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INTRODUGAO

Definem-se como enteroparasitas todo§ os protozoérios e helmintos
que parasitam o trato intestinal humanoje de outros animais,os quais
s30 liberados no meio ambiente atPavés(das fezes dos individuos  in
fectados. A contaminagéo do solohpor esses parasitas esta associada
diretamente ao destino dado aos eXxeretas humanos e de animais, refle
tindo as condigoes higicnicas e de saneamento da populagao. Nesse
sentido, a utilizacgaolde fezegghimanas e animais, lixo e esgoto do
mestico como fertilizantes de solos, bem como sua irrigagao cbm
agues residuarias altamentehcontaminadas, constituem um problema sig
nificativo para a saudelpublica, visto que o solo pode tornar-se um
veiculo na transmissao desses patégenos. Além disso, deve-se consi
derar também & posgibilidade de contaminagao das aguas, em conse
quéncia do carkeamento [Messes agentes patogénicos para corpos hidri

cos atraves,  da ‘drenagem por éguas pluviais.

Os protoZoarios patogénicos de maior importancia em aguas de esgoto

e aguasf{de cgnsumo humano contaminadas sao Giardia lamblia, Entamoeba

histolytica e Criptosporidium, que causam diarréia ou gastroente

rites de severi@ade variada. O Criptosporidium causa uma diarreia

similar & da colera, que assume maior gravidade em individuos - imuno

deficientes. . 0 Balantidium coli, um protozoério existente no in

testino grosso de suinos, pode tambem parasitar o homem em algumas
situagoes.

Em relagao aos helmintos, verifica-se a ocorréencia em nosso pais. de
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uma ampla gama de parasitoses intestinais, destacando-se pela ele

vada prevalencia: Ascaris lumbricoides (59,5% da populacao nacional)

e os ancilostomideos (principalmente Necator americanus), com taxas
da ordem de 26,5% segundo dados da Organizagao Mundial da Sande (1987).

Destaca-se também a ocorrencia de Trichuris trichiura, Strongyloides

stercoralis, Enterobius vermicularis, Taenia solium e T. saginata,

Schistosoma mansoni, Hymenolepis nana e H. diminutag

O conhecimento do tempo de sobrevivencia de patégenos'no solo e rele
vante em todas as situagoes em que esgoto, lodefolpeompostos organi
cos de origem fecal sao aplicados como fertilizantes ‘ou condiciona
dores do solo. De modo geral, os cistos de protozoérios podem resis

tir 10 dias ou mais no solo (Entamoeba histolytica <20 dias a temperatu

. O . ~ . . .
ras de 20 a 30°C).A resistencia dos ovos de _helmintosivaria bastante,
sendo os mais resistentes os ovos de Ascarids, que podem permanecer
viaveis durante até 7 anos. Em aguas doces,hd tempo de  sobreviven

cia de E.histolytica ¢ inferior a 3Qgdias e dos ovos de Ascaris

lumbricoides & de varios meses, a gemperatubas de 20 a 30°c. Os cis

tos de Giardia lamblia, que s3o eliminados na proporgao de 106/g de

fezes do individuo infectado, podemhsobreviVer até 2 meses -em aguas

potaveis.

Devido a ampla ocorréncia em nosso pals de enteroparasitoses na popu
lagdo humana e animal e a resisténcialapresentada por cistos de pro
tozoérios e ovos de alguns helmintos4{ a pesquisa desaﬁspatégenos em
amostras de agua de esgotoyhsolo e residuos solidos € recomendada em
estudos e programas . de avaliacao e monitoramento da qualidade ambi
ental, visando minimizarha disseminacao dos parasitas intestinais no

meio-ambiente.

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreveios metodos de quantificagéo e identificagao de
ovos de helmintos|e cistos de protozoérios em amostras ambientais sé
lidas e 1ig@idas/pélas técnicas de centrifugo-flutuagao e de sedimen
tagéo esponténea, sendo aplicével para amostras de solo, areia, resi
duos solidos e agua,de esgoto.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicacao desta Norma é necessario consultar:
a) M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagao de materiais em labo
ratorio de microbiologia;
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b) L5.009 - Seguranga e higiene do trabalho em laboratorio de mi
crobiologia.

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.8.

3.1 Helmintos

Grupo extremamente grande na natureza, que engloba,fodos os vermes,
quer sejam parasitas (humanos, animais ou vegegais) ou organismos de
vida livre. Possuem forma e tamanho vari@dos. Sa0) divididos em tres
filos, dos quais apenas Platyhelminthes/e Nemathelminthes apresentam

interesse em parasitologia humana.

