-Katz/Helm-Test exibiu baixo indice Kappa
(0,050), grau de concordancia Ruim, que alterou de 0,029 a 0,071 a 95% (P < 0,05) de estimativa,
e valor do desvio padrao foi de 0,011. Ademais, indicou um nimero de acordos observados de
172 (37,64% das observagdes), um niimero de acordos esperados ao acaso de 157,0 (34,35% das
observagdes), e proporcionou uma forca de acordo considerada como pobre.

Por sua vez, a técnica parasitologica de Rugai, Mattos e Brisola apresentou fraco indice
Kappa (0,041), grau de concordancia Ruim, que variou de 0,022 a 0,060 com estimativa de 95%
(P < 0,05), e valor do desvio padrao foi de 0,010. Igualmente, mostrou um numero de acordos
observados de 168 (36,76% das observagdes), um nimero de acordos esperados ao acaso de

155,6 (34,05% das observagdes), o que fez resultar em uma for¢a de acordo considerada como

pobre.
Técnica K Rank IC DP
TF-Test Modified 0,975 Quase Perfeito (0,954 2 0,997) 0,011
TF-Test Conventional 0,762 Substancial (0,703 2 0,822) 0,030
Kato-Katz / Helm Test 0,050 Ruim (0,029 2 0,071) 0,011
Rugai, Mattos e Brisola 0,041 Ruim (0,022 a 0,060) 0,010

Tabela 9: Eficiéncia diagnostica de quatro técnicas parasitologicas, em termos de indice Kappa, indice de
concordancia (IC) com estimativa de 95% e valor DP, no estudo de 457 individuos.

A tabela 10 demonstra a eficdcia diagndstica de trés técnicas para a detecgdo
qualitativa de uma espécie parasitaria, S. mansoni. Nesta avaliacdo, a técnica de TF-Test Modified
apresentou excelente indice Kappa (1,000), mostrou um grau de concordancia Quase Perfeito, foi
preciso no indice de concordancia (IC), que oscilou de 1,000 a 1,000 quando estimado a 95% (P
< 0,05), e o valor do desvio padrdo (DP) de 0. Para esta técnica, o nimero de acordos observados
foi de 457 (100,00% das observagdes), o nimero de acordos esperados ao acaso foi de 429,9
(94,06% das observagdes), sendo que, nesta condicao a for¢a de acordo foi considerada como
perfeita.

Na avaliacdo da mesma tabela (tabela 10), a técnica de 7TF-Test Conventional exibiu
bom indice Kappa (0,829), grau de concordancia Quase Perfeito, indice de concordancia (IC)
que variou de 0,665 a 0,993, em estimativa de 95% (P < 0,05), e o valor do desvio padrdo (DP)

de 0,084. O numero de acordos observados nesta técnica foi de 453 (99,12% das observagoes), o
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nimero de acordos esperados ao acaso foi de 433,6 (94,88%), e a forca de acordo sendo
considerada como muito boa.

Por tultimo, ainda no estudo da mesma tabela, a técnica de Kato-Katz/Helm-Test
alcancou moderado indice Kappa (0,777), grau de concordancia Substancial, indice de
concordancia que oscilou de 0,588 a 0,967, quando estimado a 95% (P < 0,05), e o valor do
desvio padrao (DP) de 0,097. Nesta técnica parasitologica, o nimero de acordos observados foi
de 452 (98,91%), o nimero de acordos esperados ao acaso foi de 434,6 (95,09%), e, por sua vez,

a forca de acordo foi considerada como boa.

Técnica K Rank IC DP
TF-Test Modified 1,000 Quase Perfeito (1,000 a 1,000) 0
TF-Test Conventional 0,829 Quase Perfeito (0,665 a 0,993) 0,084
Kato-Katz / Helm Test 0,777 Substancial (0,588 a 0,967) 0,097

Tabela 10: Eficiéncia diagnostica de trés técnicas parasitologicas no diagndstico qualitativo de ovos de S.
mansoni, em termos de indice Kappa, indice de concordancia com estimativa de 95% e célculo DP, no estudo
de 457 individuos.

O final das avaliacdes de dados qualitativos da andlise estatistica ndo paramétrica do
efetivo estudo estd estampado em tabela 11, que mostra a eficacia diagnostica de trés técnicas
parasitoldgicas para a deteccdo especifica de uma espécie parasitaria: S. stercoralis. Nesta
condicdo, a técnica de TF-Test Modified apresentou elevado indice Kappa (0,979), demonstrou
um grau de concordancia Quase Perfeito, alto indice de concordancia (IC), que oscilou de 0,939
a 1,000 quando estimado a 95% (P < 0,05), e bom valor do desvio padrao (DP) foi de 0,021.
Ainda nesta técnica, o numero de acordos observados foi de 456 (99,78% das observagdes), o
nimero de acordos esperados ao acaso foi de 408,8 (89,46% das observagdes), sendo nesta
condicao a forca de acordo considerada como muito boa.

No estudo comparativo da mesma tabela, a técnica convencional de 7F-Test exibiu alto
indice Kappa (0,912), grau de concordancia Quase Perfeito, elevado indice de concordancia (IC),
que variou de 0,827 a 0,998, em estimativa de 95% (P < 0,05), e o valor do desvio padrao foi de
0,044. O nimero de acordos observados por esta técnica foi de 453 (99,12%), o niimero de
acordos esperados ao acaso foi de 411,5 (90,04%), e a forca de acordo foi considerada como

muito boa.
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Ainda no estudo da mesma tabela, a técnica convencional e especifica de Rugai,
Mattos e Brisola alcangou bom indice Kappa (0,837), grau de concordancia Quase Perfeito,
indice de concordancia (IC) que oscilou de 0,718 a 0,955, quando estimado a 95% (P <0,05), e o
valor do desvio padrao foi de 0,060. Por ultimo, esta técnica mostrou um numero de acordos
igual a 450 (98,47%), um niimero de acordos esperados ao acaso de 414,2 (90,63%), e forga de

acordo considerada como muito boa.

