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RESUMO

Infecgbes parasitarias representam um importante problema de saude publica devido
sua elevada prevaléncia e ampla distribuicdo geogréfica. As enteroparasitoses podem
acarretar ma-absorcdo de nutrientes, anemia, diarreia crénica, desnutricdo, dores
abominais, dificuldade de aprendizado, concentracdo e atraso no crescimento. No
Brasil ndo ha dados publicados quanto ao desempenho dos laboratérios de analises
clinicas na realizacdo de exames coproparasitologicos, sendo que essas informacdes
sdo fundamentais para avaliar se os laboratérios estdo realizando um correto
diagnostico dos enteroparasitos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o setor de
parasitologia e o0 desempenho nos diagndsticos coproparasitologicos de laboratérios de
andlises clinicas de Curitiba e Regido Metropolitana - Parani. Foram enviadas aos 19
laboratorios participantes situados em Curitiba, Colombo, Lapa, Piraquara e Sao José
dos Pinhais, um questionario com 14 perguntas, sendo 8 itens exigidos pela vigilancia
sanitaria, 3 questdes relacionadas com parametros de qualidade e 3 a respeito da
rotina laboratorial. Além disso, 3 preparacfes semi-permanentes em laminas de vidro
para microscopia e 3 amostras em solucao diluente. As amostras enviadas continham
22 possiveis diagnosticos a serem realizados de 10 diferentes espécies parasitarias.
Foi proposta uma classificagdo dos resultados com 4 escalas entre muito bom e
insuficiente, onde foram pontuados tantos os acertos como o0s erros nos diagnosticos
emitidos. Os principais resultados dos questionarios foram: 94,74% dos laboratorios
possuem POP’s para a realizagdo de exames coproparasitolégicos; 100% orientam os
pacientes a respeito do procedimento de coleta da amostra fecal; 68,42% possuem
critérios para aceitacdo da amostra fecal; 21,05% questionam se 0 paciente esta
fazendo uso de algum medicamento; 63,16% relatam no laudo as alteracGes
macroscopicas observadas no material fecal; controle de qualidade interno e controle
de qualidade externo séo realizado por 42,11% e 94,74%, respectivamente; 73,68%
realizam o exame de apenas uma lamina; material bibliografico esta disponivel em
89,47% dos laboratorios; 21,05% s&do acreditados e em 89,74% o0s exames
coproparasitolégicos sao realizados por farmacéuticos, 5,26% por biomédicos e 5,26%
por bidlogos. O método coproparasitolégico mais utilizado foi o0 método de Hoffman,
Pons e Janer (94,74%), sendo que 36,84% dos laboratérios utilizam apenas esse
método na rotina laboratorial. Nenhum laboratério teve seu diagndstico
coproparasitolégico classificado como muito bom, 21,05% dos laboratérios foram
classificados como bons, 15,79% regulares e 63,16% insuficientes. No total houve
22,01% de resultados falso-positivos e 24,40% de resultados falso-negativos. A
espécie Ascaris lumbricoides foi a que obteve menor numero de erro. As falhas
diagnosticas mais comuns foram a dificuldade na identificacdo dos elementos
parasitarios, em especial as larvas de ancilostomideos, cistos de lodamoeba buitschlli e
ovos de Fasciola hepatica. N&do foi possivel estabelecer uma relacdo entre o
desempenho dos laboratorios aos dados avaliados no questionario. Acredita-se que o
desempenho insuficiente dos laboratorios no diagndéstico coproparasitolégicos deva-se
principalmente a negligéncia com o setor de parasitologia, falta de padronizacédo dos
métodos, baixo valor pago por exame e falta de capacitacdo dos profissionais da area.



Palavras-chave: Laboratério de analises clinicas. Exames coproparasitoldgicos.
Diagnéstico. Parasitos.



ABSTRACT

Parasitic infections are a major public health problem due of its high prevalence and
geographical distribution. Intestinal parasites can cause malabsorption of nutrients,
anemia, chronic diarrhea, malnutrition, abdominal pain, difficulty in learning,
concentration and growth retardation. In Brazil there are no published data on the
performance of clinical laboratories on execution of fecal examinations, and this
information is essential to assess whether laboratories are performing a correct
diagnosis of intestinal parasites. The objective of this study was to evaluate the sector of
parasitology and performance in parasitological diagnosis of clinical laboratories of
Curitiba and the Metropolitan Region - Parana. Were sent to 19 participating
laboratories located in Curitiba, Colombo, Lapa, Piraquara and Séo José dos Pinhais, a
guestionnaire with 14 questions, with 8 items required for health surveillance, 3 issues
related to quality parameters and 3 respects to the laboratory routine. Furthermore,
three semi-permanent preparations on glass slides for microscopy and 3 samples in
diluent solution. Samples sent contained 22 possible diagnoses to be held from 10
different parasite species. It was proposed a classification results with 4 scales between
very good and insufficient, where were scored rights as errors in the diagnosis issued.
The main results of the questionnaires were: 94,74% of laboratories have POP's to
perform fecal examinations; 100% instruct patients about the procedure of collecting the
fecal sample; 68,42% have criteria for acceptance of stool; 21,05% asks if the patient is
making use of any medication; 63,16% reported alteration on the macroscopic
examination in fecal material; internal quality control and external quality control are
done by 42,11% and 94,74%, respectively; 73,68% performed the examination of only a
microscope slide; bibliography is available in 89,47% of laboratories; 21,05% are
accredited and 89,74% in the fecal examinations are conducted by pharmacists, 5,26%
by biomedical and 5.26% by biologists. The parasitological method most used was the
method of Hoffman, Pons and Janer (94,74%), with 36,84% of the laboratories using
only this method in their laboratory routine. None laboratory had parasitological
diagnosis rated as very good, 21,05% of the laboratories were classified as good,
15,79% regular and 63,16% insufficient. In total there were 22,01% of false-positive
results and 24,40% false-negative results. The specie Ascaris lumbricoides was the one
with fewer errors. The most common diagnostic failures were the difficulty in identifying
the parasitic elements, especially the larvae of hookworms, lodamoeba bitschlli cysts
and eggs of Fasciola hepatica. It was not possible to establish a relationship between
laboratory performance and data evaluated in the questionnaire. It is believed that the
poor performance of laboratories in parasitological diagnosis is due mainly to the neglect
of the sector of parasitology, lack of standardization of methods, low price paid per exam
and lack of training of professionals.

Key words: Clinical laboratory. Fecal examination. Diagnosis. Parasites.
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1 INTRODUCAO

Laboratdrio de analises clinicas, de acordo com a Resolugdo da Diretoria
Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria n°302 de 13 de outubro de
2005 (p. 4), pode ser definido como “Servigo destinado a analise de amostras de
paciente, com a finalidade de oferecer apoio diagnostico e terapéutico,
compreendendo as fases pré-analitica, analitica e pés-analitica.” (BRASIL, 2011).
Devem produzir resultados analiticos que reflitam a real situacdo do paciente, para
desta forma auxiliar no correto diagnéstico, progndéstico e tratamento de doencas.
Para tanto, € necessario controlar todas as etapas do processo, ou seja, a fase pré-
analitica, analitica e pds-analitica, através da implantacdo do Sistema da Qualidade
aliado a um programa de Gestdo da Qualidade. O Controle de Qualidade esta
inserido na Gestdo da Qualidade e tem por finalidade avaliar a precisdo’ e exatid&o?
dos métodos analiticos (LOPES, 2003; CHAVES, 2010).

Infec¢des parasitarias representam um importante problema de sadde publica
devido sua elevada prevaléncia e ampla distribuicdo geogréafica (BIOLCHINI, 2005;
ABRAHAM; TASHIMA; SILVA, 2007). Entre os geo-helmintos, dados indicam que
mais de 1,2 bilhdes de pessoas estdo infectadas por Ascaris lumbricoides, 795
milhdes por Trichuris trichiura e 740 milhées por ancilostomideos (BETHONY et al.,
2006; WHO, 2006). A cada ano, cerca de 65.000 mortes, no mundo, sdo atribuidas
diretamente a infeccbes por ancilostomideos, 60.000 devido a Ascaris lumbricoides
e 100.000 devido a Entamoeba histolytica (MONTRESOR et al., 1998; WHO, 2011).
No Brasil, a falta de saneamento basico associado a precarias medidas de higiene
pessoal agravam esse problema (ROQUE et al., 2005). Os enteroparasitos mais
frequentes em humanos sao: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator
americanus e Ancylostoma duodenale e dentre os protozoarios destacam-se
Entamoeba histolytica e Giardia duodenalis (CROMPTON, 1988).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima-se que 3,5 bilhdes
de pessoas estdo infectadas por enteroparasitos, e destas, 450 milhdes estédo
doentes, sendo a maioria criancas (UNICEF, 1998; OKYAY et al., 2004; WHO,

! Proximidade dos resultados obtidos por repetidas afericdes de mltiplas aliquotas de uma Unica
fonte de matriz

2 Concordancia entre o resultado de um ensaio e um valor de referéncia
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2011). Ao considerar que a populacdo mundial estd acima dos 7 bilhdes de
habitantes, a porcentagem da populagcdo com algum parasito intestinal seria de
aproximadamente 50%. Imagina-se que, em paises que possuem saneamento
basico adequado e um elevado nivel socioeconémico, a porcentagem da populagéo
com algum enteroparasito deva ser inferior a 50%; e, em paises menos
desenvolvidos, uma prevaléncia maior.

As enteroparasitoses podem acarretar ma-absor¢cdo de nutrientes, anemia,
diarreia cronica, desnutricdo, dores abdominais, dificuldade de aprendizado,
concentracdo e atraso no crescimento (AMATO; CORREA, 1991; VILLAMIZAR et
al., 1996; OBERHELMAN et al., 1998; LUDWIG et al., 1999; PRADO et al., 2001,
FERREIRA, LALA, MONTEIRO, 2006; VITALLE, 2010).

No Brasil, devido as grandes diferencas geogréficas, climéaticas, econdmicas e
sociais, torna-se dificil a comparacdo da prevaléncia de enteroparasitoses entre
cada regido, mas estudos comprovam que em regides com infraestrutura deficiente,
seja urbana ou rural, os indices de criancas parasitadas ultrapassam 50%
(MARQUEZ et al., 2002; SCHNACK et al., 2003; SILVA; SILVA, 2010).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 4,7% das
causas de morte entre os anos de 2000 e 2005 foram atribuidas a doencas
infecciosas e parasitarias, sendo as maiores prevaléncias encontradas nas regioes
Nordeste e Centro-Oeste, ambas com 6,1% (IBGE, 2011).

A taxa de prevaléncia de parasitos intestinais na populacdo da regido Sul
segundo trabalhos publicados por Quadros et al. (2004), Marques, Bandeira,
Quadros (2005) e Orlandini e Matsumoto (2011) varia entre 8,62% e 70,5%
(QUADROS et al., 2004; MARQUES; BANDEIRA; QUADROS, 2005; ORLANDINI;
MATSUMOTO, 2011). Ja na regido Sudeste a taxa de prevaléncia varia de 21,6% a
88,6%, de acordo com estudos realizados por Costa-Macedo et al. (1998), Ribeiro et
al. (2005) e Barreto (2006). Segundo Tiago et al. (2005), Gomes et al. (2010) e
Braga e Hadler (2011) na regido Centro-oeste do pais a taxa de prevaléncia varia
entre 19,3% e 51,4%. Nos estados pertencentes as regides Norte e Nordeste, foram
observadas as maiores prevaléncias quando comparadas com as demais regioes do
pais, de acordo com estudos publicados por Souza et al. (2002), Alves et al. (2003),
Monteiro et al. (2009) e Bastos, Felipe e Gomes (2011) as taxas variam entre 37,0%
e 100%.
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Nas formas mais graves, as parasitoses influenciam nos orgamentos
familiares e do Estado, devido a improdutividade dos doentes ou pelos custos de
assisténcia médica e hospitalar que os enfermos requerem (REY, 2008). Portanto,
faz-se necessario o correto diagnéstico dos enteroparasitos.

De acordo com a OMS a principal forma de diagnéstico dos enteroparasitos
se faz através de exames coproparasitolégicos (WHO, 1987), os quais possuem boa
sensibilidade® (NUNEZ; GINORIO; FINLAY, 1997).

Existem diversos métodos para a realizacdo de exames coproparasitologicos,
sendo que possuem especificidades* e sensibilidades diferentes para cada parasito
(CHAVES et al., 1979; NEVES et al., 2010). O ideal é associar mais de um método
para aumentar a pesquisa de diferentes parasitos (NUNES et al., 1993; CANTOS;
GALVAO; LINECIO, 2011).

O correto diagnoéstico no exame coproparasitoldgico € de suma importancia,
visto que o esquema terapéutico € distinto para cada tipo de parasitose, além disso,
ja foi comprovado o surgimento de resisténcia as drogas anti-helminticas na
medicina veterinaria e humana (BARTOLONI et al., 1993; JONGSUKSUNTIGUL et
al., 1993; GEERTS; GRYSEELS, 2000; BENNETT; GUYATT, 2000; LEGESSE;
ERKO; MEDHIN, 2002; WOLSTENHOLM et al., 2004; KNOPP et al., 2010; RANA;
MISRA-BHATTACHARYA, 2013).

Existem poucos estudos relativos ao controle de qualidade de diagnéstico em
laboratérios de analises clinicas, sendo a maioria a relacionado aos setores de
hematologia, bioquimica e microbiologia (PICHETH et al., 2001; TENOVER et al.,
2001; BONINI et al.,, 2002; HAUSER et al.,, 2004) . No Brasil ndo ha dados
publicados quanto ao desempenho dos laboratorios de andlises clinicas na
realizacdo de exames coproparasitologicos, sendo que essas informacdes séo
fundamentais para avaliar se os laboratorios estdo diagnosticando corretamente os
parasitos.

