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" Estd provado que tens no sangue e nas tripas todo um
jardim zooldgico da pior espécie. E essa bicharia cruel que
te faz papudo, feio, molenga, inerte. O Jeca néo é assim: esta
assim"'.

Monteiro Lobato, 1918.

O escritor Monteiro Lobato, referindo sobre a causadora da indoléncia do personagem
Jeca Tatu, atraves de sua compreensdo, nos concede a natureza dos problemas de nossas
endemias rurais, fazendo a descri¢cdo do nosso homem do campo ndo como um individuo
indolente por natureza, mas sim, na realidade, um parasitado cronico. Este personagem
vem a expressar a omissao de nossas autoridades médico-sanitaristas.



A
minha Mae Maria,
ao meu Pai José e,

a0 meu irmao José Filho,

Dedico

este trabalho.



AGRADECIMENTOS

Em especial a Deus nosso senhor, por passar a mim luz, amor e energia em
toda a realizacdo deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Luiz Candido de Souza Dias, pela orientacdo deste trabalho,
pela amizade, pelos ensinamentos cientificos, aos estimulos constantes e, a
Profa. Dra. Sumie Hoshino Shimizu, pela co-orientacdo deste trabalho, pela
amizade, pelos ensinamentos de valores e conceitos de vida.

A Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), bem como, ao
Instituto de Biologia (IB), ao Laboratério de Parasitologia do Hospital de
Clinicas (HC) e, a todos os membros deste laboratorio em especial a Profa.
Angela Lauand Teixeira.

A Fundacio de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo, pelo aporte
financeiro ao projeto original.

A Profa. Dra. Herminia Yohko Kanamura, pela amizade, sugestdes e
criticas.

As Professoras Doutoras e amigas: Ana Julia Urias dos Santos Araujo,
Vera Lucia P. Castilho, Fatima Ap. M. Amancio Neves e Denise Pereira
Leme, pela amizade, pelo apoio e auxilios constantes.

A empresa Immunoassay Industria e Comércio Ltda., em especial ao Sr.
Carlos César Moyano Fernandes, pela colaboracéo e credibilidade ao projeto
TF-Test.

A empresa MARMAQ Industrial Ltda., ao amigo diretor Paulo Cesar
Bellia, pela colaboragédo durante todo o tempo em que convivemos.

Ao Prof. Dr. Alessandro Francisco Talamini do Amarante e, ao Mestre
Giuliano Lumina, pela colaboragéo e auxilio em melhorias introduzidas no Kit
TF-Test.

A minha cunhada Helena, aos meus sobrinhos Raphael e Livia, pela
alegria e carinho de nossa convivéncia.

Enfim, a todos que de alguma forma, colaboraram com este trabalho.



OBSERVACAO

O presente trabalho de dissertacdo de mestrado € parte de um projeto
maior, subsidiado pelo programa FAPESP modalidade PIPE / Inovagao
Tecnoldgica, com a participagdo de uma empresa de pequeno porte,
Immunoassay Industria e Comércio Ltda., de pesquisadores das universidades:
Universidade Estadual de Campinas-SP (UNICAMP), Universidade de S&o
Paulo-SP (USP), Universidade Estadual Paulista-SP (UNESP) e, Universidade
de Taubaté-SP (UNITAU), além de dois laboratérios do setor privado -
Hospital Alianca -BA e Previlab Analises Clinicas -SP.

Partes dos resultados aqui obtidos foram apresentados em congressos e
publicados como resumos, artigos completos e, um periddico internacional
como segue abaixo:

Resumos:

Hoshino-Shimizu, S.; Gomes, J.F.; Dias, L.C.S. & Shimizu, T. -
Inovacdo Tecnologica no Projeto, Desenvolvimento e Producdo de Kit
Diagnostico. 3° Congresso Brasileiro de Gestdo de Desenvolvimento de
Produto. Floriandpolis (SC), setembro de 2001. Caderno de resumos, p.29.

Hoshino-Shimizu, S.; Gomes, J.F.; Dias, L.C.S.; Araljo, A.J.U.S,;
Castilho, V.L.P. & Neves, F.AM.A. - Enteroparasitoses: Inovacao
Tecnologica do Kit (TF-Test) Destinado ao Exame Parasitologico. - Sé&o
Paulo (SP), setembro de 2002. J. Bras. Patol. Med. Lab., 38(3): 199, 2002.

Hoshino-Shimizu, S.; Gomes, J.F.; Dias, L.C.S.; Araudjo, A.J.U.S,;
Castilho, V.L.P. & Neves, F AM.A. - Deteccdo de Enteroparasitoses em
Amostras Fecais Procedentes de Diferentes Localidades do Estado de S&o
Paulo, Utilizando a Técnica de TF-Test. XXX Congresso Brasileiro de
Analises Clinicas. Rio de Janeiro (RJ), junho de 2003. Rev. Bras. Anal. Clin.,
35(2): 46 B, 2003.

Artigo Completo:

Hoshino-Shimizu, S.; Gomes, J.F. & Dias, L.C.S. - Inovacéo
Tecnoldgica no Projeto, Desenvolvimento e Producdo de Kit Diagndstico. -
Congresso Brasileiro de Gestdo de Desenvolvimento de Produto,
Floriandpolis (SC), setembro de 2001. Publicacdo de trabalho completo em
versdo eletronica(CD-ROM), Ed. Forcellini, F.A.; Ogliari, A.; Silva, J.C,;
Dias, A. & Back, N., 2001, 6 pgs.

Vi



Periodico Internacional:
Gomes, J.F.; Hoshino-Shimizu,S.; Dias, L.C.S.; Aradjo, A.J.U.S;

Castilho, V.L.P. & Neves, F.A.M.A. - Evaluation of a Novel Kit (TF-Test)
for the Diagnosis of Intestinal Parasitic Infections. J. Clin. Lab. Anal.(EUA)

2004; 18(2): 132-138.

Vil



1.
1.1
1.2

2.
2.1

CONTEUDO

Resumo
Abstract

Introducéo
Objetivo Geral
Objetivo Especifico

Material e Métodos
Fabricacédo do Kit TF-Test

2.1.1 Descricéo do Kit - Conjunto Processador
2.1.2 Técnica TF-Test

2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

3

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

4

5

Laboratdrios colaboradores para avaliacdo do Kit TF-Test
Técnicas parasitoldgicas convencionais

Avaliacéo intralaboratorial da técnica de TF-Test
Avaliac0es interlaboratoriais da técnica de TF-Test
Anélise estatistica

Controle de qualidade (CQ) e Biosseguranca
Questionario para coleta de opinido

Resultados

Avaliacdo intralaboratorial do protétipo do Kit TF-Test
Avaliac0es interlaboratoriais do prototipo do Kit TF-Test
Controle de qualidade dos resultados obtidos
Caracteristicas do Kit TF-Test para usuarios

Aspecto de custo-beneficio

Discussdo

Conclusoes

Apéndice

Referéncias Bibliogréficas

ANexo

01
06
07

08
08
08
10
11
12
17
17
17
18
19

22
22
27
29
30
30
40
47
48
55

62

viii



RESUMO

As enteroparasitoses humanas constituem atualmente um dos problemas
de saude publica tanto para paises em desenvolvimento como para paises
desenvolvidos, em virtude do aumento no nimero de viajantes a regides
endémicas e principalmente por causa de individuos imunocomprometidos.

Devido aumentar a probabilidade do encontro de organismos pelo exame
de amostras maltiplas, pelo menos trés exames parasitoldgicos das fezes sdo
necessarios, a fim de obter resultados sensiveis. Desta forma, idealizamos e
desenvolvemos um kit (TF-Test) pratico e econémico, agora em vias de ser
fabricado em escala industrial, por uma empresa (Immunoassay Ind. Com.
Ltda., S&do Paulo, Brasil). Este kit possibilita, em dias alternados, a coleta de
trés amostras fecais, separadamente, em tubos contendo uma solucdo
preservadora. No laboratério, as trés amostras sdo processadas em uma soO
etapa, utilizando um conjunto, onde a mistura passa por duplo filtro, e é
concentrada por uma centrifugacdo rapida. O presente trabalho trata sobre
avaliacOes dos prototipos do kit realizadas em duas fases, sendo a primeira,
intralaboratorial abrangendo um periodo de seis meses, e a segunda,
interlaboratoriais de dois anos. Na primeira fase, a técnica de TF-Test foi
avaliada no estudo de 30 pacientes com parasitoses intestinais e 30 sem
infeccdo parasitaria, obtendo uma sensibilidade de 96,6%, significativamente
(p < 0,05) maior que as demais técnicas convencionais comerciais (Coprotest,
StillQuick e Parasep) ou ndo (Lutz ou Hoffman, Pons & Janer). Ademais, a
técnica em questdo apresentou um elevado indice de concordancia k (0,920),
considerado como Quase Perfeito, diferindo das técnicas convencionais. Em
vista do potencial uso do protétipo para finalidade diagndstica, o trabalho teve
continuidade na segunda fase, onde os prototipos aprimorados foram avaliados
no estudo de 1.244 pacientes em seis diferentes laboratorios de setor publico e
privado, considerados como sendo de referéncia ou altamente conceituados.
Os dados obtidos demonstram que a técnica de TF-Test é de fato melhor que
as técnicas convencionais utilizadas (Coprotest, Lutz e associacdo de Lutz,
Faust & Cols. e Rugai, Mattos & Brisola), por apresentar sensibilidades que
variam de 82,6% a 100%, estatisticamente maiores (p < 0,05) que as técnicas
convencionais. Em quatro laboratorios, o indice k de TF-Test teve a
classificacdo de Quase Perfeito e em dois laboratdrios, Substancial. A alta
sensibilidade e os aspectos econdmicos e praticos demonstram que a técnica
de TF-Test é apropriada para diagndéstico individual, inquéritos populacionais,
assim como, para avaliagdo de quimioterapia instituida em programas de
controle das parasitoses intestinais.



ABSTRACT

Human intestinal parasitoses constitute a serious public health problem
either in developing or developed countries. Those enteroparasitoses could be
attributed to the increase of travelers around endemic areas and mainly due to
immunocompromised patients.

In order to obtain sensible results and to have a high chance to find
organisms by multiple sample exams, it is necessary at least three serial
parasitologycal faecal tests. For these reasons, a practice and non-expensive
kit (TF-Test) was developed for being industrialized by a specialized company
(Immunoassay Ind. Com. Ltda., Sao Paulo, Brazil). This kit makes possible to
carry out three different faecal samples each other day. The three faecal
samples are separately collected into tubes containing a preservative solution.
Laboratory evaluation is done in just one step by using a pool of the three
faecal samples. Mixture mass is passing by a double filter and then
centrifuged for concentrating the mixture. Thus, the present study reports
about evaluations of a prototype kit developed into two different phases: first
phase was a six months stage inside developer laboratory and, the second one
was a two years stage involving six different collaborative laboratories. In the
first phase, parasitologycal exams using TF-Test was carried out in 30 patients
with intestinal parasites and in 30 patients free of intestinal parasites and, it
was significantly more sensible (96,6%, p<0,05) compared with conventional
techniques as Coprotest, StillQuick e Parasep or with those frequently used as
Lutz or Hoffman, Pons & Janer. Furthermore, TF-Test had a high agreement k
index_(0,920), which was considered as Almost Perfect, in addition to differ
from conventional techniques. Thus, focusing in the potential use of TF-Test
for diagnosing different intestinal parasites, this work had been continued for
developing a better prototype kit of TF-Test. In the second phase, six different
specialized laboratories from public or private service had evaluated faecal
samples collected from 1.244 patients. Data from those laboratories attested
that TF-Test was actually better than other known techniques (Coprotest, Lutz
and Lutz, Faust & Cols. and Rugai, Mattos & Brisola), for presenting
sensibility range between 82,6% and 100%, which was significantly higher
than conventional methods (p < 0,05). In four of the six laboratories, k index
of TF-Test was classified as Almost Perfect, and in the other two laboratories,
the index was considered as Substancial. The high sensibility of TF-Test in
addition to its practice and economic aspects shown that TF-Test method is
very appropriated for individual diagnosis, population inquires as well as for
evaluating therapy programs in the control of intestinal parasitoses.



1. INTRODUGCAO

As enteroparasitoses humanas de importancia médica sdo causadas por
microrganismos com variada morfologia e dimensdo, pertencentes a pelo
menos vinte e trés especies patogénicas diferentes (Garcia, 2001), podendo ser
unicelulares, como por exemplo, Cryptosporidium spp., bem  como
multicelulares com estruturas de maior complexidade, como Taenia saginata.

As parasitoses intestinais no homem sdo ainda altamente prevalentes no
mundo, principalmente em regides tropicais (Rey, 2002). Dados divulgados
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que cerca de 3,5 bilhdes
de pessoas no mundo encontram-se infectadas com parasitos intestinais
(Garcia, 2001), das quais 450 milhdes estdo doentes, sendo na maioria
criangas vivendo em areas tropicais e em paises em desenvolvimento,
incluindo o Brasil. Estima-se que algumas enteroparasitoses como a amebiase
ocorra em 10% da populacdo mundial, com mortalidade anual entre 40.000 e
110.000 pessoas. Outrossim, estima-se que Ascaris lumbricoides parasite 250
milhdes de individuos, sendo responsavel por cerca de 20.000 6bitos anuais;
os ancilostomatideos aproximadamente 151 milhdes de pessoas; Trichuris
trichiura, 45,5 milhdes de individuos; e Giardia intestinalis perfaca uma
incidéncia mundial da ordem de 500.000 casos por ano. A estimativa para
infeccdes causadas por Schistosoma mansoni, por sua vez, € de cerca de 200
milhdes de individuos acometidos, conduzindo a obitos anuais de 500.000 mil
a 1 milhdo dos mesmos. Admite-se que no Brasil haja mais de seis milhdes de
portadores dessa infeccdo (Rey, 2002; Neves, 2001).

As coccidiases intestinais, apds a década de 80, principalmente com o
advento da pandemia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA/AIDS), vém se destacando pela sua relevancia na parasitologia
humana. Estima-se que a criptosporidiose afete atualmente individuos de
mais de 90 paises e seis continentes (Fayer, 2000). A criptosporidiase é uma
antropozoonose e, portanto, é de interesse tanto da patologia humana como
animal. H& ainda outras infecgdes humanas, embora pouco prevalentes,
ocasionadas por esporozoarios pertencentes ao grupo de coccidios intestinais,
tais como, Cyclospora cayetanensis, Isospora belli, microsporidios intestinais
etc., que sdo também incluidas no rol das enteroparasitoses de importancia
médica.

