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Resumo

As parasitoses intestinais sdo infeccGes causadas por protozoarios ou helmintos que
apresentam, pelo menos, uma fase de seu ciclo dentro do trato gastrointestinal humano,

podendo ou ndo causar uma doenca.

O presente relatorio apresenta as actividades realizadas durante o estagio curricular para
conclusdo do curso, com duragdo de 420 horas Uteis e teve como objectivos descrever as
Técnicas de Diagnostico laboratorial das Infeccdes Intestinais do Laboratério de Parasitologia

Molecular no Instituto Nacional de Saude (INS).

O estagio decorreu entre os meses de Junho a Dezembro de 2023 com duracdo de 6 meses,
com uma carga horéaria diaria de oito horas (8h), carga horaria semanal de quarenta horas

(40h) e carga horaria total de quatrocentos e vinte horas (420h).

As amostras recebidas no Laboratorio de Parasitologia Molecular do Instituto Nacional de
Saude eram provenientes do Centro de Investigacdo e Treino em Saude da Polana Canico,

Hospital Central de Maputo e Hospital Geral José Macamo.

Foram recebidas no laboratério, um total de 113 amostras, das quais 25 eram amostras de
sangue, e 88 eram amostras de fezes, e posteriormente processadas pelas técnicas de Kato-
Katz, Ritchie e Ziehl-Neelsen.

Também fez-se analises de maléria e anemia a cada paciente que era colhido as amostras para
avaliar a ocorréncia de Geo-helmintos em Mulheres gravidas nos distritos de Katembe e

Moamba, Provincia de Maputo.

O estagio permitiu aprender muito mais sobre os conhecimentos praticos e conciliar com a
teoria adquirida ao longo do curso, aquisicdo de habilidades técnicas e profissionais, pude

ganhar capacidade de executar tarefas e adaptacao de trabalhar em equipa.
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1. Apresentacdo e Caracterizacdo da Unidade de Estagio

1.1. Descricao do Local do Estagio
O estagio teve lugar no Instituto Nacional de Saude (INS), no Laboratério de Analises
Clinicas (LAC), na reparticdo de Parasitologia Molecular (PM).

De acordo com Nhancale e Junior (2018), o Instituto Nacional de Saude (INS) surgiu no pais
em 1975, como uma instituicdo de pesquisa e Saude que ficou sob égide do entdo Ministério
da Saude e Accdo Social e integrado na Direccdo Nacional de Medicina Preventiva (DNMP)
do Ministério da Saude (MISAU).

O INS era constituido pelos laboratérios de Malaria, Parasitologia e de Tripanossomiase.
Actualmente o Instituto Nacional de Saude € a entidade de gestdo, regulamentacdo e
fiscalizacdo das actividades relacionadas com a geracdo de evidéncia cientifica em salde para
garantia de uma melhor salde e bem-estar, dotada de personalidade juridica com autonomias
administrativa e técnico-cientifica (Nhancale e Janior, 2018).

Para além das actividades de pesquisa, 0 INS possui servigos laboratoriais especializados que
exercem actividades de referéncia para o pais, dos quais destacam-se 0s seguintes servi¢os
laboratoriais (INS, 2024):

v Reparticdo de Virologia de Isolamento Viral (Infeccdes respiratérias agudas — IRAS;
doencas diarréicas e doengas emergentes e zoondticas);

v Reparticdo de Imunologia, qual fazem parte os laboratérios de Imunologia Celular
(Imunofenotipagem linfocitaria; marcacdo intracelular de citocinas e proliferacdo
linfocitaria) e Serologia Celular;

v Reparti¢do de Estudos de Vectores;

<

Reparticdo de Bacteriologia e Estudo de Patogenos de Alto Risco;

v" Reparticdo de Virologia Molecular (Diagnostico precoce infantil do HIV — criancas
com idade inferior a 18 meses; carga viral e sequenciamento genético do HIV);

v' Reparticdo de Parasitologia Molecular (Diagnéstico de parasitoses sanguineas,
urinarias e intestinais);

v Reparticdo de Serologia (Diagnostico serolégico de Sarampo, rubéola e HIV; Casos

de HIV indeterminado, HIV-2, HTLV 1-2 e Hepatites B e C).

O laboratorio de Parasitologia dedica-se ao diagnostico e estudo de parasitoses sanguineas,

intestinais e vesicais. Serve-se de um laboratério de referéncia da maléria. Realiza também
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actividades de vigilancia e diagndstico especializado para malaria. Actualmente implementa
0 programa de avaliacdo externa de qualidade da malaria que inclui o fornecimento de painéis
de proficiéncia em serologia (TDR) e microscopia da malaria, com uma variante de
observacdo cega. O laboratorio também oferece treinos para diagnéstico de parasitoses como:

malaria, filariase linfatica, tripanossomiasse e schistossomiase (INS, 2019).

1.1.1. Localizacdo Geografica
O INS tem a sua sede na provincia de Maputo, no distrito de Marracuene, (ver figura 1) e

exerce a sua actividade em todo o territorio nacional (Nhancale e Junior, 2018).