Acredita-se que os laboratérios que atendem os requisitos exigidos pela
vigilancia sanitaria, assim como parametros de qualidade, possuam um melhor

desempenho na realizacdo de exames coproparasitologicos. O presente estudo €

® probabilidade de que um resultado seja positivo na presenca de doenca

* probabilidade do resultado ser negativo na auséncia da doenca
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pioneiro no Brasil e visa avaliar os diagnésticos coproparasitoldégicos em laboratérios
de analises clinicas de Curitiba e Regido Metropolitana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o setor de parasitologia e o desempenho nos diagnésticos
coproparasitologicos de laboratorios de andlises clinicas de Curitiba e Regido

Metropolitana, Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a adocdo da RDC n° 302/2005 pelos laboratorios participantes
e Avaliar pardmetros relacionados com a qualidade, como o numero de laminas
examinadas nos exames coproparasitolégicos, a presenca de bibliografia
disponivel para pesquisa no laboratério e a presenca de um sistema de
gestado de qualidade
e Analisar itens referentes a rotina laboratorial
o Verificar a média de exames coproparasitologicos realizados
diariamente pelos laboratorios participantes
o Apurar a formagéo dos profissionais que realizam os exames
o Analisar quais métodos coproparasitologicos sdo utilizados na rotina
laboratorial
e Classificar o diagnéstico coproparasitolégico prestado pelos laboratérios
avaliados
e Determinar se ha resultados falso-negativos e falso-positivos no diagndstico
de enteroparasitos
e Averiguar possiveis falhas na realizagdo dos exames
e Relacionar o cumprimento dos itens exigidos pela vigilancia sanitéaria,
parametros da qualidade e rotina laboratorial com o desempenho dos

laboratorios participantes
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3 REVISAO DA LITERATURA

O diagnostico dos enteroparasitos se da principalmente através da realizacao
de exames coproparasitologicos, devido ao seu baixo custo (WHO, 1981; NUNEZ;
GINORIO; FINLAY, 1997; TRABELSI; AOUINET; KHALED, 2012), portanto é
fundamental que o exame seja realizado corretamente. De acordo com Cline et
al. (2000), a realizacdo do exame coproparasitolégico é problematica, visto que
existem diversas dificuldades, tais como: padronizacdo dos métodos, variacdo inter-
observador, variacbes na observacdo da lamina podem ocorrer entre aliquotas da
mesma amostra, modo de preparo das laminas e o tempo utilizado até a
visualizagédo dessas laminas.

O controle de qualidade dos exames coproparasitolégicos deve ser realizado
nos laboratorios, para dessa forma assegurar resultados acurados e confiaveis, visto
qgue o controle de qualidade possibilita avaliar a precisdo e exatiddo dos métodos
analiticos (WHO, 1991; LOPES, 2003). Esse controle esta inserido na garantia da
qualidade, a qual visa assegurar a qualidade de todo o processo através da
implantacdo de um conjunto de atividades planejadas e sistematizadas, a fim de
produzir resultados acurados. Para tanto, estdo incluidas as fases pré-analitica,
analitica e pds-analitica (DE CARLI, 2001; LOPES, 2003; NEIMEISTER, 2004).

3.1 GARANTIA DA QUALIDADE NOS EXAMES COPROPARASITOLOGICOS

3.1.1 Fase pré-analitica

A fase pré-analitica inclui todas as atividades que influenciam a qualidade dos
resultados laboratoriais, sendo que antecedem a manipulacdo da amostra pelo
laboratorio de analises clinicas (DE CARLI, 2001; NEIMEISTER, 2004). Segundo
Carraro e Plebani (2007), as maiores fontes de erros nos resultados laboratoriais se
encontram na fase pré-analitica, correspondendo a 61,9% do total de erros. Grande

parte dessas atividades ocorrem fora do laboratério, tais como a coleta e o
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transporte da amostra, dessa forma, sendo dificeis de controlar e monitorar pelo
setor de parasitologia (LOPES, 2003).

3.1.1.1 Treinamento dos funcionarios do laboratério de analises clinicas

Funcionérios devidamente treinados devem estar aptos a orientar, tanto os
pacientes quando aos médicos, informacgdes pertinentes ao exame tais como:
e Preparacao do paciente
e Horario que deve ser realizada a coleta do material fecal
e Qualidade e quantidade de amostra necessaria
e Recipiente correto para a coleta
e Uso de substancias conservadoras, quando necessario
e I|dentificacdo correta da amostra (DE CARLI, 2001; NEIMEISTER,
2004).

Além disso, o pessoal técnico responsavel deve ter conhecimentos a cerca
dos métodos indicados para a realizacdo do exame, a identificacdo dos diferentes
parasitos e seus estagios evolutivos (ASH; ORIHEL, 1991; DE CARLI, 2001;
NEIMEISTER, 2004). De acordo com Smith (1979), Hawthorne et al. (1992) e
Eamsobhana e Boranintra (1993) h& necessidade de um melhor treinamento dos
funcionarios, sendo esse o0 primeiro passo para obter um diagnostico
coproparasitolégico de qualidade.

Todas as atividades das diferentes fases devem estar documentadas em
Procedimentos Operacionais Padrédo (POP’s), os quais devem ser revisados
anualmente e caso haja alguma modificacdo devera ser aprovado pelo responsavel

pelo laboratdrio.

3.1.1.2 Preparacao do paciente

O paciente deve ser orientado quanto a forma que deve proceder a coleta,

sendo que as instrucbes devem estar claras e de forma acessivel. Essas
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informagdes devem ser preferencialmente impressas e entregues aos pacientes (DE
CARLI, 2001).

Alguns residuos de alimentos podem se assemelhar a formas parasitarias,
portanto é ideal que o paciente realize uma dieta, no periodo de trés dias antes da
coleta de fezes, evitando ingerir leguminosas e frutas contendo sementes, por
exemplo (TRABELSI; AOUINET; KHALED, 2012). Além disso, a ingestao de figado,
extratos hepaticos e biliares devem ser evitados nos dias que antecedem a coleta,
pois pode levar a um resultado falso-positivo se o animal estiver infectado por
Fasciola hepatica, uma vez que 0s ovos passam pelo sistema digestivo e aparecem
nas fezes (IGREJA; BARRETO; SOARES, 2004; REY, 2008).

3.1.1.3 Coleta da amostra

A amostra deve ser coletada em recipiente limpo, seco e de boca larga. As
fezes devem ser coletadas diretamente no recipiente, ou em um local limpo e
imediatamente transferidas para o frasco.

Em uma dnica amostra fecal a chance de serem encontrados parasitos,
guando presentes, é de 40 a 50% (CARROL, 2004) e isso ocorre devido alguns
fatores:

e Alguns parasitos podem ter um “periodo negativo”, ou seja, ocorre a
liberacdo intermitente, podendo levar a resultados falso-negativos. Isso
ocorre, por exemplo, com Giardia duodenalis, que pode ficar em média
dez dias sem eliminar cistos (ASH; ORIHEL, 1991; NEVES et al., 2010;
TRABELSI; AOUINET; KHALED, 2012)

e Distribuicdo ndo uniforme de ovos e cistos dos parasitos no bolo fecal
(ASH; ORIHEL, 1991)

e Limitacbes dos meétodos diagndsticos, pois possuem diferentes
sensibilidades e especificidades para a pesquisa de diferentes
parasitos (DE CARLI, 2001)

e Periodo pré-patente dos parasitos, ou seja, periodo entre o inicio da
infeccdo até o aparecimento das primeiras formas detectaveis do
parasito (TRABELSI; AOUINET; KHALED, 2012)
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Dessa forma, os pacientes devem ser informados que amostras multiplas
aumentam a sensibilidade do exame, sendo recomendadas trés coletas com
intervalos de dois a trés dias (ASH; ORIHEL, 1991; HIATT; MARKELL; NG, 1995).
Na suspeita de giardiase as trés coletas devem ser realizadas com um intervalo de
sete dias, para, dessa forma, reduzir a possibilidade de resultados falso-negativos
(CASTANHO; CABRINI; MARTINHAO, 1983; CARDOSO; SANTANA; AGUIAR,
1995). Caso persista a sintomatologia recomendam-se novas coletas com um
periodo de intervalo maior ou a realizacdo de exames especificos para a suspeita
clinica (TRABELSI; AOUINET; KHALED, 2012).

3.1.1.4 Transporte das amostras

A amostra fecal, assim que coletada, deve ser encaminhada imediatamente
para o laboratério, caso ndo seja possivel seguir essa recomendacdo a amostra
devera ser preservada (ABNT, 2006; TRABELSI; AOUINET; KHALED, 2012). A
preservacdo da amostra pode ocorrer por refrigeracdo (3 a 5°C), evitando o
dessecamento, ou através de solucbes preservadoras, como mertiolato-iodo-
formaldeido (MIF), formaldeido a 4% ou 10%, acetato de sddio-acido-acético-
formaldeido (SAF), entre outros, sendo que cada metodologia possui vantagens e
desvantagens, portanto a escolha devera ser de acordo com o parasito e forma
evolutiva que se pretende pesquisar (WHO, 1991; ASH; ORIHEL, 1991; DE CARLI,
2001; ABNT, 2006).

3.1.1.5 Manutencédo dos equipamentos laboratoriais

Todos o0s equipamentos devem passar por manutencbes conforme as
especificacdes do fabricante, a fim de garantir seu correto funcionamento (DE
CARLI, 2001).
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3.1.1.6 Qualidade dos reagentes

Todos os reagentes e corantes utilizados devem ser de qualidade, visto que
sdo de suma importancia para a identificacdo dos parasitos (ASH; ORIHEL, 1991;
DE CARLI, 2001). Os reagentes devem estar rotulados adequadamente de acordo
com o item 5.5.3 da RDC 302/2005, contendo as seguintes informacdes:

e Nome

e Concentracao

e Numero do lote (se aplicavel)

e Data de preparacéo

e Identificacdo de quem preparou (quando aplicavel)

e Data de validade

e Condicdes de armazenamento

e Informacdes referentes a riscos potenciais (BRASIL, 2005)

As solucdes de lugol sdo fundamentais para corar 0s elementos parasitarios e
proporcionar a observacdo de caracteristicas que facilitam a identificacdo do
parasito, e devem ser preparadas a cada 10 ou 14 dias, pois solu¢des acima do
prazo de validade ndo coram adequadamente os cistos. Além disso, 0s reagentes
devem ser verificados semanalmente e descartados em local adequado quando
estiverem vencidos (WHO, 1991). Pequenas quantidades de lugol podem ser
dissolvidas em solucdo de metabissulfito de sédio, bissulfito de sédio ou tiossulfato
de soédio, até a obtencdo de uma solucdo incolor ou levemente amarelada.
Posteriormente essa solucdo pode ser descartada em esgoto com grande
quantidade de agua (LABCLIN, 2014).

3.1.2 Fase analitica

A fase analitica inclui os procedimentos técnicos e/ou laboratoriais, sendo que
esses devem estar detalhados nos POP’s, além disso, todas as técnicas e métodos
a serem utilizados devem estar contidos nesse manual, o qual deve ser revisado
anualmente (DE CARLI, 2001; NEIMEISTER, 2004).
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Primeiramente deve-se atentar quanto a qualidade e quantidade de amostra,
ou seja, aceitar apenas amostras recém-emitidas e com a quantidade minima de 20
a 30 g e pedir nova coleta caso as amostras sejam velhas, contenham sujeira, agua
ou urina (FAUST; RUSSELL, 1957; WHO, 1991; ABNT, 2006).

A amostra, sendo aceita, deve proceder a analise macroscoépica, a qual pode
ser realizada pela simples observacdo ou por tamisagdo. Posteriormente, a
consisténcia das fezes deve ser determinada, sendo classificada em: formadas,
semiformadas, pastosas ou liquidas (diarreicas). Em seguida observar se ha
presenca de sangue e muco, e posteriormente se ha presencga de vermes adultos e
proglotes, ou ainda, alguma anormalidade (CRAIG, 1942; FAUST; RUSSELL, 1957,
ASH; ORIHEL, 1991; WHO, 1991; DE CARLI, 2001; CARROL, 2004; ABNT, 2006).

Fezes diarreicas contendo sangue e/ou muco, devem ser examinadas
imediatamente, utilizando a regido onde h& o sangue e/ou muco para O
processamento e analise da amostra (WHO, 1991). O tempo recomendado para o
exame dessas amostras € de 30 minutos para fezes liquidas e de 1 hora apds a
evacuacao para as demais consisténcias (FAUST; RUSSELL, 1957; ASH; ORIHEL,
1991; DE CARLI, 2001).

Para analise microscopica existem diversos métodos que podem ser
empregados, todavia nenhum meétodo isolado € capaz de diagnosticar todas as
formas parasitarias (NUNES et al., 1993; SOUZA; AMOR, 2010). O laboratério
devera estipular critérios para definir quais métodos serédo aplicadas, porém esses
devem abranger a pesquisa de ovos e larvas de helmintos, além de cistos e
trofozoitos de protozoarios (ABNT, 2006). Independente do método utilizado, trés
laminas deverdo ser preparadas, para cada método, e examinadas ao microscépio
de luz branca (WHO, 1991; TIBIRICA et al., 2009).

3.1.3 Fase poés-analitica

A fase pés-analitica constitui a transmissédo do resultado do exame para o
médico, podendo ser verbalmente, desde que devidamente documentado em
planilha e posteriormente arquivado, por escrito ou por meios eletronicos. Deve

conter todas as informacdes inerentes ao exame, tais como: presenca de sangue e
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muco, presenca de vermes adultos ou proglotes (qual o tipo de proglote), método
utilizado, identificacdo do(s) parasito(s) diagnosticado(s), limitacdo do método, entre
outros (WHO, 1991; DE CARLI, 2001; NEIMEISTER, 2004).

O laudo deve estar de acordo com a RDC/ANVISA n° 302/2005 e o(s)
parasito(s) identificados quanto a forma evolutiva e em nomenclatura cientifica,
obedecendo a nomenclatura binaria (DE CARLI, 2001; ABNT, 2006; BRASIL, 2005).

3.2 CONTROLE DE QUALIDADE

Para assegurar a confiabilidade dos exames prestados, o laboratério clinico
deve realizar o controle de qualidade interno e o controle de qualidade externo
(testes de proficiéncia), de acordo com o item 8.1 da RDC/ANVISA n° 302/2005
(BRASIL, 2011).