Técnica K Rank IC DP
TF-Test Modified 0,979 Quase Perfeito (0,939 a 1,000) 0,021
TF-Test Conventional 0,912 Quase Perfeito (0.827 a 0,998) 0,044
Rugai, Mattos e Brisola 0,837 Quase Perfeito (0,718 a 0,955) 0,060

Tabela 11: Eficiéncia diagnostica de trés técnicas parasitologicas no diagndstico de S. stercoralis em termos de
indice Kappa, indice de concordancia com estimativa de 95% e célculo DP, no estudo de 457 individuos.
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5. DISCUSSAO

O avango de conhecimentos tem proporcionado o desenvolvimento de novas técnicas
de diagnostico laboratorial. Entretanto, para a devida aplicacdo, estas técnicas deverdo ser
adequadamente avaliadas em termos de desempenho diagndstico. Varios parametros sao
utilizados para esta finalidade, sendo que, os mais avaliados estariam entre: sensibilidade,
especificidade, eficiéncia, valor preditivo de resultado positivo e de resultado negativo, resultados
falsos positivos e falsos negativos. Vale ressaltar que, estes parametros sdo determinados em
descri¢dao ao diagndstico verdadeiro, em que os agentes causadores da doenca sdo demonstrados,

como exemplo, para o atual estudo, parasitos.

Tendo em vista objetivar o aumento da sensibilidade no diagndstico de
enteroparasitoses de humanos, e, sobretudo, proporcionar avangos a técnica de TF-Test
Conventional, avaliamos o desempenho diagndstico de uma nova técnica (7F-Test Modified) em
comparagdo com trés técnicas convencionais comprovadas pela literatura cientifica, nos
amparando para isto em dados qualitativos da andlise estatistica ndo paramétrica, cujos resultados
obtidos neste estudo serdo apresentados a seguir em forma de argumentacao.

Um total de 457 voluntarios foi empregado para a efetivagdo do estudo na coleta de
amostras fecais, as quais foram processadas por quatro diferentes técnicas parasitologicas, o que
resultou na totalizacdo de 1.828 exames. Vale ressaltar que mais de 95% das amostras foram
coletadas e retornadas corretamente as unidades municipais envolvidas no estudo, o que,
independentemente da condicdo econdmico-social, vem a reforcar a concep¢do de que,
sobremaneira quando bem informado, qualquer cidaddo teria a capacidade de efetuar uma boa
coleta de amostra fecal, independentemente do nimero de dias recomendado e quantidade
(volume) da amostragem. Gomes et al. (2004) chegaram a mesma conclusdo em um trabalho
realizado com 1.244 individuos de baixo poder aquisitivo em quatro regides distintas do Estado
de Sao Paulo.

A elevada taxa de positividade encontrada, de 43,33% (198/457), refletiu diretamente a
trés fatores basicos, tais como: precarias condigdes de higiene da populacao; servi¢os sanitarios
deficientes; e moradias inadequadas. Dentre a positividade diagnéstica achada, catorze (14)

espécies foram identificadas, sendo seis (6) espécies consideradas como pertencendo ao
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agrupamento de protozodrios, ao passo que, oito (8) espécies foram concebidas como
pertencentes ao agrupamento de helmintiases intestinais. Talvez, esta dimensdo tenha se
estabelecido ao fato do ambiente ecoldgico proporcionado pelas regides estudadas, que
possibilitam a perfeita propagacdo de helmintos parasitos, especialmente levando em
consideracdo as geohelmintiases. No entanto, apesar do numero superior de espécies helminticas,
foram os protozoarios que demonstraram maior intensidade de infec¢do, ao eliminarem 209
(67,86%) estruturas cisticas, ante 99 (32,14%) dos helmintos.

O maior numero de infecgdes causadas por protozoarios atualmente, pode ser
justificado pelo processo de industrializacdo que ocorreu no Brasil, apés a década de 80,
sobretudo nos grandes centros urbanos, fato que estimulou o éxodo rural, proporcionando a
migracao de grande parte da populacao rural para as periferias das areas urbanas desses grandes
centros (RIBEIRO, 1995). Esta migra¢do ocorreu de forma irregular, expondo a maioria da
populagdo a falta de higiene, com reduzido servigo de saneamento basico e moradias inadequadas
(IBGE, 2010), de maneira a ocasionar um novo perfil epidemiolégico, denominado de “endemias
urbanas”. Esta mudanca de comportamento da populacdo permitiu uma nova adaptagdo
parasitaria, através de um processo evolutivo, favorecendo a reducdo da intensidade média de
infec¢do, com maior prevaléncia para as protozooses intestinais (GOMES et al., 2004).

Segundo a tabela 1, visto de maneira qualitativa, a nova técnica de TF-Test Modified
foi mais eficaz que o restante das técnicas parasitoldgicas, ao superar a segunda técnica mais
sensivel (TF-Test Conventional) com 25 (193 - 168) individuos infectados, e posteriormente com
170 (193 - 23) e 174 (193 - 19) de individuos infectados as técnicas de Kato-Katz/Helm-Test e
Rugai, Mattos e Brisola, respectivamente. A nova técnica parasitologica (TF-Test Modified)
apresentou maior nimero de tipo de infec¢do que as demais técnicas convencionais, para casos de
monoparasitismo (simples) e poliparasitismo (dupla, tripla e multipla, p.ex.), especialmente por
demonstrar caracteristicas de abrangéncia (ampla) diagnostica. Igualmente, a nova técnica foi
capaz de apresentar alta intensidade de infec¢do (total de infec¢do) para as enteroparasitoses, o
que fez repercutir em cerca de 98,38% (303/308) do total de infeccdo exibido pela somatoria de
todas as técnicas parasitologicas (padrao ouro = 308). Estes numeros vém exprimir o quanto uma
regido endémica para parasitoses intestinais fica comprometido com o emprego de somente uma
técnica parasitologica especifica, como exemplo, da forma praticada nos programas

governamentais. Isto vem reforcar a necessidade do emprego de técnicas mais abrangentes, nao
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somente em rotinas de laboratérios de andlises clinicas, publicos e privados, mas também, em
programas de esferas de ambito municipal, estadual e federal.