3.2 Platyhelminthes

Os platelmintosvsao vermes achatados dorsgventralmente. Esse filo apre
senta 2 classes de interesse medico (Trematoda e Cestoda), que inclu

em Os- seguintes enteroparasit@s humamos @ animais: Shistosoma e

Fasciola (trematodeos), Taenia solium, Taenia saginata, Hymenolepis

nana, Hymenolepis diminuta, Dipylidium ganinum (cestoideos).

3.3 Filo Nemathelminthes

Os nematelmintos sao vernmes com corpo alongado, de forma cilindrica.
Este filo apresenta duas classes:|/Nematoda, que engloba grande nﬁmg
ro de espécies extremamente, importantes em parasitologia humana e ve
terinaria, e Nematomorfa, qué inclui apenas vermes de vida livre, sem
interesse médico-veterinapio. Entre os nematoides, sao as seguintes
as espécies de enfteroparasitas humanos e animais: Ascaris

lumbricoides, T@Xocara canis, Enterobius vermicularis, Strongyloides

stercoralis, Tfichufis trichiura, e os ancilostomideos.

3.4 Protozoarios

x

Neste grupolisao ineluwidos todos os organismos animais uniceiulares,
eucariotds. Tado protozoario & constituido basicamente por uma  mem
brana, gQue envolve o citoplasma, contendo o nucleo. Os protozoérios
apresentam @as mais variadas formas, tipos de alimentagao e de locomo
gao. Dentro desbte grupo, apresentam interesse, como enteroparasitas

humanos, as seguintes espécies: Giardia lamblia, Entamoeba histolytica,

Balantidium coli e Criptosporidium sp.

3.5 Trofozoito

Forma ativa dos protozoérios, em que eles se alimentam e se reprodu

zem.
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3.6 Cisto

Forma de resistencia dos protozoérios. Para a passagem para a

forma

cistica, o protozoario secreta uma parede resistente (parede cistica),

que ©o protegeré quando estiver em meio impréprio ou em fase de lateéen

cia.

3.7 g.s.p

Quantidade suficiente para.
3.8 rpm

o—— et —

Rotagoes por minuto.

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos

4.1.1 Agitador tipo Vortex.

4,1.2 Autoclave

£ normalmente operada a uma pressag de ¥03 393 Pa (1,05 kgf/cm? ou

15 1b/pol?), produzindo, em seu interior, uma temperatura de 121,6°C

ao nivel do mar. Em seu funcionamento, deve-se observar a

substitui

gao por vapor de todo ar exigtente na camara e sua operagao completa

deve durar no maximo uma hora, sendo recomendavel que a temperatura

de esterilizagao seja atingida em até/ 80 minutos.

4.1.3 Balanga

Com sensibilidade minima de O,1 g ao pesar 150 g.

4.1.4 Centrifuga

Para ser operada a 2 500 rotagoes por minuto.

4.1.5 Camara delSedgwick-Rafter (S-R)

Com capacidadegde, 1 mL5 jeSsas camaras apresentam 20 mm de

por 50 mm dej/comprimento e 1 mm de profundidade.

4.1.6 Densimetnod

Para leitura da démnsidade de 1,180.

4.1.7 Destilador de agua ou aparelho para desionizagao

Deve produzir égua nao téxica, cuja condutividade deve ser
a 2 pS/cm e o pH estar na faixa de 5,5 a 7,5.

4.1.8 Estufa para esterilizagao e secagem

1argura

inferior
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Deve manter a temperatura na faixa de (170 t 10)%c, durante o perig

do de esterilizacao de materiais (minimo de duas horas).

4.1.9 Microscopio binocular

Com oculares de 10x e objetivas de 10x, 40x e 100x (imersao).

4,2 Materiais

4.2.1 Adaptador de borracha (pera de sucgéo)

4.2.2 Alca de inoculagao

De platina, platina-iridio ou niquel-cromg, com aproximadamente 7 a
8 cm de comprimento e 0,5 mm de diametrol, apresentando na extremida
de uma parte encurvada, formando um aro perpendicular a agulha. E co
locada em cabo de metal ou madeira (cabo de Kolle) (Ver Figura 1).

%—— Cabo de Kolle

«——— Alga de inoculagao

FEIGURA 1 - Alga de inoculacao com
~cabo de Kolle

4.2.3 MAlgodao

4.2.4 Bandejas de plastico ou ago inoxidavel

4.2.5 Bico de Bunsen

4.2.6 Detergente anionico

4.,2.,7 Estantes para tubos de centrifuga

4.2.8 Fita crepe
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4.2.9 Gaze cirurgica

'4.2.10 Luvas de borracha

4.2.11 Mascaras cirurgicas

4.2.12 Micrometro

Lamina de vidro, gravada com escala com divisoes degf,l e 0,01 mm.