No nosso pais, ha estimativa de que aproximadamente 51% da populacéo
brasileira se encontre infectada com pelo menos uma espécie de parasito
intestinal (IBGE, 2002; DATASUS, 2002;0PAS,2000).



Dados recentes do Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica e Sistema
Unico de Saude (2002) demonstram que no Brasil sdo realizados em média
dezenove milhdes de exames parasitologicos de fezes, por ano, nos
laboratdrios de diagndsticos do setor publico.

Nos paises desenvolvidos, a transmissdo de muitas parasitoses foi
interrompida ou reduzida a niveis insignificantes, porém, o mesmo fato nédo
ocorreu naqueles paises em fase de desenvolvimento.

Rogers (1988), revendo informagdes disponiveis sobre a prevaléncia e o
nimero de casos estimados de pacientes para diferentes tipos de infeccdes
parasitarias, constatou que, na maioria dos paises, houve apenas ligeira
reducdo nas taxas de prevaléncia e que o nimero absoluto de casos aumentou
consideravelmente e com freqiiéncia, quando se compararam seus dados em
relacdo aos publicados por Stoll (1947). O crescimento populacional nas
Ultimas décadas em paises tropicais, aliados ao aumento da densidade
demogréafica, e sem melhoria das condicOes gerais de vida, ocasionaram o
aumento da transmisséo de doengas parasitarias (Rey, 2002).

O crescimento do nimero de viajantes pelo mundo nas Gltimas décadas,
estreitou a barreira de tempo colocada entre os paises desenvolvidos e os em
desenvolvimento. O incremento no numero de viagens realizadas aos paises
tropicais disseminou as infeccdes parasitarias, as quais no passado recente
eram caracterizadas como sendo doencas exéticas. Ademais, com o advento
de doencas oportunisticas, principalmente devido a pandemia da Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), as infecgOes parasitarias intestinais
aumentaram  significativamente,  principalmente  nos  paises em
desenvolvimento (Rispel et al., 1993).

Assim, o diagndéstico laboratorial de parasitoses intestinais, tornou-se
recomendacdo médica freqlente, constituindo um dos procedimentos
convenientes para controle da transmissao das mesmas, mediante o tratamento
de infectados, no atendimento de rotina diagndstica populacional. Desta
forma, em consequiéncia dessa pratica, tornou-se patente quanto a necessidade
premente de dispor de técnicas parasitoldgicas de alta eficiéncia diagndstica
para enteroparasitoses (De Carli, 2001).

Presume-se entdo que no Brasil, as prevaléncias de infecgdes causadas por
protozoarios e helmintos intestinais sejam de fato mais elevadas e, desta
maneira, justificam o desenvolvimento de técnicas diagnosticas eficientes, a
fim de contribuir de forma decisiva e acertada nos programas de controle de
enteroparasitoses, que constam como sendo um dos problemas de saude
publica nacional.

Estima-se atualmente que aproximadamente 88 milhGes de pessoas
estejam infectadas por uma espécie de parasito intestinal no pais, equivalendo



a quase 51% da populacdo brasileira, se tomar como base o dado ja
anteriormente exposto (SUS, 2002; OPAS, 2000).

Outrossim, 0 uso de medicamentos antiparasitarios de forma empirica é
uma pratica pouco recomendavel em virtude do fato de que estes ndo
constituem panacéia para as parasitoses em geral, e considerando que 0S
procedimentos diagndsticos sdo na sua maioria simples e baratos (Chieffi,
2000).

O estabelecimento da etiologia de uma infeccdo parasitaria na sua fase
aguda ou crbnica é quase sempre dificil e complexo, quando embasado apenas
em achados clinicos isolados. Pois, o diagndstico definitivo € impossibilitado,
muitas vezes, pela auséncia de sintomatologia ou, se presente, € inespecifica,
podendo ser confundida com outras patologias. Desta forma, o diagnéstico
médico deverd fundamentar-se nos dados clinicos, epidemioldgicos e
laboratoriais.

No entanto, ha circuntancias em que o exame laboratorial € considerado
como sendo de relevancia primordial, notadamente quando é possivel a
demonstracéo direta do agente causador da infeccdo em material clinico como,
por exemplo, parasitos, bactérias ou virus, ou entdo, quando os achados
patognomonicos sdo evidentes, por exemplo, em caso tipico de sarampo ou
rubéola, permitindo desta maneira o fornecimento de diagnostico verdadeiro.
Por outro lado, as técnicas sofisticadas como as imunologicas ou moleculares
por apresentarem resultados com bases em evidéncias indiretas, ou seja,
interpretados em termos de probabilidade, encontram-se impossibilitadas de
resolverem a questdo de resultados falsos negativos e principalmente de falsos
positivos (Galen & Gambino, 1975).

Atualmente, as técnicas parasitologicas utilizadas para exame de fezes
convencionais para diagnostico populacional, embora sejam de baixo custo,
apresentam sensibilidades baixas, quando comparadas com as técnicas acima
mencionadas, imunoldgicas ou moleculares, notadamente quando se tratam de
infeccbes causadas por helmintos e protozoarios intestinais, em populacdes
cujo nivel de intensidade de infec¢do € moderado ou baixo.

Vale ressaltar que, em conseqiéncia de diferentes fatores, a intensidade de
infeccdo por enteroparasitos em areas endémicas sdo atualmente moderadas
ou baixas, diferindo das intensidades altas observadas nas trés ou quatro
décadas anteriores. Fatores tais como melhorias das condic¢des sanitarias nos
municipios, de alimentacdo, de higiene da populacdo em geral e, da eficiéncia
dos medicamentos utilizados para o tratamento das enteroparasitoses,
contribuiram para que a intensidade de parasitismo fosse reduzida tanto em
areas urbanas como rurais.



Nas enteroparasitoses com niveis altos de intensidade de infeccdo, as
técnicas convencionais de diagnostico laboratorial exigem apenas uma coleta
de material fecal e fornecem resultados considerados sensiveis. Todavia, 0s
estudos recentes demonstram que essas mesmas técnicas falham, deixando de
detectar parasitos, quando as intensidades de infeccdo sdo moderadas ou
baixas (Hiatt et al., 1995). Desta forma, determinaram-se que trés coletas de
material fecal sdo necessérias para se obter resultados sensiveis (Nazer et al.,
1993) para infeccdes baixas e moderadas, e observou-se também que mesmo
para infeccOes consideradas altas, necessitam de duas coletas de fezes
(Catwright, 1999 e Hanson & Catwright, 2001).

A falha na deteccdo de parasitos, quando se faz coleta Unica de fezes, é
explicada pelo fato de que somente um terco a metade das espécies presentes
na massa fecal sdo revelados. Ademais, a possibilidade de encontrar
organismos aumenta pelo exame de amostras maultiplas, em razdo da
intermiténcia da passagem de certos parasitos a partir do hospedeiro, da
distribuicdo ndo uniforme dos ovos dos helmintos no bolo fecal, dos estagios
dos protozoarios e das limitacGes das técnicas laboratoriais de diagnostico (De
Carli, 2001; Garcia, 2001).

Existem diferentes técnicas empregadas na rotina de diagnostico das
infeccOes parasitarias, sendo que algumas destas exigem parasitos mantidos a
fresco e em outras pode-se conservar os parasitos em solugdes preservadoras.
As técnicas mais empregadas utilizando ou ndo solugbes preservadoras, seréo
aqui comentadas.

A técnica de Lutz ou de Hoffman, Pons & Janer, por exemplo, apesar de
ser a mais utilizada entre nos, tem a desvantagem de apresentar grande
quantidade de detritos fecais no sedimento final a ser analisado. Estes detritos
decorrem do procedimento técnico de filtragem, o que dificulta com
frequéncia a visualizagdo de parasitos na lamina, podendo fornecer resultados
falso-negativos para o diagndéstico de protozoarios intestinais (De Carli, 2001;
Garcia, 2001).

Esta técnica é recomendavel para o diagndstico de helmintos intestinais,
pois na integra a sedimentacdo espontanea mantém a estrutura morfoldgica
desses organismos. Outrossim, a técnica de Lutz ndo e recomendavel para o
diagnostico parasitologico da infeccdo por protozoario, Blastocystis hominis,
pelo fato de processar fezes frescas lavadas em agua corrente sem fixacdo,
provocando lise e desaparecimento deste organismo da lamina, fornecendo
resultado falso-negativo (De Carli, 2001).

A técnica de Faust & Cols. por sua vez é mais indicada para a identificacdo
de cistos de protozoarios, de ovos leves e de larvas de helmintos (Amato Neto



& Correa, 1991). Porém para a deteccdo de ovos grandes de trematodeos, de
cestoides ou ovos inferteis de Ascaris lumbricoides, esta técnica é imprépria
(De Carli, 2001; Faust, 1939).

As técnicas de Rugai, Mattos & Brisola e de Baermann-Moraes
fundamentam-se no termohidrotropismo positivo de larvas de nematdides, e
sdo bastante sensiveis, mas sendo apropriadas apenas para larvas de helmintos
(Rey, 2002; Neves, 2001; Pessoa, 1982).

A técnica de Kato-Katz, que é quantitativa, presta-se para a identificacdo
de ovos de helmintos nas fezes principalmente de Schistosoma mansoni,
entretanto, ndo € indicada para a deteccdo de larvas de helmintos e
protozoarios intestinais (Rey, 2002 ; De Carli, 2001 ; Katz, 1970).

No Brasil, existe um Kit comercial, Coprotest, que processa uma amostra
Unica de fezes coletada em liquido preservador, possibilitando a identificacdo
satisfatéria de cistos de protozoarios e de ovos e larvas de helmintos
intestinais (Dias, 1997; Dias, 1998). Todavia, dependendo do estagio
parasitario, oscilacbes diarias e picos ciclicos que ocorrem na eliminacdo de
parasitos intestinais pelas fezes, associados ao grau de parasitismo com
moderada ou baixa intensidade de infec¢do na populacdo, este Kit perde em
sensibilidade, quando comparado com tecnicas mais sensiveis (Hoshino-
Shimizu, 2001; Hoshino-Shimizu, 2002; Hoshino-Shimizu, 2003).

Recentemente, trabalhos realizados com esse Kit comercial permitiram a
padronizacdo de uma metodologia de quantificacdo de ovos de helmintos nas
fezes. A técnica de Coprotest quantitativo mostrou resultados comparaveis ao
método de Kato-Katz, quando a intensidade de infeccdo por Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura e Schistosoma mansoni apresentou-se alta ou
moderada (Araujo, 2000). Entretanto, elevado coeficiente de variacdo foi
observado em amostras com reduzido numero de ovos, podendo explicar a
ocorréncia de resultados discordantes desfavoraveis para a técnica de
Coprotest em relacdo a de Kato-Katz em amostras de individuos com baixa
intensidade de infeccdo (Araujo, 2000).

Vale ressaltar, que mesmo sendo uma técnica de concentracdo das formas
parasitarias, a técnica de Coprotest ndo deve ser utilizada isoladamente na
rotina laboratorial, notadamente na vigéncia de baixa intensidade de infeccéo
(Mendes, 2002).

Na tentativa de aumentar a sensibilidade das técnicas parasitologicas,
alguns autores (Aldeen et al., 1993) processaram trés amostras fecais coletadas
em solugbes preservadoras, misturando-as e processando-as como se
constituissem uma unica amostra fecal, e encontraram maior sensibilidade.

Ha ainda os Kits internacionais atualmente como, StillQuick (Franga) e
Parasep (Inglaterra), utilizados como concentradores de formas parasitarias, e



estes apresentaram um grau de eficiéncia diagnostica semelhante ao do
Coprotest (Shimizu, 2001). Contudo, os Kits internacionais por serem
importados tornam-se sempre onerosos e de dificil aquisicéo.

Em vista do exposto, tornou-se evidente a caréncia de técnica ou Kit
nacional que tenha bom desempenho diagndstico, com caracteristicas de alta
sensibilidade, reprodutibilidade, praticidade e de baixo custo.

Desta forma, idealizamos, projetamos, desenvolvemos, padronizamos o
processo de fabricacdo de prototipo de um Kit diagndstico denominado TF-
Test e, otimizamos as condi¢cbes de seu uso para o diagndstico de
enteroparasitoses humanas, procurando introduzir inovagdo no exame
parasitologico das fezes, com qualidades desejadas acima referidas de alta
eficiéncia, de manuseio simples e pratico e de custo baixo. O trabalho foi
realizado em conjunto com um grupo de pesquisadores das universidades do
Estado de Sdo Paulo, e com a participacdo de uma empresa nacional de
pequeno porte, tendo o aporte da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de S&o Paulo.

Assim, o presente trabalho, para a defesa de Dissertagdo de Mestrado,
constitui uma parte do referido projeto e trata sobre o estudo da técnica de TF-
Test, utilizando o protétipo do Kit desenvolvido na industria, onde efetuamos
avaliagOes criteriosas, intra e interlaboratoriais. Os dados que obtivemos seréo
de valia ndo so para caracterizar melhor o desempenho diagnéstico da técnica
de TF-Test, mas também, para fornecer bases que assegurem sua posterior
fabricacdo na industria, comercializacdo e orientacdo de laboratdrios
diagnosticos, usuarios do produto.

1.1 Objetivo Geral

Efetuar avaliac@es, intra e interlaboratorias, do protétipo do novo
Kit TF-Test para o diagnostico de enteroparasitoses humanas, quanto aos
aspectos do manuseio e desempenho diagnéstico. Estes achados permitirdo
introduzir melhorias, definindo a qualidade do Kit, para sua posterior
industrializacdo e comercializacdo, tornando-o disponivel aos laboratorios
diagnosticos do pais.



1.2 Objetivos Especificos

a)

b)

Na primeira fase do trabalho, o protétipo do Kit TF-Test foi avaliado
guanto a sua funcionalidade e eficiéncia em realizar diagnostico de
enteroparasitoses em amostras fecais, no laboratorio de referéncia
principal. Pretendeu-se nesta fase averiguar o potencial de sua
aplicabilidade, assim como, fornecer subsidios para introducdo de
melhorias na fase posterior de industrializacao.