No estudo, um total de 308 (67,41%) estruturas parasitarias foi detectado entre
protozoarios e helmintos intestinais (tabela 2). De forma qualitativa, a técnica modificada de TF-
Test superou em eficacia as diferentes técnicas parasitologicas, mais precisamente ao mostrar 303
(66,30%) estruturas parasitarias, em oposi¢do a 256 (56,02%) da técnica convencional de TF-
Test, 23 (5,03%) da técnica de Kato-Katz/Helm-Test, e 19 (4,16%) da técnica de Rugai, Mattos e
Brisola. As quatro técnicas parasitologicas foram capazes de identificar 209 (67,86%) estruturas
cisticas de protozodrios, sendo que, a nova técnica parasitologica se sobressaiu em relagdo as
demais técnicas na detec¢do de quatro espécies, ou seja, ao atingir um percentual de 56,82% -
175 estruturas cisticas (tabela 2). Nesta situa¢do, em duas circunstancias (nas detecgdes de B.
hominis e E. histolytica | E. dispar) a nova técnica se equiparou ao valor total do padrdo ouro. Em
outras duas condi¢des, a técnica de TF-Test Modified se igualou a técnica de TF-Test
Conventional, isto a concentragao de estruturas cisticas de G. duodenalis e I. butschlii.

A espécie de B. hominis foi a que apresentou maior positividade diagnostica entre os
protozodrios intestinais, sendo detectada com maior eficiéncia pela nova técnica parasitologica
(TF-Test Modified) em 84 casos (18,38%), de acordo com tabela 2. Convém mencionar que, ¢
incomum o relato da presenga desta espécie parasitaria entre os resultados de exames de fezes
praticados por laboratorios de andlises clinicas, seja publico ou privado, pela falta de pratica dos
profissionais de microscopia em identificar as variadas estruturas de resisténcia deste parasito,
que faz repercutir em erro de interpretagdo, e também ao fato de um grande ntimero de técnicas
parasitoldgicas utilizarem agua corrente em seus protocolos operacionais, que faz ocasionar a lise
das estruturas deste protozodrio, resultando em erro de procedimento. A figura 10 (A e B)
demonstra a forma vacuolar deste parasito obtido pelas técnicas convencional e modificada de
TF-Test. Estas técnicas foram capazes de evidenciar com exatiddo as estruturas de resisténcia
desta espécie parasitaria, por utilizarem liquido preservador a base de solugdo neutra de formalina
nas coletas e procedimento de concentragdo parasitaria com eliminagdo de impurezas fecais em
seus protocolos operacionais. Ademais, a eliminacdo de impureza fecal foi mais 1til na técnica de
TF-Test Modified, o que certamente favoreceu o maior encontro desta espécie de parasito, como

evidenciado em tabela 2.
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Figura 10: Estrutura vacuolar de B. hominis, conforme setas. Em (A), imagens adquiridas pela
técnica de TF-Test Conventional, e em (B), imagens obtidas pela técnica de TF-Test Modified,
mais exatamente a etapa de flutuagdo-espontanea.
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Ainda entre as estruturas cisticas de protozoarios, em conformidade com a figura 11,
foi possivel observar que cistos de G. duodenalis foram melhores visualizados quando obtidos
pela técnica de TF-Test Modified, do qual apresentou um campo de imagem livre do excesso de
impurezas fecais, associado com alta concentracdo parasitaria. Em andlogo, a mesma
caracteristica de imagem foi observada nesta nova técnica para o encontro de outras espécies de
protozodarios, como exemplo: E. coli, E. nana, 1. butschlii, e E. histolytica/E. dispar. A nitidez em
que as estruturas de protozoarios foram visualizadas no campo de imagem obtida pela técnica de
TF-Test Modified, certamente foi atribuida a etapa de flutuacdo-espontanea com o emprego da
solucdo saturada de sulfato de zinco, que foi responséavel pela eliminacdo de grande parte das
impurezas fecais e na demonstracdo seletiva de elevada concentragdo parasitaria (tabela 1). Vale
ainda ressaltar que o excesso de impurezas fecais em lamina de microscopia pode favorecer
resultados falsos negativos e/ou positivos, que, segundo relatos da literatura, podem estar muito

presentes em rotinas de laboratérios de andlises clinicas, publico e privado.

45



Figura 11: Cistos de G.duodenalis (de acordo com setas) com aumento microscopico de 400
vezes. Em (A), imagem conseguida por técnica de TF-Test Conventional; ¢ em (B), imagem
obtida por técnica de TF-Test Modified, na etapa de flutuagido-espontanea.
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No encontro de helmintos intestinais, como para protozodrios, na obtencdo de sete
espécies parasitarias, a nova técnica modificada de 7F-Test demonstrou de maneira qualitativa
superioridade diagnostica de 30,52% (94/308) em relagdo a segunda técnica mais eficaz (7F-Test
Conventional), se igualando somente em um caso com a técnica convencional de TF-Test, mais
exatamente na obtencdo de ovos de Taenia spp (tabela 2). Na deteccdo superior das sete espécies
de helmintos, a nova técnica parasitoldgica se comparou a somatodria total de todas as técnicas
(padrao ouro), mostrando a alta eficiéncia da etapa de sedimentacdo-espontanea com o uso de
solucao composto.