3.2.1 Controle de qualidade interno

E o controle intralaboratorial e tem como objetivo garantir a reprodutibilidade,
verificar a calibracdo dos sistemas analiticos e propor acdes corretivas em néao
conformidades (MARTELLI, 2011). Compreende também a documentacao a respeito
do funcionamento correto dos reagentes e equipamentos (DE CARLI, 2001,
NEIMEISTER, 2004). Além disso, presenca de materiais de referéncia, como
bibliografia ou materiais positivos para consulta pelos funcionarios, contribui para a
melhora do diagnostico (SMITH, 1979).

3.2.2 Controle de qualidade externo

O uso de controle de qualidade externo, também conhecido como teste de

proficiéncia, teve inicio em 1945 por um grupo de pesquisadores na Filadélfia,
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Estados Unidos da América. Esse controle € essencial para a avaliacdo da precisédo
e acurdcia dos procedimentos analiticos em um laboratério de andlises clinicas
(SUNDERMAN, 1992).

Os ensaios de proficiéncia tém como objetivo avaliar a qualidade dos exames
laboratoriais através da comparacao interlaboratorial dos resultados analiticos. Cada
laboratério, aliado a um controle externo de qualidade, recebe periodicamente
amostras para analises, 0s quais juntamente com os resultados dos demais
laboratorios sdo tratados estatisticamente. Os laboratorios participantes possuem
acesso aos relatorios, podendo assim analisar seu desempenho (CONTROLLAB,
2012; SBPC/ML, 2012).

No Brasil, programas de controle de qualidade para laboratérios de anélises
clinicas foram criados entre as décadas de 70 e 80, sendo eles o Programa Nacional
de Controle de Qualidade (PNCQ), da Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas
(SBAC), e a Proficiéncia em Ensaios Laboratoriais (PELM), o qual surgiu de uma
parceria entre a Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
(SBPC/ML) e a empresa Control Lab (CHAVES, 2010; SBPC/ML, 2012).

3.3 ACREDITACAO DE LABORATORIOS CLINICOS

A acreditacdo € o processo pelo qual um organismo certificador credenciado,
avalia se uma organizacdo estd de acordo com um conjunto de requisitos
previamente estabelecidos para seu funcionamento através de uma auditoria. Apos
certificada, a organizagcdo passa por auditorias regulares a fim de revalidar sua
certificacdo (SBAC, 2012; SHCOLNIK, 2012).

De acordo com os Principios da Acreditagdo para Laboratorios Clinicos,
divulgado em 1999, pela Associacdo Mundial de Sociedades de Patologia e
Medicina Laboratorial (World Association of Societies of Pathology and Laboratory
Medicine) e a Federacédo Internacional de Quimica Clinica (Internacional Federation
of Clinical Chemistry), a atuacdo em altos padrbes dos laboratorios clinicos € de
interesse dos pacientes, da sociedade e do Governo, pelas seguintes razoes:
(SHCOLNIK, 2012):
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As decisbes quanto ao diagnostico, prognéstico e terapéutica séo,
frequentemente, baseados nos resultados ou na interpretacdo de exames
laboratoriais portanto, danos irreversiveis podem ser causados por
resultados erréneos;

Os usuarios de servicos de laboratérios, tanto pacientes quanto médicos,
podem nao possuir conhecimentos técnicos suficientes para avaliar se um
laboratério esta operando em um nivel satisfatério de qualidade;

Os pacientes e, em menor grau 0s médicos, podem néo ter opcao quanto
a que laboratorio utilizar;

Os exames de laboratério podem ser dispendiosos e 0s pacientes, as
seguradoras de saude, ou o Governo, que pagam 0S exames, tém o
direito de esperar que o laboratdrio fornega informacgdes validas;

E do interesse dos laboratérios que sua competéncia seja atestada por
processo de auditoria, por comparacdao com padrdes apropriados e que
isto se torne publico (SHCOLNIK, 2012, p.4).

No Brasil, entre as Instituicdes Acreditadoras podemos citar: Programa de
Acreditacdo de Laboratérios Clinicos (PALC) da SBPC/ML; Departamento de

Inspecdo e Credenciamento da Qualidade (DICQ) da SBAC; Organizacdo Nacional

de Acreditacdo (ONA); Consoércio Brasileiro de Acreditacdo (CBA), o qual é o

representante exclusivo da Joint Commission International no Brasil; entre outros

(QUADRO 1).

QUADRO 1 — NUMERO DE ORGANIZACOES COM LABORATORIOS DE ANALISES CLINICAS
ACREDITADAS NO BRASIL, PARANA E CURITIBA

BRASIL PARANA CURITIBA (PR)
(16.657 laboratérios*) (668 laboratérios*) (40 laboratorios*)
PALC/SBPC/ML 113 4 3
DICQ/SBAC 102 10 0
ONA 313 14 10
CBA 36 0 0

FONTE: DICQ (2012); SBPC/ML (2012); ONA (2012); CBA (2012); IBGE (2011)
NOTA: * NUMERO APROXIMADO DE LABORATORIOS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

A Regiao Metropolitana de Curitiba (RMC), localizada no estado do Parana, é
formada por 29 municipios, sendo eles: Adrianopolis, Agudos do Sul, Almirante
Tamandaré, Araucéria, Balsa Nova, Bocailva do Sul, Campina Grande do Sul,
Campo do Tenente, Campo Largo, Campo Magro, Cerro Azul, Colombo,
Contenda, Curitiba, Doutor Ulysses, Fazenda Rio Grande, Itaperucu, Lapa,
Mandirituba, Pién, Pinhais, Piraquara, Quatro Barras, Quitandinha, Rio Branco do
Sul, Rio Negro, Sdo José dos Pinhais, Tijucas do Sul e Tunas do Parana
(CURITIBA, 2012). De acordo com estimativas referentes ao ano de 2012, a RMC
conta com uma populacao de 3.285.851 habitantes (IBGE, 2013).

Segundo dados do Conselho Regional de Farmacia do Estado do Parana
existem aproximadamente 80 laboratorios de analises clinicas localizados em
Curitiba e na RMC.

4.2 ATIVIDADES PRELIMINARES A EXECUCAO DO ESTUDO

O projeto foi submetido e aprovado no Comité de Pesquisa e no Comité de
Etica em Pesquisa, sob registro CAAE: 11331512.2.0000.0102.

Foram realizadas reunides com responsaveis de 32 laboratérios de analises
clinicas, tanto publicos quanto privados, foram explicados a justificativa do projeto,
objetivos e procedimentos da pesquisa. Para a confirmacéo e aceitacdo do projeto, o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE 1) foi lido e explicado
minuciosamente, juntamente com o esclarecimento da pesquisa (APENDICE 2). O
documento foi assinado em duas vias, sendo que uma ficou em posse do laboratorio
e a outra do pesquisador, atendendo, dessa forma, a Resolugcéo n° 466 de 2012, do
Conselho Nacional de Saude, a qual dispe sobre diretrizes e normas

regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos (BRASIL, 2012). O
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presente estudo contou com 19 laboratérios de analises clinicas, ou seja,
aproximadamente 24% dos laboratorios localizados em Curitba e RMC. Os
laboratorios que aceitaram participar do trabalho estavam localizados nas cidades
de Curitiba, Colombo, Lapa, Piraquara e Sdo José dos Pinhais, desses, 9 sédo de

carater publico e 10 privados.

4.2.1 Questionario

A fim de se conhecer o funcionamento do laborat6rio no que diz respeito ao

setor de parasitologia, foi elaborado um questionario tipo “misto™

para ser aplicado
aos laboratérios de andlises clinicas (APENDICE 3). No total foram elaboradas 14
questdes, incluindo 8 itens exigidos pela vigilancia sanitaria,3 referentes a qualidade

e 3 a respeito da rotina laboratorial.

4.2.2 Obtencéo do material bioldgico

O material para analise, enviados aos laboratérios de andlises clinicas, foram
preparados no laboratério de Parasitologia do Departamento de Patologia Basica da
Universidade Federal do Parana (UFPR).

Foram selecionados 10 diferentes espécies de parasitos para serem utilizados
na pesquisa. Abaixo estdo citadas as espécies e suas respectivas formas evolutivas
utilizadas:

e Ovo de Ascaris lumbricoides e Ascaris suum
e Ovo de Trichuris trichiura

e Ovo de Enterobius vermicularis

e Ovo de Hymenolepis nana

e Ovo de Taenia sp.

e Ovo de Ancilostomideos

e Ovo de Fasciola hepatica

> Questionario composto de questdes com respostas abertas e fechadas
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o Cisto de Giardia duodenalis

e Cisto de Entamoeba coli

o Cisto de lodamoeba butschlli

e Larva rabditoide de Ancilostomideos

A escolha das espécies de parasitos se deu para abranger o maior espectro
possivel de tamanho dos elementos parasitarios. Dessa forma, a escala do tamanho
dos parasitos utilizados variou de aproximadamente 15 a 150 um. Os parasitos
foram obtidos da seguinte forma:

Ovos de Ascaris suum foram selecionados para serem utilizados nas
suspensdes, uma vez que, de acordo com Dold e Holland (2011) e Leles et al.
(2012), séo idénticos morfologicamente aos de Ascaris lumbricoides, e podem ser
obtidos a partir da dissecacao dos vermes adultos obtidos de suinos abatidos. Ovos
de Fasciola hepatica sdo grandes e de facil reconhecimento e apesar da fascioliase
ser amplamente encontrada em bovinos e bubalinos no estado do Parana, em
humanos sédo poucos os relatos (AMARAL; BUSETTI, 1979; NETO et al., 1999;
QUEIROZ et al., 2002; WHO, 2004).

Os ovos de Ascaris suum e Fasciola hepatica foram obtidos a partir da
dissecacdo dos vermes adultos obtidos de suinos e bovinos, respectivamente,
coletados em matadouro da Regido Metropolitana de Curitiba, de acordo com o POP
12 (ANEXO 1).

Para a obtencdo de ovos de Taenia sp., proglotes gravidas do parasito
pertencentes ao Laboratério de Parasitologia da UFPR, foram dissecadas
(maceradas) e os ovos armazenados em formaldeido 10%.

Fezes frescas (ndo preservadas) contendo ovos de ancilostomideos,
provenientes do projeto de extensdo “Epidemiologia e Controle de Entero e
Ectoparasitoses em Criancas de Centros Municipais de Educacgao Infantil" sob
registro 707/12/PROEC/UFPR e aprovado no comité de ética em saude sob o
numero 09152012.3.0000.0102, em que os participantes assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para o uso das amostras no estudo cientifico. As
fezes foram deixadas em temperatura ambiente por um periodo de 36 horas, para
gue houvesse a eclosdo das larvas, apos esse periodo as fezes foram processadas
pelo método de Rugai, Mattos e Brisola (1954). Posteriormente, as larvas rabditoides

de ancilostomideos foram coletadas do fundo do calice de sedimentagdo com auxilio
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de uma pipeta Pasteur, transferidas para um novo recipiente e conservadas em
formaldeido 10%.

Os demais parasitos, foram obtidos a partir de amostras de fezes
processadas no laboratério de Parasitologia da Universidade Federal do Parana e
conservados em formaldeido 10%, e provenientes do projeto de extensdo acima
mencionado.

Fezes contendo cistos de Giardia duodenalis foram purificadas, através do
método descrito por Roberts-Thomson et al. (1974) para obtencdo de uma
suspensao contendo apenas os cistos, sem detritos fecais.

A fim de avaliar se leveduras da microbiota intestinal sdo confundidas com
protozoarios (KENNEDY et al., 1987), resultando em um diagnéstico falso-positivo,
culturas microbiolégicas em agar sabouraud contendo leveduras de Candida
albicans foram cedidas pelo Laboratério de Micologia do Hospital de Clinicas da

Universidade Federal do Parana.

4.2.3 Preparo das amostras

Como forma de envio das amostras para os laboratérios de andlises clinicas,
foram selecionadas formas préaticas de elaboracdo, transporte e andlise. Para isso
foram selecionadas trés preparacdes semi-permanentes em laminas de vidro para
microscopia que foi denominada simplesmente neste estudo de “lamina”, e trés
amostras em solugao diluente que foram denominadas “suspensoes”.

Para o preparo das laminas, primeiramente foram escolhidos quais parasitos
estariam presentes nas laminas (QUADRO 3). Em seguida, foram feitos 3 pools de
amostras de fezes com os parasitos estabelecidos.

A técnica para o preparo das laminas segue abaixo, conforme POP 07
(ANEXO 2) do laboratorio de Parasitologia da UFPR:

e I|dentificar a lamina de vidro para microscopia, com o protocolo de
envio

e Com o auxilio de uma pipeta coletar uma pequena porcao do
sedimento, que contem o material, e depositar sobre uma lamina ja

identificada
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¢ Adicionar uma gota de lugol e homogeneizar

e Cobrir com laminula de vidro transparente para microscopia de 20x20
mm

e Vedar a ldmina com o uso de esmalte comercial de unha, passando
trés camadas de esmalte entre as bordas da laminula de vidro e a
lamina de vidro para microscopia, conforme Figura 1.

e Confirmar a presenca dos parasitas utilizando microscépio de luz

branca com objetivas de 10 x e 40 x.