O distrito de Marracuene, situado na parte oriental da Provincia de Maputo, esta localizado
30 km a Norte da cidade de Maputo, entre a latitude de 25° 41' 20" Sul e longitude de 32° 40'
30" Este. E limitado a Norte pelo distrito de Manhica, a Sul pela cidade de Maputo, a Oeste
pelo distrito de Moamba e cidade da Matola, e a Este é banhado pelo Oceano indico (Instituto
Nacional de Estatistica-INE, 2024).

32 32 32
1 1 1

MOAMBA

MALUANA

MACHUBO

PESSENE

MARRACU

Occano Indico

Legenda

CIDADE_DA_MATOLA Instituno_Nacional_de_Saude
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Il Marracuene

[:I Distritos_Vizinhos

‘ o] 350 700 1,400 km
A I I S [ |

T T T
32 32 32

25
25

Figura 1: llustracdo do mapa do distrito de Marracuene, com a localizacdo do INS (elaborado por ArcGIS,
2024) Criado pela autora.
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1.1.2. Actividades Realizadas pelo INS
O INS é uma entidade tutelada pelo Ministério da Saude, que se dedica a realizacdo de
pesquisas que contribuam para a geracao de evidéncias cientifica em salde para garantia de
uma melhor salde e bem-estar (INS, 2019).

De acordo com o Diploma Ministerial n.° 59/2019 de 26 de Junho de 2019, compete ao INS
coordenar e superintender a definicdo da agenda nacional de pesquisa em Saude e a aplicacao
da mesma em todo o territorio nacional, através do fortalecimento institucional, da
capacitacdo cientifica dos técnicos nacionais e da monitoria do ambiente de pesquisa no
Sistema de Salde (Diploma Ministerial n.° 59/2019).

Compete ainda ao INS, o desenvolvimento e a realizacdo de investigacao clinica, biomédica,
farmacoldgica, epidemioldgica e sdcio antropoldgica, como instrumento para a definicdo de
politicas de Saude, contribuindo deste modo, para o diagnostico laboratorial face aos surtos
epidémicos, bem como o controlo e prevencédo de doencas (Diploma Ministerial n.° 59/2019).

Ainda no ambito das competéncias do INS, incumbe ao mesmo realizar o controlo de
qualidade das analises laboratoriais, através de um sistema de referéncia laboratorial e
garantir os aspectos de biosseguranca afins ao funcionamento dos laboratérios de referéncia,
e promovendo a transferéncia de tecnologia, a formacdo e o treino de pesquisadores e

técnicos nacionais (Diploma Ministerial n.° 59/2019).

3
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1.2. Programa do Estagio

O estagio decorreu entre 0s meses de Junho a Setembro de 2023, com duracdo de seis (6)
meses, com uma carga horéria diéria de oito horas (8h), carga horaria semanal de quarenta
horas (40h) e carga horéria total de quatrocentas e vinte horas (420h).

A primeira fase do estagio destacou-se pela familiarizacdo da instituicdo, nomeadamente os
laboratorios, sala de autoclave, salas de geleiras e congeladores, sala dos microscépios
(microscopia), recepcao das amostras, armazéns de materiais do laboratério e escritdrio, sala

de reunides, copo e refeitorio.

A segunda fase consistiu na realizacdo de actividades de recepgdo das amostras, registo no
livro e na base de dados, processamento das amostras, preenchimento dos formularios diarios
de temperatura e 0 ambiente do laboratério, limpeza de bancadas e registo de temperatura das

geleiras e congeladores.

A terceira fase constituiu na realizacdo de actividades relacionadas a leitura e registo na base
de dados das ld&minas com amostras processadas, registos mensais de controlo de temperatura
das geleiras e congeladores do laboratdrio, limpeza das bancadas e ambiente do laboratorio

na base de dados.

E por ultimo, a quarta fase correspondente ao inquérito sobre a Prevaléncia de Parasitas

Intestinais em Mulheres gravidas, levado a cabo nos Distritos de Katembe e Moamba.

A tabela a seguir ilustra as actividades realizadas durante o estdgio no Laboratorio do

Instituto Nacional de Salde desde més de Junho até Dezembro de 2023.
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Tabela 1: Plano de actividades realizadas durante o estagio.

Actividades

de

laboratorial

Normas biosseguranca

Treinamento em recepcdo de

amostras e registo no livro

de
pelas técnicas de Kato-Katz,
Ritchie e Ziehl-Neelsen

Processamento amostras

Leitura das laminas e
preenchimento de formularios

de trabalho

Inquérito sobre a prevaléncia
de Geo-helmintos em mulheres
Distritos de

gravidas nos

Katembe e Moamba

Descricao

Uso de materiais e equipamentos

individuais e colectivos do laboratorio.

As amostras eram recebidas no intervalo
das 8 as 15horas posteriormente registadas
no livro de controlo.

Logo a recepcdo e registo no livro de
controlo, as amostras eram processadas
segundo a técnica de requisicéo.

Depois de processadas as amostras,
segundo a técnica requisitada, eram feitas
as leituras e registadas no formulario de
trabalho e posteriormente na base de

dados.

Periodo
De 12 de Junho & 22 de

Junho.

De 27 de Junho 47 de Julho.

De 10 de Julho 4 21 de Julho.

De 24 de Julho 4 4 de
Agosto.

O inquérito foi realizado no periodo de 2 de Outubro & 23 de Dezembro de

2023.
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1.3.Apoio Concedido por parte da Unidade de Estagio

O estagio foi orientado pelo supervisor dr. Justino Machai com apoio dos técnicos do
laboratdrio.