A segunda fase, consistiu de duas etapas, sendo a primeira etapa
pertinente a treinamentos de atendentes ou de pessoal responsavel
para orientacdo técnica de pacientes para coleta adequada de amostras
fecais, assim como, treinar profissionais de laboratorio para a
utilizacdo deste Kit, em virtude de suas caracteristicas operacionais
serem diferentes das demais técnicas convencionais. Na segunda
etapa, avaliacdes mais amplas do Kit TF-Test foram efetuadas, em
diferentes laboratorios, em paralelo com as técnicas convencionais,
considerando diferentes niveis de intensidade de infeccdo. A
finalidade foi de investigar a confiabilidade da técnica de TF-Test, em
termos de parametros diagndsticos de sensibilidade, especificidade,
eficiéncia diagnostica, além de determinar seus aspectos praticos e
econdmicos.



2. MATERIAL E METODOS
2.1 Fabricacdo do Kit TF-Test

O kit TF-Test foi concebido, desenvolvido e o desenho industrial
efetuado para a fabricacdo do seu protdtipo, mediante a confeccdo de um
molde de aco de baixa dureza, mas suficiente para producdo de até 1.500
prototipos do kit, destinados para estudo de avaliacdo intralaboratorial, na
primeira fase do trabalho. Este protétipo sofreu inimeras modificacfes para
melhorar os aspectos de sua funcionalidade, referente a facilidade de
manuseio, vazamento de material fecal durante a coleta de amostra ou no
processamento de mostras no laboratério, e influéncias diversas de
temperatura, transporte, etc.

Para a segunda fase do trabalho, foi confeccionado um novo molde aco,
cuja dureza era maior que a do molde anterior, para suportar fabricacédo do
prototipo melhorado do kit em escala semi-industrial, mais de 50.000 Kits.
Nesta fase, a industria proveu os laboratorios diagndsticos participantes com
numero suficiente de protétipos para serem usados na realizacdo de
treinamentos e avaliacOes deste prototipo, empregando-se um numero
estatisticamente significativo de amostras fecais.

ApoOs as avaliagdes pretendidas no presente trabalho, houve um terceiro
molde de aco, muito mais resistente, para fabricacdo do kit definitivo em
escala industrial e prover os laboratdrios do pais, comercialmente.

2.1.1 Descricéo do Kit - conjunto processador de amostras fecais

O Kit TF-Test é um sistema, ou conjunto, fabricado em plastico
potencialmente reciclavel, constituido de diferentes partes conectadas entre si.

Ha trés tubos coletores-usuario, cada qual contendo liquido preservador
(5 mL) para armazenar amostras fecais. A tampa foi desenvolvida para
favorecer abertura facil do tubo, mas ao mesmo tempo, efetuar um fechamento
hermético, por meio de clique e batoque, evitando eventual vazamento de
liquido ou gas.

Conectada internamente a tampa, hd uma peca plastica em forma de p4,
para conter um volume aproximado de até 1 mL, correspondendo a 1,2
gramas, de material fecal coletado.

Externamente, o tubo coletor-usuario apresenta graduacgdes desde 1 mL
até 10 mL. Existe ainda em destaque uma faixa de seguranca, indicando que o



material fecal, quando introduzido no liquido preservador, ndo devera
ultrapassar o nivel de 6 mL.

Abaixo do nivel de 6 mL, ha um nivel inferior da faixa que corresponde
a graduacdo de 5 mL, onde nivela o contetdo do liquido preservador
envazado, que é uma solucdo neutra de formaldeido. A borda superior da
faixa estd no nivel de 6 mL que € o indicador do limite maximo de tolerancia
que pode ser atingido pelo liquido preservador, quando o material fecal for
adicionado ao tubo.

Os trés tubos coletores-usuario sdo fornecidos aos pacientes para coleta
de material fecal, e estes estdo acondicionados em uma embalagem plastica
com ziper, denominada de Kit paciente. Anexada a uma das faces da
embalagem plastica, ha uma bula explicativa para realizar a coleta de amostra,
para facilitar tanto os orientadores de pacientes no balcéo de laboratério, como
também, o proprio paciente em sua casa. No laboratério, os trés tubos
coletores-usuario séo acoplados, por meio de clique e batoque, a trés orificios
de um sistema duplo de filtros, tendo malhas de 400 e 200 micrometros. Este
sistema de filtros por sua vez acopla-se também por clique e batoque a um
tubo de centrifuga, apresentando um fundo em forma de cone, para o
assentamento adequado do sedimento fecal ap6s o processamento de fezes.

Em resumo, o conjunto processador TF-Test € constituido por
montagem de trés tubos coletores-usuario, conjunto de filtros e tubo de
centrifugacdo como segue abaixo.

Tampa do tubo
coletor-usudrio

Tubo de

Anel de it

Tela de suporte st

fitragemde ~ Je tela
400 micrometro

Nivel do
liquido
conservante

Colher para

a coleta das
Tela de suporte (5mi) e

Anel de

\ fitragem de 9 tela
Conjunto de filtros 200 micrometro



2.1.2. Técnicade TF-Test

O material fecal foi coletado e processado no Kit TF-Test, sequindo o

protocolo abaixo (conforme Anexo):

a)

b)

d)

e)

f)

9)

h)

)

k)

Orientar o paciente para coletar somente uma pazinha de fezes (acoplada a
tampa do tubo coletor-usuario), de acordo com a instru¢do que se encontra
na embalagem, contendo trés tubos coletores-usuarios, em dias alternados,
e em um periodo de tempo nao ultrapasse a 10 dias;

No laboratorio, agitar vigorosamente os tubos coletores-usuério contendo
amostras fecais do paciente, homogeneizando-as para serem processadas;
Em uma estante apropriada para o Kit TF-Test, acomodar os trés tubos
pertencentes a cada paciente, em separado, com as tampas semi-abertas.
Em seguida, adicionar uma gota (50ul) de solvente organico, detergente
neutro incolor, e 3 mL de acetato de etila p.a. em cada um dos tubos;
Fechar os tubos com as tampas, e com o auxilio de uma régua
homogeneizadora, agitar vigorosamente os tubos, j& inseridos na estante
apropriada TF-Test, a fim de obter uma suspensdo homogénea de
particulas fecais;

Retirar as tampas dos tubos, descartando-as em um recipiente apropriado
para descarte de material soélido contaminante, seguindo normas de
biosseguranca;

Encaixar os trés tubos ao conjunto de filtros j& com o tubo de centrifuga
acoplado;

Verificar se o conjunto processador TF-Test, uma vez montado, nao
apresenta nenhum vazamento do material a ser processado, fazendo-se a
inversdo do conjunto.

Centrifugar o conjunto processador invertido, por um minuto a 500 g,
tendo os trés tubos na parte superior e o0 tubo de centrifuga na parte
inferior, em uma cacapa de 100 mL universal;

Apoés a centrifugacdo, desacoplar cuidadosamente o tubo de centrifuga,
colocando-a na estante TF-Test, e descartar o resto do conjunto de filtros e
tubos em recipiente apropriado para material sélido contaminante, como
acima referido;

Decantar o liquido sobrenadante do tubo de centrifuga, colocando-o em
um recipiente apropriado para descarte de material liquido contaminante,
também conforme as normas de biosseguranca;

Adicionar cerca de 10 gotas de solucéo salina fisiologica (NaCl a 0,85%)
sobre o sedimento formado no fundo do tubo de centrifuga,

10



ressuspendendo-o e homogeneizando-o delicadamente com uma pipeta
plastica descartavel e individual para cada amostra de paciente;

[) Utilizando a mesma pipeta, colocar uma gota (50 ul) do material
processado e homogeneizado sobre uma lamina de microscopia;

m) Acrescentar, sobre a gota acima mencionada, uma gota (50 ul) de solucéo
de iodo de lugol diluido a 2%, e mais uma gota (50 ul) de solugdo salina
fisiologica. Preparar em seguida esfregaco do material diluido sobre a
lamina;

n) Cobrir o esfregaco com laminula, e examina-lo em microscopia de luz
convencional com aumentos de 100 e 400 vezes;

0) Terminado a leitura na microscopia de luz, descartar o tubo de centrifuga
com o resto da suspensdo de material fecal em um recipiente apropriado
para material solido contaminante, como ja referido anteriormente.

2.2 Laboratorios colaboradores para avaliacdo do Kit TF-Test

Um total de seis laboratorios, considerados como conceituados, sendo
quatro pertencentes a universidades e dois do setor privado, participou da
avaliacdo interlaboratorial do novo Kit. Os laboratérios do setor puablico
foram: Laboratério de Parasitologia do Departamento de Biologia da
Universidade de Taubaté (UNITAU-SP) (A); Laboratdrio de Analises Clinicas
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade Estadual
Paulista (UNESP/Botucatu-SP) (B); Laboratério de Parasitologia, do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina, da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP-SP) (C); e Laboratério de Parasitologia do Hospital
das Clinicas de S&o Paulo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (USP-SP) (D). Os dois laboratérios do setor privado pertenciam ao:
Hospital Alianca da cidade de Salvador (BA) (E) e Previlab Analises Clinicas
da cidade de Piracicaba (SP) (F). Os dois ultimos laboratérios do setor publico
trabalharam com pacientes, tendo alto grau de poliparatismo; o primeiro
laboratorio trabalhou com individuos de area endémica para enteroparasitoses,
tendo grau medio de poliparasitismo; o segundo laboratério, baixo grau de
poliparasitismo; e os dois ultimos do setor privado, também baixo grau de
poliparasitismo.

11



2.3 Teécnicas parasitologicas convencionais

No presente trabalho, seis técnicas convencionais foram empregadas para
poder avaliar o desempenho diagndstico da técnica do Kit TF-Test. Os
protocolos para a realizacdo dessas técnicas estdo abaixo relacionados,
ressaltando que as normas de biosseguranca foram sempre praticadas.

2.3.1 Técnica de Lutz (Lutz, 1919) e/ou Técnica de Hoffman, Pons &
Janer (Hoffman & cols., 1934)

a) Coletar a amostra de material fecal sem liquido de preservacdo (fezes
frescas);

b) Transferir cerca de 2 a 5 g de fezes para copo ou béquer de 250 mL,
completar o volume para 50 a 60 mL com agua corrente, e misturar
vigorosamente com a utilizacdo de espatula de madeira descartavel ou
bastao de vidro;

c) Inverter o copo ou béquer com material fecal homogeneizado em um copo
conico de 125 mL, embocado com gaze, levemente umedecida em agua
corrente, dobrada de duas a quatro vezes, e filtrar a suspensao;

d) Caso seja necessario, adicionar 4&gua corrente até completar
aproximadamente 3/4 do volume do copo conico. Deixar a suspensdo em
repouso durante no minimo por 12 horas;

e) Com a utilizacdo de canudo, pipeta Pasteur ou plastica descartavel, coletar
de uma a duas gotas do sedimento da camada inferior, e depositar sobre
uma lamina de microscopia. Aplicar sobre a(s) gota(s) do sedimento uma
gota de solucéo iodo de lugol diluido;

f) Examinar a lamina em microscépio de luz convencional com aumentos de
100 e 400 vezes.

2.3.2 Técnica de Faust & Cols ( Faust & cols, 1939).

a) Coletar o material fecal em frasco apropriado, sem o liquido preservador
(fezes frescas);

b) Transferir de 1 a 2 g de fezes frescas para um frasco ou béquer, contendo
aproximadamente 10 mL de &gua corrente filtrada. Filtrar a suspensdo com
a utilizacdo de gaze, levemente umedecida em agua corrente, dobrada duas
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9)
h)

vezes, em um tubo de centrifugacdo de 15 mL com fundo redondo. A
suspensdo podera também ser filtrada atraves de filtro descartavel, com
alca de seguranca, levemente umedecido em agua corrente filtrada;
Adicionar agua corrente até completar aproximadamente 2/3 da capacidade
do tubo de centrifuga;

Centrifugar a 650 g por um periodo de 1 minuto. Decantar o sobrenadante
em local apropriado, segundo normas de biosseguranca, e adicionar de 1 a
2 mL de agua corrente ao sedimento restante, e em seguida ressuspenda-o.
Completar com agua corrente aproximadamente 2/3 do volume do tubo de
centrifuga, agitar e centrifugar novamente;

Apbs centrifugacdo, repetir a etapa "c", até que o sobrenadante apresente-
se relativamente claro;

Apbs decantacdo do ultimo sobrenadante, adicionar aproximadamente de 1
a 2 mL do reagente de sulfato de zinco com densidade de 1,18 g/mL e,
ressuspender o sedimento. Em seguida, completar com o reagente de
sulfato de zinco até 0,5 cm da borda do tubo de centrifuga. Centrifugar a
650 g por um periodo de 1 minuto;

Cuidadosamente, remover o tubo da centrifuga e, sem agitagédo, coloca-lo
em uma estante em posicao vertical,

Com o auxilio de uma alca apropriada de arame, com didmetro que pode
variar de 5 a 7 mm, tocar no centro da membrana formada na superficie, e
transferir varias algadas para lamina de microscopia;

Examinar a lamina, em microscopio de luz convencional com aumentos de
100 e 400 vezes.

2.3.4 Técnica de Rugai, Mattos & Brisola (Rugai & cols., 1954)

a)
b)

c)

d)

Coletar o material fecal a fresco, sem o liquido de preservacéo;

Na abertura do frasco coletor, estender gaze dobrada em duas vezes, e
repuxar as extremidades para tras;

Encher um copo cénico de sedimentacdo para capacidade de 125 mL, com
aproximadamente 70 a 100 mL de 4gua corrente aquecida a temperatura de
40-45 °C;

Embocar a abertura do frasco coletor com gaze dobrada para o interior do
copo conico de sedimentacdo, de modo que o liquido alcance toda a
extensdo da abertura do frasco, tomando o cuidado para néo formar bolhas
de ar;
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e) Deixar o copo cénico mais frasco embocado em repouso por um periodo de
120 minutos;

f) Coletar o sedimento, no fundo do copo conico, com pipeta capilar longa e
transferir para lamina de microscopia;

g) Adicionar ao sedimento da lamina solucdo iodo de lugol, fazer esfregaco e
cobrir material com laminula;

h) Examinar a lamina, em microscopio de luz convencional com aumentos de
100 e 400 vezes.