FIGURA 1 — LAMINAS SEMI-PERMANENTES VEDADAS COM
ESMALTE COMERCIAL DE UNHA
FONTE: O autor (2014)

Para cada pool de amostra foi utilizado esmalte de unha comercial diferente,
para que ndo houvesse contaminagédo cruzada, ou seja, transferéncia de parasitos
entre as laminas. Cada lamina, apés o preparo, foi examinada ao microscoépio de luz
branca por dois profissionais com mais de 2 anos de experiéncia na realizagdo de
exames coproparasitologicos, para assegurar e confirmar a presenga de todos o0s
parasitos presentes nas diferentes laminas. Além disso, a quantidade dos parasitos
nas laminas foi estimada através de cruzes conforme critério estipulado abaixo
(QUADROS 2 e 3). Somente apds a verificacdo e confirmacdo da presenca de todos
0s parasitos, as laminas foram enviadas aos laboratorios de analises clinicas
participantes acondicionadas em um porta laminas de plastico com capacidade para

trés laminas
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QUADRO 2 — CRITERIO UTILIZADO PARA ESTIMAR A QUANTIDADE DE PARASITOS NAS

LAMINAS

NUmero de cruzes

Quantidade de parasitos

+

++

+++

++++

Até 10 por lamina (com o minimo de 1 parasito por lamina)

Até 3 por campo

Até 10 por campo

Acima de 11 por campo

FONTE: O autor (2014)

QUADRO 3 - PARASITOS SELECIONADOS E QUANTIDADE ESTIMADA EM CADA LAMINA

PRONTA
Lamina Parasitos Quantidade de parasitos
estimada em cruzes

Lamina 0l  Ovos de Ascaris lumbricoides +++

Ovos de Trichuris trichiura +

Ovos de Enterobius vermicularis +

Ovos de Hymenolepis nana ++

Ovos de Taenia sp. ++

Ovos de Ancilostomideos +

Cistos de Giardia duodenalis +++

Cistos de Entamoeba coli ++
Lamina 02 Larvas rabditoides de Ancilostomideos + (minimo de 3 larvas por lamina)
Lamina 03  Ovos de Ascaris lumbricoides +++

Ovos de Trichuris trichiura +

Ovos de Enterobius vermicularis +

Cistos de Giardia duodenalis ++

Cistos de Entamoeba coli +

Cistos de lodamoeba butschilli ++

FONTE: O autor (2014)

Para as suspensofes foram utilizadas as espécies de parasitos e de leveduras

citadas no Quadro 4, as quais foram quantificadas em camara de Neubauer. A partir

da quantificacdo, foram feitas suspensfes em tubos de polipropileno com tampa

com capacidade de 1,5 mL, utilizando como conservante e diluente formaldeido

10%. O volume final das suspensdes foi de 500 pL.
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QUADRO 4 - QUANTIDADE DE ELEMENTOS PARASITARIOS E LEVEDURAS PRESENTES NAS
SUSPENSOES

Suspenséo Parasito Quantidade de parasitos
em 35 pL (equivalente a
uma gota)

Suspenséo 01 Ovos de Ascaris suum 110 ovos

Ovos de Taenia sp. 44 ovos

Cistos de Giardia duodenalis 680 cistos
Suspenséo 02 Ovos de Fasciola hepatica 22 ovos

Leveduras de 1.100 leveduras
Candida albicans

Suspenséo 03 Ovos de Fasciola hepatica 22 ovos
Ovos de Taenia sp. 44 ovos
Cistos de Giardia duodenalis 615 cistos

Leveduras de 1.100 leveduras
Candida albicans

FONTE: O autor (2014)

Todas as suspensdes foram avaliadas por dois profissionais com mais de 2
anos de experiéncia na realizacdo de exames coproparasitologicos, a fim de
comprovar a presenca de todos os parasitos adicionados antes do envio aos
laboratorios de analises clinicas, o procedimento orientado para o preparo da lamina
e do exame segue abaixo:

e Homogeneizar a suspensao

e Com o auxilio de uma pipeta coletar uma pequena por¢cdo da amostra
e depositar sobre uma lamina de vidro para microscopia

¢ Adicionar uma gota de lugol e homogeneizar

e Cobrir com laminula de vidro transparente para microscopia 20x20 mm

e Observar a lamina inteira, a fim de confirmar a presenca dos parasitos
ao microscopio de luz branca com objetiva de 10x e 40x

Para o envio das suspensdes os tubos de polipropileno com tampa foram

vedados com Parafilm® e colocados em suportes de isopor.
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4.3 ENVIO DO MATERIAL PARA OS LABORATORIOS DE ANALISES CLINICAS

Os responsaveis pelos laboratérios, que aceitaram participar do presente
estudo, receberam uma coOpia do esclarecimento da pesquisa; dois termos de
consentimento livre e esclarecido, 0s quais apds assinados, uma via ficou em posse
do laboratdrio e a outra com os pesquisadores. Também foi entregue 0 questionario.
As amostras foram transportadas e entregues em uma caixa de papeldo, conforme
Figura 2.

FIGURA 2 - FORMA DE ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS PARA ENVIO AOS
LABORATORIOS DE ANALISES CLINICAS PARTICIPANTES
FONTE: O autor (2014)

Os responsaveis, pelos laboratérios de andlises clinicas, foram informados que
em todas as etapas da pesquisa a identificacdo dos laboratérios seria mediante a
codigos e que em nenhum momento a identidade seria divulgada para preservar a
confidencialidade. Os laboratérios participantes receberam um prazo de 30 dias para
enviar os resultados, no qual ndo era necessario identificar o laboratorista que
realizou o exame.

ApoOs a entrega dos resultados os laboratérios participantes receberam um
parecer sigiloso quando ao seu desempenho na pesquisa para, dessa forma, avaliar

seu desempenho nesta pesquisa.
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4.4 ANALISE DOS RESULTADOS

A avaliagdo dos questionérios foi realizada individualmente e confrontada com
a literatura. Quanto ao diagnostico nos exames coproparasitolégicos, os laboratérios
de analises clinicas participantes foram classificados de acordo com uma escala de
pontuacao estipulada para este estudo, sendo que cada acerto na identificacdo do
parasito correspondia a mais dois pontos e cada erro menos um ponto. Foram
considerados como erros de diagnéstico os resultados falso-negativos e falso-
positivos

O numero maximo de pontos era de 44 (100%), pois as amostras enviadas
continham 22 possiveis diagnosticos a serem realizados de 11 diferentes espécies
parasitarias. De acordo com o numero de acertos e erros na identificacdo dos
parasitos, os laboratoérios participantes foram classificados em muito bons, bons,

regulares e insuficientes (QUADRO 5).

QUADRO 5 — CRITERIO UTILIZADO PARA CLASSIFICAR O DIAGNOSTICO PRESTADO PELOS
LABORATORIOS PARTICIPANTES

Porcentagem de acertos Classificacdo do laboratério de andlises
clinicas

100% - 90% Muito bom

89% - 80% Bom

79% - 70% Regular

> 69% Insuficiente

FONTE: O autor (2014)

O resumo da metodologia utilizada no estudo por ser observado na Figura 3.
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Laboratorio
Questionario Material
biologico
 S—
13 questdes 3 suspensdes
 SE——
— e
6 questdes AL
2R 22 possiveis
vigilancia S Acti
sanitaria diag
——
C— S
5 questdes Analise dos
qualidade resultados
2 \_I_J
v — ¥
2 questdes i
rotina na Acerto Falso-positivos Falso-negativos
parasitologia (=2 pontos) (-1 ponto) {-1 ponto)
A TR - J
L | J
Escala
pontuacao
Classificacao
do diagnostico
Muito bom Bom Regular (79 Insuficiente
{100-90%) (89-80%) -70%) (>69%)

FIGURA 3 — DIAGRAMA DAS ETAPAS REALIZADAS NO TRABALHO
FONTE: O Autor (2014)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram convidados para participar da pesquisa 32 laboratérios de andlises
clinicas, dos quais 19 aceitaram participar da pesquisa, sendo 13 localizados em
Curitiba e 6 na RMC. A amostragem no presente trabalho correspondeu a

aproximadamente 24% do total de laboratérios na regido estudada.

5.1 QUESTIONARIO

Dentre os laboratérios participantes, 58% sdo de carater privado e
42,11%publicos. Desses laboratorios, 47% estdo vinculados a hospitais.

Diversos requisitos exigidos pela vigilancia sanitaria, os quais constam na
RDC n°302/2005, parametros relacionados com a qualidade e rotina laboratorial
foram questionados aos laboratérios de analises clinicas, conforme Tabela 1.

Foi questionado aos laboratérios participantes se havia um setor especifico
para a realizacdo dos exames coproparasitolégicos, uma vez que a infraestrutura é
citada na RDC n° 302/2005 e a RDC n° 50/2002 dispde sobre o regulamento técnico
destinado ao planejamento, programacao, elaboracéo, avaliacdo e aprovacdo de
projetos fisicos de estabelecimentos assistenciais de saude (BRASIL, 2002,
BRASIL, 2005). Acredita-se que a questdo nao foi bem interpretada por alguns
laboratérios, visto que alguns nao responderam a questdo e outros tiveram duvidas
se a pergunta era referente a presenca de um setor ou somente a destinacdo de um
espaco fisico de outros setores para a realizacdo dos exames, portanto esse item

nao pode ser avaliado.
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TABELA 1 — ITENS QUESTIONADOS AOS LABORATORIOS REFERENTES A RDC N° 302/2005,

QUALIDADE E A ROTINA LABORATORIAL

Questionario

Porcentagem de
laboratérios que
atendem ao item

questionado

Presenca de setor especifico
(Item 5.3.1)

Presencga de POP’s (ltem 5.1.5)
Orientagdo quanto a coleta da
amostra (Item 6.1.1)

Critérios de aceitacao da
amostra (Item 6.1.3)
Questionamento sobre uso de
medicamentos (Item 6.1.4 j)
Altera¢des macroscopicas
(Item 6.3.3 n)

Controle de qualidade interno
(Item 8.1)

Controle de qualidade externo
(tem 8.1)

RDC n° 302/20005

Ndmero de laminas examinadas

Bibliografia disponivel

Qualidade

Acreditacéo
Média de exames

coproparasitologicos

Formacdao do profissional

Ndmero de métodos

coproparasitolégicos utilizados

na rotina

Rotina especifica do laboratério
na parasitologia

1 lamina
2 laminas

3 laminas

De 1 a 10 exames/dia
De 11 a 50 exames/dia
Acima de 51 exames/dia
Farmacéutico

Biomédico

Biologo

1

2
3
4

95
100

68

21

63

42

95

74
16
11
89
21
58
32
11
89

42
26
26

FONTE: O Autor (2014)
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Procedimentos Operacionais Padrao (POP’s) no setor de parasitologia estéo
presentes em 95% dos laboratérios avaliados, valor superior ao observado nos
laboratorios da Secretaria Municipal de Saude do Municipio de Salvador, Bahia, em
que apenas 16,67% dos laboratorios possuiam POP’s (SOUZA; AMOR, 2010). Tal
documento é fundamental para assegurar a qualidade do processo, sendo que
esses devem estar sempre acessiveis aos funcionarios (CHAVES, 2010).

Os pacientes devem ser instruidos de forma escrita ou verbal de como
realizar a coleta da amostra, e todos os laboratérios avaliados afirmaram passar
essas orientacdes aos seus clientes.

Quando questionado se existe alguma situacdo em que a amostra de fezes é
considerada inadequada e é feita solicitacdo de recoleta, 68% laboratérios declaram
gue sim e as situacfes apontadas foram:

1. Amostras de fezes evacuadas ha mais de 24h e em temperatura
ambiente

2. Quando ha contaminacdo com urina, terra, agua do vaso sanitario
ou fungos algodonosos®

3. Quantidade insuficiente de amostra

4. Amostras ndo identificadas corretamente

Uma amostra considerada satisfatoria € essencial para que possa ser
realizado um exame de qualidade, para isso, a amostra deve ser recém emitida,
uma vez que os trofozoitos de protozoarios comecam a degenerar de 1 a 2 horas
apos a excrecdo das fezes. Podem ainda ocorrer alteracdes morfoldgicas,
dificultando a identificacdo. Outro ponto a ser citado é o fato que em fezes nédo
recém emitidas a pesquisa de larvas torna-se dificultada (WHO, 1991). Além disso, a
amostra deve ter uma guantidade minima entre 20 a 30 g e o recipiente deve estar
identificado corretamente com as informacgdes do paciente. Para obter uma amostra
de boa qualidade, as fezes ndo podem entrar em contado com agua e nem urina,
pois a agua destroi as formas trofozoiticas de protozoérios, quando presentes, e a
urina interfere na motilidade dos trofozoitos (CRAIG, 1942; ASH; ORIHEL, 1991;
WHO, 1991; DE CARLI, 2001; CARROL, 2004; ABNT, 2006; TRABELSI; AOUINET;
KHALED, 2012). Portanto todos os laboratérios devem estipular critérios para

aceitacdo da amostra, para, dessa forma, minimizar resultados falso-negativos.

® Tipo de coldnia filamentosa
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Outros fatores, como algumas substancias quimicas e medicamentos,
também podem tornar a amostra insatisfatoria. Entre eles estdo os antibidticos,
como a tetraciclina, a qual destrdi a microbiota, podendo causar o desaparecimento
temporario dos parasitos; antidiarréicos; bario, utilizado como contraste alguns tipos
de exame de imagem, entre outros. Nesses casos, 0 paciente deve ser informado
que a coleta devera ser adiada por um periodo de 10 dias (CRAIG, 1942; ASH;
ORIHEL, 1991; DE CARLI, 2001; CARROL, 2004; ABNT, 2006; TRABELSI;
AOUINET; KHALED, 2012). Entretanto, quando perguntado se havia algum tipo de
guestionamento aos pacientes sobre o uso de medicamentos apenas 21% alegaram
que sim, portanto os demais laboratérios poderiam estar liberando resultados falso-
negativos.

Alteracfes macroscopicas como a consisténcia, a presenca de vermes
adultos e/ou proglotes e presenca de sangue nas fezes devem ser reportados no
laudo, porém 37% dos laboratérios avaliados afirmaram n&o adicionar essa
informacao (DE CARLI, 2001; CARROL, 2004).

Os controles de qualidade (CQ) interno e externo (ensaios de proficiéncia)
devem ser realizados pelos laboratérios de andlises clinicas. Entretanto, 58% dos
laboratorios participantes alegaram ndo realizar nenhum controle de qualidade
interno, infringindo dessa forma a legislacdo vigente (RDC n° 302/2005). Ao
contrario do observado por Souza e Amor (2010) onde nenhum laboratério analisado
participava do controle de qualidade externo, no presente trabalho 95% dos
laboratérios participam, sendo que 74% participam pelo Programa Nacional de
Controle de Qualidade (PNCQ) e 21% pelo ControlLab. Os laboratérios que nao
realizam os controles de qualidade devem implementa-los, ndo somente para
atender a legislacdo em vigor e obter a licenca sanitaria, mas também por serem
fundamentais como forma de estimular a qualidade dos exames prestados (AYALA
et al., 1974; CASTRO; YOVERA; NUNEZ, 1995; NUNEZ; GINORIO; FINLAY, 1997;
NUNEZ; FINLAY, 2001).

