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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: O uso de amostras fecais de diferentes dias tem sido recomendado para au-
mentar a eficacia do diagndstico de enteroparasitos. Porém, essa estratégia determina
maior tempo de processamento e custo. Como alternativa, em algumas rotinas adota-se o
uso de pool de amostras. Esse estudo teve como objetivo comparar o uso de amostras
individualizadas e pool, no diagndstico parasitolédgico. Métodos: Amostras de 24 individu-
os foram processadas de forma individual e em pool pelas técnicas de Ritchie modificada,
Lutz e Faust et al. Resultados: Dos 24 participantes, 11 (45,8%) foram positivos para
formas evolutivas de protozoarios e helmintos. Em nove individuos positivos obteve-se
concordancia substancial (K=0,80) entre os resultados da analise de amostras individuais
e em pool, o que foi confirmado pela analise estatistica (p< 0,0001). No entanto, quando
foi analisada a associagéo entre as abordagens empregadas, avaliando-se a andlise indi-
vidual vs. andlise em pool, no presente estudo, foi observado que nao houve diferenca
estatistica significativa entre as taxas de positividade (p= 0,77). Quando comparado o
resultado do uso de apenas uma amostra individual e do pool/ de amostras, a diferenca
nao foi significativa (p= 0,75), indicando que, estatisticamente, no grupo de amostras
analisadas nédo houve diferenga entre o uso de uma amostra Unica ou do pool/ de amos-
tras, embora o ultimo tenha obtido maior niUmero de amostras positivas. Conclusao:
Nesse estudo, o uso do pool de amostras fecais para analises de amostras multiplas
representou uma estratégia eficaz no diagnéstico parasitolégico por microscopia, reduzin-
do o tempo de processamento, com um melhor custo-beneficio, gerando resultado eficaz
e confiavel.

Palavras-chave
Analise parasitoldgica; Fezes; Parasitos; Testes diagndsticos de rotina

A maioria das enteroparasitoses é diagnosticada ape-
nas com base em exames clinicos, contudo grande parte

Parasitoses intestinais humanas séo infec¢des cau-
sadas por helmintos e protozoarios." Essas infec¢des re-
fletem as condi¢des de vida de diferentes individuos nas
comunidades, e a prevaléncia das mesmas é influenciada
por diversos fatores, que, quando existem de formas
satisfatorias, coibem a expanséo dessas parasitoses. Por
mais que tenha ocorrido uma queda na prevaléncia de
enteroparasitoses no Brasil, de maneira geral, essas ainda
representam um problema de satde em determinadas re-
gides do pais.®

dos sinais e sintomas sao inespecificos, tornando, dessa
forma, necessarias investigagdes laboratoriais para se che-
gar a um resultado fidedigno.® Os exames laboratoriais
parasitolégicos demonstram ser importantes procedimen-
tos para o diagnéstico, uma vez que, na maioria das vezes,
podem identificar se o individuo esta parasitado ou néo e,
se positivo, qual espécie o esta parasitando, direcionando
assim para um tratamento especifico adequado.®

Para o diagnoéstico das doengas parasitarias in-
testinais, a pesquisa de parasitos nas fezes, também
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conhecido como exame parasitologico de fezes (EPF), é
considerado fundamental, apesar de frequentemente nao
merecer a devida atengéo por parte dos profissionais de
saltde.®

Existem diversas técnicas que sao utilizadas para o
diagnostico de protozoarios e helmintos intestinais. Os pro-
cedimentos mais utilizados na rotina para diagnosticar os
parasitos intestinais sdo as técnicas de enriquecimento
coproparasitolégicas, por sedimentagao ou flutuagéo, pois
permitem concentrar formas evolutivas de parasitos, deter-
minar a sua presenca e identifica-las até familia, género ou
espécie.®

Um ponto critico no diagnoéstico parasitolégico micros-
cépico é a amostra fecal. A analise de uma Unica amostra
pode recuperar apenas algumas das formas evolutivas dos
parasitos que estdo infectando o hospedeiro. Essa situa-
¢éo pode estar relacionada a liberagao intermitente de for-
mas evolutivas por alguns helmintos como Schistosoma
mansoni e protozoarios como Giardia duodenalis.”