2.3.5 Técnica de Kato-Katz (kato, K., 1960)

a) Coletar a amostra fecal sem o liquido de preservacéo.

b) Colocar amostra coletada em frasco convencional, sobre papel absorvente;

c) Comprimir tela metalica de 60 ou 80 malhas/cm®, ou de nailon de 105
malhas/cm®, sobre as fezes, fazendo com que parte das fezes passe através
das malhas;

d) Remover as fezes que passaram através das malhas e transferi-las para um
cartdo retangular de 3 cm x 4 cm x 1,37 cm com um orificio central de
6mm de diametro. As fezes sdo depositadas no orificio do cartdo e
colocado sobre a ldmina comum de microscopia;

e) Apos encher o orificio central com fezes, remover com cuidado o cartdo,
deixando as fezes na lamina;

f) Cobrir as fezes com laminula de papel celofane permeavel de espessura
média e tamanho de 20 x 26 mm. Em seguida, inverter e pressionar a
lamina sobre o papel absorvente;

g) Deixar a preparagdio em repouso, para clarificacdo, durante
aproximadamente 30 minutos a temperatura de 34-40 °C ou a temperatura
ambiente por um periodo de uma a duas horas;

h) Examinar a preparagdo em microscopia de luz convencional.

Observacéo: A laminula de papel celofane é previamente tratada, por um
periodo minimo de 24 horas, com solucgéo de verde malaquita em glicerina.

2.3.6 Técnica de Coprotest (NL Com. Ext. Ltda)

a) Coletar aproximadamente 1,49 de material fecal e homogeneiza-lo em
solucdo de formalina tamponada (10%);
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b)
c)

d)

9)
h)

)

k)

)

Transportar a amostra fecal preservada para um frasco coletor Coprotest;
Retirar o bico removivel deste frasco, e transferir 7 mL do material fecal
preservado para um tubo de centrifuga de 15 mL, com fundo c6nico;

Em seguida, acrescentar uma gota de detergente doméstico e 3 mL de
acetato de etila;

Tampar o tubo de centrifuga e agitar manualmente por aproximadamente
10 segundos;

Destampar o tubo e centrifugar a 500 g por um periodo de 2 minutos;
Desprezar o sobrenadante com cuidado;

Ressuspender o sedimento com 7 mL de agua corrente, e tampar o tubo
novamente agitando a suspensédo manualmente;

Centrifugar novamente nas mesmas condi¢cdes de tempo e rotacdo da
etapa "h". Descartar o sobrenadante, em um coletor apropriado;

Adicionar uma gota da solucao de iodo de lugol (50 ul) e uma gota (50 ul)
de solucédo salina fisiologica ao sedimento aderido no fundo cénico do
tubo;

Ressuspender o sedimento do tubo e, através de pipeta descartavel ou
canudo, transferir uma gota (50 ul) do material ressuspenso a lamina de
microscopia;

Cobrir a suspensdo do sedimento depositado na lamina de microscopia
com laminula;

m) Examinar o material em microscopia de luz convencional com aumentos

de 100 e 400 vezes.

2.3.7 Técnica de Parasep ( DiaSys Europe Ltd.)

a)

b)

d)

Entregar ao paciente o frasco coletor de 30 mL Parasep, contendo 9 mL
de solucdo tamponada de formalina a 10% e, 3 (trés) gotas do detergente
Triton x-100;

Instruir o paciente para transportar para o frasco coletor Parasep, com o
auxilio da colher Parasep, aproximadamente de 2 a 3g de fezes quando
estas forem formadas, ou quando material fecal for diarréico, colocar o
equivalente a 5 ou 69 de fezes ;

No laboratério, proceder a homogeneizacdo de material fecal por
agitacdo manual ou através da utilizacdo de homogeneizador (Vortex);
Descartar a tampa mais pé do frasco coletor Parasep em um recipiente
apropriado para material contaminante, e acoplar o frasco coletor ao
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9)
h)

restante do Kit, que é composto por um filtro central e tubo de
centrifuga;

Inverter o Kit até que a amostra fecal seja filtrada e sedimentada
naturalmente;

Retirar o tubo de centrifuga do restante do Kit e acrescentar 3 mL de
acetato de etila na solugdo com amostra fecal filtrada e sedimentada;
Acoplar novamente o restante do Kit ao tubo e centrifugar por 500 g
pelo periodo de 5 minutos;

Apbs a centrifugacdo, desprezar o liquido sobrenadante;

Transferir o sedimento para ser examinado em lamina de microscopia
Optica.

2.3.8 Técnica de StillQuick ( Labo-Moderne )

a)

b)

d)

e)

Introduzir material fecal coletado com auxilio de pa coletora do Kit em
tubo coletor StillQuick, contendo o liquido preservador, consistindo de
solugcdo tamponada de formalina 10%;

Acrescentar na suspensdao do material fecal, solvente especial (néo
especificado pelo fabricante) para dissolver material organico presente
nas fezes. Ainda nesta etapa, acrescentar solucdo de iodo de lugol
concentrado;

Descartar a tampa mais pa coletora de forma semelhante descrita na
técnica anterior, e acoplar o tubo coletor ao restante do Kit, que é
composto por peca central filtrante e tubo de centrifugacao;

Agitar o Kit acoplado manualmente ou atraves de homogeneizador
Vortex, por um periodo de 10 segundos. Deixar Kit em repouso com
tubo de centrifuga voltado para baixo, por um periodo de 1 a 2 minutos;
Centrifugar o Kit a 500 g por um periodo de 10 minutos;

Desprezar liquido sobrenadante como mencionado anteriormente;
Transferir de 2 a 3 gotas do sedimento para lamina de microscopia optica
e realizar o exame.
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2.4 Avaliacdo intralaboratorial da técnica de TF-Test

O Laboratorio de Parasitologia, do Hospital de Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) foi, desde o inicio, responsavel na parte
de avaliagédo do prototipo do Kit TF-Test.

Assim para a avaliagdo do Kit na primeira fase do projeto a fim de
determinar a potencialidade da sua aplicacdo em rotina de laboratério
diagnostico, foi preparado um painel de 60 amostras fecais (Hoshino-Shimizu,
et.al, 1982), sendo 30 de individuos infectados e 30 de individuos néo
infectados, com bases nos achados de exames parasitologicos realizados pela
técnica de Lutz. Estas amostras ndo foram coletadas em trés dias alternados,
porém, em relacdo a segunda e terceira amostra, foi efetuada uma
contaminagdo com amostras conhecidas, e 0s restantes deixando sem a
contaminacdo, a fim de simular as provaveis situacbes que ocorrem na
eliminacdo de formas parasitarias nas fezes. Nesta avaliacdo, foram utilizados
trés conjuntos adquiridos no comércio, sendo dois de procedéncia estrangeira,
StillQuick e Parasep e um nacional, Coprotest, além de uma técnica
convencional, a de Lutz. Esta fase abrangeu um periodo de seis meses.

2.5 Avaliac0Oes interlaboratoriais da técnica de TF-Test

Um total de 1.244 amostras fecais de pacientes infectados e nédo
infectados por parasitos intestinais foi estudado em seis laboratorios
anteriormente referidos, sendo 309 de pacientes, no laboratério A; 300
pacientes, no laboratorio B; 238, no C; 256, no D; 125, no E; e 16, no F. Para
estas avaliacOes, a coleta de amostra realizada por pacientes foi trabalhosa,
pois, para a técnica de TF-Test, trés amostras fecais foram coletadas em dias
alternados, enquanto que para as demais técnicas convencionais a coleta foi
unica. Esta fase de trabalho teve a duracédo de dois anos.

2.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos na técnica de TF-Test foram avaliados em
comparagdo com os resultados das técnicas convencionais. A positividade
encontrada, com a combinacdo de todas as técnicas empregadas em cada
laboratorio, foi considerada como sendo o dado de referéncia. A positividade
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encontrada por TF-Test foi comparada com técnicas convencionais, utilizando
0 teste estatistico z para propor¢cdes (De Mutt, 1999). Para os valores de
sensibilidade e especificidade (Galen & Gambino, 1975), intervalos de
confianga a nivel de 95% foram calculados (Rothman & Boyce, 1982). A
eficiéncia das técnicas empregadas foi determinada em termos de indice kappa
(k) de concordancia (Maclure & Willet, 1987), testando a consisténcia do
valor de k (Fleiss, 1981), e classificacdo do k de acordo com o seu grau de
concordancia (Feinstein, 1985), que permite definir como sendo: ruim, para
valores de k variando de 0 a 0,2; fraca, de 0,21 a 0,40; moderada, de 0,41 a
0,60; substancial, de 0,61 a 0,80; e quase perfeita, de 0,81 a 1,00.

2.7 Controle de Qualidade (CQ) e Biosseguranca

A grande maioria de parasitos intestinais é identificada por exame
parasitologico das fezes. Para obter uma identificagdo segura e criteriosa de
um parasito, detalhes morfoldgicos inalterados sdo decisivos, 0s quais sdo
dependentes de uma boa coleta, como também, de uma boa preservacdo de
espécimes fecais. Assim com o objetivo de obter resultados confiaveis,
esforcamo-nos em implantar o uso do novo Kit TF-Test, mantendo o alto nivel
nas praticas de laboratorio. O monitoramento do trabalho nos diferentes
laboratérios colaboradores foi efetuado mediante o emprego de manual
preparado pela industria, onde foram incluidos assuntos pertinentes a: a)
orientacdo de pacientes para coleta de materiais fecais e cuidados para a
preservacdo desses materiais até a sua entrega ao laboratorio; e b) etapas de
processamento de materiais fecais no laboratorio por profissionais e cuidados
a serem tomados durante o trabalho; além de realizar reunides constantes com
0s responsaveis de laboratérios quanto as dificuldades encontradas no
manuseio, deteccdo de falhas na fabricacdo do Kit ou descobertas outras ndo
previstas anteriormente, trocas de informagcbes quanto aos resultados que
vinham sendo obtidos.

Ademais, os dados parciais obtidos em cada um dos laboratdrios foram
sucessivamente submetidos a um critério nosso de controle de qualidade, com
bases no método de diagrama de controle de qualidade (De Muth, 1999), onde
0 numero de parasitos detectados por técnica de TF-Test foi comparado com
aos de técnicas convencionais, determinando o indice de positividade relativa,
fazendo a relacdo: no. de parasitos detectados por técnica convencional/no. de
parasitos detectados por técnica de TF-Test. Este indice foi comparado com o
indice padrdo, com a faixa de variabilidade dada por desvio padrdo. Cada um
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dos laboratorios foi determinando o indice padrdo, possibilitando assim avaliar
a reprodutibilidade relativa dos resultados obtidos.

Visando dar maior seguranca e protecdo durante a parte operacional do
exame laboratorial, o Kit TF-Test foi desenhado de tal forma que o contato
com o material fecal contaminado fosse reduzido ao minimo possivel,
eliminando desta forma a ocorréncia de eventual contaminacédo, tanto pelo
proprio paciente e equipe técnica dos laboratorios. Ademais durante a
realizacdo dos exames com o novo Kit, o descarte de materiais fecais, assim
como o liquido sobrenadante contendo acetato de etila p.a., foram coletados
em recipientes préprios para materiais contaminados, segundo as normas de
biosseguranca.

2.8 Questionario para coleta de opiniéo

As opinides e sugestdes proferidas por profissionais de laboratério no
tocante ao aspecto de manuseio, processamento de material fecal, economia de
tempo e espago no laboratério, foram sendo registradas durante as referidas
reunides acima referidas.

Folhas contendo perguntas sobre o manuseio, dificuldades e outros
assuntos pertinentes, conforme ilustrado no modelo abaixo, foram entregues
aos pacientes, a fim de determinar se havia ou ndo fatores que interferiam na
qualidade dos exames que estdvamos realizando nos diferentes laboratorios.
H& fatores conhecidos que afetam a qualidade dos exames parasitoldgicos,
pois, dependem da maneira como a coleta de material fecal foi efetuada que,
por sua vez, associa-se a orientacdo dada ao paciente, ou ainda, ao
procedimento durante o transporte das amostras ao laboratério, e finalmente as
boas maneiras dispensadas pelos profissionais de laboratdrio.

Questionario entregue aos pacientes que participaram do projeto TF-Test

Avaliagdo do paciente usuario do Kit TF-Test

1. A coleta em dias alternados ¢ dificil para vocé ?
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()sim ( )nédo
Comentarios:

A quantidade de fezes coletada com o auxilio da pazinha é facil ?
()sim ( ) ndo
Comentarios:

Teve algum problema na abertura e fechamento do frasco coletor de
fezes?

() sim ( ) nédo

Comentérios:

O cheiro do liquido utilizado no frasco coletor para conservar as fezes
incomoda?

()sim ( ) nédo

Comentarios:

Deixar o material fecal coletado sem colocar na geladeira é bom para
VOCé ?

()sim ( ) néo

Comentarios:

O tamanho e o formato do frasco coletor é facil de ser carregado para o
laboratorio ?

() sim ( ) néo

Comentarios:

Foi dicifil entender a maneira e a quantidade de coletar material fecal ?
()sim ( ) ndo
Comentarios:

O liquido conservante ajuda na coleta das fezes ?
()sim ( ) ndo
Comentarios:

Percebeu algum tipo de vazamento do liquido conservante nos tubos de
coleta ?

() sim ( ) néo

Comentarios:
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10.

11.

12.

13.

14.

Uma marcacdo mais forte no tubo coletor, indicando volume a ser
coletado, ajuda a sua coleta de fezes ?

() sim ( ) néo

Comentarios:

As trés coletas com liquido conservante melhoram muito o0 seu
diagnostico. Vocé concorda que € melhor do que uma Unica coleta onde o
resultado pode ser falho ?

( )sim ( ) néo

Comentarios:

Achou pratico o procedimento de coleta do Kit coletor TF-Test ?
()sim ( ) ndo
Comentarios:

A numeracdo existente de 6 mL para marcar a coleta correta é suficiente ?
() sim ( ) nédo
Comentarios:

Vocé tem algum outro comentario
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3. RESULTADOS
3.1 Avaliacéo intralaboratorial do protétipo do Kit TF-Test

Na primeira fase do trabalho, o protétipo do Kit foi analisado no
laboratério principal de referéncia, tendo em mente a necessidade de compara-
lo com outros conjuntos comercializados, além de uma técnica convencional
utilizada em rotina de diagndstico laboratorial. A tabela 1 demonstra que a
positividade encontrada para a deteccdo tanto de helmintos (88,6 %) ou de
protozodarios (100 %) intestinais, pela técnica de TF-Test, foi maior em relagdo
as demais técnicas. Todavia, a positividade de TF-Test para estes dois grupos
de parasitos ndo foi significativa (z obtido < 1,6; p > 0,05). Se o total de
deteccdes (96,6%) parasitarias for considerado, a positividade obtida por TF-
Test torna-se estatisticamente significativa (z obtido > 2,3; p <0,05).