Na nossa experiéncia, observamos que muitos ovos de helmintos apresentaram
densidades especificas inferiores a 1,17 g/mL, como exemplo, 4. [umbricoides (fértil),
Ancilostomatideos, H. nana e E. vermicularis. A literatura referencia que as densidades destes
ovos podem variar de 1,10 g/mL a 1,15 g/mL. Com estas variacdes de densidades, estes ovos
foram obtidos em alta concentracdo pela técnica de TF-Test Modified, sobretudo com o emprego
da etapa de flutuacdo-espontadnea com o uso de solucdo saturada de sulfato de zinco a 1,17 g/mL
(Figs. 12 e 13), de maneira a superar as demais técnicas parasitologicas em eficacia diagnostica
(tabela 2).

Vale ressaltar, que apesar do encontro de ovos de E. vermicularis pela técnica, o
método de escolha utilizado para o diagndstico da enterobiase ¢ o método elaborado por Graham
(1941) consistindo no uso de um pedago de fita gomada transparente com a face adesiva da fita

voltada para regido perianal.
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Figura 12: Identifica¢do de ovos férteis de 4. lumbricoides utilizando duas técnicas parasitologicas. Em (A),
ovos detectados pela técnica de TF-Test Conventional, com aumento de 100 vezes em microscopia Optica. Em
(B), mesma lamina de microscopia, todavia, com aumento de 40 vezes. Em (C), ovos da mesma espécie
parasitaria localizados com o uso da técnica de TF-Test Modified, na etapa de flutuagdo-espontdnea ¢ com
aumento microscopico de 100 vezes. Em (D), mesma lamina, porém, com aumento de 40 vezes.
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Figura 13: Ovos de ancilostomatideos obtidos por duas técnicas parasitologicas. Em (A), ovo conseguido por
meio da técnica de TF-Test Conventional, com aumento microscopico de 400 vezes. Em (B) e (C), mesma
lamina, todavia, com aumentos de 100 vezes ¢ 40 vezes, respectivamente. Em (D), ovo da mesma espécie
adquirido com o uso da técnica de TF-Test Modified, na etapa de flutuacdo-espontinea e com aumento
microscopico de 400 vezes. Em (E) e (F), mesma lamina, entretanto, com aumentos de 100 vezes e 40 vezes.
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Em situacdo distinta, os nossos achados mostraram ainda que algumas espécies de
helmintos exibiram densidades especificas superiores a 1,17 g/mL, como para os casos de ovos
de A. lumbricoides (infértil), T. trichiura, S. mansoni € Taenia spp., € larvas de S. stercoralis.
Nesta circunstancia em que literatura estima que as densidades especificas destas espécies
possam variar de 1,19 g/mL a 1,25 g/mL, a nova técnica parasitologica também demonstrou
superioridade diagnostica de forma qualitativa quando avaliada comparativamente com as demais
técnicas convencionais (tabela 2), mais exatamente com o uso da etapa de sedimentagdo-
espontanea e solugcdo composto para eliminacao de impurezas fecais.

Apesar de o exame coproparasitologico das fezes ndo ser recomendado como
ferramenta de escolha para o encontro de ovos de Taenia spp., os nossos achados demonstraram
em quatro situagOes as detec¢des destas estruturas pelas técnicas convencional e modificada de
TF-Test, de maneira a se equipararem ao padrdo ouro. Nestas condic¢des, julgamos que estes ovos
foram reconhecidos em maior concentracdo pela técnica de 7F-Test Modified, mais exatamente
na etapa de sedimentacdo-espontdnea. Como exemplo, a figura 14B demonstra, em dois campos
de imagens com ampliacdo de quatro vezes em lente objetiva, um ovo de Taenia spp. obtido pela
técnica de TF-Test Conventional, ante trés ovos (figura 15B) da mesma espécie parasitaria
conseguidos por TF-Test Modified. Esta condi¢do sugeriu a maior concentragdo de ovos por

campo para a técnica modificada de TF-Test.
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Figura 14: Detecgdo de ovos de Taenia spp. pela técnica de TF-Test Conventional. Em (A),
ovo obtido com aumento microscopico de 400 vezes e seta indicando os actleos. Em (B),
mesma lamina, porém, ovo com aumento de 40 vezes em microscopia.
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Figura 15: Detec¢do de ovos de Taenia spp. pela técnica de TF-Test Modified, na etapa de
flutuacdo-espontanea e seta indicando os aculeos. Em (A), ovo obtido com aumento
microscopico de 400 vezes. Em (B), mesma lamina, porém, ovo com aumento de 40 vezes
em microscopia.
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Em uma avaliagdo ampla das técnicas convencional e modificada de 7F-Test, varios
parametros foram estimados, tais como: sensibilidade; eficiéncia; especificidade; valores
preditivos positivos e negativos; e resultados falsos positivos e falsos negativos. A nova técnica
de TF-Test Modified mostrou alta sensibilidade diagnostica de 98,38% (303/308), contra 83,12%
(256/308) da técnica de TF-Test Conventional. Em dez situagdes, a técnica de TF-Test Modified
apresentou mais casos de infecgdes de voluntdrios quando comparada com a técnica
convencional de TF-Test, repercutindo em um ganho diagnostico de 15,26% (47 casos). Da
mesma forma, a eficiéncia diagndstica foi superior para a nova técnica modificada de TF-Test,
com ganho de 10,28%. Estes resultados expressaram o quanto foram importantes as modificagdes
proporcionadas a nova técnica de TF-Test. Devido ao fato de o padrdo ouro, ou técnica de
referéncia (tabela 2), ter sido obtido por meio da unido de casos positivos entre as quatro técnicas
parasitoldgicas, para as duas técnicas aqui avaliadas, a especificidade foi de 100%, pois, nenhuma
espécie parasitaria deixou de ser obtida por ambas as técnicas (149/149).