Os técnicos do laboratorio concederam todo apoio necessario desde material, motivagdo
para a integracdo nas actividades do laboratorio e realizacdo do presente trabalho, bem

COmMo 0 espaco para esclarecimento de duvidas.
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2. Reviséo Bibliografica

2.1. Conceitos Gerais
De acordo com Neves et al. (2016), parasitismo é a associacdo entre seres vivos, em que
existe unilateralidade de beneficios, sendo um dos associados prejudicados pela associagéo.

Nomeadamente, o parasita sendo o agressor, e 0 hospedeiro € o que alberga o parasita.

De uma forma geral, as infeccBGes parasitarias sao causadas por parasitas e constituem um
grande problema de Salude Publica, afectando populagBes que vivem nas regides tropicais e
subtropicais, sobretudo em paises em desenvolvimento (Moiane et al., 2019).

Silva (2019) resume as parasitoses intestinais como infeccGes causadas por protozoarios ou
helmintos que apresentam, pelo menos, uma fase de seu ciclo dentro do trato gastrointestinal

humano, podendo ou ndo causar uma doenca.

As parasitoses intestinais s30 mais recorrentes na Africa, Asia e América Latina, ocorrendo
em areas urbanas e rurais, e esta presente em todas as faixas etarias. Constitui um indicador

de status socioecondémico e de saude colectiva de uma regido (Maia e Hassum, 2016).

2.2. Principais Agentes Etiol6gicos das Parasitoses Intestinais
As parasitoses intestinais sao infeccdes causadas por um amplo grupo de organismos e com
maior representatividade os protozoarios (Entamoeba histolytica, Dientamoeba fragilis,
Giardia duodenalis e Cryptosporidium parvum) e os helmintos (Ascaris lumbricoides,

Trichuris trichiura, Ancylostoma duodenale e Taenia solium) (Auler et al., 2018).

2.2.1. Protozoarios Intestinais
O grupo dos protozodrios intestinais é constituido por organismos eucariontes, protistas e
unicelulares. Esses organismos possuem grande variacdo morfolégica conforme sua fase

evolutiva e 0 meio ao qual estdo adaptados (Sales, 2022).

Algumas espécies, como a Giardia duodenalis e as espécies da Familia Entamoebidae
apresentam um ciclo de vida que passa pelas formas trofozoito (forma activa do parasito) e
cisto (forma de resisténcia) (Neves, 2016).

As espécies do filo Apicomplexa possuem um ciclo de vida com diversas formas evolutivas,

como o odcito (forma de resisténcia), esporozoitos (forma que parasita as células epiteliais do
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trato gastrointestinal), trofozoitos (responsavel pela multiplicacdo assexuada) e micro e

macrogametas (responsaveis pela reproducéo sexuada) (Neves, 2016).

2.2.1.1. Caracteristicas Morfoldgicas dos Principais Protozoarios Intestinais
A Entamoeba histolytica possui tamanho de 5 a 20 um, apresentam cisto imaturo de forma
arredondada com um ou mais nucleos, e o cisto maduro com quatro nucleos. Na forma de
trofozoito sdo irregulares e o nicleo com tamanho de 10 pm a 60 um (ver figura 2 - A)
(Munareto et al., 2021).

A Giardia lamblia possui cisto de forma ovalada com quatro nucleos, corpos parabasais
dispostos transversalmente e axonemas dispostos longitudinalmente, com tamanho de 8 um a
15 pm. Trofozoito com forma piriforme e simetria bilateral, com dois ndcleos, corpos
parabasais e axonemas dispostos longitudinalmente, com quatro pares de flagelos, tamanho
de 10 um a 24 um (ver figura 2 - B) (Munareto et al., 2021).

A Entamoeba coli possui cisto maduro de forma arredondada, contendo até oito ndcleos, com
tamanho de 15 pum a 25 pm. O trofozoito de forma irregular e o nGcleo com tamanho de 18
pm a 28 um (ver figura 2 - C) (Munareto et al., 2021).

A. : : 3 ‘.{2‘
\ it Q Legenda:
@ ) "-'Xt X A: Cisto de E. histolytica;
L/ 6‘7/ . ;\; B: Cisto de G. lamblia;

C: Cisto de E. coli.

— @'/ 38
.

Figura 2: Cistos de protozoéarios intestinais. Fonte: Munareto et al. (2021).

2.2.2. Helmintos Intestinais
Os helmintos (hélmins = vermes) constituem um grupo muito numeroso de animais,
incluindo espécies de vida livre e de vida parasitaria. Distribuem-se pelos filos

Platyhelminthes, Nematoda e Acanthocephala (Neves, 2016).

Os nematodeos intestinais sdo helmintos cilindricos e alongados. Seu tamanho varia de
acordo com o género, apresentam dimorfismo sexual, onde, geralmente, as fémeas sdo

maiores que 0s machos, e o tamanho varia de 1mm a 50cm (Sales, 2022).
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As principais espécies de nematelmintos causadores de infeccbes no homem s&o
geohelmintos, ou seja, Sd0 seres que necessitam passar por um dos seus estagios de

desenvolvimento no solo antes de se tornarem infectantes (Neves, 2016).