Sugere-se que o controle de qualidade interno seja interobservador, realizado
periodicamente, com amostras fecais processadas na rotina do laboratério, e atraves
do exame de material de referéncia contendo diferentes parasitos e formas

evolutivas.
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Alguns itens questionados eram referentes a qualidade, sendo eles: o nimero
de laminas examinadas, presenca de bibliografia disponivel para pesquisa e gestdo
da qualidade (TABELA 1) (SMITH, 1979; HAWTHORNE et al., 1992).

TibiricA et al. (2009) observaram que o exame de apenas 1 lamina
proporciona para o método de sedimentacdo espontanea o ndmero minimo de
laminas que devem ser visualizadas séo 3, pois fornece 87,5% de sensibilidade e
99,3% de especificidade, porém o numero considerado padrdo-ouro sdo 5, uma vez
que proporciona 100% de sensibilidade e especificidade (QUADRO 6) (TIBIRICA et
al., 2009). A maioria dos laboratorios avaliados no presente estudo (74%) examina
apenas 1 lamina em cada método empregado, nimero inferior ao observado por
Souza e Amor (2010) na cidade de Salvador, onde os laboratérios avaliados
examinavam 2 laminas. Embora consuma mais tempo, os laboratoristas deveriam
examinar no minimo 3 laminas em cada método para cada amostra, dessa forma,

aumentando a sensibilidade do exame e reduzindo os resultados falso-negativos.

QUADRO 6 — SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO METODO DE SEDIMENTACAO
ESPONTANEA

Resultado Lamina 1 Lamina 3 Lamina 3 Lamina 4 Lamina 5
Negativo 4473 4421 4401 4381 4369
Positivo 152 204 224 244 256
Total 4625 4625 4625 4625 4625
Sensibilidade 59,4% 79,7% 87,5% 95,3% 100%
Especificidade 97, 7% 98,8% 99,3% 99,7% 100%

FONTE: TIBIRICA et al. (2009)

Dentre os laboratorios analisados, 89 % afirmaram possuir bibliografia
disponivel para pesquisa e de acordo com Smith (1979), Castro, Yovera e Nufiez
(1995) e Laird et al. (1997) a existéncia de material de referéncia & essencial para a
melhora do diagnostico coproparasitologico.

A acreditacdo ndo é de carater obrigatorio e tem por finalidade comprovar a
implementacdo de um sistema de qualidade, objetivando a melhoria continua dos
servicos prestados, entretanto dentre os laboratorios avaliados 21% séo acreditados
(DICQ, 2012; ONA, 2012).

A média de exames coproparasitologicos, nos laboratérios participantes,
variou entre 1 e 150 exames/dia, sendo que a maior parte dos laboratérios (58%)

realiza de 1 a 10 exames/dia.
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Com relacdo a formacgdo dos profissionais, 89% dos laborat6rios declararam
que 0s exames coproparasitologicos sdo feitos por farmacéuticos, 5% por
biomédicos e 5% com formacao em ciéncias biolégicas.

Existem diversos métodos para a realizacdo de exames coproparasitoldgicos,
sendo que cada um possui especificidade e sensibilidade diferente para cada
parasito. Nenhum método isolado é capaz de diagnosticar todas as formas
parasitarias, portanto os laboratérios de andlises clinicas devem associar mais de
um meétodo para, dessa forma, ampliar a pesquisa de diferentes parasitos e reduzir
os resultados falso-negativos (CHAVES et al., 1979; NUNES et al., 1993; SOUZA,
AMOR, 2010).

A maioria dos laboratérios participantes afirmou utilizar 2 ou mais métodos
coproparasitolégicos na rotina laboratorial, sendo o método de Hoffman, Pons e
Janer o método mais utilizado (95%), e o0 Unico método realizado por 37%
laboratérios participantes, conforme observado na Figura 4. Resultado semelhante
foi observado na cidade de Salvador, onde o método mais utilizado foi o de Hoffman,
Pons e Janer, seguido do método de Faust et al. (SOUZA; AMOR, 2010). Acredita-
se que alguns laboratérios possam ter interpretado a questdo como quais métodos
estdo disponiveis no laboratério, e ndo quais séo utilizados na rotina para todas as

amostras, sem haver solicitacdo para um método especifico.

4

Graham
TF-Test®
u Paratest®

m Direto

m Kinyoun

= Rugai, Mattos e Brisola
m Faust et al.

® Hoffman, Pons e Janer

n° de métodos coproparasitolégicos
utilizados
N

123456 7 8 910111213141516171819
Cdédigo dos laboratérios

FIGURA 4 - METODOS COPROPARASITOLOGICOS UTILIZADOS NA ROTINA PELOS
LABORATORIOS PARTICIPANTES DA PESQUISA
FONTE: O autor (2014)
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O método de Hoffman, Pons e Janer (1934) ou Lutz (1919) é baseado na
sedimentacdo espontdnea de elementos parasitarios em &gua, possui como
vantagens a facilidade de execugdo, baixo custo e ndo necessidade de
equipamentos (HOFFMAN; PONS; JANER, 1934; DE CARLI, 2001). Permite a
pesquisa de ovos, larvas e cistos, porém possui baixa sensibilidade para o
diagnéstico de larvas (40%) e cistos (62%) (NUNES et al., 1993; SOUZA; AMOR,
2010; CANTOS; GALVAO; LINECIO, 2011). Devido a grande quantidade de detritos
fecais no sedimento, o diagndstico se torna mais dificil, principalmente em amostras
com baixa carga parasitaria (DE CARLI, 2001; CANTOS; GALVAO; LINECIO, 2011).
Possivelmente a maioria dos laboratérios utiliza esse método devido ao baixo custo,
sendo o custo aproximado de R$0,05 por amostra (VIDAL; CATAPANI, 2005).

O método de Faust et al. foi o segundo método mais utilizado pelos
laboratorios avaliados (37%) e tem como principio a centrifugo-flutuacdo em uma
solucédo de sulfato de zinco com densidade de 1,18 g/mL (FAUST et al., 1938), o
custo aproximado do exame € de R$ 0,30 (VIDAL; CATAPANI, 2005). O método
baseia-se na diferenca de densidade entre os elementos parasitarios e a solucdo de
sulfato de zinco, fornecendo um campo com pouca quantidade de detritos (FAUST
et al.,, 1939; SHRIVASTAV, 1954; FAUST; RUSSEL, 1957). Esse método é
especialmente util para a pesquisa de protozodarios (NUNES et al., 1993; CANTOS;
GALVAO; LINECIO, 2011).

O método de Rugai, Mattos e Brisola (1954), utilizado por 37% dos
laboratérios, € indicado para a pesquisa de larvas de nematédeos e baseia-se no
termo e hidrotropismo positivo das larvas. Por nao utilizar equipamentos e reagentes
comerciais o0 método custa aproximadamente R$0,10 (preco calculado pelo autor).

Um dos laboratérios (5%) utiliza o kit comercial Paratest®, o qual custa em
torno de R$ 1,70 e é produzido pela empresa Diagnostek. O kit € composto por um
frasco contendo como diluente e conservante uma solucdo de formaldeido 5%,
tamponado com tampéao fosfato de sédio pH 7,0. A tampa do frasco possui uma
membrana filtrante com poros de 266 um, o que permite a passagem das formas
parasitarias e retém parte dos detritos fecais. Permite a pesquisa de ovos, larvas e
cistos, além disso, € um método pratico e rapido (PEREIRA et al.,, 2007,
DIAGNOSTEK, 2013).
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O método direto, utilizado na rotina somente por 5% dos laboratorios
participantes, é uma importante ferramenta, pois € um método simples e proporciona
um diagnostico rapido em casos de alta carga parasitaria. Permite a pesquisa de
trofozoitos através da observacdo da motilidade em fezes recém-emitidas e nao
conservadas (WHO, 1991; DE CARLI, 2001; CREDE, 2004). Como desvantagem,
esse método ndo utiliza uma quantidade de fezes representativa e 0 campo de
visualizacdo possui muita quantidade de detritos, o que dificulta a visualizacdo dos
parasitos quando presentes (MACHADO et al., 2001).

Apenas 5% dos laboratorios utiliza em sua rotina o método de Kinyoun
modificado, o qual consiste de uma coloragdo em esfregaco de fezes para a
pesquisa de oocistos de Cryptosporidium, Cystoisospora e Cyclospora, baseando na
propriedade de &cido-resisténcia do coccidio (NETO et al., 1996; DE CARLI, 2001;
SHIMIZU, 2004). Esse método é de suma importancia, visto que esses coccidios sdo
reconhecidos como uma importante causa de diarreia grave, principalmente em
pacientes imunodeprimidos (SHIMIZU, 2004; AGHOLI; HATAM; MOTAZEDIAN,
2013; DE, 2013). O método torna-se ainda mais importante uma vez que devido ao
tamanho inferior a 10 um, o diagndstico de Cryptosporidium e Cyclospora depende
exclusivamente de métodos que evidenciem sua morfologia. A possivel explicacao
para a baixa adesdo a esse método, apesar de sua significativa importancia, seria a
complexidade do método, por ser laborioso e com maior custo financeiro.

O método de Graham, também conhecido como método da fita gomada,
utilizado por 5% dos laboratérios participantes, € indicado para a pesquisa de
Enterobius vermicularis, possuindo alta sensibilidade para o diagnoéstico desse
parasito quando comparado aos demais métodos (GRAHAM, 1941; BELTRAN;
HARA; TELLO, 2005). Esse método deveria ser de rotina ao ser solicitado exame
coproparasitolégico, principalmente em criancas com historico de prurido anal.

Um laboratério analisado (5%) utiliza o kit comercial TF-Test®, o qual custa
em torno de R$ 3,75 e é constituido por trés tubos coletores-usuario, um tubo de
centrifugacdo e um conjunto de filtros contendo duas telas metélicas, €
comercializado pela empresa BioBrasil. O diferencial desse método é unificacdo das
trés coletas em uma sO analise, concentrando as amostras e aumentando a

sensibilidade em 17,9% para a pesquisa de parasitos (BIOBRASIL, 2014).
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5.2 AVALIACAO DOS RESULTADOS DAS AMOSTRAS ENVIADAS

Foram enviados para todos os laboratérios laminas e suspensfes que
possibilitavam 22 diagndsticos, porém foi observado que 58% dos laboratérios
relataram um numero superior de resultados e em todos os laboratérios o
diagndstico foi incompleto (GRAFICO 1). Tais valores foram superiores ao
observado por Castro, Yovera e Nufez (1995), os quais mostraram que nos centros
de saude das Cidades de Lima e Callao, ambas no Peru, 26,8% dos laboratérios
diagnosticaram mais parasitos do que o enviado e o diagnostico incompleto ocorreu

em 21,8% dos laboratoérios avaliados.

45
40
35
30
25
20
15
10

5

0

5/6|7|8(9|10/11|12(13|14|15(16|17|18|19
mmm n° de acertos  (21(19(19(11|13(21(20(20(19|14(20(15(20(21|12(12|13|14|12

= Pontuacao 36/28(31| 9 |12(36|30|36(29|13|32(21|31|39| 4 |12|15(16| 8

Falso-positivos |5 |7 |4 |2|5|5(8|2|6|7|6|2|7|2|10/2|2|4|6
= Falso-negativos| 1 ({3 |3(211|/9(1|2|2(3|8|2|7|2|1/|10(10|9| 8 |10
GRAFICO 1 - NUMERQ DE DIAGNOSTICOS CORRETOS, FALSO-POSITIVOS, FALSO-
NEGATIVOS E PONTUACAO ATINGIDA PELOS LABORATORIOS AVALIADOS

FONTE: O autor (2014)
NOTA: MB — Muito bom; B — bom; R — regular; | — Insuficiente.

No total houve 92 (22,01%) resultados falso-positivos, ou seja, foram
diagnosticados espécies e formas evolutivas de parasitos que ndo foram
adicionados nas preparacdes. Em estudo semelhante realizado por Ayala et al.
(1974), na cidade de Cali, Coldmbia, também foram observados resultados falso-
positivos (5,77%), os autores atribuiram esses resultados ao conhecimento por parte
dos laboratoristas da alta prevaléncia de enteroparasitos na populacao colombiana e

por alguns profissionais se sentirem na obrigacao de encontrar parasitos mesmo que
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nao estejam presentes. No presente estudo, além dos pontos abordados por Ayala
et al. (1974), os resultados falso-positivos também podem ser devido ao fato dos
laboratorios terem o conhecimento de que estdo sendo avaliados, dessa forma, se
sentem na obrigacao de encontrar parasitos.

Foram relatados 102 (24,40%) resultados falso-negativos, valor inferior ao
observado por Ayala et al. (1974) (53,21%). Esse resultado pode ser devido ao
desconhecimento das formas parasitarias por parte dos laboratoristas ou a presenca
de mais de um parasito na mesma amostra, uma vez que grande parte dos erros no
diagnostico de enteroparasitos se d& pela dificuldade na identificagdo de
protozodarios e na deteccdo de ovos e cistos quando h&d mais de um parasito
presente na mesma amostra (SMITH, 1979; EAMSOBHANA; BORANINTRA, 1989;
HAWTHORNE et al., 1992; EAMSOBHANA; BORANINTRA, 1993; KETTELHUT et
al., 2003).

A Tabela 2 demonstra a porcentagem de laboratérios que identificaram
corretamente os parasitos, e a Tabela 3 os resultados falso-positivos para cada tipo
de preparacdo. Falso-positivos foram diagnosticados por todos os laboratérios
avaliados, variando entre 1 e 10 parasitos nao existentes.