4.2.13 Pinga dente de rato

4.2.14 Pera de sucgao

4.2.15 Pipetadores de seguranga

4.2.16 Reticulo de Whipple

Pequeno disco de vidro, gravado com 10 linhas paralelas eqliidistan
tes na horizontal e 10 na vertical, formando umptotal de 100 quadra
dos iguais, dos quais um ¢ subdividido em 25 dguadrados menores iguais
(ver Figura 2, pg. 15). E adaptado a ocular do microscopio. Suas medi
das s3o0 obtidas através da calibrag@o com@micrometro, sendo especifi

cas para cada ocular e objetiva empregadas.

4.2.17 Tela metalica

Com 150 a 180 malhas por cm’.

4.2.18 Tubos de centrifuga,/de vidroou plastico, com capacidade de
100 mL

4.2.19 Tubo conico, de vidro oulpllastico, com capacidade de 500 mL

4.3 Vidraria

4.3.1 Baloes

De borossilicato (pPyrex) ou vidro neutro, com capacidade de 1 000 mL,

a serem utilizado§ na prepapacao de solugoes.

4.3.2 Bastao de vidro

4.3.3 Béequenes

De borossildcatof(pyrex) ou vidro neutro, com capacidade de 1 000 mL.

4,3.4 Frascos deyErlenmeyer

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com capacidades de 200 mL
e 2 000 mL.

4,3.5 Frascos para coleta de amostras

De vidro neutro, ou pléstico autoclavavel atoxico, com capacidades varia
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das, boca larga e tampa a prova de vazamento.

4.3.6 Frascos com capacidades de 200, 500 e 1 000 mL, com tampa, pa

ra armazenamento de solugoes

4.3.7 Frasco de vidro ambar de 100 mL, com tampa

4.3.8 Funil de vidro ou plastico

4.3.9 Laminas de vidro

4.3.10 Laminulas

4.,3.11 Pipetas tipo Mohr

4.3.12 Pipetas tipo Pasteur

4,3,13 Provetas graduadas

5 EXECUGAO DO ENSATO

5.1 Principio do método de centrifugo-flutuagao

Este metodo, que e mais comumerite emprégado para a detecgao de ovos
leves de helmintos e cistos de protdéoérios, envolve a adigao de uma
solugao de sulfato de zinco (com densidade de 1,180) a amostra pre
viamente concentrada através.de cenmtfifugacao. Baseia-se no princi
pio de que os ovos e laryas de heimintos e os cistos de protozoéri
os, que forem mais leves (densidade inferior a 1,180), flutuarao na
superficie da solugao,delsulfato de zinco, de onde serao coletados

para posterior identificacgao mileroscopica.

-

5.2 Principio do método de sedimentacao

0 método baseia-se no principio de que ovos pesados de parasitas,

tais como trematodas, cestodas e ovos inferteis de Ascaris lumbricoides,

podem ser recdperados de,  amostras, atraves da tecnica de sedimenta
géo, para a qual ¥olumes determinados de amostra sao colocados em
tubos conicos e, apés um1periodo determinado de repouso, O ‘sedimen

to é recolhido)e observado ao microscopio.

5.3 Reagentes

5.3.1 Para a.preparacgao das solugoes utilizadas neste ensaio, sao

necessarios os seguintes reagentes:

a) agua destilada;

b) cloreto de magnesio (MgCl,.6H,0);
c) fosfato monopotéssico(KH2P04) p.a.;
d) hidroxido de sodio (NaOH) p.a.;
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e) iodeto de potassio (KI) p.a.;
f) iodo em po'(IZ) p.a.;
g) sulfato de zinco (ZnSO4.7H20).

5.4 Solugoes

5.4.1 Agua de diluigao

Formula:

SOlUGAO—ESEOQUE ALt iureneaeeeeeeeeaeeeeaeasnennnnsas iale 1,25 mL
S0lUCBO0-EStOqUE B rerreneneenaonoeeeesnnne 0l ... 5,00 mL
Agua destilada g.S.P.ceeeereronacsancesaescasfoeeeass ot 1 000,0 mL

pH final apds esterilizagdo: 7,2 ¥ 0,1

5.4.1.1 Formula da solugao-estoque A

Fosfato monopotassico (KH,PO,) Pea..... S oy . - - - 34,0 g
Agua destilada Q.S.Peceeccescnnn e ON.... eee.. 1 000,0 mL

5.4.1.2 Preparo da solugao-estoque A

Dissolver o fosfato monopotassico fem 500/mL de agua destilada, ajus
tar pH para 7,2 ha 0,1 com solugéo de hidroxido de sodio e completar
o0 volume para 1 000 mL com égua destilbadas Distribuir, em frascos
com tampa de rosca, volumes qué sejam adequados a necessidade de
uso do laboratorio. EsteriliZzar em autoclave a 121°C'durante 15 minu
tos. Armazenar a 4°C.