A transmissdo pode ocorrer por via oral, pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados
com ovos embrionados, como ocorre com A. lumbricoides e T. trichiura, e ainda, transmissao
por larvas infectantes que penetram na pele dos individuos ao andarem descalcos como

ocorre na infecgéo por Strongyloides stercoralis e A. duodenale (Teixeira, 2016).

2.2.2.1. Caracteristicas Morfoldgicas dos Principais Helmintos Intestinais
Ascaris lumbricoides possui ovo fértil de formato oval com trés camadas, em média com 60
pm de comprimento; possui ovo infértil de formato alongado, com 80 um a 90 um de
comprimento; os vermes adultos sdo longos e cilindricos, as fémeas sdo maiores e mais
grossas (ver figura 2 - A, B, C e D) (Munareto et al., 2021).

Enterobius vermicularis possui ovos com formato da letra “D”, 55 um x 25 um de tamanho,
cor clara, casca espessa formada por membranas justapostas. Larva adulta mede cerca de 1
cm de comprimento, com corpo fusiforme, extremidades finas e cor esbranquicada (ver figura
2 - E e F) (Munareto et al., 2021).

Ancylostoma duodenale possui ovo com tamanho entre 0,8 cm a 1,3 cm, forma ovalada; as
larvas rabditoide apresentam bulbo esofagiano, ja as larvas filaridide apresentam eséfago

cilindrico e cauda pontiaguda (ver figura 2 - H) (Munareto et al., 2021).

Strongyloides stercoralis possui larva rabditdide com 0,25 mm, possui esofago rabditdide,
vestibulo bucal curto e primdrdio genital visivel, ja a larva filariide mede cerca de 0,5 mm e
contém esofago cilindrico. A fémea é maior (1,5 mm) e possui extremidade posterior delgada
(ver figura 2 - I) (Munareto et al., 2021).
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Legenda: A: ovo fértil de A. lumbricoides; B: ovo infértil de A. lumbricoides; C: ovo

decorticado de A. lumbricoides; D: larva adulta de A. lumbricoides; E: larva de E.
vermicularis; F: ovos de E. vermicularis; G: ovo de N. americanus; H: larva de A. duodenalis;
I: larva de S. stercoralis.

Figura 3: Helmintos intestinais. Fonte: Munareto et al. (2021).

2.3. Epidemiologia das Infec¢des Intestinais
Segundo Cardoso (2015), as parasitoses intestinais sdo endémicas em paises
subdesenvolvidos e embora sejam doengas cosmopolitas, sua ocorréncia é alta em areas
rurais, pois estdo associadas a areas sem saneamento e cuja populacdo ndo apresenta bons

habitos higiénicos.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que aproximadamente 3,5 bilhdes de
pessoas no mundo estdo infectadas por alguma espécie de parasita intestinal, sendo que
destas, cerca de 450 milhdes estdo doentes, e a maioria sdo criangas residentes nas areas
tropicais de paises em desenvolvimento (Cardoso, 2015).

A Africa corresponde a regido com elevada prevaléncia de doencas parasitarias intestinais,
estima-se que cerca de 50% da populagéo esteja infectada com um ou mais tipos de parasitas
(Ahmed et al., 2023).

Com relacdo aos dados da OMS, Mocambique é um pais endémico para cinco diferentes

doencas tropicais negligenciadas, incluindo doencas parasitarias, que sdo controladas e
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eliminadas através de politicas publicas de quimioterapia preventiva, dirigidas a pessoas
vulneraveis, especialmente criancas (WHO, 2018). Esta elevada prevaléncia da doenca é
consequéncia de factores comportamentais, bioldgicos e ambientais, aos quais estdo expostas,
bem como factores financeiros, como a falta de investimento (Casmo et al., 2023).

Segundo Ferreira et al. (2019), no seu estudo realizado na zona norte do Pais (Hospital
Central de Nampula), demonstrou que 31,6 % de criancas estavam infectadas com pelo
menos um parasita intestinal. As infecgdes simples foram encontradas em 27,7% dos
participantes e protozoarios foram os parasitas intestinais patogénicos predominantemente

detectados, correspondendo a 26,5%.

De acordo com o mesmo autor, 0s sintomas associados a essas infeccBes foram vomitos
(23,7%), febre (34,9%) dor abdominal (43,9%), falta de apetite (50,8%), e tosse (52,1%). A
Giardia duodenalis foi identificada em 23,9% nas amostras de fezes, seguido de S.
stercoralis em 4,1% (34/831) e Cryptosporidium sp. em 3,4% (28/831).

Moiane et al. (2019), num estudo sobre a prevaléncia de parasitoses intestinais em criancas
nas escolas primarias da provincia de Sofala, envolvendo um total de 5.748 alunos, dos quais
foram colhidas amostras de fezes e processadas por técnicas de Ritchie e Kato-Katz,

constataram que a prevaléncia global de parasitoses ao nivel da provincia foi de 34,4%.

Nesta senda, o distrito de Muanza destacou-se como o mais prevalente com 59,4% e o distrito
de Dondo o menos prevalente com 14,1%. E as espécies Entamoeba coli (23,6%), T.
trichiura (16,0%), A. duodenale (14,0%) e A. lumbricoides (12,7%) foram as mais

prevalentes.