A sensibilidade diagnostica das diferentes técnicas, assim como, 0s
respectivos intervalos de confianca, a nivel de 95%, estdo apresentados na
tabela 2, onde a técnica de TF-Test esta assinalada como tendo o melhor
desempenho diagnostico ( z obtido = 3,5; p < 0,05) em relacdo as demais
técnicas. A especificidade encontrada para as diferentes técnicas utilizadas foi
de 100%.

A eficiéncia diagndstica, expressa em termos de indice k, para cada uma
das técnicas empregadas esta ilustrada na tabela 3, com a categoria
correspondente ao criterio estabelecido de classificagdo. A técnica de TF-Test
apresentou o maior valor de k, ocupando a categoria de Quase Perfeito. Os
indices k obtidos foram consistentes, apresentando valores de z maiores que
1,96, sendo portanto significativos (p < 0,05).

A influéncia do poliparasitismo na sensibilidade diagndstica da técnica de
TF-Test foi também averiguada. Assim no critério estipulado, analisando um
grupo de pacientes com infeccdo por Ascaris lumbricoides com cargas
parasitarias abaixo de 100 ovos por grama de fezes (OPG), e 0 outro grupo
com carga parasitaria acima de 1000 OPG, a nova técnica ndo apresentou
nenhuma diferenca significativa quanto a sua positividade, sendo de 100%
para ambos 0s grupos (tabela 4). Observa-se que a positividade encontrada na
técnica de TF-Test, de 100%, é significativamente maior (z obtido= 2,3; p <
0.05) do que a de Kato-Katz, de 75%.

Apesar de um pequeno numero de usuarios ter mencionado defeitos
como, vazamento e dureza para abertura e fechamento do tubo coletor-
usuario, os dados desta primeira fase do projeto foram considerados como
sendo promissores, com possibilidade de realizar a posterior industrializacdo
se diversas corre¢Bes no protétipo do kit fossem introduzidas, a medida que 0s
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defeitos fossem assinalados pelos usuarios, durante o processamento do
material fecal.
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Tabela 1. Positividade encontrada por técnica de TF-Test e por outras técnicas, disponiveis
ou ndo no comércio, no estudo de trinta amostras fecais de pacientes com parasitoses
intestinais, do Hospital de Clinicas, da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Técnica Parasitoldgica

Parasito TF-Test Coprotest Parasep  StillQuick  Lutz Todas as téc.
(no. pos.) (no.pos.)  (no.pos.) (no.pos.) (no.pos.)  (no.pos.)

Helminto
Strongyloides stercoralis 6 7 6 6 6 7
Ancylostomatidae 6 4 3 6 4 6
Ascaris lumbricoides 6 3 3 4 6 6
Taenia spp. 6 6 6 4 3 6
Hymenolepis nana 4 4 4 4 4 4
Schistosoma mansoni 3 0 0 0 2 3
Trichuris trichiura 0 1 0 3 0 3
31 25 22 27 25 35
Protozoario
Endolimax nana 27 27 27 27 27 27
Entamoeba coli 24 23 23 23 23 24
Giardia intestinalis * 16 10 10 10 16 16
Blastocystis hominis 10 10 10 10 0 10
lodamoeba butschlii 6 6 6 6 6 6
83 76 76 76 72 83
Total (n) 114 101 98 103 97 118

* - Giardia intestinalis ( sinonimia: Giardia lamblia, Giardia duodenalis e Lamblia
intestinalis)
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Tabela 2. Sensibilidade diagnostica da técnica de TF-Test e das demais técnicas, no estudo
de trinta amostras fecais contaminadas com multiplas formas parasitarias de pacientes do
Hospital de Clinicas, da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Técnica Sensibilidade Intervalo de Confianca
(no. positivos/no. total positivos)

TF-Test 96,6 %* (114/118) 92,2% -99,4 %
StillQuick 87,3 % (103/118) 79,9 % -92,2%
Coprotest 85,6 % (101/118) 78,1 % -90,8 %
Parasep 83,1% (98/118) 75,3 % - 88,9 %
Lutz 82,2% (97/118) 74,2 % - 88,2 %
* P<0,05
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Tabela 3. Eficiéncia diagnostica, em termos de indice kappa (k), no estudo de trinta
amostras fecais de pacientes do Hospital de Clinicas, da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP).

Técnica indice k* Classificacdo k
TF-Test 0,920 Quase Perfeito
StillQuick 0,736 Substancial
Coprotest 0,707 Substancial
Parasep 0,666 Substancial
Lutz 0,625 Substancial
*P <0,05

Tabela 4. Influéncia da carga parasitaria na positividade nas técnicas de TF-Test e de Kato-
Katz, no estudo de 20 pacientes infectados com Ascaris lumbricoides, do Hospital de

Clinicas, da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Técnica Parasitologica

Carga Parasitaria TF-Test Kato-Katz
OPG? Positividade Positividade
(%) (n) (%) (n)
> 1.000 100 20 100 20
< 100 100* 20 75 15

# Ovos por grama de fezes; * P < 0,05

26



3.2 Avaliagdes interlaboratoriais do prototipo do Kit TF-Test

A técnica de TF-Test, utilizando o prototipo do kit, foi avaliada
comparativamente com diferentes técnicas parasitoldgicas convencionais
empregadas na rotina diagnostica de seis laboratorios colaboradores do pais.

A tabela 5 fornece os dados gerais obtidos no estudo de 1.244
individuos, apresentando o numero total de individuos com infecgdes
intestinais (467) e por cada uma das técnicas empregadas em diferentes
laboratorios; tipos de infeccdo (simples, dupla, tripla ou multipla); e total do
numero de infecgdes (832) detectadas por todas as técnicas e laboratdrios. A
positividade encontrada com a técnica de TF-Test, tanto em individuos
infectados como em total de infecgOes, foi sempre maior que a das demais
técnicas.

A técnica de TF-Test, assim como, as demais técnicas apresentaram
especificidades de 100%, no estudo efetuado em 777 individuos sem nenhuma
infeccdo, ou seja, 62,5% dos 1.244 individuos estudados. As sensibilidades
variaram conforme o laboratério, como mostra a tabela 6, porém, a técnica de
TF-Test forneceu maior sensibilidade quando comparada com as demais
técnicas convencionais, sendo estatisticamente significativo ( z obtidos >2,0;
p < 0.05) em laboratérios onde se processaram grande numero de amostras
fecais positivas, ou seja, mais de 102 amostras. Nos trés laboratorios onde esse
numero foi pequeno, menos de 43, os achados ndo foram significativos.

Todavia se o critério for o de considerarmos o poliparasitismo com grau
alto, médio e baixo, a técnica de TF-Test apresentou as sensibilidades
significativamente (z obtidos > 2,7; p < 0,05) mais elevadas em diferentes
graus de infeccdo em relacdo as técnicas convencionalmente empregadas nos
diferentes laboratdrios (tabela 7).

Um estudo amplo foi efetuado sobre a prevaléncia geral de diferentes
parasitoses empregando a técnica de TF-Test e técnicas convencionais (tabela
8). A prevaléncia de infeccdo por protozoarios intestinais de 69,0% (159/833)
foi significativamente (z obtido = 11,2; p < 0,05) mais elevada que a de
infeccbes por helmintos de 19,1% (159/833). Os dados aqui obtidos
demonstram também que a técnica de TF-Test apresentou maior positividade
que as tecnicas convencionais, tanto para a detec¢do de helmintos como de
protozoarios (z obtido >9,0; p < 0,05).

Para determinar se a técnica de TF-Test era ou ndo mais eficiente que a

técnica de Coprotest, usando kit comercial, em detectar diferentes espécies
parasitarias, realizou-se um estudo envolvendo 291 individuos apresentando
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infeccdo parasitaria simples ou multipla, e foram detectados nesses 457
infeccbes (tabela 9). A positividade encontrada por técnica em questdo foi
alta, de 90,6% contra 75,5% daquela da técnica de Coprotest; e a diferenca
entre estas sensibilidades foi significativa (z obtido = 10,7; p< 0,05).
Constatou-se ainda que, em um estudo de 113 casos positivos para
helmintiases intestinais, a teécnica de TF-Test detectou 93,8%, sendo
significativamente mais elevado (z obtido = 2,6; p < 0,05) que a positividade
de 82,3% encontrada pela técnica de Coprotest. Na deteccdo de protozoarios,
a primeira técnica foi positiva para 89,5%, mais elevada (z obtido = 5,4; p <
0,05) que a segunda de 73,2%, no estudo de 344 casos diagnosticados para
infeccdes por protozodrios intestinais.

A técnica de TF-Test foi também comparada com as técnicas
parasitoldgicas convencionais que consistiram de combinacdo de trés técnicas,
Lutz, Faust & Cols.e Rugai & Cols.,, a fim de determinar a eficiéncia
diagnostica de TF-Test em detectar infeccdes por helmintos, protozoarios
intestinais e larvas de nematdides (tabela 10).

Os dados obtidos no estudo de 256 pacientes, sendo 155 destes com
infeccdo parasitaria simples ou mdltipla, mostraram uma positividade maior
para a técnica de TF-Test, porém na deteccdo de helmintos a positividade
encontrada (75,0%) néo diferiu estatisticamente (z obtido = 1,7; p > 0,05 ),
quando comparada com a positividade obtida na combinacdo de trés técnicas
(61,8%). Na deteccdo de protozoarios (87,6%), ou no total de formas
parasitarias (85,1%), as positividades de TF-Test foram significativamente
maiores (z obtidos >2,1; p < 0,05 ) em relacdo a combinacdo de técnicas
(44,7%). Em relacédo a técnica de Rugai, Mattos & Brisola, os achados foram
nitidamente diferentes (75% versus 16,2%; 87,6% versus 11,0% ou 85,1%
versus 12,0%). Foi observado que somente com trés repeticdes de exames
parasitologicos, por técnica de Rugai & Cols., os achados em larvas de
nematoides tornaram-se semelhantes aos de TF-Test.

Realizou-se ainda um estudo com a finalidade de determinar o nimero
de repeticbes necessarias de exame parasitoldgico, utilizando a associacédo
dessas trés técnicas, para que o0 nivel de positividade atingisse aquele
apresentado pela técnica de TF-Test, que processa as trés amostras em uma
Unica etapa no laboratorio. A tabela 11 apresenta o encontro de positividade
de 85,1% por TF-Test, ja na primeira coleta de amostra fecal em triplicata,
enguanto que na associacdo de trés técnicas, que se fazia uma unica coleta de
amostra, a positividade cumulativa foi aumentada de mais 25,1%, com a
segunda coleta de amostras e, na terceira, o ganho foi de 15,7%, alcancando o
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nivel de positividade semelhante ao de TF-Test. Vale salientar que, a
positividade de 89,1% obtida com trés repeticbes na associacdo de trés
técnicas, ndo diferiu estatisticamente de 85,1% de positividade obtida pela
técnica de TF-Test (z obtido = 1,5; p > 0,05).

O estudo amplo realizado com 1.244 individuos, em diferentes
laboratdrios clinicos do Estado de S&o Paulo e um do Estado da Bahia,
possibilitou determinar, de forma evidente, o desempenho diagnostico de TF-
Test, quando comparado com demais técnicas convencionais. A eficiéncia
diagnoéstica para cada uma das técnicas, expressa em termos de indice de
concordancia k, bem como, a categoria a qual o indice pertencia, de acordo
com um critério estipulado de classificacdo, esta apresentada na tabela 12.

Observou-se que a técnica de TF-Test apresentou indices k, tendo
concordancia Quase Perfeita para os quatro diferentes laboratérios, onde as
infecgBes por parasitos intestinais foram consideradas moderadas ou baixas,
com bases na presenca de infecgbes simples, duplas, triplas e multiplas.
Contudo em dois laboratorios (Hosp. Alianca e Previlab) onde o nimero de
pacientes estudados foi pequeno (125 e 16), os indices k obtidos ndo foram
estatisticamente significativos (z obtidos < 1,8; p > 0,05).

Em dois laboratorios (UNICAMP e USP) onde a intensidade de
infeccdo foi considerada alta, os indices k encontrados para a técnica de TF-
Test ocuparam a posi¢do na categoria Substancial, significativamente acima
dos de técnicas convencionais 14 empregadas.

3.3 Controle de qualidade dos resultados obtidos

Os resultados obtidos em diferentes laboratérios foram considerados
reprodutiveis, considerando que 70% a 85% destes resultados apresentaram
indices relativos de positividade compativeis com as caracteristicas de cada
laboratério. Assim, o laboratorio da UNITAU apresentou 85% dos indices
variando de 0,719 a 0,739 (indice padrdo = 0,729 + 0,1); o laboratério da USP
apresentou 70% de indices que variaram de 0,600 a 0,871(indice padrdo =
0,796 + 0,2); o laboratério da UNICAMP, 83% de indices entre 0,839 a 0,972
(indice padrdao = + 0,890 + 0,1); e o laboratério da UNESP, 70% de indices
entre 0,714 a 0,875 (indice padrdo = 0,795 + 0,1). Neste critério de analise,
valores acima de 70% foram considerados significativos.
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3.4 Caracteristicas do Kit TF-Test para usuarios

O novo kit foi considerado, pelos profissionais de laboratérios
participantes, como sendo préatico, rapido, higiénico, e reprodutivel
apresentando alta sensibilidade diagnostica em relacdo as técnicas
parasitologicas convencionais, de uso rotineiro em laboratorios de referéncia
ou nagueles altamente conceituados. Ademais, 0 emprego deste kit exige
muito pouco espaco no laboratério, o que o torna factivel de ser adquirido
também por laboratérios diagndsticos de pequeno porte. Algumas opinides
enfatizam que uma vez implantado o uso do kit na rotina laboratorial,
dificilmente poderia retornar as técnicas parasitologicas convencionais, devido
aos beneficios que vem a gerar na rotina laboratorial.