5.4.1.3 Foérmula da solugao-estoguerdB

Cloreto de magnésio (MgCl, .6HRO0) . .. ... ettt 81,1 g
Agua destilada Q.S.D .4 - - D P 1 000,0 mL

5.4.1.4 Preparo dafsolucao-estoque B

Pesar 81,1 g de cloreto de magnésio, colocar em um balao voluméetrico.
Acrescentar um pequend volume de égua destilada e, apés dissolugéo,
completar o volume parapl/000 mL. Distribuir, em frascos com tampa
de rosca, volumes|que sejam adequados a necessidade de uso do labo
ratorio. Armazenar @ 4°¢.

5.4.1.5 Preparo.final da agua de diluigao

Adicionar 1,25 mL da solugao-estoque A e 5 mL da solugao-estoque B
a1l 000 mL de égua destilada. Distribuir, em frasco de diluigéo,cmag
tidades adequadas que assegurem, apés autoclavagao a 121°C durante

15 minutos, volumes de 90 ¥ 2 mL. Armazenar a temperatura ambiente.

Nota: Antes da utilizagao da solugao-estoque A, deve-se verificar se
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nao ha quaisquer evidencias de contaminagao microbiana  (turbi
dez, presenga de material em suspensao). Em caso afirmativo,

essa solugao deve ser descartada.

5.4.2 Solugao de lugol

Formula:
Iodeto de potassio cristalizado (KI)...... A Wy 4,0 g
Iodo em po (To)eeeminii i e ¢ AR 2,0 g
Agua destilada Q.S .Deeeeeeeeaeeeeaeeneessen oo T 100,0 mL
Preparo:

Pesar 4,0 g de iodeto de potassio cristalizado e triturar em gral
até reduzi-lo a um po fino. Apos a trituragao,ldissolver o iodeto de
potassio em 20 mL de agua destilada./fAdieionar 2,0 g de iodo em  po
a mistura. Agitar e completar o volumej)para 100 mL com agua destila
da. Distribuir a solugao em frasco de vidro ambar e deixar em repou
so durante 4 dias antes do uso.Esta solugao mantem-se estavel duran
te 6 meses.

Nota: Quando for necessario utilizar a solugéo imediatamente apés a
preparagao, filtrar em papellpdegdfiltro a quantidade necessaria
para uso.

5.4.3 Solucido do hidroxido de sodio (NaOH) 1 N

Formula:
Hidroxido de s0di0 (NaOHh Po8.veveeecencanas et 40,0 g
Agua destilada q.S.p.....:h. et et aceeaean 1 000,0 mL
Preparo:

Pesar 40 g de hidroxi¥do de sodio, colocar em um balao volumetrico e
completar o volumel/ para/l 000 mL com égua destilada. Homogeneizar
bem até a completa,disgolugdo do hidroxido de sddio..

5.4.4 Solugad \de sulfato de zinco a 33% (densidade: 1,180)

Formulag

Sulfato de zimdo (ZnSO4.7H20).. ....... ceeeeea ceeeens .. 331 g
Agua destilada...... et et eetee et e 1 000 mL
Preparo:

Pesar 331 g de sulfato de zinco e dissolver em 1 000 mL de agua des
tilada. Homogeneizar ate completa‘dissolugéo do reagente. Apés a

dissolucao e utilizando um densimetro, verificar a massa especifica
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que devera ser de 1,180. Caso nao esteja na densidade requerida, cor
rigir com sulfato de zinco ou agua destilada. Armazenar em frasco de
vidro bem vedado.

Nota: Esta solucao mantém-se estavel durante um periodo de 6 meses.

5.5 Amostragem

0 programa de amostragem devera ser cuidadosamente ‘planejadol deven
do ser definidos os locais para coleta e o numero adequado de amos
tras, em fungao dos objetivos especificos de cada_estudo.

5.5.1 Amostras

A coleta de amostras liquidas deve ser efetlada confopme descrito no
Guia de Coleta e Preservagéo de Amostras .de Agua (CETESB-SEMA),

sendo requerido um volume minimo de 1 00O@gmiss.Para amostras solidas
é recomendavel um minimo de 100 g do matewrial Asolo, areia, lodo, 1i
xo, etc.), o qual deve ser coletado com auxilio de uma espétula es
teril e colocado em frascos de bocadlarga, com)tampa rosqueada, pre
viamente esterilizados. Sacos plésticos resistentes e esterilizados
tambem podem ser utilizados para essa finalidade. Para amostras de
solo e areia, o material deve ser cQletadofdde sua parte superficial
e, visando a maior representatiVidade das amostras, é recomendavel a
delimitagdo prévia de uma arga (por eX.: 1 m’), sendo efetuada a co
leta de varias subamostras para compor o minimo de 100 g requeridos
para a analise. Para todas as amostras deve ser observado o dispos
to em 5.5.1.1 e 5.5.1.2.