Alfredo (2016), em seu estudo referente ao controlo pds-terapéutico da schistosomose e das
parasitoses intestinais nos distritos de Quelimane e Gurué, na qual envolveu 357 criancas
escolares, com as respectivas amostras de fezes processadas pelo método de Kato-Katz,
apresentou prevaléncias globais de infeccdo por helmintos com destaque de 38.4% para S.
haematobium, 32.1% para Ascaris lumbricoides, 35.5% para Trichuris trichiura e 5.1% para

Ancilostomideos.

Outro estudo realizado na Provincia de Nampula por Bauhofer et al. (2021), mostrou uma
prevaléncia significativa de protozodrios intestinais em criangas menores de 5 anos de idade,

com diarreias, onde foram detectados 21,4% de protozoarios, o Cryptosporidium spp o mais
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comum (13,9%), seguido por Giardia lamblia (9,1%) e Entamoeba histolytica (0,4%). A
Entamoeba histolytica foi detetada em uma crianca de onze meses, co- infetada com

Cryptosporidium spp e subnutrida.

2.4. Disseminacdo das Parasitoses Intestinais
Segundo Teixeira (2016), a disseminacéo das parasitoses intestinais aparece ligada aos modos
culturais das organizagGes sociais, afectando em especial as comunidades com habitos de

higiene precérios e com baixos investimentos em saneamento basico.

De acordo com Silva (2018), os factores responsaveis pela ocorréncia e disseminacdo dos
parasitas intestinais sdo de ordem humana (hospedeiro), ambiental, social e comportamental.
Destacando que em familias com muitos membros, ha um maior contacto interpessoal, 0 que

facilita a disseminacédo parasitaria.

Almeida e Souza (2020) explicam que a educacdo infantil, que abrange criancas até os seis
anos de idade, constitui a primeira etapa da educacdo basica. Criancas nessa faixa etaria

compBdem um dos principais grupos de risco para infecgdes parasitarias.

Este destaque do publico infantil nos estudos das parasitoses intestinais, encontra-se
relacionado aos habitos comuns nos primeiros anos de vida, como levar os objectos a boca e

0 contacto directo com o solo para brincar e aprender a andar (Teixeira, 2016).

Quanto a outra via de transmissdo que mereca destaque frente ao parasitismo intestinal,
Teixeira (2016) destaca a contaminacdo por via alimentar. Destacando que o contexto do
cuidado com os alimentos deve incluir medidas como a inspeccdo sanitaria rigorosa e

desenvolvimento de educacdo em satde nas comunidades.

Mediante o exposto pelos varios autores acima citados, de forma resumida sublinha-se que a
disseminacdo das parasitoses intestinais encontra-se associada aos recursos basicos de vida,
disponiveis em determinadas comunidades. Destacam-se ainda, na disseminacdo das
enteroparasitoses, factores como a qualidade da agua e solo, presenca de animais domesticos
que podem funcionar como reservatorios de parasitas, a questdo da ma gestdo de lixo, a
elevada densidade populacional em bairros suburbanos, susceptibilidade do hospedeiro e

héabitos individuais.
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2.5. Sintomatologia
De acordo com Semanat (2017), as manifestacOes clinicas das parasitoses intestinais variam
desde casos assintomaéticos até formas graves. A gravidade depende da carga parasitéria,
como também da faixa etéria do hospedeiro e o seu estado nutricional.

Acrescenta-se ainda, que as consequéncias das parasitoses intestinais dependem do tipo de
parasita, mas de forma geral pode causar nauseas, sangramento intestinal, anemia, perda de
peso, flatuléncia, dor ou desconforto abdominal, fezes volumosas e fétidas, diarreia, febre,
anorexia, irritabilidade, disturbio do sono e vémitos ocasionais (Semanat, 2017).

Tabela 2: Sintomatologia das parasitoses causadas por alguns parasitas intestinais.

PARASITA Doenca SINTOMATOLOGIA
A maioria dos individuos apresentam-se assintomaticos. Nos casos
) . § sintomaticos: disenteria e a colite amebiana, podendo evoluir para
E. histolytica Amebiase . . o : 3
abscessos amebianos em diversos 6rgdos como figado, pulmé&o e
cérebro.
Diarreia aguda e crdnica, desnutri¢do, perda de peso e esteatorreia.
] o A aderéncia da forma trofozoita & mucosa intestinal causam danos
G. lamblia Giardiase ) o . . 3
nas microvilosidades dos enterdcitos, dificultando a absorcdo de
nutrientes.
A. duodenale Ancilostomiase O principal quadro clinico é a anemia intensa.
Quadro de pneumonite devido & migracdo pulmonar, febre, tosse e
A. lumbricoides Ascaridiase eosinofilia. Também o desconforto abdominal, nduseas e anorexia,
e em casos graves podem ocorrer obstrucdo intestinal ou peritonite.
A maioria dos individuos sdo assintomaticos, podendo ocorrer
T. trichiura Tricuriase dores abdominais, anorexia, desnutricdo, irritabilidade,
retardamento no desenvolvimento fisico.
As manifestacbes mais frequentes sdo: anorexia, distensdo
S. stercoralis Estrongiloidiase | abdominal, néauseas, vémitos, dor abdominal ou epigastrica,
esteatorreia.
) ) : Prurido anal, nduseas, vdomitos, dores abdominais em colica,
E. vermicularis Enterobiase . .
tenesmo e evacuacOes sanguinolentas.