Para aumento da acuracia diagnostica, frente a me-
nor eficiéncia de uma Unica amostra, recomenda-se a ana-
lise de multiplas amostras fecais, o que aumenta a probabi-
lidade de encontro de formas evolutivas de parasitos.” ' A
literatura preconiza a analise de trés amostras fecais
coletadas num intervalo de dois ou trés dias durante um
periodo de seis a dez dias."")

Todavia, a pratica estabelecida de coleta de multi-
plas amostras fecais eleva os custos, o tempo para ob-
tencdo de resultado e a carga de trabalho. Além disso,
existe continuo debate na literatura cientifica da real ne-
cessidade de andlise de amostras multiplas por paciente
para a deteccao confiavel de parasitos intestinais.
Andrews,"? Sawitz e Faust,™ Hiatt et al.® e Cartwright ("9
defenderam a analise em separado de multiplas amostras
fecais no diagnéstico parasitologico, porém outros tém
proposto o uso de amostras fecais em pool, resultando
em um processamento Unico.®'15®) Baseado nesse
contexto, esse estudo teve como objetivo comparar o uso
de amostras individuais de diferentes dias e de pool
dessas amostras no que se refere a sensibilidade do
diagnéstico de parasitoses intestinais.

MATERIAL E METODOS

Foram convidados para participar do estudo criangas
e adultos inseridos em uma comunidade escolar durante o
periodo de maio a junho de 2016, em Niter6i, RJ. A
amostragem foi por conveniéncia e dependente do retorno
de amostra pelos individuos participantes. A participacao
foi voluntaria e mediante assinatura de Termo de Consenti-
mento Livre e Esclarecido (TCLE). Foi entregue a cada par-
ticipante um kit coletor, composto por trés recipientes de
plastico, sendo dois com conservante Railliet-Henry e um
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sem conservante. O conservante foi escolhido por ser utili-
zado com excelentes resultados na rotina de coleta de amos-
tras fecais do laboratério de Bioagentes Ambientais da UFF,
tendo em sua composicéao solugdo salina, acido acético e
formol. Foi orientada de forma oral e por escrito a coleta de
cerca de 40 gramas de fezes de dias diferentes, sendo eles
consecutivos ou alternados.

Parte das amostras foi separada e processada na
rotina do laboratério de Bioagentes Ambientais da UFF
para determinacdo de positividade e negatividade, utili-
zando-se as técnicas de Lutz,"® Ritchie®” modificada por
Young et al.?" e Faust et al.?® Outra parte foi reservada
para realizacao desse estudo, tendo sido inseridas aque-
las que apresentaram quantidade suficiente de amostra
fecal.

Os resultados foram entregues na forma de laudo in-
dividual para cada participante, sendo orientado, em caso
de positividade para parasitos patogénicos, a procura de
atendimento médico. No caso de positividade para para-
sitos ndo patogénicos, foi informado ao participante que a
presenca desses parasitos ndo representava risco para a
saude, porém indicava baixa qualidade higiénico-sanita-
ria, o que pode favorecer a aquisicdo de parasitos pato-
génicos.®)

Ap6s o diagnostico preliminar, a amostra fecal de cada
dia, coletada de forma individual, foi homogeneizada, pe-
sada e foram separados 6 gramas para realizacdo de
todas as técnicas. Para confeccdo do pool, foram pesa-
dos 2 gramas adicionais da amostra de cada dia, que
foram transferidos para outro coletor plastico primoutilizado
e homogeneizados, totalizando 6 gramas.!"® As amostras
individuais e em pool foram processadas posteriormente
pelas trés técnicas parasitologicas. Foi realizada a leitura
de uma lamina de cada técnica em microscopio 6ptico
Olympus® BX41 em aumento de 100X e confirmacéao,
quando necessaria, em aumento de 400X.