5.5.1.1 Identificacao: a amogtra deve ser bem identificada e todas
as informagoes sobre ‘a mesmagdevem ser completas (n? da amostra), da
ta da coleta, localf e outras informagoes necessarias para que os re
sultados possam ser interpretados corretamente.

5.5.1.2 Transporte e preservagéo: apés a coleta, as amostras deve
rao ser transpeptadas sobl{refrigeragao (4 a 10°C) e enviadas ao iabg
ratdério o maifs rapido possivel. O tempo entre a coleta da amostra e
o inicio dafanalise naoc deve, preferencialmente, exceder 24 horas pa
ra amostras de égua de esgoto e 48 horas para amostras solidas (resi
duos solidos, solojareia, sedimento, etc).

5.6 Procedimento

Notas: a) Todas as amostras devem ser tratadas como suspeitas de es
tarem contaminadas, devendo ser manipuladas com uso de pi

petadores de seguranga, 1uvas,méscaras, pingas, devendo
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ser obedecidas todas as técnicas de assepsia.

b) Recomenda-se que todos os materiais e vidraria wutilizados
na execugao das analises sejam previamente esterilizados
e, apés o uso, descontaminados por autoclavagao a 121°¢
durante 30 minutos, ou por um processo de desinfecgao ade
quado.

5.6.1 Preparo das amostrés solidas

5.6.1.1 Homogeneizar lentamente a amostra de_solo; sedimento ou 1o
do de esgoto, com auxilio de um bastao degvidro.

5.6.1.2 Utilizando uma pinga dente de rato ou tela metalica, remo
ver os detritos presentes na amostra, tais “como pédras, gravetos,

tampas, etc.
5.6.1.3 Pesar 100 g da amostra ou a quantdidade disponivel.

5.6.1.4 Transferir o material ja pesado para um frasco de Erlenmeyer
contendo égua de diluigéo em vodume suficiente para permitir uma boa
homogeneizagéo da amostra. Dependendo do tipo de amostra, principal
mente se a mesma apresentar substancias gordurosas em sua composi
c30, sera necessario realizar umajeentPifugagao como pré-lavagem, ut
lizando um detergente afdionicopna concentragao de 0,01%. O deter
gente atuara como dispernsante da camada gordurosa, liberando os ovos
e larvas que porventura possam estar aderidos a pelicula oleosa.Ap&s

esse procedimento, dap, continuidade ao exame, segundo 5.6.4 ¢ 5,6.5.

5.6.2 Preparo das amosthas liquidas

5.6.2.1 Homogenedzan,lentamente a amostra.

5.6.2.2 Com auXilio de um funil, filtrar 1 OOO mL da amostra, fazen
do-a passar atraved de gaze cirﬁrgica dobrada quatro vezes. Recolher
o filtrado e beqlier del1 000 mL.

5.6.3 Examéndas amostras

ApoOs as famostrasgtepem sido preparadas segundo 5.6.1 ou 5.6.2, pro
ceder dopexame das mesmas, empregando as tecnicas de centrifugo—flg
tuagao (para detecgao de ovos leves de helmintos) e de sedimentagao
para detecgao de ovos pesados de helmintos).

5.6.4 Tecnica de centrifugo-flutuagao

5.6.4.1 Distribuir volumes de 100 mL da amostra preparada (segundo
5.6.1 ou 5.6.2) em 5 tubos de centrifuga de 100 mL, identificados

com o numero da amostra.
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5.6.4.2 Pesar os tubos e, utilizando agua de diluigao, efetuar os

ajustes necessarios para que os tubos fiquem com o mesmo peso.
5.6.4.3 Centrifugar as subamostras a 2 500 rpm durante 5 minutos.

5.6.4.4 Descartar o liquido sobrenadante, tomando cuidado para nao
desprender o sedimento.

5.6.4.5 Adicionar 50 mL de agua de diluigao ao sedimento éjgeom au
xilio de um bastao de vidro, ressuspender o material ‘ate desfazer

completamente o sedimento, tornando a suspensao homogénea.

5.6.4.6 Completar o volume do tubo (100 mL) jeom &am.de-diluigéo;ni§
turar bem.

5.6.4.7 Centrifugar novamente a amostra a 2 5007rpm durante 5 minu

tos.
5.6.4.8 Descartar o liquido sobrenadante.