Um total de 80 questionarios foram respondidos pelos pacientes e
individuos residentes em areas endémicas de parasitoses intestinais. Cerca de
90% dos questionarios referiam-se sobre a facilidade e praticidade quanto ao
manuseio do kit para a coleta de amostras fecais, uma vez que houve uma
atencdo especial em orienta-los e fornecer esclarecimentos apropriados por
parte de atendentes ou profissionais nos laboratorios. Aspecto higiénico foi
também salientado como sendo um fator importante, porquanto, ndo houve a
necessidade de manter as amostras fecais coletadas em geladeira, ao lado de
alimentos. Ademais, a coleta tripla de amostra fecal com o kit TF-Test evita 0
trabalho do paciente em retornar ao laboratério por mais vezes.

3.5 Aspectos de custo-beneficio

No presente momento, s6 dispomos de conhecimento de que a industria
ao efetuar suas estimativas quanto ao custo na producéo do kit definitivo, sem
considerar os aspectos tributarios e de margem de lucro, na industria e na
distribui¢do do produto para comercializagdo. O custo basico de fabricacdo na
industria foi estimado como sendo de R$ 1,20 por unidade de kit, incluindo:
injecdo termoplastica, envaze industrial de solucdo preservadora, montagem
de Kit e embalagens.

Acreditamos que o custo final sera interessante e competitivo no
mercado consumidor devido, o Servico Unico de Salde (SUS) repassar aos
laboratorios publicos o valor de R$ 1,88 para técnicas que processem
maultiplas coletas de material fecal em liquido preservador e, os laboratorios
privados apresentar tabela para o exame parasitologico das fezes que pode
variar de R$ 3,80 a R$ 7,00.
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Ademais, 0 novo Kit deverd apresentar ao laboratorio ganho em
produtividade, por tratar-se de uma técnica rapida e totalmente descartavel e,
ganho em espaco fisico, por apresentar um processamento concentrado com
pouco deslocamento de profissionais.
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Tabela 5. Resultados obtidos por técnica de TF-Test e por outras técnicas convencionais
utilizadas em seis diferentes laboratorios dos Estados de Sdo Paulo e da Bahia, no estudo de
1.244 individuos, portadores de simples e multiplas infeccdes parasitarias.

Local Técnica Individuos infectados Tipo de infeccdo Numero de infeccéo
(Total de (amostras positivas)
individuos) N° (%) Simples Dupla Tripla Multipla®
UNITAU TF-Test 100 (32,4) 76 16 7 1 134
(309) Coprotest 80 (25,9) 62 14 3 1 104
Ambas Téc. 102 (33,0) 77 17 7 1 137
UNESP TF-Test 35 11,7) 32 3 0 0 38
(300) Coprotest 31 (10,3) 29 2 0 0 33
Ambas Téc. 43 (14,3) 40 3 0 0 46
UNICAMP TFE-Test 138 (57,9) 79 26 19 14 242
(238) Coprotest 109 (45,8) 59 25 14 11 208
Ambas Téc. 146 (61,3) 76 30 21 19 275
USP TF-Test 134 (52,3) 42 42 31 18 298
(256) Tres Téc.® 111 (43,4) 70 32 3 6 169
Todas Téc. 155 (60,5) 50 50 31 25 350
H. Alianca TF-Test 14 (11,2) 10 4 0 0 16
(125) Lutz 10 (8,0) 9 1 0 0 11
Ambas Téc. 16 (12,8) 12 4 0 0 18
Previlab TF-Test 5 (31,2) 4 1 0 0 6
(16) Lutz 1 (6,2) 0 1 0 0 2
Ambas Téc. 5 (31,2) 4 1 0 0 6
Total: (1244) 467 (37,5) 259 103 31 104 832

# Infeccdo maltipla = média de 4 infeccdes parasitarias; P Trés técnicas = Combinacao das técnicas
de Lutz, Faust & cols. e Rugai, Mattos & Brisola.
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Tabela 6. Sensibilidade obtida por técnica de TF-Test e por diferentes técnicas
convencionais, no estudo de 1.244 amostras fecais de pacientes de ambulatério e de areas

endémicas de enteroparasitoses, em seis diferentes laboratorios.

Localidade

Sensibilidade

TF-Test
%  (no. pos/total pos.)

Outras Técnicas
% (no. pos/total pos.)

UNICAMP (SP)
USP (SP)
Previlab (SP)
UNITAU  (SP)
UNESP (SP)
Hosp.Alianca (BA)

Trés Lab. (SP)

88,0  (242/275)
85,1*  (298/350)
100 (6/6)
97,8%  (134/137)
82,6 (38/46)
88,9 (16/18)

90,4*  (414/458)

756  (208/275) (1)
483  (169/350) (2)
33,3 @6)  (3)
759  (104/137) (1)
71,7 (33/46) (1)
61,1 (11/18)  (3)

753 (345/458) (1)

*P<0,05

1 = Coprotest; 2 = Combinacdo de Lutz, Faust & Cols. e Rugai & cols.; 3 = Lutz
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Tabela 7. Sensibilidade da técnica do TF-Test em relacdo as outras técnicas
convencionais, no estudo de 1.244 individuos de diferentes laboratérios localizados em
regides do Estado de Sdo Paulo e do Estado da Bahia, onde o poliparasitismo € alto, médio
e baixo.

Sensibilidade % (no. pos./total pos.)
Poliparasitismo

TF-Test Outras Técnicas
Convencionais

Alto 86,4 * (540/625) 60,3 (377/625)
Moderado 97,8 * (134/137) 75,9 (104/137)
Baixo 85,7 * (60/70) 65,7 (46/70)

*p < 0,05
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Tabela 8. Diagnostico de parasitos por técnica de TF-Test e por outras técnicas
convencionais, no estudo de 1.244 individuos portadores de simples ou multiplas infeccdes,
procedentes  de  laboratérios  das  Universidades =~ UNICAMP/Campinas-SP,
UNESP/Botucatu-SP, UNITAU/Taubate-SP e USP/S&o Paulo-SP e, dos laboratérios
privados Hospital Alianca-BA e Previlab-SP.

Técnica Parasitaria Positividade Total
Parasito
TF-Test Convencional (no. positivos)
(no. positivos) (no. positivos)
Helminto
Trichuris trichiura 45 35 48
Ascaris lumbricoides 42 35 43
Strongyloides stercoralis 31 23 40
Ancylostomatidae 18 17 22
Schistosoma mansoni 12 13 18
Enterobius vermicularis 9 10 11
Hymenolepis nana 2 2 2
159 (86,4%) 135 (73,4%) 184 (100%)
Protozoario
Endolimax nana 154 108 174
Entamoeba coli 162 109 166
Blastocystis hominis 111 75 129
Giardia intestinalis 94 64 93
lodamoeba butschilli 30 20 33
Entamoeba histolytica/dispar 9 9 21
Entamoeba hartmani 3 5 8
Chilomastix mesnili 1 2 2
Isospora belli 1 0 1
575 (88,6%) 392 (60,5%) 649 (100%)
Total: 734 (88,1%) 527 (63,3%) 833 (100%)

& Técnicas convencionais de Lutz, Faust & cols., Rugai, Mattos & Brisola e Coprotest.

35



Tabela. 9 Diagndstico de parasitos pelo Kit TF-Test, Coprotest e ambas técnicas em fezes
de 291 pacientes com simples ou multipla infeccdo parasitaria intestinal procedentes das
universidades UNICAMP-SP, UNESP/Botucatu-SP e UNITAU/Taubaté-SP.

Parasitos Kit TF-Test Coprotest Ambas Técnicas
Helmintos intestinais
Trichuris trichiura 34 29 36
Ascaris lumbricoides 28 26 29
Strongyloides stercoralis 17 10 19
Ancilostomatideos 12 14 14
Hymenolepis nana 8 8 8
Schistosoma mansoni 6 6 6
Enterobius vermicularis 1 0 1
106 (93,8%) 93 (82,3%) 113 (100%)

Protozoarios intestinais
Entamoeba coli 87 74 95
Blastocystis hominis 82 65 93
Giardia intestinalis 58 50 61
Endolimax nana 55 45 64
lodamoeba butschilli 22 15 26
Entamoeba histolytica/dispar 3 2 3
Entamoeba hartmani 1 0 1
Chilomastix mesnili 0 1 1

308 (89,5%) 252 (73,2%) 344 (100%)

Total

414 (90,6%)

345 (75,5%)

457 (100%)
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Tabela 10. Diagnostico de parasitos intestinais pela técnica de TF-Test, combinagdo de
trés técnicas e todas técnicas, em amostras fecais 155 pacientes portadores de simples ou
maltipla infecgdo parasitaria, procedentes do Hospital de Clinicas, da Universidade de S&o

Paulo (USP).
Técnica Parasitologica
Parasito TF-Test Comb. Téc.®  Rugai Todas Tecnicas
(no. pos.) (no. pos.)  (no. pos.) (no. pos.)
Helminto
Strongyloides stercoralis 15 15 9 23
Ascaris lumbricoides 12 9 1 12
Trichuris trichiura 11 6 1 12
Schistosoma mansoni 6 7 0 11
Ancylosmatidae 6 3 0 8
Enterobius vermicularis 1 2 0 2
51 42 11 68
(75,0%) (61,8%) (16,2%) (100%)
Protozoério
Endolimax nana 94 61 19 109
Entamoeba coli 67 29 6 70
Giardia intestinalis 32 11 3 32
Blastocystis hominis 29 10 1 37
lodamoeba butschilli 6 2 0 7
Entamoeba hartmani 2 5 1 7
Chilomastix mesnili 1 1 0 1
Isospora belli 1 0 0 1
247 126 31 282
(87,6%) (44,7%) (11,0%) (100%)
Total 298 168 42 350
(85,1%) (48,0%) (12,0%) (100%)

2 Técnicas combinadas de Lutz, Faust & cols. e Rugai, Mattos & Brisola.
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Tabela 11. Positividade observada na técnica de TF-Test e 0 aumento cumulativo de
positividade na combinacdo de técnicas, Lutz , Faust & Cols.e Rugai, Mattos & Brisola,

com 0 aumento do namero de coleta de amostras fecais, no estudo de 154 pacientes do
Hospital de Clinicas, da Universidade de S&o Paulo (USP).

Técnicas Parasitoldgicas

Coleta de

Amostras TF-Test Lutz, Faust e Rugai
% (no. pos./total pos.)® % (no. pos./total pos.)

1° - 48,3 (169/350)

28 - 73,4 (257/350)

3° 85,1 (298/350) 89,1 (312/350)

 Numero de infecges parasitarias
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Tabela 12. Indices Kappa (k) em um estudo de 1.244 resultados positivos e negativos
para enteroparasitos obtidos por diferentes técnicas em cinco laboratorios do Estado de S&o

Paulo e um laboratério do Estado da Bahia.

Local Técnica indice k Classificagéo k
UNITAU-SP TF-Test 0,976 * Quase perfeito
Coprotest 0,785 * Substancial
UNESP -SP TF-Test 0,877 * Quase perfeito
Coprotest 0,799 * Substancial
UNICAMP-SP TF-Test 0,782 * Substancial
Coprotest 0,601 * Moderado
USP -SP TF-Test 0,715 * Substancial
Comb. Téc.? 0,287 * Fraco
Hosp.Alianca-BA TF-Test 0,924 Quase perfeito
Lutz 0,744 Substancial
Previlab-SP TF-Test 1,000 Quase perfeito
Lutz 0,256 Fraco
UNITAU, TF-Test 0,906 * Quase prefeito
UNESP e Coprotest 0,765 * Substancial
UNICAMP

2 Técnicas combinadas de Lutz, Faust & cols. e Rugai, Mattos & Brisola.

*P<0,05
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4. DISCUSSAO

Enteroparasitoses humanas se constituem atualmente em sério problema
de saude publica, notadamente em se tratando de paises em desenvolvimento
e, como comentado anteriormente, podem ocasionar formas graves de doencas
e mortes.

Até o presente momento, 0s exames parasitolégicos das fezes
geralmente sdo efetuados com apenas uma amostra fecal coletada de
pacientes, utilizando técnicas que envolvem processo mecanico, biolégico ou
kit comercial. Nem sempre essas técnicas sdo eficientes em detectar
protozoéarios juntamente com helmintos.

Desta forma, preconiza-se a associacdo de técnicas parasitoldgicas,
porém, observou-se que apesar da melhoria no diagndstico de parasitoses
intestinais, se a coleta de amostra fecal for Unica, somente um terco a metade
das espécies parasitarias presentes no bolo fecal serdo reveladas (De Carli,
2001). Tornou-se evidente que além da necessidade de combinar as técnicas
parasitoldgicas tem-se também que realizar repeticdes de exames, coletando
novas amostras fecais.

Esta observacdo é confirmada por nossos achados (tabela 9 e tabela 10)
do apéndice, em que as técnicas de Lutz, Faust & cols. e Rugai, Mattos &
Brisola, isoladamente sdo pouco sensiveis, variando de 12,0% a 38,3%,
enquanto que com a combinacdo destas trés técnicas ocorre aumento na
sensibilidade (48,0%). Porém, se estas trés técnicas forem repetidas por mais
duas vezes com novas coletas de amostras fecais, a sensibilidade aumenta
significativamente (89,1%), com acréscimo de 40,8%. Dependendo da
freqiiéncia de infeccdo parasitaria e da técnica empregada, 0 ganho em
positividade varia de acordo com autores de 22,7% (Hiatt et al., 1995) a
41,7% (Nazer et al., 1993 e Catwright, 1999).

Infelizmente, este procedimento ndo s6 toma o tempo do paciente
fazendo-o a retornar trés vezes ao laboratério, mas também, onera o exame
laboratorial tornando-o impraticavel na rotina diagnostica, principalmente,
devido aos baixos repasses financeiros aplicados por 6rgdos publicos
(DataSus, 2002).