TABELA 2 — PORCENTAGEM DE LABORATORNIOS QUE IDENTIFICARAM CORRETAMENTE OS
PARASITOS PARA CADA TIPO DE PREPARACAO

Identificagdo correta dos parasitos em %

Preparacéo Lamina Suspenséo

1 | 2 | 3 1 | 2 | 3
Ovos de Ascaris lumbricoides 100 - 100 90 -
Ovos de Hymenolepis nana 94 - - - - -
Ovos de Enterobius vermicularis 84 - 47 - - -
Ovos de Trichuris trichiura 74 - 63 - - -
Ovos de Taenia sp. 79 - - 68 - 63
Ovos de Ancilostomideos 95 - - - - -
Ovos de Fasciola hepatica - - - - 58 53
Cistos de Giardia duodenalis 95 - 89 74 - 74
Cisto de lodamoeba butschlli - - 37 - - -
Cistos de Entamoeba coli 84 - 95 - - -

Larva rabditoide de Ancilostomideo - 47 - - - -
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TABELA 3 — PORCENTAGEM DE LABORATORIOS QUE RELATARAM RESULTADOS FALSO-
POSITIVOS PARA PARASITOS EM CADA TIPO DE PREPARACAO

Falso-positivos em %

Preparacéo Lamina Suspenséo

1 | 2 | 3 1 | 2 | 3
Ovos de Ascaris lumbricoides - - - - 11 5
Ovos de Hymenolepis diminuta 11 - - - - -
Ovos de Hymenolepis nana - - 11 5 - -
Ovos de Enterobius vermicularis - - - - - 5
Ovos de Trichuris trichiura - - - - - 5
Ovos de Taenia sp. - - 16 - - -
Ovos de Ancilostomideos - - 16 26 5 21
Ovos de Diphyllobothrium latum - - - 21 11 11
Cistos de Entamoeba coli - - - - 21 11
Cistos de Entamoeba histolytica 5 - 21 - - -
Cistos de Endolimax nana 58 - 58 - 26 21
Cistos de Giardia duodenalis - - - - 5 -
Cistos de Chilomastix mesnili - - - - 5 5
Cistos de Balantidium coli - - - - 5 -
Oocistos de Cryptosporidium parvum - - - - - 5
Larva de Strongyloides stercoralis - 42 - - 5 -

FONTE: O autor (2014)

Algumas especulacdes podem surgir para justificar o grande niumero de erros
no diagnostico. A espécie Ascaris lumbricoides foi a que obteve menor niumero de
erros, porém houve 15,79% de resultados falso-positivos. O grande numero de
acertos provavelmente se dé pela tipica morfologia dos ovos e a alta carga
parasitaria nas preparacbes. O correto diagnostico deste parasita é de elevada
importancia, pois € uma das espécies mais comuns e infecta cerca de 1,2 bilhdes de
pessoas no mundo (WHO, 2004; BETHONY et al., 2006; DOLD; HOLLAND, 2011).
Diversas complicacbes podem ocorrer no individuo parasitado decorrente da
infeccdo macica ou migracdo erratica das larvas, podendo causar, por exemplo,
obstrucao intestinal e apendicite, os quais podem levar o individuo a ébito, sendo
que anualmente sdo atribuidas 60.000 mortes no mundo diretamente a infeccao por
Ascaris lumbricoides (MONTRESOR et al., 1998; FERREIRA; LALA; MONTEIRO,
2006).

O diagnoéstico de Ascaris lumbricoides é realizado principalmente pela
demonstracdo dos ovos do helminto nas fezes, sendo que 0s ovos podem estar
férteis ou inférteis, descorticados ou ndo (WHO, 1991; NUNEZ; GINORIO; FINLAY,
1997; WHO, 2004). No presente estudo foi adicionado na suspensdo ovos de
Ascaris suum provenientes da dissecacdo de vermes adultos, e nesse tipo de
material aparecem ovos descorticados em maior numero do que em amostra fecal.

Possivelmente os ovos inférteis descorticados de Ascaris suum, 0s quais medem 85-
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95 x 43-47 um, foram identificados erroneamente por 47% dos laboratérios, visto
que relataram a presenca de ovos de ancilostomideos ou ovos de Diphyllobothrium
latum. A possivel troca do diagnostico de ovos inférteis descorticados de Ascaris
suum por ovos de ancilostomideos é preocupante, pois 0s ovos de ancilostomideos
sdo menores (60-75 x 36-40 um) e possuem uma fina e Unica membrana, todavia tal
erro ndo acarretard em problemas no tratamento, pois para ambos parasitos as
drogas que podem ser utilizadas sédo albendazol, mebendazol, pamoato de pirantel e
levamisol (WHO, 2004; BETHONI et al., 2006). Diphyllobothrium latum € um parasito
intestinal, também conhecido como “ténia do peixe”, adquirido pela ingestdo de
peixe cru, mal cozido ou defumado em temperatura inadequada (GONCALVES;
ARAUJO; FERREIRA, 2003; SANTOS; FARO, 2005). Os ovos sdo ovoides,
possuem um opérculo em um dos polos e no extremo oposto costuma haver um
pequeno tubérculo e medem 58-76 x 40-51 um (EDUARDO et al., 2005; SANTOS;
FARO, 2005). Nesse caso, o erro diagndstico implicara em um tratamento erréneo,
pois a droga de escolha é o praziquantel, sendo a niclosamina uma alternativa, e 0s
efeitos adversos atribuidos a essas drogas incluem: nausea, vomito, perda de
apetite, dor de cabeca, sonoléncia, entre outros (EDUARDO et al., 2005; SCHOLZ et
al., 2009; CAETANO, 2010).

Duas espécies de Hymenolepis podem infectar os humanos, Hymenolepis
nana e Hymenolepis diminuta, sendo que a primeira é considerada o cestédeo mais
prevalente em humanos, principalmente em criancas (ROCHA et al., 1981; CHERO
et al., 2007; MAGALHAES et al., 2013). Em geral, a infeccdo por Hymenolepis nana
€ assintomatica, porém em infeccbes macicas pode ocorrer diarreia grave, dor
abdominal, irritabilidade, prurido anal ou nasal, perda de apetite, entre outros
(CHERO et al., 2007; MAGALHAES et al., 2013). Ovos de Hymenolepis nana foram
adicionados em uma das laminas enviadas para analise, os ovos desta espécie
medem 30-47 pm de diametro e possuem uma membrana externa fina e outra
membrana envolvendo o embrido hexacanto, na qual partem de quatro a oito
filamentos em direcdo aos polos. Os ovos ndo foram identificados por 5% dos
laboratorios e como falso-positivo por 16% dos laboratérios (WHO, 2004). Houve
11% de resultados falso-positivos para ovos de Hymenolepis diminuta, os quais séao

maiores que os de Hymenolepis nana medindo 70-85 x 60-80 um, possuem duas
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membranas, uma interna que envolve o embrido hexacanto e outra externa mais
espessa (WHO, 2004).

Ovos de Enterobius vermiculares ndo sdo comumente encontrados em
exames coproparasitologicos de rotina, 0s quais possuem baixa sensibilidade para o
parasito, sendo positivo em 5 a 15% dos casos (COOK, 1994). Esse parasita infecta
aproximadamente 200 milhdes de pessoas no mundo, a infeccdo possui como
principal sintoma o prurido anal que pode causar lesdes levando a sangramentos e
infec¢des bacterianas secundéarias (WHO, 1987; COOK, 1994; NORHAYATI et al.,
2003). Os ovos de Enterobius vermiculares ndo foram identificados por 53% dos
laboratorios nas laminas enviadas, e houve 5% de resultado falso-positivo na
suspensao. Os ovos medem 55-60 x 25-30 pum, possuem membrana dupla com um
lado achatado e outro convexo e com um embrido ou larva no seu interior (CHOI et
al., 2010). A baixa porcentagem de acerto no diagndstico desse parasita pode ser
devido ao fato de que a lamina continha apenas um ou dois ovos do parasito,
indicando que possivelmente a lamina ndo foi examinada inteiramente ou haja
dificuldade no reconhecimento da morfologia, ja que ndo € um parasito que
normalmente diagnosticado nos exames coproparasitolégicos de rotina.

Dentre os laboratorios avaliados, 47% né&o identificaram ovos de Trichuris
trichiura nas laminas, embora em baixa carga parasitaria nas amostras enviadas, 0s
ovos desse helminto possuem morfologia caracteristica o que sugere que nao foram
examinados todos os campos da lamina. Medem entre 50-55 x 22-24 um, possuem
formato oval e uma saliéncia mucoide em cada pélo. Houve um resultado falso-
positivo para Trichuris trichiura em uma das suspensfes. Acredita-se que Trichuris
trichiura infecta um bilhdo de pessoas em todo o mundo, sendo mais prevalente em
criangas (WHO, 2004; NORHAYATI et al., 2003). A morbidade associada ao parasito
varia de acordo com a carga parasitaria, sendo que nas infec¢cdes macicas pode
ocorrer diarreia crbnica, prolapso retal, anemia, entre outros (WHO, 1987,
STEPHENSON; HOLLAND; COOPER, 2000).

Taenia solium e Taenia saginata sdo responsaveis pela teniase humana, a
qual é frequentemente assintomatica (CRUZ et al., 1989; CHAPMAN et al., 1995).
Entretanto, Taenia solium infecta aproximadamente 50 milhées de pessoas no
mundo e é considerado mais problematica, uma vez que a ingestdo dos ovos viaveis

do parasita pode causar cisticercose, a qual leva a 6bito no mundo cerca de 50.000
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pessoas anualmente (CHAPMAN et al., 1995; EDDI; NARI; AMANFU, 2003). Os
ovos dessas duas espécies sdo idénticos morfologicamente, medindo 35-43 um de
didmetro, com uma membrana radiada e o ovo contém um embrido hexacanto
(CHAPMAN et al., 1995; WHO, 2004). Dentre os laboratérios avaliados, 42% nao
identificaram os ovos de Taenia sp., na lamina ou nas suspensdes, e 16% nao
identificaram 0s ovos em nenhuma preparacdo enviada. Tal fato é preocupante
tendo em vista que pode se tratar de uma infeccdo por Taenia solium, a qual é
grave, uma vez que pode ocorrer autoinfeccao levando a cisticercose (CRUZ et al.,
1989).

Estima-se que 1,3 bilhbes de pessoas no mundo estdo infectadas por
ancilostomideos, sendo que as duas principais espécies que infectam humanos séo
Necator americanus e Ancylostoma duodenale, sendo o primeiro 0 mais prevalente
(LOUKAS; PROCIV, 2001; HOTEZ et al., 2004; WHO, 2004). A infeccdo causa
perda de sangue que pode levar a anemia por deficiéncia de ferro, visto que o
parasito se alimenta da mucosa e sangue do hospedeiro. A intensidade das
manifestacfes clinicas sdo proporcionais ao numero de parasitos adultos no
intestino (STOLTZFUS et al., 1997; LOUKAS; PROCIV, 2001; SMITH; BROOKE,
2010). O diagnostico da ancilostomiase, em geral, consiste na demonstracdo de
ovos no material fecal, os quais medem 60-75 x 36-40 pm, possui uma fina
membrana com um espaco claro até a célula-ovo (WHO, 2004), porém um
laboratério ndo identificou os ovos na lamina enviada. Na lamina onde havia
somente larvas rabditbides de ancilostomideos, 47% dos laboratérios as
identificaram corretamente, 42% diagnosticaram como larvas de Strongyloides
stercoralis e 11% relataram como resultado negativo. Esse erro pode ser devido ao
fato de que na maioria das vezes a forma larvaria encontrada nas fezes € de
Strongyloides stercoralis. Entretanto, se uma amostra contiver ovos embrionados de
ancilostomideos, houver demora no processamento e a mesma nhao tiver sido
conservada ou refrigerada, no exame podem estar presentes larvas rabditoides de
ancilostomideos (SHAWAR, 2004). A larva rabditoide de Strongyloides stercoralis,
ao contrario da larva rabditoide de ancilostomideos, possui vestibulo bucal curto e
primordio genital evidente (PESSOA, 1969; REY, 2008; CIMERMAN; CIMERMAN,
2010). Esses detalhes morfolégicos podem ser dificeis de serem observados se nao

ha treinamento continuo do profissional e se os aparelhos Oticos ndo estejam
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ajustados quanto a qualidade e intensidade de luz. Esse erro levard a um tratamento
errbneo, uma vez que as drogas indicadas para infec¢cdes por ancilostomideos
incluem o albendazol, mebendazol, pamoato de pirantel e levamisol, para a
estrongiloidiase a droga recomendada € ivermectina, a qual possui como efeitos
adversos tontura, diarreia e prurido. Também pode ser utilizado como alternativa
para o tratamento de Strongyloides stercoralis o tiabendazol e o albendazol
(BETHONY et al., 2006; MARCOS et al.,, 2008; OLSEN et al., 2009; CAETANO,
2010; KHIEU et al., 2013). Estima-se que Strongyloides stercoralis infecta de 30 a
100 milhdes de pessoas no mundo, esse parasito é especialmente importante em
pacientes imunodeprimidos, uma vez que pode causar hiperinfeccdo disseminada
com taxa de mortalidade chegando a 87% (BETHONY et al., 2006; MARCOS et al.,
2008; OLSEN et al., 2009; KHIEU et al., 2013).

Fasciola hepatica é um trematoda cosmopolita que parasita os ductos biliares
de diversos mamiferos, sendo os humanos hospedeiros acidentais, esta distribuido
em todos os continentes (MAS-COMA; ESTEBAN; BARGUES, 1999; OLIVEIRA et
al., 2007; SANCHEZ et al., 2012). Os ovos de Fasciola hepatica ndo foram
identificados por 53% dos laboratérios em pelo menos uma das suspensdes, embora
0S ovos sejam grandes e mecam 130-150 x 63-90 um. Tal dificuldade no diagndstico
de Fasciola hepatica j4 havia sido relatada sendo frequente em estudos similares
(LAIRD et al., 1997; NUNEZ; GINORIO; FINLAY, 1997; NUNEZ; FINLAY, 2001;
WHO, 2004; SANCHEZ et al., 2012). Essa falha no diagnéstico deve-se
possivelmente ao desconhecimento do parasita por parte do profissional. Embora
pouco prevalente em humanos no Estado do Parana, casos de fascioliase hepatica
humana ja foram relatados em Curitiba e na regido metropolitana, e a partir da
década de 70, esse parasito tornou-se importante em saulde publica devido ao
aumento do numero de casos de pessoas infectadas no mundo todo (AMARAL,;
BUSETTI, 1979; NETO et al., 1999; MAS-COMA; ESTEBAN; BARGUES, 1999;
OLIVEIRA et al., 2007; SANCHEZ et al., 2012). O diagndstico correto de infec¢éo
por Fasciola hepatica € fundamental, uma vez que o parasito pode causar lesdes
hepaticas, inflamagédo crbnica, obstrugdo mecanica do ducto biliar, entre outros
(GRAHAM; BRODIE; WELLER, 2001; KEISER et al., 2005). Outro erro preocupante
foi a possivel troca por 26% dos laboratérios do diagnostico de ovos de Fasciola

hepatica por ovos de ancilostomideos, pois o tratamento é distinto, embora a
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literatura aponte que o mebendazol possa ser eficaz para fasciolose é necessario
tratamento por trés semanas, 0 que pode prejudicar a adesao ao tratamento pelo
paciente, sendo o triclabendazol a droga mais segura e eficaz para Fasciola
hepatica (KEISER et al., 2005; CABADA; WHITE, 2012; SANCHEZ et al., 2012).
Contudo, para que essa droga possa ser disponibilizada para tratamento, o
triclabendazol deve ser solicitado na industria farmacéutica Novartis, ou se néo
houver em estoque, pode ser obtida através da Pharmaworld/Victoria Apotheke em
Zurique, Suica (KEISER et al., 2005).