5.6.4.9 Repetir as operagoes descritas em 5.6,4.5 a 5.6.4.8 tantas vezes
quantas forem necessarias, ate quefo 1iqdido, sobrenadante se apresen

te claro.

5.6.4.10 Juntar os sedimentos dos Sjtubosiem um ou mais tubos de

centrifuga, lavando bem as boprdas des tubos.

Nota: Para obter-se uma boa flutuagao dos ovos, recomenda-se que a

massa final do sedimento nao ulgrapasse 20 g.

5.6.4.11 Adicionar ao sedimento total 50 mL de solugao de sulfato
de zinco a 33% (d=1,180).

5.6.4.12 Homogeneizaribem,o sedimento com um agitador tipo Vortex
ou manualmente e, af seguir, adicionar mais solugao de sulfato de zin
co, completando oj/volume do\tubo, tomando cuidado para nao o encher

completamente (déixar/um espaco vazio de, no minimo, 1 cm).

Y

5.6.4.13 Centrifugar &,2/500 rpm, durante 5 minutos.

5.6.4.14 Apds a centrifugagao, preparar a amostra para exame micros
cdpico direto, (vep'5.6.6 e 5.6.7) ou contagem em camara de Sedgwick-
-Rafter (ver 5.6.8).

5.6.5 Técnica de sedimentacao

5.6.5.1 Distribuir um volume de 500 mL da amostra em tubo conico.

5.6.5.2 Deixar a amostra em repouso para sedimentagao durante um
periodo de 24 horas.

5.6.5.3 Apos a sedimentagao, preparar a amostra para exame micros
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copico direto (ver 5.6.6 e 5.6.7) ou contagem em camara de Sedgwick-
-Rafter (5.6.8).

5.6.6 Preparo de laminas para exame microscépico

5.6.6.1 Para as amostras processadas pela tecnica de centrifugo—flg

tuagao (ver 5.6.4) proceder conforme descrito a seguir:

a) apds a centrifugagao, com auxilio de umalalga,de inocula
¢ao devidamente flambada e resfriada (ver 4.2.2), retirar
cuidadosamente porgoes da pelicula superficial do sobre

nadante;

b) depositar cada porgao desse/material sobre uma lamina de
vidro;

Nota: Como os ovos de helmintos ficam concentrados na peli

cula superficial, € neeessario examinar toda essa pe -
licula, devendo ser preparadas, no minimo 4 a 5 1lami

nas por tubo.

¢) adicionar uma gotd de solugadé de lugol (ver 5.4.2) ao
material de metade dessas laminas; manter as outras sem
coloragao;

d) cobrir o material ‘de,cada 1amina com laminula;
e) examinar ao microscopio, segundo descrito em 5.6.7.

5.6.6.2 A leitura ao,micrescopio devera ser realizada dentro do pra
zo maximo de uma hora @pds a preparagao das laminas, devido ao fato
dos ovos de helmintos se desintegrarem em contato com a . solugao de
sulfato de zinco empregada na preparagao dessas amostras. Para a di
ferenciagao de dmebas patogénicas e amebas de vida livre, deve-se uti
lizar a colorag¢ao com hematoxilina férrica, que evidencia com melhor

nitidez as estrutufas infernas, facilitando a identificagao.

5.6.6.3 Para as amostras processadas pela técnica de sedimentagao

(ver 5.6.5), proceder conforme descrito a seguir:

a) apds o periodo de sedimentagao, introduzir, com cuidado,
uma pipeta Pasteur até o fundo do tubo e recolher uma. por
950 do material sedimentado. Para isto, o bocal da pipe
ta Pasteur devera ser pressionado pela ponta do dedo do
operador ou ser utilizada pera de sucgao, para facilitar

a aspiragao do material;
c) depositar o material sobre uma lamina.

¢) repetir essas operagoes ate que todo o sedimento seja re
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movido;

d) corar metade do numero dessas laminas com uma gota de so

lugao de lugol;manter -as outras:"sem coloracgao;
e) cobrir o material de cada lamina com laminula.
f) examinar ao microscopio, segundo descrito em 5.6.7.

5.6.7 Leitura ao microscopio

5.6.7.1 Realizar as leituras com auxilio de um microscépio binocu
lar, percorrendo todo o campo da lamina (no sefitide horizental ~ou
verfical), utilizando oculares com aumento de 10 vezes e objetivas
de 10 e 40 (ou 100 vezes, se necessério).

5.6.7.2 Proceder a identificagao dos organismos présentes na amos
tra, com auxilio de literatura especializada, régihstrando as espéci

es identificadas e a.quantidade das mesmas em/{ fichas de leitura.