Fonte: adaptado de Teixeira (2016).
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2.6. Diagnostico Laboratorial de Parasitas Intestinais
O diagnostico clinico das parasitoses intestinais ndo é muito preciso, portanto, algumas
infecgBes podem ser assintomaticas, ou apresentar sintomas inespecificos. Dessa forma, o
diagnostico parasitoldgico mostra ser de extrema importancia para a confirmagdo dessas

infeccdes e para o desenvolvimento terapéutico adequado (Azevedo et al., 2017).

O exame parasitologico de fezes (EPF) é muito utilizado em laboratdrios de analises clinicas
para identificacdo de enteroparasitas, tanto protozoarios como helmintos. O EPF tem por
objectivo o diagnostico de parasitoses intestinais onde ocorre presenga de parasitos sob forma
de trofozoitos, cistos, odcitos, ovos, larvas e até mesmo vermes adultos ou parte deles. E na
verdade ndo ha um método Unico apropriado para todas as formas ou espécies possiveis de
serem detectadas (Sales, 2022).

Assim, o EPF consiste em um conjunto de métodos que visa detectar o espectro mais amplo
possivel de formas: alguns fazem parte de EPF de rotina, enquanto outros sdo considerados
métodos especiais. O EPF também é uma ferramenta de investigacdo epidemioldgica, ja que
as parasitoses intestinais estdo relacionadas a pobreza e a precariedade sanitaria (Silva et al.,
2020).

2.6.1. Técnicas de diagnostico laboratorial
Na maioria dos pedidos de EPF, a suspeita clinica ndo é relatada, portanto sdo utilizados
métodos mais gerais para o diagndstico. Dentre os métodos gerais, Neves (2016) destaca o0s
seguintes:
a) Método Directo: o método directo € indicado, principalmente, para a triagem das
amostras fecais que chegam ao laboratério. Pode ser feito com material recém-emitido
a fresco ou corado com solugdes de iodo. Essa técnica consiste na observagéo, em um
microscopio, de uma pequena porcdo de fezes, diluida em uma solucdo salina.
Apresenta baixa sensibilidade, pois ndo utiliza um processo para a concentracdo das
formas parasitarias. Entretanto, este metodo pode ser util para a pesquisa de
trofozoitos de protozoarios em fezes diarreicas recém-emitidas (no méximo 30
minutos apoés a colheita).
b) Método de Sedimentacdo Espontanea: conhecido também como método de Lutz
(1919) ou método de Hoffman, Pons e Janer (1934), é muito utilizado devido a sua
simplicidade e baixo custo. Nesta técnica a amostra é diluida em agua e filtrada com
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gaze cirurgica em um calice; e é deixada decantando por duas horas ou mais. A
analise é feita com uma pequena porcao da amostra que se sedimenta ao fundo do
calice. Sendo eficaz para ovos e larvas de helmintos e cistos de protozoarios,
tornando-se principalmente Gtil para a pesquisa de ovos pesados.

c) Sedimentacdo por centrifugacdo ou método de Blagg (também conhecido por
método de MIFC) e método de Ritchie: Utiliza a centrifugacdo para concentrar as
formas parasitarias. Assim como a sedimentacdo espontanea, viabilizam a pesquisa de
ovos e larvas de helmintos, cistos e alguns odcitos de protozoarios, sendo utilizado na
rotina laboratorial.

d) Flutuacdo espontanea ou método de Willis: Indicado para a pesquisa de ovos leves,
principalmente ovos de ancilostomideos. E pouco utilizado porque os métodos
anteriormente citados possibilitam a pesquisa ndo apenas de ancilostomideos, mas
também de outros parasitos intestinais.

e) Centrifugo -flutuacdo ou método de Faust: Usado para a pesquisa de cistos e alguns
odcitos de protozoéarios, possibilita, também, o achado de ovos leves. Deve ser
utilizado quando ha suspeita de ameba ou giardia.

f) Método de Kato Katz: consiste no exame de um esfregaco fecal espesso sob uma
laminula de celofane tratada com solucéao de glicerina e verde malaquita, promovendo
a clarificacdo do material para permitir melhor visualizagdo de ovos de casca grossa,
mas n3o 0s ovos e cistos mais transparentes. E indicado especialmente para a pesquisa
de ovos de Schistosoma mansoni, podendo ser utilizado também para a pesquisa de
ovos de Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e ancilostomideos.

g) Método de Baermam-Moraes: baseia-se no hidrotropismo e no termotropismo das
larvas de helmintos, e na tendéncia destas de sedimentares em contacto com a agua.
Nesta técnica, as amostras de fezes sdo postas em repouso sobre uma gaze dobrada
em uma peneira apoiada em um funil que fica em contacto com &gua aquecida através
de um tubo de borracha. Apés uma hora, a dgua é centrifugada e o sedimento é

colectado e corado com lugol para observacdo em microscopio.

E importante salientrar, que a utilizacdo de dois ou mais métodos é Util para um diagnostico

preciso de infeccdo causada por parasitas intestinais (Munareto et al., 2021).
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2.7. Tratamento
Segundo Munareto et al. (2021), os antiparasitarios sao farmacos que agem com o intuito de
eliminar parasitas que estdo localizados no trato gastrointestinal sendo ovo, cisto e

protozoario que invadem o tecido.