Cada amostra individual e em pool, constituidas res-
pectivamente por 6 gramas de fezes, foram eluidas em
20 mL de agua destilada, sendo posteriormente filtradas
em gaze dobrada quatro vezes sobre tamiz. A suspenséo
filtrada foi transferida para proveta graduada para aferir o
volume recuperado de amostra, sendo esse ajustado para
21 mL, quando necessario, com agua destilada. Padroni-
zou-se o protocolo com 7 mL de filtrado da suspenséo de
material fecal para cada técnica. Para as técnicas de
Ritchie modificada e Faust et al. foram transferidos 7 mL
para dois tubos de fundo cénico tipo Falcon, de 15 mL,
previamente identificados e, para técnica de Lutz, 7 mL
foram transferidos para calice de fundo cénico, sempre
ap6s homogeneizagdo da amostra.

Os resultados obtidos foram analisados de forma des-
critiva e a concordancia entre os tipos de amostras indivi-
dual e em pool foram avaliados por meio do indice de
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concordancia (Kappa). A andlise da significancia entre
os resultados pelo uso de amostras individuais e em
pool foi avaliada pelo teste Exato de Fisher, com intervalo
de confianca de 5% utilizando-se o programa GraphPad
QuickCalcs®.

Etica

Esse estudo fez parte do projeto "Parasitoses intesti-
nais em escolares de Niteréi, RJ: frequéncia, conhecimen-
tos e profilaxia", que obteve parecer favoravel em 22 de
abril de 2014 no Comité de Etica em Pesquisa da Faculda-
de de Medicina/Hospital Universitario Anténio Pedro, pos-
suindo registro de identificagdo no CEP, CMM/HUAP n°
621.193 e CAAE n° 25061913.0.0000.5243.

RESULTADOS

Dos 41 individuos que entregaram amostras fecais,
24 foram inseridos nesse estudo, baseado na quantidade
suficiente de amostra fecal enviada. Desses, nove coleta-
ram duas amostras e 15 trés amostras, totalizando 87 amos-
tras, das quais 63 eram individuais e 24 em pool. Conside-
rando o total de amostras e a realizacdo de trés técnicas
parasitologicas distintas, realizaram-se 261 analises, das

quais 189 foram nas amostras individuais e 72 nas em pool.
Das 87 amostras analisadas, trinta foram positivas para for-
mas evolutivas de parasitos intestinais. Na Tabela 1 s&o
apresentados os resultados de positividade por amostra in-
dividual e em pool.

Considerando as trinta amostras positivas para al-
guma forma evolutiva de parasito intestinal, os mais de-
tectados foram Blastocystis sp. e Endolimax nana, ambos
diagnosticados em 13 amostras. Foram evidenciados: E.
histolyticalE. disparlE. hartmanni em oito (26,7%) amos-
tras, Giardia duodenalis em sete (23,3%), Enterobius
vermicularis em uma (3,3%). Em 22 amostras detectou-
se apenas um parasito e em oito encontrou-se associa-
¢do de uma ou mais espécies.

Dos 24 individuos participantes, 11 (45,8%) foram po-
sitivos para parasitos intestinais associando-se as duas
formas de analise em pool e individual. Desses individu-
os, quatro realizaram coleta de dois dias, e sete, de trés
dias.

A espécie de parasito mais frequente foi Blastocystis
sp., encontrada em sete (63,3%) individuos, seguida por
E. nana em cinco (45,5%), E. histolyticalE. disparlE.
hartmani em trés (27,3%), Giardia duodenalis em dois
(18,2%) e Enterobius vermicularis em um (9,1%).

Tabela 1 - Resultados obtidos pela analise de 63 amostras fecais individuais e 24 em pool por
técnicas parasitologicas de fezes para pesquisa de parasitos intestinas em Niteréi, RJ

Andlise Individual

Amostras Dia 1 Dia 2 Dia 3 Pool Total

Positiva 8 (9,2%) 6 (6,9%) 7 (8%) 9 (10,3%) 30 (34,5%)
Negativa 16 (18,4%) 18 (20,7%) 8 (9,2%) 15 (17,2%) 57 (65,5%)
Total 24 (27,6%) 24 (27,6%) 15 (17,2%) 24 (27,6%) 87 (100%)