5.6.8 Exame microscopico utilizando camara de, contagem de Sedgwick-
-Rafter (S-R)

5.6.8.1 O microscépio binocular comum a sepr utilizado para essa con
tagem deve ser equipado com reticulejjde Whipple, o qual devera  ser
_ previamente calibrado com auxidio de. micrometro, para a ocular e as
diferentes objetivas que senao utilizadas durante o exame microscé'

pico.

5.6.8.2 Para proceder a ‘calibragaod o micrometro ¢ colocado na pla
tina do microscopio e superpesto a um dos lados do reticulo. Dessa
maneira, mede-se o lado do reticulo. A partir dessa medida, pode-se
obter sua .area, o valor deliSua menor divisao e finalmente calcular
qual a parcela da damara de contagem que sera examinada e determinar,
a partir da contagem nessa parcela, o namero de organismos por
unidade de volume. Exemplo:
Em um.microsedpid binocular, usando-se objetiva de 16x e
ocular de 10x, foi medido o lado do reticulo de Whipple,com
aufilio /dé™um micrometro, cuja divisdo € de 10 pm, e 0o va
lor ©Obtido foi de 410 um. Como cada lado do reticulo apresen
ta 10 diwisoes, cada quadrado do reticulo de Whipple medi
ra 41 um de lado e, conseq&entemente, a menor divisao de ca
da quadrado tera 8,2 pm de lado (ver Figura 2).

Nota: As medidas obtidas neste exemplo serao utilizadas nesta Nor

ma, sempre que necessario.
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410 pn

41 pe

FIGURA 2 - Reticulo de whipple, £om, as medidas obtidas para
o exemplo de 5.6.8.20 (ocular 10x, objetiva 16x)

5.6.8.3 O numero de camaras de Sedgwdlck-Rafter (S-R) a serem prepa
radas sera dependente do:
a) volume de tdda peliculla superficial do sobrenadante que
devera ser exXaminada,/se a tecnica empregada for a de cen
trifugo-flutuagac;

b) volume do sedimento formado, se a tecnica empregada for a
de sedimentadao.

5.6.8.4 Colocap uma laminmla em posicao diagonal sobre cada camara de S-R a
ser preparada,/para_,evitar a formagao de bolhas de ar (ver Figura 3).

s % b
NN

FIGURA 3 - Camara de Sedgwick-Rafteér (S-R)
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5.6.8.5 Colocar uma gota de solugao de lugol no interior de metade
dessas camaras de S-R.

5.6.8.6 Com auxilio de uma pipeta, transferir 1 mL da amostra
(processada pelas técnicas de centrifugo-flutuagao, segundo 5.6.4,
ou de sedimentacao, segundo 5.6.5) para o interior da camara de S-R,
até preenche-la totalmente.

Nota: Se, no preparo da amostra, for utilizada solugaopde sulfato de

zinco (técnica de centrifugo-flutuagéo), retirar o)volume de
1 mL da pelicula superficial do sobprenadante; para a tég

nica de sedimentagao, retirar o materi@l sedimentado.

5.6.8.7 Apés o preenchimento da camara com a am@stra, recolocar a -

laminula na posigao adequada.

5.6.8.8 Agitar lentamente a camara de S-Rj com movimentos desorde
nados, para distribuigao homogénea do material.

5.6.8.9 Deixar a camara de S-R emfrepousofdurante alguns minutos pa
ra sedimentagao do material.

5.6.8.10 Efetuar uma primeira leitura ao microscopio, percorrendo
toda a area da camara de S-R, emlisentido horizontal ou vertical, uti
lizando inicialmente ocular € objetivas de pequeno aumento e, a se

guir, objetivas de aumentos maiores.
5.6.8.11 Efetuar a contagem, ‘Observando que:

a) se a densidade“de ovos e larvas de helmintos e cistos
de protozoarios for baixa, a leitura devera ser realiza

da em toda a areamda camara S-R;

b) se a densidade de ovos e larvas de helmintos e cistos
de protozoérios for elevada, escolher para leitura uma
ou varias faikas (no sentido horizontal ou vertical) que
apresentarem distribuigao representativa désses orga

nismos;

c) . se /o numero de ovos de helmintos ou cistos de protozoé
rios hdo mesmo género ou especie for superior a 10 em
um campo do reticulo de Whipple, realizar a contagem

em 10 campos representativos.