No entanto a recomendacao atual € a de realizar pelo menos trés exames
de fezes que sdo coletados em dias diferentes e ndo ultrapassando o periodo de
10 dias, utilizando uma determinada técnica parasitologica, a fim de
solucionar o problema da ocorréncia de resultados negativos falsos que sdo
frequentes em infecgdes de intensidade moderada ou baixa. Contudo este
procedimento na rotina laboratorial ndo tem sido efetuado devido a diversos
fatores ndo praticos e factiveis.
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A técnica de TF-Test utilizando o protdtipo de kit consiste em processar
totalmente trés amostras fecais coletadas em dias diferentes, em uma unica
etapa, por meio de filtracdo dupla, e concentracdo do sedimento por
centrifugacdo rapida, concentrando desta maneira as formas parasitarias. Até o
presente momento, ndo se conhece técnica que processe trés amostras fecais
coletadas em dias diferentes de uma sé vez. A parte original do kit consiste
entdo em processar trés amostras fecais em uma unica etapa, tendo um sistema
de dupla filtracdo, sendo as malhas do primeiro filtro mais grossas que as do
segundo, as quais reduzem consideravelmente particulas fecais, possibilitando
melhor visualizacdo de formas parasitarias a microscopia de luz. Contudo, o
processo de concentracdo de formas parasitarias por centrifugacdo €
conhecido had muito tempo (Teleman, 1908). Na técnica de TF-Test, utiliza-se
também o acetato de etila para proporcionar a separacdo de componentes com
diferentes densidades por meio de centrifugacdo do material fecal suspenso
em solucédo neutra de formalina. O acetato de etila é o substituto encontrado
por Young (1979) para a solucdo de formalina-éter originalmente descrita por
Ritchie (1948), embora esta técnica tenha sofrido modificacbes posteriormente
(Maldonado, 1953 e 1954). No sedimento obtido por TF-Test, as formas
parasitarias como, ovos e larvas de helmintos, além de cistos de protozoarios
foram encontradas em boas condi¢cBes, mantendo suas caracteristicas
morfologicas para identificacdo rapida.

Introduziram-se melhoramentos e estabeleceu-se a padronizacdo do
processo de fabricagdo do prototipo do kit, bem como, a otimizagdo dos
fatores que interferem na técnica do TF-Test em condicBGes de laboratorio.
Fatores, tais como, a proporcdo de amostra fecal e o volume de solugédo
preservadora de formas parasitarias, temperatura, substancia removedora de
lipides, detergente, condicdo de centrifugacdo, vazamento de liquido do Kit,
tempo de conservacdo de formas parasitarias. A vantagem do kit é a
possibilidade de conservar as amostras coletadas a temperatura ambiente por
mais de 30 dias, dispensando o uso de refrigerador, portanto, demonstrando
ser apropriado para estudos de enteroparasitoses em populagdes. Observou-se
que o kit apresenta flexibilidade quanto ao seu uso, pois, permite a utilizacio
de diferentes tipos de solucbes preservativas ou em alguns tubos com e outro
sem nenhuma solucdo preservativa, por exemplo, quando: 1) é exigida cultura
bacteriana, aléem do exame parasitologico; 2) ha necessidade de preparar
laminas coradas, no diagnéstico de oocistos de coccideos, em casos de
pacientes imunocomprometidos; e 3) se deseja coletar trés amostras do mesmo
material fecal, etc.
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Em geral, o desempenho diagndstico da técnica de TF-Test foi melhor
que as técnicas convencionais isoladamente ou combinadas (Lutz, Faust &
Cols. e Rugai, Mattos & Brisola) ou técnicas que empregam Kits comerciais
(StillQuick, Coprotest e Parasep). Este achado era esperado, porquanto,
observaram-se que se fosse feita uma mistura de trés amostras fecais de dias
diferentes (Aldeen et al., 1993), ou entdo de trés amostras coletadas no mesmo
dia (Tavares-Neto et al., 1993) ocorria enriquecimento ou concentracdo de
formas parasitarias.

A primeira fase de avaliagdo no préprio laboratério da UNICAMP foi
estrategicamente necessaria, pois, se nesta fase os resultados ndo fossem
consistentes, o trabalho néo teria continuidade em diferentes laboratorios para
a confirmacdo dos dados obtidos; subsidios estes imprescindiveis para a
posterior industrializagdo do Kit.

Ainda nesta fase, a técnica de TF-Test foi avaliada em comparagdo com
a técnica de Kato-Katz. Para alta carga parasitaria, expressa em ovos por
grama de fezes (OPG), a nova técnica apresentou resultado comparavel ao da
técnica de Kato-Katz. Porém, para baixa carga parasitaria ( < 100 OPG), a sua
positividade foi maior que a técnica de Kato-Katz. Talvez, a perda de
sensibilidade ocorrida para a técnica de Kato-Katz, quando a carga parasitaria
é baixa, se deva a técnica em si, que utiliza pequena quantidade de amostra
fecal, equivalente a 50 ou 60mg para se efetuar a leitura em uma lamina
comum de microscopia (26 x 76mm) , contra aproximadamente 4 gramas
utilizadas no TF-Test, cujas amostras sdo coletadas em trés dias alternados.
Estudos neste sentido foram realizados em areas de baixa endemicidade para a
infeccdo por Schistosoma mansoni, demonstrando a proporcionalidade entre
taxa de prevaléncia e nimero de laminas examinadas, como fator de limitagéo
das técnicas diagndsticas em detectar ovos em amostras de individuos com
baixa carga parasitaria (De Vlas & Grysseis, 1992; Araujo, 2000).

Vale ressaltar que, em vista das dificuldades técnicas em uma rotina
laboratorial para a realizagcdo de multiplas ld&minas ou para o exame de mais de
uma amostra de cada individuo, grande parte dos laboratdrios praticam a
leitura de apenas uma lamina de microscopia na técnica de Kato-Katz (De
Vlas e cols., 1992; Araujo, 2000).

As avaliactes do kit foram efetuadas em seis laboratdrios, mostrando
diferentes graus de poliparasitismo: 1) baixo (UNESP, Hospital Alianca e
Previlab), tendo infeccdes simples e duplas; 2) média (UNITAU), tendo
infeccdes simples, duplas e triplas; e alta (UNICAMP E USP), tendo infeccdes
simples, duplas, triplas e multiplas (em media 4 infeccdes). Nestas condi¢bes
de avaliacdo, a técnica de TF-Test apresentou sensibilidades
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significativamente mais elevadas em relacdo as demais técnicas
convencionais.

Constatou-se ainda que a técnica foi também bastante sensivel em
detectar tanto os protozoarios assim como helmintos, observando-se a
predominancia de Entamoeba coli, Endolimax nana e Blastocystis hominis,
entre os protozoarios, e ancilostomatideos, Trichuris trichiura e Strongyloides
stercoralis, entre helmintos. Blastocystis hominis, segundo alguns autores, foi
sugerido como sendo um patdgeno causador de blastocistiase ou blastocistose
(Markell, 1993; Doyle, 1990). A técnica de TF-Test apresentou diferenca
consideravel (tabela 8) de 86,0% (111) de positividade versus 58,1% (75) de
positividade obtida por técnicas convencionais. A diferenca na positividade
em detectar B. hominis pode ser atribuida ao fato de que as técnicas
convencionais, constituidas por associacdo das técnicas de Lutz, Faust & Cols.
e Rugai, Mattos & Brisola, processarem material fecal coletado fresco, sem
fixacdo, e lavado em agua corrente, o que destréi as formas vacuolares,
granulares ou ameboide do parasito, fornecendo resultado negativo falso (De
Carli, 2001).

Outro fato relevante caracterizado neste estudo foi a identificacdo de
oocisto de Isospora belli pela técnica de TF-Test, mesmo sem a utilizacdo de
métodos de coloracdo especificos. E importante realcar que devido ao baixo
indice de isosporiase humana, a frequéncia registrada no Estado de Sdo Paulo
é de menos de um caso para cada 1.000 exames (Rey, 2002). Este
acontecimento talvez se deva ao procedimento inerente a técnica de TF-Test.
Alguns autores sugerem que partes descartaveis do material utilizado em
algumas técnicas, como por exemplo gaze, chegam a reter mais de 15% de
oocistos de protozoarios no momento da filtragem, devido as impurezas do
material fecal (Weber et al, 1991).

Estudos recentemente realizados com parasitos gastrintestinais em
ovinos, demonstraram a maior sensibilidade para detec¢do de coccideos
intestinais da técnica de TF-Test quando comparada com a técnica de Gordon
& Whithlock (Lumina, 2004). A técnica devera ser aprimorada a fim de
possibilitar o diagnostico apurado de coccideos intestinais em humanos.

Ainda neste estudo, a prevaléncia de infec¢do por protozoarios (69,0%)
foi significativamente maior que de helmintos (19,1%). Este perfil €
compativel com os dados epidemioldgicos obtidos nos ultimos dez anos em
diferentes localidades, principalmente, do estado de Sao Paulo (Gioia, 1992 e
Machado et al., 1999).
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Efetuou-se ainda comparacao entre a técnica de TF-Test e de Coprotest
comercial (tabela 9), tendo em mente a sua futura comercializacao,
observando-se a maior eficiéncia da primeira. Apesar da técnica do Coprotest
comercial enriquecer as formas parasitarias por meio do processo de
centrifugo-sedimentacdo, como acontece para a técnica de TF-Test, a coleta
tripla de amostras fecais da ultima técnica melhora significativamente a
deteccdo de formas parasitarias, corrigindo a falha na ja referida distribuicéo
ndo uniforme dos ovos de helmintos no bolo fecal e dos estagios dos
protozoarios intestinais. Vale ressaltar que, neste estudo, a nova técnica
detectou um total de 414 parasitos nas amostras fecais, enquanto que a técnica
de Coprotest detectou 345 parasitos, havendo uma diferenca de 69 (15,1%)
parasitos a menos, que foram significativos. Os resultados com maior nimero
de discrepancias ocorreram na idendificacdo de Strongyloides stercoralis,
Blastocystis hominis, Entamoeba coli, Endolimax nana, Giardia intestinalis e
lodamoeba butschilli.

Larvas de nematdides em fezes humanas sdo diagnosticadas com certa
frequéncia, principalmente, as larvas de Strongyloides stercoralis.

Normalmente as infeccOes por este parasito apresentam-se discretas,
exigindo, portanto, técnicas especificas de isolamento dessas larvas baseando-
se no fenbmeno de hidrotropismo positivo das mesmas. Mesmo em se tratando
de técnicas de extracdo de larvas da massa fecal por procedimento de hidro e
termotropismo, recomenda-se a repeticdo de exame das fezes. Um sO exame
de fezes revela de 60 a 80% dos casos positivos, devendo-se repeti-lo trés a
cinco vezes para conseguir 100% de resultados positivos (Rey, 2002). A
técnica de TF-Test detectou larvas do nematdide S. stercoralis (tabela 10),
todavia, em vista do nimero reduzido de casos (15) versus a técnica de Rugai,
Mattos & Brisola que também detectou pequeno nimero de casos (9), cuja
diferenca ndo foi estatisticamente significativa (z obtido = 1,83; p > 0,05).
Assim, a técnica deverd ser posteriormente avaliada com maior nimero de
casos. No entanto, os achados de nematdides com a técnica nova quando
comparados com os de outras técnicas convencionais sugerem a superioridade
do TF-Test.

No segundo tipo de avaliacdo, analisamos a eficiéncia diagndstica das
técnicas com base no indice k de concordancia para resultados positivos e
negativos em relacdo aos dados de referéncia (combinacdo de todas as
técnicas usadas). O indice k define melhor o desempenho diagndstico de
diferentes técnicas que simples achados em porcentagens de concordancia ou
discordancia. No laboratério da UNESP, apesar da sensibilidade obtida para a
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técnica de TF-Test ndo ter diferido significativamente da técnica de Coprotest,
o0 indice k foi significativamente maior que o de Coprotest. Este resultado €
explicado pelo fato de que, no indice k, grande nimero de resultado negativo
(257) € incluido juntamente com o de positivos (43), utilizados na
determinacdo de sensibilidade.

O indice k obtido para a técnica de TF-Test, no conjunto de laboratorios
que empregam convencionalmente a técnica de Coprotest, correspondeu a
uma concordancia Quase Perfeita. Porém se considerarmos os dados de
laboratdrios individualmente, em quatro laboratorios a concordancia foi Quase
Perfeita, embora em dois desses ndo fossem significativos, e dois a
concordancia foi substancial. E interessante notar que em laboratorios onde
houve alta intensidade de infeccéo, o indice de concordancia foi Substancial,
sendo que no laboratorio da UNICAMP na primeira fase do projeto quando o
numero de amostras fecais examinados foi menor (60) que na segunda fase
(238), a concordancia foi Quase Perfeita. Possivelmente diversos fatores
influenciaram na eficiéncia diagnostica desses laboratorios tais como: a)
conceitos e procedimentos diferentes da nova técnica tanto para pacientes e
pessoal técnico; b) necessidade de mais treinamento com a nova técnica para
se alcancar o mesmo nivel de adestramento da técnica convencional; e c)
variancia técnica, considerando que mais de um profissional de laboratorio
participou nesses laboratorios onde a freqliéncia de infeccdo maultipla era alta.
No entanto, os dados apontam a favor da nova técnica.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a sensibilidade
da técnica de TF-Test esta proxima das de técnicas soroldgicas (Ferreira &
Avila, 2001) e, desta forma, ha necessidade de efetuar avaliagbes posteriores
quanto a este aspecto. Esta técnica parece apropriada para pacientes tratados
ou para programas de controle das enteroparasitoses, considerando que as
técnicas sorologicas sdo ineficientes para tal finalidade.

O kit foi planejado para melhorar a qualidade e eficiéncia de exame
parasitologico em amostras fecais e, neste aspecto, os dados obtidos
demonstram que o objetivo foi alcancado.

As informacdes coletadas mediante os questionarios preenchidos por
pacientes usuarios do kit, assim como, as equipes de laboratdrio (dados nédo
apresentados) confirmaram a sua utilidade. Segundo a avaliagdo de pacientes,
pouca orientacdo € dada de forma correta aos pacientes, por parte de
atendentes no laboratdrio para a coleta das amostras de fezes. Assim de acordo
com os dados coletados, pode-se afirmar que 0s pacientes sdo na maioria
conscientes da importancia de se efetuar uma boa coleta de fezes.

45



Assim, 0s aspectos econdmicos, praticos, e de alta sensibilidade do TF-
Test mostra que o kit é aplicavel para diagnéstico da enteroparasitoses em
pacientes e em inquéritos epidemioldgicos. Ademais, esta técnica podera
contribuir eficientemente para o monitoramento da quimioterapia durante o
acompanhamento de populagbes tratadas em programas de controle de
enteroparasitoses.
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5. CONCLUSOES

As caracteristicas do protdtipo do kit TF-Test quanto aos aspectos
diagnosticos, operacionais e custo foram investigadas, realizando na primeira
fase um estudo intralaboratorial, e na segunda fase, estudos interlaboratoriais.
Os achados no presente trabalho permitiram concluir que:

- A técnica de TF-Test apresenta alta eficiéncia diagndstica, pois, tanto na
primeira fase como na segunda fase, sua sensibilidade foi significativamente
maior gque as técnicas convencionais (Lutz, Faust & Cols. e Rugai, Mattos &
Brisola) ou técnicas que empregam kit comercial (StillQuick, Coprotest e
Parasep),

- Na deteccdo de helmintos bem como de protozoarios, a técnica é
eficiente, sendo significativamente melhor que a das demais técnicas
convencionais. Neste estudo, foi encontrando maior positividade para
protozoarios, tais como, Entamoeba coli, Endolimax nana e Blastocystis
hominis, e para helmintos, ancilostomatideos, Trichuris trichiura e
Strongyloides stercoralis.