A concordancia entre a positividade obtida por pelo
menos uma amostra individual e o pool/ ocorreu em nove
amostras (K= 0,80; P< 0,0001), sendo considerada subs-
tancial. No entanto, quando foi analisada a associagéo
entre as abordagens empregadas no presente estudo (ana-
lise individual vs. analise em pool), foi observado que nao
houve diferenca estatistica significativa entre as taxas de
positividades (P= 0,77). Foi observado que, quando as
trés ou duas amostras eram positivas individualmente, o
pool foi positivo. Nos dois individuos em que o pool foi
negativo, somente uma das amostras estava positiva,
sendo observada nessas a presenca de poucas formas
evolutivas parasitarias de Blastocystis sp. Quando
comparado o uso de apenas uma amostra individual e o
pool, a diferengca nao foi significativa (P= 0,75). Nos 11
individuos positivos para parasitos intestinais, a analise
de uma Unica amostra detectou o parasitismo em oito
individuos. A segunda amostra individual detectou seis
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individuos positivos e a amostra do terceiro dia, sete. Em
um participante, a positividade sé foi evidenciada no se-
gundo dia, e, em dois, no terceiro dia, considerando amos-
tras individuais. Em uma das amostras positivas no ter-
ceiro dia, o pool foi positivo.

Em dois individuos, onde o diagnéstico do pool con-
cordou com o das amostras individuais quanto a positi-
vidade, houve discordancia com relacdo as espécies
parasitarias, sendo detectado somente no poo/ de amos-
tras, em um individuo, presenca de ovos de Enterobius
vermicularis e cistos de Endolimax nana e, em outro,
forma vacuolar de Blastocystis sp. Em um terceiro
individuo houve discordancia entre as amostras individu-
ais, tendo sido capaz de recuperar apenas no pool de
amostras todas as espécies parasitarias detectadas. Os
resultados obtidos por espécie parasitaria com relacao
as amostras individuais ou em pool estdo demonstrados
nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2 - Resultado de positividade por género/espécie de parasito
intestinal obtido por técnicas parasitolégicas microscépicas em
amostras individuais de trés dias diferentes e em pool de amostras em
Niteroi, RJ

Parasito Dia 1 Dia 2 Dia 3 Pool
Blastocystis sp. 1 1 3 2
Endolimax nana 2 0 2 3
E Z;zz)al{j?/hartmani 2 0 L 2
Giardia duodenalis 1 1 1 1
Enterobius vermicularis 0 0 0 1

Tabela 3 - Resultado de positividade por género/espécie de parasito
intestinal obtido por técnicas parasitolégicas microscépicas em
amostras individuais de dois dias diferentes e em pool de amostras
em Niteroi, RJ

Parasito Dia 1 Dia 2 Pool
Blastocystis sp. 1 3 2
Endolimax nana 2 2 2

E. histolytica/

E. dispar/ E. hartmani ! ! !

Giardia duodenalis 1 1 1

DISCUSSAO

A maioria dos individuos que entregaram amostra
fecal coletou pouca quantidade de material, apesar das
orientacdes orais e escritas, o que resultou na insergcéo
nesse estudo de 24 individuos. A literatura aponta a
importancia da coleta de pelo menos 50 mL de amostra
fecal ou de fezes inteiras, possibilitando que o profissional
responsavel pelo diagnéstico possa escolher a porgédo mais
provavel de ter o diagnéstico positivo,” ou realizar mais de
uma técnica, aumentando a sensibilidade do diagnéstico.
Tal fato fundamenta-se na dispersdo heterogénea de
formas evolutivas de parasitos intestinais nas fezes elimi-
nadas pelo hospedeiro, associada a espécie para-
sitaria.?® A pouca quantidade de material fecal entregue
interferiu na selecdo de amostras, como também pode
ter influenciado na eficacia do diagnéstico, apesar de ter
sido realizada a orientagdo quanto a coleta de amostras.
Essa situacdo demonstra a importancia da orientagdo na
coleta de amostras pelos profissionais de saude como
enfermeiros, técnicos em enfermagem, técnicos em
laboratério de andlises clinicas, farmacéuticos, biélogos
e biomédicos, a fim de minimizar erros no diagnéstico
parasitolégico por microscopia.