O uso indiscriminado de anti helminticos sem diagndstico laboratorial pode desenvolver
resisténcia medicamentosa, além de trazer um problema secundario ou adverso devido a
exposicdo desnecessaria ao medicamento, desta forma a realizacdo do exame parasitoldgico
de fezes, que tem uma fundamental importancia na identificacdo do parasita, permite um uso

correcto do medicamento, sendo este uma vez especifico a cada parasita (Freitas, 2017).

Segundo Alfredo (2016), os principais medicamentos usados no tratamento das parasitoses
intestinais (A. lumbricoides, T. trichiura, Ancilostomideos, S. stercoralis e E. vermicularis)

sdo o Albendazol e o0 Mebendazol.

O Albendazol é pouco absorvido, portanto a sua accdo ocorre directamente no trato
gastrointestinal. Possui ac¢do vermicida, larvicida e ovicida. Na ascaridiase e enterobiase,

este medicamento mostra niveis de cura e de reducdo de ovos de até 96,4% (Alfredo, 2016).

Alfredo (2016) acrescenta ainda, que os efeitos colaterais sdo pouco frequentes, sendo 0s
mais referidos tonturas, nauseas, vomitos e dores abdominais. O Mebendazol apresenta
actividade ovicida, ndo tendo muita accdo larvicida. Geralmente tem poucos efeitos
colaterais. Apresenta taxas de cura para ascaridiase entre 93,8% e 100% e taxas de reducdo
de ovos de 97,9% a 99,5%.
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Tabela 3: Tabela de medicamentos.

Agente

Medicamento

. ’ Mebendazol
Ancilostomiase
Albendazol
o Albendazol
Ascaridiase
Mebendazol
; Metronidazol
Amebiase o
Tinidazol
Albendazol
Enterobiase
Mebendazol
o Ivermectina
Estrongiloidiase
Albendazol

Dose pediatrica

Criancas acima de dois (02)

anos, dosagem a mesma de
adulto.
10mg/Kg,

1100mg, 2 vezes ao dia,

dose  Unica.
durante 3 dias consecutivos.

35mg/Kg/dia, divididas em 3
tomadas,
50mg/Kg/dia.

durante 5 dias.

10mg/Kg, VO, dose Unica.
100mg,

durante 3 dias consecutivos.

2 vezes ao dia,

Dose Unica, VO,
obedecendo a escala de peso

corporal 25 kg: 1 comp.

100mg, 2 vezes ao dia, durante 3

Dose para adulto

dias consecutivos. 400mg via oral
em dose Unica.

400mg/dia, em dose Unica para
adultos. 100mg, 2 vezes ao dia,
durante 3 dias consecutivos.
Metronidazol, 500mg, 3 vezes/dia,
durante 5 dias. 2g, VO, para
adultos, ap6s uma das refeices,
durante 2 dias.

10mg/Kg, VO, dose Unica, até no
méaximo de 400mg. 100mg, 2
vezes ao dia, durante 3 dias
consecutivos.

Dose Unica, VO, obedecendo a
escala de peso corporal 25 kg: 1
comp. 400mg/dia, durante 3 dias.

400mg/dia, durante 3 dias.
Fonte: adaptado de Munareto et al. (2021).

2.8. Prevencao e Controlo das Parasitoses Intestinais

Segundo Teixeira (2016), a prevencdo e o controlo das parasitoses intestinais estdo apoiados
em trés elementos principais: investimento em saneamento bésico, diagndstico e tratamento
direccionado, e implementacdo de educacdo em saude com diferentes individuos e em

diferentes contextos populacionais.

Nessa oOptica, a melhoria das condi¢des ambientais com investimentos em colecta regular de
lixo e distribuicdo de agua potavel funcionaria como elementos essenciais para que 0S
individuos ndo se mantenham no centro de um cendrio onde sdo expostos constantemente por

parasitas, de diferentes formas e a todo 0 momento (Teixeira, 2016).

Apesar disso, 0 mesmo autor destaca ainda a questdo dos individuos habitando em areas de
risco estarem sujeitos a reinfeccdo, ou seja, a populacdo pode viver uma situagédo ciclica de

"infeccao-tratamento-cura-nova infeccdo"” (Teixeira, 2016).
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De uma forma resumida, Fukamichi (2022) destaca as seguintes medidas de prevencéo e

controlo:

v As boas condicOes sanitarias (educacdo da comunidade; controlo e vigilancia dos
alimentos, lixo e esgoto; oferta de agua tratada) e de moradia, assim como a boa saude
da populacéo contribuem para a profilaxia geral,

v’ Para protozoarios, a disseminacdo da infeccdo podera ser controlada pela higienizacéo
das méos apos a defecacdo e 0 manuseio de alimentos, lavagem de frutas e vegetais
antes do consumo, saneamento bésico e tratamento da agua potavel;

v’ Para evitar alguns helmintos é importante ndo consumir carne crua e verificar a
procedéncia dos alimentos;

v Além disso, evitar o contacto intimo com terra contaminada com fezes humanas ou de
animais;

v No caso da amebiase, a transmissdo sexual pode ser evitada pelo uso de preservativos

e evitar praticas sexuais que podem permitir a transmissdo fecal-oral.