As duas técnicas parasitologicas de TF-Test apresentaram alto valor preditivo positivo
de 100%. Porém, o valor preditivo negativo da técnica de TF-Test Modified foi mais seguro ao
demonstrar 3,25% (5/154), em oposi¢do a 25,87% (52/201) da técnica convencional de TF-Test.
O valor falso positivo foi idéntico para as duas técnicas, ou seja, de 0% (1 - 1), pois, nesta
condicdo, entendemos que os nossos achados microscopicos encontravam-se dentro da margem
de seguranca diagnostica. Esta condicdo ndo prevaleceu ao falso resultado negativo, em que a
nova técnica parasitologica (TF-Test Modified) se mostrou mais segura, ao ponto de ser mais
eficaz em 15,26% (16,88% - 1,62%) do que a técnica convencional. Neste quesito, de acordo
com tabela 6, a nova técnica demonstrou muita seguranga, haja vista que, exibiu uma variagao
muito pequena e proxima de um grau de exceléncia (1 - 0,9838).

Na avaliagdo especifica para o diagnostico de larvas de S. stercoralis, trés técnicas
parasitologicas (TF-Test Modified, TF-Test Conventional e Rugai, Mattos e Brisola) foram
medidas com os mesmos parametros estatisticos anteriormente mencionados, como exemplo:
sensibilidade; eficiéncia; especificidade; valores preditivos positivos e negativos; e resultados
falsos positivos e falsos negativos. Nesta situagdo, a técnica de TF-Test Modified exibiu alta
sensibilidade diagnostica de 96,15% (25/26), ficando atrds do padrdo ouro em apenas uma
situacdo (um voluntdrio). As outras técnicas mostraram sensibilidades de 84,15% (22/26) para

TF-Test Conventional e 73,08% (19/26) a técnica especifica de Rugai, Mattos e Brisola. No
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entanto, as eficiéncias diagnoésticas das trés técnicas parasitoldgicas estiveram muito proximas ao
apresentarem 99,78% para TF-Test Modified, 99,12% para TF-Test Conventional ¢ 98,46% para
Rugai, Mattos e Brisola. A especificidade foi de 100% para as trés técnicas em estudo, uma vez
que, as larvas de S. stercoralis foram obtidas por todas as técnicas parasitologicas. O valor
preditivo positivo mostrou-se alto e analogo para as trés técnicas (100%), porém, o valor negativo
apresentou-se diferente para estas técnicas, especialmente ao indicar 0,23% (1/432) para a técnica
de TF-Test Modified, 0,92% (4/435) para TF-Test Conventional, ¢ 1,60% (7/438) para Rugali,
Mattos e Brisola. Os resultados falsos positivos tiveram valores semelhantes para as trés técnicas
(100%), enquanto que os resultados falsos negativos foram mais consistentes para a técnica de
TF-Test Modified, que mostrou baixa variagdo negativa de 3,85% (1 - 0,9615), ante os valores
negativos de 15,85% (1 - 0,8415) e 26,92% (1 - 0,7308) das técnicas de TF-Test Conventional e
Rugai, Mattos e Brisola. Estes nimeros vém a exprimir a necessidade do uso de técnica com
caracteristicas de multiplas coletas de material fecal e concentragdo parasitaria para a deteccao
das larvas de S. stercoralis, no qual apresentam ciclo bioldgico irregular para as suas eliminagdes
em fezes, de modo a assemelhar-se com a eliminacdo desarmdnica mostrada por protozoarios
intestinais.

A figura 16 demonstra larvas de S. stercoralis conseguidas por processamentos
laboratoriais de trés técnicas parasitologicas com amostra fecal de mesmo voluntério. E possivel
observar que a técnica de Rugai, Mattos e Brisola (figura 16, A e B) apresentou campo de
imagem em microscopia com poucas impurezas fecais e boa concentracio parasitaria (10 larvas
por campo - Fig. 16, B). Neste procedimento técnico, devido ao fato de ndo haver nenhuma forga
gravitacional (centrifugacdo) exercida sobre a obtencdo das larvas de S. stercoralis, foram
conseguidas pelo procedimento de sedimentacdo-espontanea por hidrotropismo positivo, o0 campo
da lamina de microscopia apresentou-se quase que sempre livre de impurezas fecais. Da mesma
forma, a figura 16 (C e D), a qual foi aproveitada por meio do processamento laboratorial da
técnica de TF-Test Conventional, exibiu campo de imagem (Fig.16, D) com boa concentragdo
parasitaria (9 larvas por campo), porém, diferentemente da técnica anterior, com maior
quantidade de residuos fecais. Pelo fato de a técnica convencional de TF-Test utilizar-se de
principio laboratorial de centrifugo-sedimentagdo para a concentracdo de larvas de S. stercoralis,
isto fez acarretar em maior quantidade de impurezas no sedimento fecal, apesar da utilizacdo de

solucdes reagentes de eliminacdo de gorduras e detritos em seu protocolo operacional.
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Por outro lado, a lamina obtida pela técnica de TF-Test Modified (figura 16, E e F)
mostrou campo com elevada concentracdo (com mais de 40 larvas - Fig. 16, F) de larvas de S.
stercoralis, e moderada presenca de impurezas fecais (Fig. 15, F). Apesar de esta técnica também
empregar o principio de centrifugo-sedimentagdo para alcancar larvas deste nematoide intestinal,
S. stercoralis, o emprego da etapa de modificagdo, com o uso de solucdo composto e densidade e
viscosidade ideal do meio, fez que estas larvas sedimentassem em grande nimero e com a
eliminagdo de grande parte das impurezas fecais (figura 16, E e F), de maneira a resultar em