Outro fator complicador no diagnéstico parasitoloégico
é a coleta de multiplas amostras. Apesar de autores como
Andrews,(? Sawitz e Faust, ™ Hiatt et al.®) e Cartwright('
defenderem que a coleta de amostras multiplas resulta em
maior eficacia no diagnéstico, esse procedimento repre-

304

senta um fator limitante. Hira et al.?** relataram que o uso
de amostra multiplas nem sempre é solicitado pelo médi-
co devido a ser inconveniente, demorar muito tempo para
processamento e seu resultado néo ter influéncia direta no
tratamento, associado a relutancia do paciente em reali-
zar esse tipo de coleta, no caso de infec¢gdes por
Strongyloides stercoralis. Observou-se no presente estu-
do que varios participantes entregaram duas amostras e
que a ndo adesao ao estudo por outros pode ter sido as-
sociada a esse fato.

No presente estudo, houve casos de discordancia en-
tre os resultados por género/espécie entre as amostras in-
dividuais de dias diferentes. Essa situacdo pode estar rela-
cionada a liberacao intermitente de formas evolutivas por
alguns parasitos intestinais, como relatado nos estudos de
Tsuchiya,® para Giardia duodenalis, e de Vennila,?® para
Blastocystis sp.

A concordancia da analise de amostras em pool e de
amostras individuais mostrou-se, segundo a classificagcao
de Landis e Koch,?? como substancial, o que indica que
houve concordancia de resultados positivos em 80% das
amostras. Resultados similares foram obtidos por Peters et
al.,"™ que, em 123 conjuntos, verificaram maior eficiéncia
do pool; por Wahlquist et al.,® que avaliaram 267 amostras
em pool com os resultados de suas amostras individuais
preservadas em formalina para diagnéstico de Giardia
duodenalis, sugerindo que o uso de amostras em poo/ pode
ser util no diagnéstico de Giardia duodenalis, economi-
zando tempo e dinheiro; por Aldeen et al.,"" que analisaram
comparativamente amostras de 265 pacientes, concluindo
que o pool ndo promove a diluicdo de formas evolutivas de
parasitos a ponto de ndo serem detectadas pelas técnicas
de rotina, e Libman et al.,("® que avaliaram 231 pares de
amostras e verificaram que o pool apresentou a mesma sen-
sibilidade para detec¢ao da presenca de protozoarios quan-
to a analise individual das mesmas amostras, com melhor
custo-beneficio. A analise de amostras em pool, como ja
apontado pelos autores anteriormente apresentados, repre-
senta economia de tempo e de custo na rotina laboratorial.

Entretanto, a diferencga estatistica entre os resultados
do uso de amostras individuais de dois ou trés dias associ-
ados e os do em pool nao foi significativa, embora numeri-
camente os resultados do uso de amostras indivi-duais em
conjunto tenham garantido maior eficacia no diagnéstico para
obtencéo de resultados positivos, porém implica maior cus-
to e tempo. De forma similar, quando se comparou o resul-
tado do pool com o resultado da analise de apenas uma
amostra individual, ndo houve diferenca estatistica signifi-
cativa (P=0,75), indicando que, estatisticamente, no grupo
de amostras analisadas ndo ha diferenca entre o uso de
uma unica amostra fecal ou do poo/ de amostras. Cabe res-
saltar que o pool obteve, em nimero absoluto, um maior
namero de amostras positivas, o que o torna uma estraté-
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gia mais interessante do que amostra unica. A diferenca de
resultado obtido em numeros absolutos representou diag-
noéstico positivo em maior nimero de individuos, que, em
casos de parasitos patogénicos, torna-se importante na pre-
vencgao de doenca e transmisséao.

Branda et al.?® propéem que, em procedimentos en-
volvendo multiplas amostras, para reducado de tempo e
custo, deve-se analisar uma Unica amostra. Quando o
resultado dessa amostra individual for negativo e os
sintomas persistirem, deve-se analisar a segunda e/ou
terceira amostra. Wabhlquist et al.® propuseram que, em
caso de pool negativo e suspeita clinica de infec¢do por
Giardia duodenalis, deve-se fazer andlise de amostras in-
dividuais de dias diferentes. Da mesma forma, sugere-se,
nesse estudo, que, em casos de pool/ negativo em
pacientes sintomaticos, seja realizada a repeticdo do
exame nas amostras individualizadas para minimizar o
efeito de diluicdo de formas evolutivas de parasitos deter-
minado pelo poo/ de amostras fecais.