Giardia duodenalis é uma espécie de enteroprotozoario cosmopolita e estima-
se que infecta cerca de 2,8 milhGes pessoas no mundo a cada ano, principalmente
criancas na faixa etaria de 0-5 anos de idade (ALI; HIIL, 2003). O diagndstico da
giardiase € realizado, principalmente, pela demonstracdo de trofozoitos ou cistos do
parasito nas fezes, entretanto nas amostras enviadas continham apenas cistos, 0s
quais sado redondos ou ovais, medem 11-14 x 7-10 um, possuem quatro nucleos,
axonemas e corpos medianos (FLANAGAN, 1992; ORTEGA; ADAM, 1997,
TIMOTHY:; HILL, 2001). Cistos de Giardia duodenalis foram enviados em alta carga
parasitaria em duas das laminas e em duas das suspensfes, porém 37% dos
laboratérios nao identificaram os cistos em pelo menos uma das amostras enviadas.
Importante ressaltar que um dos laboratérios (5%) néo diagnosticou o parasito em
nenhuma das amostras enviadas. Apesar da maioria dos infectados se
apresentarem assintomaticos, podem ocorrer manifestacfes clinicas como diarreia
cronica, ma-absorcdo de nutrientes e perda de peso (CARDOSO et al., 1995; ALI;
HILL, 2003).

lodamoeba bitschlli € uma das espécies de ameba intestinal considerada néao
patogénica e com distribuicdo cosmopolita (ZAMAN; HOWE; NG, 1998; MACHADO;
SANTOS; COSTA-CRUZ, 2008). Os cistos podem facilmente serem identificados
pela presenca de uma grande massa de glicogénio no citoplasma, também chamado
de vacuolo de glicogénio, porém 63% dos laboratérios participantes nao
identificaram os cistos presentes na amostra enviada (ZAMAN; HOWE; NG, 1998).

Cistos de Entamoeba coli que estavam presentes em duas laminas enviadas,
nao foram identificados por 21% dos laboratorios. Os cistos sdo esféricos ou
ligeiramente ovoides, medem 15-25 pum e possuem de um a oito ndcleos (REY,

2008). Assim como lodamoeba butschlli, esse protozoario é comensal e nao
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patogénico, porém pode ser considerado como indicador das condicbes sécio-
sanitarias, Também esta relacionado ao nivel que um individuo esta exposto a
enteroparasitos, ja que possui implicacdo na epidemiologia das enteroparasitoses,
pois 0 mecanismo de transmissado € o mesmo de diversos parasito (ROCHA et al.,
2000; PEZZI; TAVARES, 2007; BASSO et al., 2008; MACHADO; SANTOS; COSTA-
CRUZ, 2008).

Leveduras sdo fungos unicelulares, capazes de cumprir funcdes vegetativas e
reprodutivas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Possivelmente 42% dos laboratérios
avaliados identificaram as leveduras de Candida albicans como sendo cistos de
Endolimax nana e/ou Entamoeba coli, ambos ndo considerados patogénicos.

Outro resultado falso-positivo alarmante foi a identificacdo de cistos de
Entamoeba histolytica, os quais medem 10-16 pm, por 26% dos laboratérios nas
laminas (WHO, 2004). Esse protozoario é o agente etiolégico da amebiase, doenca
que acomete 40 milhdes de pessoas no mundo e leva a 6bito de cerca de 50.000
individuos anualmente (GATTI et al., 2002). Tal erro acarretara em um tratamento
desnecessario, pois as droga de escolha para o tratamento da amebiase
assintomética € furoato de diloxamida e paromomicina (MCAULEY et al, 1992;
BLESSMANN; TANNICH, 2002). Embora sejam drogas que levam a altas taxas de
cura, podem causar diversos efeitos adversos que incluem dores abdominais,
vomitos, diarreia, prurido anal, entre outros. Além disso, a paromomicina é uma
droga considerada nefrotoxica e ototéxica (BLESSMANN; TANNICH, 2002). Esses
laboratorios relataram apenas como Entamoeba histolytica, o que € outro erro, visto
que esse protozoario é idéntico morfologicamente com a espécie ndo patogénica
Entamoeba dispar, portanto no laudo apenas com a andlise microscépica deve
constar como Entamoeba histolytica/dispar (HAQUE et al., 1995; GATTI et al., 2002).

De acordo com a escala de pontuacao estipulada, nenhum laboratério foi
classificado como muito bom no diagndstico de enteroparasitos, a maior parte dos
laboratérios teve seu desempenho classificado como insuficiente (63%) (GRAFICO 1
e TABELA 4). Estudo semelhante realizado por Castro, Yovera e Nufiez (1995),
porém utilizando critérios diferentes, mostrou que 10% dos laboratorios avaliados
foram classificados como muito bons,13,3% bons, 50% regular e 26,7%

insuficientes.
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TABELA 4 - CLASSIFICACAO DOS LABORATORIOS NO DIAGNOSTICO
COPROPARASITOLOGICO

Classificacédo do diagnostico Laminas Suspensfes Geral
coproparasitologico

Muito bom (100 - 90%) 10% 5% -

Bom (89 — 80%) 11% 11% 21%

Regular (79 — 70%) 16% 21% 16%

Insuficiente (>69%) 63% 63% 63%

FONTE: O autor (2014)

Nufiez, Ginorio e Finlay (1997) realizaram em 1993, na cidade Havana, Cuba,
um controle de qualidade dos exames coproparasitolégicos envolvendo 77
laboratorios da rede publica. Neste estudo, 66,6% dos laboratorios foram aprovados,
de acordo com a escala proposta pelos autores. No mesmo ano, foram realizados
cursos tedrico-praticos ofertados para os 77 laboratérios, porém apenas 46
laboratorios enviaram pelo menos um técnico ou profissional. Foi observado que
71,7% dos laboratérios que participaram da intervencdo educativa tiveram suas
qualificacdes aumentadas significativamente (NUNEZ et al., 1998).

Também em Cuba, Laird et al. (1997) realizaram nas provincias de
Camaguey e Las Tunas, um controle de qualidade semelhante ao trabalho anterior,
no qual foram avaliados 42 e 25 centros de saude, respectivamente. Foram
classificados como bons apenas 2,4% dos centros em Camagiey e 2,8% em Las
Tunas. Além disso, foi demostrado que 72% dos profissionais cubanos que
realizavam exames coproparasitolégicos possuiam falhas na identificacdo de
parasitos, apos dois cursos de treinamento em Parasitologia Médica, o estudo foi
refeito e mostrou que 80% dos laboratoristas obtiveram bons resultados (PEREZ et
al., 1996).

Eamsobhana e Boranintra (1989) em um estudo realizado na Tailandia,
mostraram que 55% dos laboratorios participantes identificaram corretamente ovos
de helmintos e larvas, porém apenas 29% detectaram cistos de protozoarios. Esses
laboratorios passaram por um programa de qualidade, e em 1993 o estudo foi
realizado novamente, mostrando que houve aumento no correto diagndéstico dos
ovos e larvas de helmintos (64%) e também de cistos de protozoarios (40%)
(EAMSOBHANA; BORANINTRA, 1993).

No presente estudo, os laboratorios obtiveram melhores resultados nas
laminas analisadas do que nas suspensdes (TABELA 4), fato preocupante, uma vez

gue as suspensdes necessitavam de simples manipulacdo, ou seja, o preparo de
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uma lamina. O material de rotina para os exames coproparasitologicos sao fezes in
natura, portanto necessitam de maior manipulacdo, o que pode acentuar ainda mais
os erros. E possivel que os resultados sejam ainda mais alarmantes, tendo em vista
o conhecimento dos laboratoristas de que estavam sendo avaliados, portanto mais
de um profissional poderia ter examinado as preparacdes e além da possivel melhor
atencdo no momento das andlises. Também é possivel, se excluirmos o exame da
segunda lamina e da segunda suspenséo, nas quais havia poucos parasitos a serem
diagnosticados, que houve maior numero de acertos e menor niumero de falso-
positivos na primeira lamina e suspenséao. Imagina-se que a atengado deva ser maior
nas primeiras analises, sendo a qualidade do diagndstico comprometida se nao
houver concentracdo e dedicacdo em todos os exames das amostras e repeticbes
de métodos. Possivelmente, 0 excesso de atribuicbes e alta carga de trabalho
podem afetar o diagnostico dos parasitos.

O fato de nenhum laboratério ter sido classificado como muito bom no
diagndéstico coproparasitolégico e a maioria ter sido classificado como insuficiente é
alarmante, pois reflete a negligéncia dos laboratérios com relacdo a parasitologia.
Essa negligencia pode ser atribuida a diversas questfes, as quais podem estar
atreladas ao descaso a salde basica da populacéo.

Um dos pontos que podem ser apontados é a diminuicdo de solicitacdes para
a realizacdo dos exames coproparasitolégicos, uma vez que muitos meédicos
prescrevem medicamentos antiparasitarios sem o diagndstico laboratorial. Além
disso, existe a cultura da automedicacdo, a qual pode levar a riscos na saude e
contribuir para o aumento da resisténcia dos parasitos aos medicamentos
atualmente empregados.

Outra questdo a ser abordada, é a falta de materiais de referéncia tanto nos
laboratérios de analises clinicas quanto nas instituicdes de ensino, o que pode levar
a uma formacéo deficiente de laboratoristas e médicos. Também n&ao existe uma
padronizacdo em relacdo a quais métodos devem ser empregados na rotina e
guantas laminas devem ser examinadas nos exames coproparasitolégicos.

O paciente tem o direito a um exame de qualidade e deve exigi-lo, porém
além do exame muitas vezes ndo ser reconhecido como fundamental, a negligéncia

também chega a esfera governamental, uma vez que ha um descaso em relacdo ao
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valor repassado por exame, que no sistema Unico de saude é de R$ 1,65
(CISAMUSEP, 2009).

O grande numero de resultados erréneos implica diretamente na saude da
populacao, visto que um resultado falso-positivo ampliara a utilizagdo indiscriminada
de medicamentos antiparasitarios, fato preocupante, haja vista o surgimento de
resisténcia na terapéutica. Por outro lado, um resultado falso-negativo acarretara
danos a saude do paciente, o qual ficara sem ou com tratamento incorreto, além de
atuar como disseminador e dar continuidade ao ciclo biolégico do parasito.

Observou-se que os profissionais que realizam o0s exames
coproparasitolégicos possuem dificuldade com relacdo a morfometria dos parasitos,
uma vez que muitos erros poderiam ter sido evitados se o0s laboratoristas
atentassem as dimensdes dos ovos e cistos, além de peculiaridades no formato dos
elementos parasitarios.

O primeiro passo para melhorar o diagndstico é realizar treinamento tedrico-
pratico continuo dos profissionais através de cursos de capacitacdo e um melhor
direcionamento do ensino de parasitologia nos cursos de medicina o qual deve
enfatizar a importdncia do diagndstico parasitoléogico. O governo deveria
desestimular a entrega gratuita de medicamentos antiparasitarios sem o devido
diagnéstico, além de ter politicas severas no controle de venda de medicamentos
sem prescricao médica.

Nado foi possivel estabelecer uma relacdo entre a classificagcdo dos
laboratérios aos dados avaliados no questionario, uma vez que se esperava que 0S
laboratorios melhores classificados atendessem todos os requisitos exigidos pela
vigilancia sanitaria, assim como os parametros de qualidade. Porém, 16% dos
laboratérios classificados como insuficientes afirmaram atender todos esses
requisitos, além de utilizar 3 métodos coproparasitolégicos na rotina laboratorial.