- A técnica de TF-Test se mostrou sensivel em individuos com infeccéo
alta (> 1.000 OPG) ou baixa (< 100 OPG) de A. lumbricoides, 0 mesmo néo
tendo ocorrido com a técnica de Kato-Katz que apresentou maxima
postividade em infeccdo alta e, positividade moderada em infeccao baixa.

- O protoétipo do kit é de manuseio simples e pratico para coleta de
amostras fecais tanto por pacientes, bem como, para processamento dessas
amostras por profissionais no laboratorio, sendo higiénico por utilizar solugéo
preservadora de formalina neutra, exigindo pouco contato com amostras
fecais, e descartando o kit utilizado em recipiente apropriado, de
biosseguranca.

- As estimativas indicam que, do ponto de vista do custo-beneficio, o kit a
ser futuramente industrializado é satisfatorio e competitivo, podendo ser
adquirido mesmo por laboratérios de pequeno porte. Ademais, observou-se
que, para se utilizar o kit, o espacgo requerido para a implementacdo da técnica
é reduzido e, portanto, econémico.
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6. APENDICE

Laboratério A

Localidade: Taubaté-SP (UNITAU)

N° total de individuos: 309

Total de individuos com enteroparasitoses: 102 (33%)
Total de individuos negativos: 207 (67%)

Tabela 1. Espécies de parasitos intestinais detectados por técnica de TF-Test e Coprotest,
no estudo de 102 individuos infectados, residentes no Municipio de Taubaté-SP.

Espécie Parasitaria TF-Test Coprotest Total
Entamoeba coli 38 27 38
Giardia intestinalis 24 16 25
Trichuris trichiura 23 22 23
Endolimax nana 13 9 13
lodamoeba butschilii 9 7 11
Ascaris lumbricoides 10 9 10
Strongyloides stercoralis 8 6 8
Ancylostomatidae 6 6 6
Hymenolepis nana 2 2 2
Enterobius vermicularis 1 0 1
Total 134 104 137

Tabela 2. Monoparasitismo e poliparasitismo encontrados no estudo de 102 individuos
com enteroparasitoses do Municipio de Taubaté-SP.

Tipo de infecgdo Total de N° de
Técnica parasitos individuos
Unico Duplo Triplo Multiplo  detectados infectados
TF-Test 76 16 7 1 134 100
Coprotest 62 14 3 1 104 80
Ambas as
Técnicas 77 17 7 1 137 102

Sensibilidade TF-Test =97,8% (134/137)  Especificidade TF-Test = 100% (207/207)
Sensibilidade Coprotest = 75,9% (104/137) Especificidade Coprotest = 100% (207/207)
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Laboratorio B

Localidade: Botucatu (UNESP)

N° total de individuos: 300

Total de individuos com enteroparasitoses: 43 (14,3%)
Total de individuos negativos: 257 (85,7%)

Tabela 1. Espécies de parasitos intestinais detectados por técnicas de TF-Test e Coprotest,
no estudo de 43 individuos apresentando infeccdo, residentes no Municipio de Botucatu-
SP.

Espécie Parasitaria TF-Test Coprotest Total
Entamoeba coli 15 15 19
Endolimax nana 14 8 16
Giardia intestinalis 6 7 7
Strongyloides stercoralis 1 2 2
Ancylostomatidae 1 1 1
Trichuris trichiura 1 0 1

Total 38 33 46

Tabela 2. Monoparasitismo e poliparasitismo encontrados no estudo de 43 individuos
com enteroparasitoses do Municipio de Botucatu-SP.

Tipo de infecgdo Total de N° de
Técnica parasitos individuos
Unico Duplo Triplo Miltiplo detectados infecatados
TF-Test 32 3 0 0 38 35
Coprotest 29 2 0 0 33 31
Ambas as
Técnicas 40 3 0 0 46 43

Sensibilidade TF-Test = 82,6% (38/46) Especificidade TF-Test = 100% (257/257)
Sensibilidade Coprotest = 71,7% (33/46)  Especificidade Coprotest = 100% (257/257)
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Laboratoério C

Localidade: Campinas (UNICAMP)

N° Total de individuos: 238

Total de individuos com enteroparasitoses: 146 (61,3%)
Total de individuos negativos: 92 (38,7%)

Tabela 5. Espécies de parasitos intestinais detectados por técnicas de TF-Test e Coprotest,
no estudo de 146 individuos infectados, residentes no Municipio de Campinas-SP.

Espécie Parasitaria TF-Test Coprotest Total
Blastocystis hominis 82 65 93
Entamoeba coli 34 32 38
Endolimax nana 28 28 35
Giardia intestinalis 28 27 29
Ascaris lumbricoides 18 17 19
lodamoeba butschilii 13 8 15
Trichuris trichiura 10 7 12
Strongyloides stercoralis 8 2 9
Schistosoma mansoni 6 6 7
Ancylostomatidae 5 7 7
Hymenolepis nana 6 6 6
Entamoeba histolytica /E. dispar 3 2 3
Entamoeba hartmani 1 0 1
Chilomastix mesnili 0 1 1
Total 242 208 275

Tabela 6. Monoparasitismo e poliparasitismo encontrados no estudo de 146 individuos
com enteroparasitoses no Municipio de Campinas-SP.

Tipo de infeccdo Total de N° de
Técnica parasitos individuos
Unico Duplo Triplo Miltiplo  detectados infectado
TF-Test 79 26 19 14 242 138
Coprotest 59 25 14 11 208 109
Ambas as
Técnicas 76 30 21 19 275 146

Sensibilidade TF-Test = 88,0% (242/275) Especificidade TF-Test = 100% (94/94)
Sensibilidade Coprotest = 75,6% (208/275)  Especificidade Coprotest = 100% (94/94
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Laboratoério D

Localidade: S&o Paulo (USP)

N° total de individuos: 256

Total de individuos com enteroparasitoses: 155 (60,5%)
Total de individuos negativos: 101 (39,5%)

Tabela 7. Espécies de parasitos intestinais detectados por técnicas de TF-Test e por
combinacao das tecnicas de Faust & Cols., Lutz e Rugai, Mattos & Brisola, no estudo de
153 individuos com enteroparasitoses, residentes no municipio de Sao Paulo.

Espécie Parasitaria TF-Test Faust, Lutz e Rugai* Total
Endolimax nana 94 61 109
Entamoeba coli 67 30 71
Blastocystis hominis 29 10 36
Giardia intestinalis 32 11 32
Strongyloides stercoralis 15 15 23
Entamoeba histolytica /E. dispar 15 7 18
Ascaris lumbricoides 12 9 12
Trichuris trichiura 11 6 12
Schistosoma mansoni 6 7 11
Ancylostomatidae 6 3 8
lodamoeba butschilii 6 2 7
Entamoeba hartmani 2 5 7
Enterobius vermicularis 1 2 2
Chilomastix mesnili 1 1 1
Isospora belli 1 0 1
Total 298 169 350
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Tabela 8. Monoparasitismo e poliparasitismo, no
enteroparasitoses do Municipio de S&o Paulo.

estudo de 155

individuos com

Tipo de infeccdo Total de N° de
Técnica parasitos individuos
Unico Duplo Triplo Mdltiplo detectados infectado
TF-Test 43 42 30 18 298 133
Trés técnicas™ 70 32 3 6 169 111
Todas as
técnicas 50 50 31 25 350 155

* Faust, Lutz e Rugai

Sensibilidade TF-Test = 85,1% (298/350)
SensibilidadeTrés técnicas = 48,3%(169/350)

Especificidade TF-Test = 100% (103/103)
Especificidade Trés técnicas = 100%(103/103)

Tabela 9. Aumento da sensibilidade observada na combinacdo das técnicas de Faust &
Cols., Lutz e Rugai, Mattos & Brisola, com a repeticdo da coleta de amostras de fezes.

Sensibilidade
Técnica
12, Coleta 28, Coleta 32 Coleta

TF-Test 85,1% (298/350) - -

85,1% (298/350)
Faust 25,4% (89/350) 41,7% (146/350) 60,6% (212/350)
Lutz 38,3% (134/350) 65,4% (229/350) 86,2% (302/350)
Rugai 12,0% (42/350) 19,4% (68/350) 30,3% (106/350)

48,3 (169/350) 73,4% (257/350) 89,1% (312/350)

Obs: 85,1% e 89,1% (p > 0,05)
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Laboratério E

Localidade: Salvador-BA (Hospital Alianca)

N° total de individuos: 125

Total de individuos com enteroparasitoses: 16 (12,8%)
Total de individuos negativos: 109 (87,2%)

Tabela 10. Espécies de parasitos intestinais detectados por técnicas de TF-Test e Lutz, no
estudo de dezesseis (16) individuos com enteroparasitoses, residentes no municipio de
Salvador-BA.

Espécies Parasitarias TF-Test Lutz Total

Entamoeba coli 6 4 6
Giardia intestinalis 3 3 3
lodamoeba butschlii 2 3 3
Endolimax nana 2 1 3
Ascaris lumbricoides 2 0 2
Entamoeba histolytica /E. dispar 1 0 1
Total 16 11 18

Tabela 11. Monoparasitismo e poliparasitismo encontrados no estudo de 16 individuos
com enteroparasitoses do municipio de Salvador-BA.

Tipo de infecgdo Total de N° de
parasitos individuos
Técnica Unico Duplo Triplo Mudltiplo  detectados infectados
TF-Test 10 2 0 0 16 14
Lutz 9 1 0 0 11 10
Ambas as
técnicas 12 2 0 0 18 16

Positividade TF-Test =88,9% (16/18) Negatividade TF-Test = 100% (109/109)
Positividade Lutz =61,11% (11/18) Negatividade Lutz =100% (109/109)
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Laboratério F

Localidade: Piracicaba-SP (Previlab Analises Clinicas)
N° total de individuos: 16

Total de individuos com enteroparasitoses: 5 (31,2%)
Total de individuos negativos: 11 (68,8%)

Tabela 12. Espécies de parasitos intestinais detectados por técnicas de TF-Test e Lutz, no
estudo de cinco individuos com enteroparasitoses, residentes no municipio de Piracicaba-
SP.

Espécie Parasitéria TF-Test Lutz Total
Endolimax nana 3 1 3
Entamoeba coli 2 1 2
Giardia intestinalis 1 0 1
Total 6 2 6

Tabela 13. Monoparasitismo e poliparasitismo encontrados no estudo de cinco
individuos com enteroparasitoses no municipio de Piracicaba-SP.

Tipo de infeccdo Total de N° de

Técnica _ parasitos individuos

Unico Duplo Triplo Mudltiplo detectados infectados
TF-Test 4 1 0 0 6 5
Lutz 0 1 0 0 2 1
Ambas as
técnicas 4 1 0 0 6 5
Positividade TF-Test = 100% (6/6) Negatividade TF-Test=100% (11/11)
Positividade Lutz = 33,3% (2/6) Negatividade Lutz =100% (11/11)
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8. ANEXO

Instrucdes para utilizagédo do Kit TF-Test:
a) Coleta - indicacéo para o paciente

s . \ .

1- Abra o tubo coletor-  2- Utilize a colher para 3- Ao depositar a amostra  4- Feche bem o tubo 5- Agite bem o tubo 6- Efetue este processo de
usudrio, puxando coletar as fezes, cologue  no tubo coletor, ndo coletor, pressionandoa  coletor até a diluigio do  coleta em dias alternados
cuidadosamente, na colher a quantidade de  ultrapasse a faixa de tampa até ouvir 0 som material fecal coletado.  (dlia sim, dia ndo) nos trés
simulando o movimento  fezes suficiente para tolerancia para coleta. de encaixe (clique). tubos coletores.
de rosca, para ndo preenché-la. Ndo cologue
derramar o liquido. excesso de fezes, No caso

de fezes diarréicas,

coloque-as diretamente no

frasco até atingir a faixa de

tolerdncia para coleta

assinalada no frasco.

b) Processamento - indicacdo para o laboratorio

1- Agite o tubo coletor  2- Abra o tubo coletor 3 Encaixe os tubos 4- Acrescente uma gota 5 Acrescente 3 ml de 6- Com 0 auxilio da réqua

para homogeneizagio do  cuidadosamente, coletores na estante, com  de detergente neutroe  acetato de etilap.a. por  homogeneizadora, fixe os

material fecal coletado.  puxando e simulando o as tampas semi-abertas,  incolor em cada tubo tubo e feche os tubos. tubos coletores inseridos
movimento de rosca, para coletor. na estante e agite-0s para
ndo derramar o liquido. homogeneizar o material.

7- Encaixe os 3 tubos §- Viire o sistema coletor-  9- Centrifugue o 10- Desencaixe 11- Descarte o 12- Encaixe o tubo de
coletores no conjunto de  processador, de forma sistema a 500 x g cuidadosamente o tubode  sobrenadante em centrifugagdo na estante.
filtros e centrifugagdo.  que os tubos coletores-  por um minuto. centrifugagdo do conjunto  recipiente apropriado,

usudrio fiquem voltados processador; puxando e sequndo normas de

para cima, e encaixe esse simulando rosca. biosseguranga,

sistema & cagapa de inclinando cuidadosa-

centrifuga 100 ml mente o tubo na

universal, horizontal.

i

1- Acrescente ao 2- Homogeneize 3-Transportedeumaa  4- Acrescente uma gota 5~ Cubra o material com  6- Examine o material
sedimento cerca de 10 delicadamente. trés gotas do material  de lugol 2%. laminula 22x22 mm. preparado em
otas de solugdo homogeneizado para a microscdpio de luz
isioldgica. ldmina de microscopia, convencional com
utilizando canudo, aumentos de 100 e 400
pipeta pasteur ou vezes.
pldstica descartével.
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