Nesse estudo foi observado que, quando apenas uma
das amostras individuais era positiva, o pool de amostras
apresentou resultado negativo. Quando duas ou mais amos-
tras eram positivas, o poo/ de amostras também foi positi-
Vo, 0 que concorda com os resultados obtidos por Wahlquist
et al.®Torna-se, dessa forma, importante que, no laborato-
rio de analises clinicas, quando forem processadas amos-
tras em pool, que o responsavel técnico guarde parte das
amostras individualizadas para repeticéo, caso necessario,
evitando o degaste de nova coleta pelo paciente.

Considerando a proposta de Morris et al.*® de anali-
se de uma Unica amostra fecal, nesse estudo, o exame indi-
vidual de uma uUnica amostra determinou positividade de
72,7% (8/11) dos individuos positivos. Esse resultado foi
similar ao obtido por Cartwright (1999), que obteve com uma
Unica amostra individual eficacia em 75,9% dos resultados
e diferiram dos relatados por Morris et al.®® que obtiveram
93,3% de eficacia e Senay e Macpherson,®% que alcanga-
ram 93,5%. A adicdo de uma segunda analise determinou
positividade em 9/11 (81,8%) individuos, sendo similar ao
obtido pelo pool. Apesar desse aumento de eficiéncia, os
resultados obtidos foram inferiores aos obtidos por
Cartwright.("¥ A maior eficiéncia foi atingida pelo uso de trés
amostras de dias diferentes. Considerando o trabalho e custo
de processamento de duas amostras individuais, o poo/
demonstrou ser a estratégia mais adequada.

A diferenca de diversidade de espécies em amostras
em pool quando comparadas com amostras individualiza-
das também foi observada por Peters et al.,("® onde foi ob-
servada menor diversidade no pool, sendo contrario ao ob-
servado nesse estudo. O pool de amostras permitiu o diag-
noéstico de maior diversidade parasitaria do que as amos-
tras individuais, no presente estudo. Tal fato pode ter sido
devido ao fracionamento aleatério da amostra no momento
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de porcionamento das aliquotas, apesar das amostras te-
rem sido homogenizadas.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos, apesar do pequeno nimero
de individuos inseridos no estudo, em funcdo da quanti-
dade enviada ao laboratério, possibilitou inferir que o uso
de pool em analises de amostras multiplas representa
uma estratégia eficaz no diagnéstico parasitolégico por
microscopia. Essa estratégia reduz o tempo de pro-
cessamento de amostras, resultando em menor custo com
funcionario e infraestrutura, bem como a reducéo de gastos
com bens de consumo e bens permanentes no laborato-
rio de analises clinicas, gerando um resultado tao eficaz
e confidvel como a andlise de amostra individualizada.

Abstract

Objective: The use of multiple fecal samples of different days has
been recommended in order to increase the effectiveness of intestinal
parasitosis diagnosis. This strategy increases processing time and
costs. Alternatively, some routines adopt the analysis of samples in
pool. This study aimed to compare the results of individual and
pooled samples in parasitological diagnosis by microscopy.
Methods: Samples of 24 individuals were processed individually
and pooled by the modified Ritchie, Lutz and Faust et al. techniques.
Results: Of the 24 participants, 11 (45, 8%) were positive to evolutive
forms of protozoa and helminths. In nine positive samples the results
between samples had a substantial agreement (K=0, 80) which was
confirmed by statistical analysis (p< 0, 0001). However, when was
analyzed the association between the approaches employed
evaluating individual analysis vs. analysis in pool in the present
study it was observed that there was no statistically significant
difference between the positive rates (p=0, 77). When compared the
results of using only a single sample and the pool samples, the
difference was not significant, indicating that there is no difference
between using a single sample or pooled samples in the samples
group analyzed statistically, although the pool samples have
increased the positive results. Conclusion: In this study the use of
pooled stool is an effective strategy in parasitological microscopy,
reducing processing time and improving cost-effective, producing
more effective and reliable results.
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Parasitological analysis; Feces; Parasites; Routine diagnostic tests
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