O presente trabalho foi pioneiro no Brasil a classificar o desempenho dos
laboratérios de andlises clinicas na realizagdo dos exames coproparasitolégicos.
Espera-se que a partir deste trabalho haja maior preocupacdo com o diagnostico
parasitologico e que medidas possam ser tomadas para melhorar a qualidade dos

mesmos.
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6 CONCLUSOES

- As ndo conformidades com a RDC n° 302/2005 foram:
o Nao existem POP’s no setor de parasitologia em 5% dos laboratorios
avaliados
o 32% dos laboratorios avaliados nao estipulam critérios para aceitacéo
da amostra fecal
o Nenhum questionamento é realizado sobre o uso de medicamentos ao
paciente antes da coleta da amostra por 79% dos laboratorios
o As altera¢cdes macroscopicas ndo sao relatadas no laudo por 37% dos
laboratorios
o O controle de qualidade interno ndo é realizado o por 58% dos
laboratoérios avaliados
o O controle de qualidade externo ndo é realizado por 5% dos
laboratorios
— Somente 26% dos laboratérios realizam o exame de apenas uma lamina por
método utilizado
— 89% dos laboratérios possuem bibliografia disponivel para consulta pelos
laboratoristas
— 79% dos laboratérios participantes ndo sao acreditados
— Na maior parte dos laboratérios avaliados (58%) a média de exames
coproparasitolégicos estd compreendida entre 1 a 10 exames/dia
— Em 90% dos laboratérios os exames coproparasitolégicos séo realizados por
farmacéuticos, 5% por biomédicos e 5% por bidlogos
— O método coproparasitolégico mais utilizado na rotina laboratorial foi o
método de Hoffman, Pons e Janer (95%), sendo que 37% dos laboratorios
utilizam apenas esse método na rotina laboratorial
— Nenhum laboratério teve seu desempenho classificado como muito bom
— 21% dos laboratérios foram classificados como bons no diagndéstico
coproparasitolégico, 16% regulares e 63% insuficientes
— No total houve 22,01% de resultados falso-positivos e 24,40% de resultados

falso-negativos
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Os profissionais que realizam o0s exames coproparasitolégicos possuem
dificuldade com relacdo a morfometria dos parasitos

A espécie Ascaris lumbricoides foi a que obteve menor nimero de erro. As
falhas diagnosticas mais comuns foram a dificuldade na identificacdo dos
elementos parasitarios, em especial as larvas de ancilostomideos, cistos de
lodamoeba butschlli e ovos de Fasciola hepatica

Falta de padronizacdo com relacéo aos exames coproparasitolégicos
Negligéncia dos laboratérios com relacéo a parasitologia

Ndo foi possivel estabelecer uma relagcdo entre o desempenho dos
laboratorios aos dados avaliados no questionario
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , abaixo assinado,

DECLARO para fins de participagdo no projeto “Avaliagdo da qualidade do
diagnostico coproparasitologico em laboratorios de Curitiba e Regido Metropolitana —
Parana”, sob a responsabilidade das pesquisadoras Dr?. DEBORA DO ROCIO
KLISIOWICZ e REGIELLY CAROLINE RAIMUNDO COGNIALLI, na condicdo de
representantes legais do sujeito/legal da pesquisa, que fui devidamente esclarecido
a respeito da justificativa, objetivo e procedimentos a serem utilizados na mesma.
Declaro também ter sido informado sobre a liberdade de recusa na participacdo ou
retirada do consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo ou
prejuizo, bem como sobre a garantia de sigilo quanto aos dados confidenciais
envolvidos na pesquisa. Declaro, assim, que apds devidamente esclarecido consinto
voluntariamente que o laboratério do qual sou responsavel participe da referida

pesquisa.

Curitiba, de de 2013.

Nome do laboratorio:

Dra. Débora do Rocio Klisiowicz

Assinatura do responsavel pelo laboratorio Regielly C. R. Cognialli
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APENDICE 2

ESCLARECIMENTO AO PARTICIPANTE DA PESQUISA

No6s, Prof* Dr* Débora do Rocio Klisiowicz e Regielly Caroline Raimundo Cognialli,
pesquisadores da Universidade Federal do Parand, estamos convidando o Senhor (a)
responsavel pelo Laboratério de Andlises Clinicas a participar de um estudo intitulado
“Avaliacdo da qualidade do diagnéstico coproparasitologico em laboratérios de analises
clinicas de Curitiba e Regido Metropolitana - Parana”, o qual foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Parana, sob registro
CAAE: 11331512.2.0000.0102. No Brasil ndo h& dados publicados quanto ao desempenho
dos laboratérios de analises clinicas na realizacdo de exames coproparasitolégicos, sendo
que essas informacdes sdo fundamentais para avaliar se os laboratérios estdo atuando com
gualidade.

O objetivo desta pesquisa é avaliar a qualidade do diagndstico coproparasitolégico em
laboratérios de andlises clinicas de Curitiba, Parand. Caso o Senhor (a) participe da
pesquisa, sera necessario responder um questionario, realizar exames coproparasitolégicos
das amostras que serdo enviadas e fornecer um laudo no prazo maximo de 30 (trinta) dias
apos o recebimento das amostras, no qual ndo sera necessario identificar o laboratorista
que realizou o exame. Sera enviado um total de seis amostras para a identificacdo de
parasitos, sendo que dessas amostras trés estardo na forma de laminas vedadas e trés
suspensoes.

O laboratério participante recebera um parecer sigiloso quando ao seu desempenho na
pesquisa, podendo dessa forma identificar possiveis erros e aumentar a qualidade dos
exames realizados, visando um melhor atendimento aos seus clientes.

Pode haver risco de contaminacdo dos laboratoristas ao manipularem as amostras,
porém, para minimizar o risco, todas as etapas de manipulagcédo deverdo ser executas com
luvas, sendo seu uso indispensavel.

Nao havera pagamento pela participacdo na pesquisa, a qual é voluntaria. O Senhor(a)
possui total liberdade para desistir a qualquer momento e solicitar que lhe devolvam o termo
de consentimento livre e esclarecido assinado.

Em todas as etapas da pesquisa a identificagdo do Laboratério de Andlises Clinicas
sera realizado mediante a cdédigos, além disso, as informacdes relacionadas ao estudo
poderdo conhecidas apenas por pessoas autorizadas: a Prof* Dr* Débora do Rocio
Klisiowicz (orientadora da pesquisa) e Regielly Caroline Raimundo Cognialli (mestranda do
Programa de Pd4s-graduacao em Microbiologia, Parasitologia e Patologia). No entanto, se
qualquer informacéo for divulgada em relat6rio ou publicacéo, isto sera realizado sob forma
codificada, para que a identidade do Laboratério de Analises Clinicas seja preservada e
mantida a confidencialidade.

As pesquisadoras Prof® Dr* Débora do Rocio Klisiowicz e Regielly Caroline Raimundo
Cognialli responsaveis por este estudo poderdo ser contatadas (41 — 3361-1574 /
deborak@ufpr.br / regielly.cognialli@gmail.com / Departamento de Patologia Basica, sala
132 — UFPR - Setor de Ciéncias Bioldégicas — Campus Politécnico, Jardim das Américas,
Curitiba, Parana.) para esclarecer eventuais duvidas que o Senhor (a) possa ter e fornecer-
Ihe as informacdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Rubricas:

Sujeito da Pesquisa e /ou responsével legal
Pesquisador Responsavel

Orientador Orientado
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APENDICE 3
QUESTIONARIO

Participante nimero .............

1- Existe um setor especifico para a realizacdo dos exames coproparasitologicos
no laboratério?
() sim ( ) ndo

2- Existem Procedimentos Operacionais Padrdo (POP’s) no setor?
3- Em média, quantos exames coproparasitolégicos sao realizados diariamente?

Séo feitas orientacfes quanto a coleta da amostra? Como?
( ) Verbalmente

() Impresso

() Outros

5- Existe um ou mais funcionérios especificos para este setor? Se positivo quantos,
qual a formacado de cada um deles e sua fungéo no setor.

6- Quais s@o os métodos coproparasitoldgicos utilizados na rotina do laboratério?
7- Existe alguma bibliografia disponivel para pesquisa? Qual?

8- Existe alguma situacdo em que a amostra de fezes é considerada inadequada?
Ocorre solicitacdo de recoleta?

9- Existe algum tipo de questionamento sobre uso de medicamentos ao paciente?
Caso a resposta seja positiva qual o valor dessa informacéo para o laboratorio?

10- Ao observar algum tipo de alteracdo no exame macroscépico qual é a conduta
do laboratério?

11- Quantas laminas séo visualizadas na(s) metodologia(s) utilizada(s)?
12-Realiza Controle de Qualidade Interno? De que forma?
13-Participa do Controle Qualidade Externo? Qual?

14-Existe no laboratério algum sistema de gestdo da qualidade? (IAcreditacao)
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ANEXO 1
UFPR Versio Pag.
Biologicas PROCEDIMENTO 1 1/3
0% .. ¢**| OPERACIONAL PADRAO Data Doc.
) (. @ 06/2012 |12
0e® D ‘esee® _ _
COLETA, CONSERVACAO E DISSECACAO DE Ascaris suum e Fasciola
hepatica
SETOR: PARASITOLOGIA
ELABORADO POR: REGIELLY COGNIALLI
APROVADO POR: DEBORA DO ROCIO KLISIOWICZ

1. Principio
Os helmintos parasitas do homem e dos animais sao obtidos através de
achados de necropsia, eliminacdo espontanea, apés administracdo de vermifugos,
ou ainda, através de infeccbes experimentais em animais de laboratério
(camundongos, ratos, cobaias, etc.)

2. Aplicacao
Obtencéo de ovos de Ascaris suum e Fasciola hepatica a partir da dissecacéo

dos parasitos adultos.

3. Amostra
Parasitos adultos obtidos de matadouros.

4. Reagentes e outros insumos
4.1 Padrdes
N&ao requer
4.2  Controles
Para o controle interno utiliza-se amostra do paciente.

4.3 Reagentes

4.3.1 — Solucéo fisioldgica 0,9%
100 mL de agua destilada
0,9 g de cloreto de sodio

4.3.2 - Formaldeido

4.3.3 — Liquido de Raillet e Henry
930 mL de &gua destilada
6 g de cloreto de sédio
50 mL de formaldeido
20 mL de acido aceético glacial

4.4  Outros insumos

4.4.1 — Frasco com tampa

4.4.2 — Funil de plastico pequeno

4.4.3 — Bastao de vidro

4.4.4 — Placa de Petri
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4.4.5 — Caneta para identificacao

4.4.6 — Pinga
4.4.7 — Pissete
4.4.8 — Bisturi

4.4.9 — Pipeta de Pasteur
4.4.10 — Tubo falcon de 15 mL
4,411 - Gaze

5. Procedimento detalhado
Para executar este procedimento € indispensavel o uso de luvas e avental.
5.1 — Coleta e conservacéo dos parasitos adultos
1 — Apés o abate do suino ou bovino, armazenar os parasitos em solucao fisiolégica
0,9%
2 — Encaminhar os parasitos ao Laboratorio de Parasitologia da UFPR em um prazo
inferior a 12 horas
3 — No laboratério lavar os parasitos coletados com pissete contendo solucéo
fisiolégica
4 — Transferir os parasitos para o liquido de Raillet e Henry
5.2 — Dissecacéao de Ascaris suum
1 — Selecionar as fémeas do parasito
2 — Colocar em uma placa de Petri uma fémea do parasito com auxilio de uma pinca
3 — Utilizando uma pinca e um bisturi, abrir o parasito verticalmente
4— Remover o Utero do parasito
5— Transferir o Gtero para uma nova placa de Petri
6- Descartar o restante do parasito
7 — Repetir os procedimentos acima mencionados para 0 numero de parasitos que
se pretende dissecar
8- Na placa de Petri contendo os uteros dos parasitos, adicionar 5 mL de
formaldeido
9 — Macerar os uteros com auxilio de um bastéo de vidro
10- Transferir o macerado com uma pipeta de Pasteur para um tubo falcon atravées
de um funil com gaze (para reter restos do Utero)
11- Identificar o tubo falcon
5.3 — Dissecacéao de Fasciola hepatica
1 — Colocar o parasito em uma placa de Petri
2 — Adicionar 5 mL de formaldeido na placa de Petri
9 — Macerar o parasito com auxilio de um bastéo de vidro
10- Transferir o macerado com uma pipeta de Pasteur para um tubo falcon através
de um funil com gaze (para reter restos do parasito)
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11- Identificar o tubo falcon

6. Referéncias bibliograficas
1 - REY, L. Parasitologia. 4. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008.

2 - NEVES, D. P.; MELO, A.L.; LINARDI, P.M.; VITOR, RW.A. Parasitologia
Humana. 11. ed. S&o Paulo: Atheneu, 2010.
3 - DE CARLI, G.A. Parasitologia Clinica: Selecdo de Métodos e Técnicas de
Laboratério para o Diagnostico das Parasitoses Humanas. Sao Paulo: Editora

Atheneu, 2001.
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1. Principio

Para que haja uma boa visualizacdo do material fecal e identificacdo dos

parasitos € fundamental que a lamina seja preparada de modo adequado.

2. Aplicacéao clinica

Exame e identificacdo de enteroparasitos.

3. Amostra
Fezes.

4. Reagentes e outros insumos

4.1 Reagentes
4.1.1 — Lugol

1 g de lodo é macerada com 2 g de lodeto de potassio. Medir 200 mL de agua
Tipo I. Adicionar lentamente pequena quantidade desta 4gua com homogeneizacao
constante. Quando houver solubilizacdo total, adicionar o volume restante desta
agua. Armazenar em um frasco de vidro ambar e rotular. Transferir 20 mL para um
frasco conta-gotas ambar, o qual sera usado no dia-a-dia.
4.2  Outros insumos
4.4.1 — Lamina de vidro para microscopia
4.4.2 — Laminula de vidro para microscopia 20 x 20 mm
4.4.3 — Pipeta Pasteur
4.4.4 — Esmalte de unha comercial
4.4.5 — Caneta para identificar as laminas

5. Equipamentos

5.1 — Microscopio

6. Procedimento detalhado
6.1 — Preparo da lamina semi-permanente
1 - Identificar a lamina de vidro para microscopia, com o protocolo de envio
2 - Com o auxilio de uma pipeta coletar uma pequena por¢do do sedimento, que
contem o material, e depositar sobre uma lamina ja identificada
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3 - Adicionar uma gota de lugol e homogeneizar

4 - Cobrir com laminula de vidro transparente para microscopia de 20x20 mm

5 - Vedar a lamina com o uso de esmalte comercial de unha, passando trés
camadas de esmalte entre as bordas da laminula de vidro e a lamina de vidro para
microscopia

6.2 — Leitura

1 — Realizar a leitura com aumento de 100 e 400x.

7. Controle da qualidade
7.1 — Reagente
7.1.1 — Lugol
O contetdo do frasco conta-gotas ambar deve ser renovado toda segunda-feira.
Nova solucdo deve ser preparada quando ele ndo estiver com a sua cor
caracteristica.

8.Limitagdes do método
1 — Amostra do paciente contendo poucos parasitos podem fornecer resultados
falso- negativos.
2 — A incapacidade do observador em identificar as caracteristicas morfolégicas das
diferentes espécies podera causar resultados enganosos.

9. Referéncias bibliograficas
2 - REY, L. Parasitologia. 4. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008.
3 - NEVES, D. P.; MELO, A.L.; LINARDI, P.M.; VITOR, RW.A. Parasitologia
Humana. 11. ed. S&o Paulo: Atheneu, 2010.
4 - DE CARLI, G.A. Parasitologia Clinica: Selecdo de Métodos e Técnicas de
Laboratorio para o Diagnostico das Parasitoses Humanas. S&o Paulo: Editora
Atheneu, 2001.