eficacia diagnostica.
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Figura 16: Larvas rabditoides de S. stercoralis identificadas por diferentes técnicas parasitologicas com setas
indicando vestibulo bucal curto e primordio genital evidente. Em (A), larva detectada pela técnica de Rugai, Mattos e
Brisola, com aumento microscopico de 400 vezes ¢ em (B) mesma lamina, porém, com aumento de 40 vezes. Em
(C), larva detectada na técnica de TF-Test Conventional, com aumento de 400 vezes ¢ em (D) com aumento de 40
vezes. Em (E), larva identificada na técnica de TF-Test Modified, na etapa de sedimentagdo-espontdnea com
aumento microscopico de 400 vezes e (F) com aumento de 40 vezes.
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Ainda de maneira especifica, uma avaliagdo de desempenho diagndstico foi aplicada
para o reconhecimento de outra espécie parasitaria: S. mansoni. Nesta situagdo, trés técnicas
foram usadas de forma qualitativa, tais como: TF-Test Modified, TF-Test Conventional ¢ Kato-
Katz/Helm-Test. Para esta avaliacdo, como das vezes anteriores, foram feitos usos de varios
parametros estatisticos, tais como: sensibilidade; eficiéncia; especificidade; valores preditivos
positivos e negativos; e resultados falsos positivos e falsos negativos. Segundo a tabela 5, a nova
técnica parasitologica de TF-Test Modified se equiparou ao padrao ouro, ou seja, com a somatoria
de todas as técnicas parasitoldgicas (100% - 14/14), sendo superior em 28,57% (4/14) quando
comparada com a segunda técnica mais eficaz (TF-Test Conventional), ¢ melhor em 35,71%
(5/14) que a técnica de Kato-Katz/Helm-Test. As eficiéncias diagnosticas destas técnicas
estiveram muito proximas, ao liberarem resultados de 100% (457/457) para TF-Test Modified,
99,12% (453/457) para TF-Test Conventional, e 98,90% (452/457) para Kato-Katz/Helm-Test.
Como para as avaliagdes anteriores, a especificidade foi de 100% (443/443) para todas as
técnicas parasitologicas, e o valor preditivo positivo mostrou-se em igualdade para as trés
técnicas (100%). Por sua vez, o valor negativo apresentou ser diferente, especialmente ao indicar
0% (0/443) para a técnica de TF-Test Modified, 0,89% (4/447) para TF-Test Conventional, e
1,12% (5/448) para Kato-Katz/Helm-Test (tabela 8). Os resultados falsos positivos tiveram
valores idénticos para as trés técnicas (100%), ao passo que o falso resultado negativo foi estavel
para a técnica de TF-Test Modified, que ndo mostrou variacdo negativa, 0% (1 - 1), em restricdo a
valores negativos de 28,58% (1 - 0,7142) e 35,72% (1 - 0,6428) das técnicas de TF-Test
Conventional e Kato-Katz/Helm-Test, respectivamente.

Os resultados acima apresentados mostraram que a técnica especifica de Kato-
Katz/Helm-Test, apesar de ser amplamente utilizada em trabalhos de campo, pode deixar a
desejar em eficiéncia diagnoéstica, sobretudo, quando a eliminacao de ovos pela fémea do parasito
S. mansoni for muito baixa, condicdo esta encontrada frequentemente em regidoes de baixa
endemicidade para esquistossomiase mansdnica. Vem a refor¢ar o nosso comentario o estudo
realizado Bergquist e colaboradores, no ano de 2009, em que estes autores concluiram que a
técnica de Kato-Katz teve a capacidade de concentrar cerca de 50% dos ovos em regides
endémicas com caracteristica de baixa endemicidade para esta parasitose. Kongs e colaboradores,
no ano de 2001, chegaram com conclusdo semelhante no estudo realizado com 1.255 individuos

em uma regido endémica para S. mansoni. Nesta mesma circunstdncia, Luis Rey (2008)
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referencia perdas de até 2/3 dos casos existentes nos exames das fezes realizados pela técnica
Kato-Katz, devido, sobretudo, ao fato desta técnica ser capaz de processar apenas 50mg de fezes
em laboratorio. Convém ressaltar que, em conformidade com protocolo operacional,
individualmente, as técnicas convencional e modificada de TF-Test sao capazes de processarem
cerca de 5 g de fezes de uma so6 vez, ou seja, quase 100 vezes mais material fecal que a técnica de
Kato-Katz/Helm-Test. Ademais, os nossos achados permitiram identificar que a depender da
consisténcia da amostra fecal coletada, como por exemplo, semi-pastosa e/ou liquida, com
coloracdo muito escura e demasiadamente ressequida, pode se tornar um impeditivo para a
detecgdo de ovos de S. mansoni pela técnica de Kato-Katz/Helm-Test.

Visto ainda de forma ampla, as quatro técnicas parasitologicas foram avaliadas se
amparando na andlise estatistica ndo paramétrica e utilizando o indice Kappa (k), que indicou
Rank, Desvio Padrio (DP) e o Indice de Concordancia (IC) existente entre dados qualitativos,
positivos e negativos, que variaram de 0 a 1,0. De acordo com tabela 9, a técnica de TF-Test
Modified apresentou elevado indice Kappa (0,975), demonstrou grau de concordancia Quase
Perfeito, alto indice de concordancia (IC), que oscilou de 0,954 a 0,997 quando estimado a 95%
(P < 0,05), e o valor do desvio padrao (DP) de 0,011. Esta técnica apresentou ainda elevado
nimero de acordos de 452 (98,91% das observagdes), nimero de acordos esperados ao acaso de
254,4 (55,67% das observagoes), sendo nesta condi¢ao a for¢a de acordo considerada muito boa.
Estes nimeros vém expressar o eminente valor Kappa apresentado por esta nova técnica
parasitoldgica, a qual demonstrou importante grau de concordancia, que esteve sempre acima de
0,997, e baixissimo desvio padrdo, o que vem a reforcar a sua estabilidade estatistica com
qualidade de eficdcia diagnéstica para a aplicabilidade em rotina de laboratorios de analises
clinicas.