5.6.8.12 Calcular a densidade de cada especie ou genero identifica

do (n? de organismos por mL), observando que:

a) se a contagem for efetuada em toda a camara, a densidade
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serd o proprio nimero de organismos de cada espécie ou
género identificados/mL, visto que o volume da camara €
de 1 mL;

b) se a contagem for efetuada em uma faixa horizontal &acé
mara de S-R, proceder da seguinte maneira:

- calcular a area do reténgulo escolhido para leitura, que
é obtida multiplicando-se o valor, do ladoido reticulo
de Whipple (0,041 cm, para o exemplofcitado em 5.6.8.2)
pelo valor do comprimento da camara (& cm );

_ dividir o valor da area tofal da camara (10 cm®) pelo
valor obtido para a areajfdo reténgulo examinado, para
obter o fator de contagem para esse€ microscépio, em
camara de S-R. Sendo:

F = fator de contagem,

A = area da camara de S—=R{

a = area da faixa@fierizontal examinada,
obtém-se:

F = A/a,

onde:

A = 10 cm®,

a = 0,205 cm® ;

dai:

F = 10/Q)os = 48,78

- o numero dehorganismos de um mesmo geénero ou especie
presentes'ém 1 mL da amostra sera obtido multiplicando-se
esse, fator pelo resultado da contagem de cada um des

sesl orgamismos;

c) sela contlagem for efetuada em uma faixa vertical dacﬁmg
ra de S=R, proceder da seguinte maneiré:

-~ calcular a area do retangulo escolhido para leitura,
que ¢ obtida multiplicando-se o valor do lado dorefi
culo de Whipple (0,041 cm ), para o microscopio cita
do em 5.6.8.2), pelo valor da largura da camara (2 cm);

- dividir o valor da area total da camara (10 cm?®) pelo
valor obtido para a Area do retangulo escolhido para
leitura (0,082 cm®’) para obter o fator de contagem pa

ra esse microscopio, em camara de S<R. Sendo:

F = fator de contagem,
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Nota:

A = area da camara de S-R,

a = area da faixa vertical examinada,
obtém-se:

F = A/a,

A = 10 cm’,

a = 0,082 cm’

F = 10/0,082 = 121,95

o numero de organismos de um/mesmo genero ou especie
presentes em 1 mL da amostra sépa obtido multiplican
do-se esse fator pelo resultado da eontagem de cada

um desses organismos;

Se a leitura for efetuada em mais de uma faixa da cé
mara de S-R, deve-se dividir ‘g, valor do fator de con
tagem pelo numero dé faixaspexaminadas (horizontais
ou verticais), antes de &e efetuar o calculo do n? de

organismos/mL.

d) se a contagem fopg@€fetuada em 10 campos do reticulo de

Whipple, o fatgr de contagem sera obtido dividindo-se

a

Area da camara de S-R pela area correspondente a 10

reticulos de Whipple examinados ao acaso. Sendo:

6 RESULTADOS

A = area da eamara de S-R,

r = area do reticulo de Whipple,
F = fator depcontagem,
A
F =f7or’
onde :
A = 10jem’,

r= 0,001681,

obptem-se:

- 10 - 594,88

10 x 0,001681

Os resultados sao expressos pelo numero de ovos e/ou larvas de hel

mintos ou cistos de protozoérios por 1 000 mL, quando se processam
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amostras liquidas, ou por 100 g, quando se processam amostras séli
das. Esse numero sera obtido a partir do somatorio dos valores  das
contagens das camaras de Sedgwick-Rafter examinadas, ou das contagens
das 13minas examinadas diretamente ao microscopio, a partir da apli

cacido das técnicas de centrifugo-flutuagdo e de sedimentagao.

/ANEXO A
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Preparo da amostra

h—.—.—————————.—

de centrifugo-flutuagao

Tecnica

ANEXO A - ESQUEMA DE PROCEDIMENTO DE EXAME PARASITOLOGICO

DE AMOSTRAS AMBIENTAIS

AMOSTRAS SOLIDAS
100 g

"AMOSTRAS LTQUIDAS

1000 oL

fgua de diluigio
Homogeneizagao

Filtragao em gaze ciryrgica

Volumes de 100 nL

Volume de 500 mb

Centrifugagao: 2500 rpm, 5 min

Tubo conico: 24 h

(Sedimentagao espontanea)

Adigao de 50 mL de dil
Homogeneizagao

*Descarte do sobrenadante

uigao

**Completar o volume par
Nova centrifugagao: 2500 r

a 100 mb
pm, 5 min

1

Repetir *Tg\**

Juntar o sedimento dos

ate que o sobrenadante ‘se, torne claro

tubos

Adicionar sofucao de sulfato®de zinco
(d=1,180) = Volume final: 100 mlL

Centrifligacao: 2500/4rpm, 5 min

Pelfcula do sobrenadante

Sedimento

Preparo de laminas
ou
camaras de Sedgwick-Rafter

’,
Contagem ao microscopio

.de sedimentagao

Tecnica

/ANEXO B
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