Entretanto, visto de maneira especifica, foram aplicados os mesmos métodos de anélise
estatistica nao paramétrica com o uso de indice Kappa, porém, nesta condicdo, para avaliagdao de
ovos de S. mansoni e larvas de S. stercoralis. Na primeira situacdo, de acordo com tabela 10, trés
técnicas foram analisadas de forma qualitativa, como exemplo: TF-Test Modified; TF-Test
Conventional; e Kato-Katz/Helm-Test. A técnica modificada de TF-Test apresentou excelente
indice Kappa (1,000), exibiu grau de concordancia Quase Perfeito, foi precisa no indice de
concordancia (IC), que variou de 1,000 a 1,000 quando estimado a 95% (P < 0,05), e mostrou

valor do desvio padrdo (DP) de 0. Ainda para esta nova técnica, o nimero de acordos observados
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foi de 457 (100,00% das observagdes), o numero de acordos esperados ao acaso foi de 429,9
(94,06% das observagdes), sendo a forca de acordo considerada como perfeita. A estabilidade
estatistica desta técnica foi perfeita quando vista de maneira especifica para a deteccao de ovos de
S. mansoni, uma vez que, ela se equiparou ao valor padrdo (14/14) no estudo de 457 individuos
do municipio de Campinas,SP. Ademais, esta técnica proporcionou um campo de imagem livre
em grande parte de detritos fecais, o que tornou favoravel a localiza¢do dos ovos de S.mansoni
(figura 17).

Por sua vez, quando analisada pelos mesmos critérios, a técnica convencional de 7F-
Test exibiu bom indice Kappa (0,829), grau de concordancia Quase Perfeito, indice de
concordancia (IC) que variou de 0,665 a 0,993, em estimativa de 95% (P < 0,05), valor do desvio
padrao (DP) de 0,084, nimero de acordos observados de 453 (99,12% das observagdes), o
numero de acordos esperados ao acaso de 433,6 (94,88%), e a forca de acordo considerada como
muito boa. Todavia, o seu indice de concordancia alternou valores abaixo de 0,81 (0,665 a
0,810), o que, nesta ocasido, poderia classificar esta técnica com grau de concordancia
Substancial, que, segundo Feinstein (1985), pode oscilar de 0,61 a 0,80.

Com a aplicacdo dos mesmos critérios estatisticos qualitativos, a técnica de Kato-
Katz/Helm-Test alcangou moderado indice Kappa (0,777), grau de concordancia Substancial,
indice de concordancia que oscilou de 0,588 a 0,967 quando estimado a 95% (P < 0,05), valor do
desvio padrao (DP) de 0,097, nimero de acordos observados de 452 (98,91%), nlimero de
acordos esperados ao acaso de 434,6 (95,09%), e for¢a de acordo considerada como boa. Da
mesma forma anterior, o indice de concordancia desta técnica alternou valores abaixo de 0,60
(0,588 a 0,600), o que, nesta situacdo, poderia classifica-la com grau de concordancia Moderado,

que, de acordo com Feinstein (1985), pode oscilar de 0,41 a 0,60.
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Figura 17: Ovos de S. mansoni obtidos pelo emprego de trés técnicas parasitologicas. Em (A), ovo adquirido pela
técnica de Kato-Katz/Helm-Test, com aumento de 400 vezes em microscopia. Em (B), mesma lamina, no entanto,
com aumento de 100 vezes. Em (C), ovo conseguido por intermédio da técnica de TF-Test Conventional, com
aumento microscopico de 400 vezes. Em (D), mesma lamina, porém, com aumento de 100 vezes. Em (E), ovo
obtido pela técnica de TF-Test Modified, mais exatamente na etapa de sedimentagdo-espontdnea e com aumento de
400 vezes em microscopia. Em (F), mesma ldmina com aumento de 100 vezes.
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Para analises de ovos de S. mansoni, foram usados os mesmos métodos de analise
estatistica ndo paramétrica com o uso de indice Kappa, contudo, para a avaliagdo qualitativa de
larvas de S.stercoralis. Em conformidade com tabela 11, trés técnicas foram empregadas, a saber:
TF-Test Modified; TF-Test Conventional, e Rugai, Mattos e Brisola. A técnica parasitologica de
TF-Test Modified apresentou elevado indice Kappa (0,979), demonstrou um grau de
concordancia Quase Perfeito, alto indice de concordancia (IC), que oscilou de 0,939 a 1,000
quando estimado a 95% (P < 0,05), bom valor do desvio padrao (DP) de 0,021, numero de
acordos observados de 456 (99,78% das observagdes), numero de acordos esperados ao acaso de
408,8 (89,46% das observagoes), ¢ forca de acordo considerada como muito boa.

Em condicdo oposta, a técnica convencional de TF-Test exibiu alto indice Kappa
(0,912), grau de concordancia Quase Perfeito, elevado indice de concordancia (IC), que variou de
0,827 a 0,998, em estimativa de 95% (P < 0,05), valor do desvio padrao de 0,044, nimero de
acordos observados de 453 (99,12%), nimero de acordos esperados ao acaso de 411,5 (90,04%),
e a for¢a de acordo considerada como muito boa.

Por sua vez, na mesma circunstancia, a técnica convencional e especifica de Rugai,
Mattos e Brisola alcangou bom indice Kappa (0,837), grau de concordancia Quase Perfeito,
indice de concordancia (IC) que oscilou de 0,718 a 0,955 quando estimada a 95% (P < 0,05),
valor do desvio padrao de 0,060, nimero de acordos igual a 450 (98,47%), nimero de acordos
esperados ao acaso de 414,2 (90,63%), e forca de acordo considerada como muito boa. O indice
de concordancia desta técnica alternou valores abaixo de 0,80 (0,718 a 0,800), condicao esta que
poderia classifica-la com grau de concordancia Substancial, que, de acordo com Feinstein (1985),
pode oscilar de 0,41 a 0,60.

Por ultimo, de modo geral, a nova técnica parasitologica de TF-Test Modified permitiu
encontrar com alta eficiéncia diagnostica todas as estruturas parasitarias estudadas. Esta técnica
mostrou um notavel diagnostico verdadeiro, especialmente quando analisada comparativamente
com outras técnicas consagradas pela literatura, por meio de estatistica ndo paramétrica, o que a
deixa apta para sua aplicagdo em rotinas de laboratorios de andlises clinicas, seja publico ou

privado.
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6. CONCLUSAO

O estudo efetivado para o desenvolvimento, avaliacao e validacao de nova técnica parasitologica

permitiu concluir que:

- A técnica de TF-Test Modified apresentou laminas de microscopia com alta concentracao

parasitaria e com poucas quantidades de residuos fecais.

- As modificacdes acrescentadas na técnica de 7F-Test proporcionaram alta eficacia diagnostica,
de maneira a elevar a sensibilidade em 15,26% quando comparada com a técnica de TF-Test

Conventional.

- A nova técnica parasitoldgica sobressaiu-se em relagdo a técnica de Rugai, Mattos e Brisola na

deteccao especifica de larvas de S. stercoralis.

- O TF-Test Modified foi superior no encontro de ovos de S. mansoni quando comparada

qualitativamente com a técnica de Kato-Katz/Helm-Test.

- O TF-Test Modified pode ser utilizado de forma abrangente no diagndstico qualitativo de
protozodrios e helmintos intestinais de humanos. O ganho de sensibilidade proporcionada por
esta nova técnica devera ser de estimavel contribui¢do para o diagnéstico individual laboratorial,
inquéritos populacionais e controle das parasitoses intestinais, de modo a repercutir em

contribuicao social.
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7. Anexos

Anexo A: Autorizacio do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www fem unicamp br/fem/pesquisa

CEP, 17/08/11
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 570/2011 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0501.0.146.000-11

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DE UMA NOVA TECNICA (TF-TEST MODIFIED)
DESTINADA AQ DIAGNOSTICO DE PARASITOSES INTESTINAIS EM AMOSTRAS
FECAIS™. .

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Juliana Barboza de Carvalho

INSTITUICAO: Secretaria Municipal de Educaciio — Prefeitura Municipal de Campinas
APRESENTACAO AO CEP: 13/06/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 17/08/12 (O formuldrio encontra-se no site acima).

I1- OBJETIVOS.

Avaliar a téenica parasitologica TF-Test Modified em relagiio as técnicas TF-Test
Conventional, Rugai, Mattos & Brisola e Kato-Katz.

111 - SUMARIO.

O trabalho serd realizado com 300 voluntarios menores de idade (10anos) por ser um
grupo mais vulnerdvel as enteroparasitoses (sistema imunolégico imaturo, hébitos de higiene e
possivel destruigdo). Os pais, devidamente instruidos pelas direcdes escolares. participarfo de
reunides esclarecedoras com as pesquisadores envolvidas (objetivos, orientagbes sobre a coleta
de fezes em casa, ... Caso a crianga apresente algum a presenga de parasitos intestinal, a mesma
serd encaminhada ao Centro de Satude de Referéncia. Para a crian¢a ndo ha desconforto nenhum,.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES.

Apds respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolucio CNS/MS 196/96 e suas complementares. bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso ¢
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Censentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

Comite de Etica em Pesquiss - UNICANP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Calxa Posmal 6111 FAX (014 3521-7187
130183-8587 Campinas — SP cepi@fem.unicamp.br



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

@j www. fem.unicamp.br/fem/pesquisa

O conteido e as conclusdes agui apresentados s@o de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e n@io representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
d compmmet&:m.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES.

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item [V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item I'V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apés analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificacéio ao CEP e a4 Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocole a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou [I apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a4 mesma junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugiio CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO.

Homologado na VI Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 28 de junho de 2011.

\ ;- "
Prof. Dr. me Steiner

PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Ffica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlin Vidira de Camargo, 126 FONE (01%) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-TI187
13083-887 Cumpinas - SP cep@fem.amicamp.br
e Lo
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Anexo B: Manual de Instrucoes

INSTRUGOES PARA COLETA

Para realizar a coleta vocé esta recebendo:

1 frasco boca larga |y kit TF-test com 3
tubos coletores

12 Escreva o nome da crianca na etiqueta do frasco de boca

larga e na embalagem do kit TF-test.

22 Defecar sobre papel limpo e seco.

3% Colete 3 amostras em dias alternados (dia sim, dia ndo).

1% amosta 2% amosira 3* amosia

Levar naescola

1|1 I=-|spg

Apods a coleta, guarde somente
este frasco na geladeira.

Entrega das amostras:

Coleta TF-Test

1 - Abra o tubo 2 - Utilizando a
cuidadosamente, pa coletora,
simulando o colete a

movimento de amostra de
rosca, parando fezes, como
derramar o demonstrado
liquido. na ilustracdo.

4 - Feche bem
o tubo coletor,
tubo coletor, ndo pressionando a
ultrapasse a tampa até ouvir
faixa de o som de
tolerdncia. encaixe (clidg).

3 - Ao depositar
a amostra no

6 - Efetue esse
processode
coleta em dias
alternados (dia
sim, dia nda)
nos trés tubos
coletores.

5 - Agite bem o
tubo coletor ate
a diluicdo do
material fecal
coletado.

Apods a coleta, lave bem as maos!
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