Deste modo, quanto a higiene alimentar, ha necessidade de actividades educacionais através
de palestras periodicas e aulas para profissionais sobre a manipulacdo satisfatoria de
alimentos, com o objectivo de disseminar praticas correctas de cuidados de higiene das maos,

unhas e dos alimentos (Teixeira, 2016).
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3. Objectivos

3.1. Objectivo Geral
> Descrever as técnicas de Diagnostico laboratorial das Infecgfes Intestinais do
Laboratorio de Parasitologia Molecular no Instituto Nacional de Sadde.

3.2. Objectivos Especificos

» Conhecer as técnicas de diagnostico laboratorial das Infecgdes Intestinais realizadas
no Laboratorio de Parasitologia Molecular do Instituto Nacional de Saude;

> ldentificar a proveniéncia das amostras recebidas no Laboratério de Parasitologia
Molecular no Instituto Nacional de Saude;

> ldentificar os microrganismos frequentes encontrados nas InfeccGes Intestinais do
Laboratdrio de Parasitologia Molecular no Instituto Nacional de Saude;

> Desenvolver habilidades Praticas do Diagnostico laboratorial das Infecgdes Intestinais

do Laboratorio de Parasitologia Molecular no Instituto Nacional de Saude.
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Lista de Materiais, Equipamentos e Reagentes usados
Material Laboratorial

Amostras de fezes;

Batas descartaveis de mangas cumpridas;
Espatula de madeira;

Fita celofane;

Rolo de gaze;

Grelha ou Tina de coloracao;

Papel absorvente

Kit de Kato-Katz;

Lamelas;

Laminas microscoépicas;

Luvas cirargicas tamanho S;

Méscaras N.9;

Papel de celofane;

Papel de filtro;

Placas de Petri contendo a solucdo verde malaquita (solugédo de trabalho).

Suporte para tubos de ensaio.
Tubos de Falcon de 15 ml;
Zaragatoa.

Equipamentos

Microscdpio Optico;

Cabine de biosseguranca;

Geleira (para conservar as amostras, de 2 a 8°C de temperatura);
Centrifuga;

Crondmetro.

Reagentes

Formol salino a 10% (para um volume final de 100ml);
Lugol;

Eter;

Acido- alcool a 3%;

Verde malaquita a 1%;
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» Fuscina fenicata;

> Agua corrente.

5. Actividades Desenvolvidas durante o periodo do Estagio

Todas as actividades foram realizadas cumprindo com as normas de biosseguranca do

laboratdrio, que compreendem:

Uso de batas descartaveis;

Uso de luvas latex;

Uso de maéscaras cirargicas ou mascaras KF94;
Uso de sapatos fechados;

Uso de tocas; e

YV V. V V V V

Uso de cabines de biosseguranga durante o processamento das amostras.

As principais actividades desenvolvidas no laboratério estavam divididas em 3 fases

nomeadamente:
a) Fase pré-analitica

A fase pré analitica corresponde a entrada da amostra na instituicdo, recepcao e registo das
amostras no livro de controlo. A recep¢do das amostras decorreu diariamente no horario
compreendido entre 9:30h as 14:30h.

As amostras eram na sua maioria colectadas e transportadas pelos pais dos paciente num
frasco plastico com tampa de rosca vermelha, boca larga e estéril numa quantidade de 10gr,
colocadas num pléastico em uma caixa térmica com acumuladores de frio e entregues na
recepcdo da Instituicdo, garantindo os bons procedimentos para a correcta conservacdo e

armazenamento das amostras (INS, 2022).

Na recepgéo, era feito o registo das amostras com o codigo interno do Instituto Nacional de
Saude pelos técnicos responsaveis, e posteriormente encaminhadas pelos mesmos técnicos

que fizeram a recepcao para o laboratorio de parasitologia molecular.

Ap0s recebidas as amostras no laboratorio de parasitologia, foram previamente identificadas
e posteriormente registadas no livro de requisicdo de amostras do laboratorio e depois
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registadas na base de dados. O registo consistiu no nome do paciente, idade, sexo, data e hora

da colheita da amostra, proveniéncia e o cédigo interno do laboratério.

Caso as amostras chegassem depois da hora do expediente, eram conservadas na geleira em
temperaturas de 2 a 8°C num periodo de 24 a 48horas para evitar o dessecamento. Nessas
temperaturas, 0s ovos e as larvas dos helmintos se mantém viaveis por varios dias para

posterior o processamento das mesmas (INS,2022).

O sector de andlises clinicas recebe amostras bioldgicas de diversas origens e caracteristicas.
No entanto, h4 um factor comum a todas elas: a identificacdo de amostras é uma parte
essencial e indispensavel da fase pré-analitica, e esta directamente relacionado com provaveis
erros de analise que possam vir a ocorrer. Sendo assim, de acordo com INS (2022), sdo
rejeitadas amostras sem requisi¢do, sem identificacdo e em quantidades insuficientes para

realizacdo do exame.
b) Fase analitica

A fase analitica envolve o processamento das amostras. As amostras de fezes permitem a
observacdo de uma multiplicidade de espécies de parasitas. Sdo observados protozoarios e
helmintos, recorrendo a diversas técnicas laboratoriais a descrever de seguida (INS, 2021).

As amostras sdo analisadas macroscopicamente observando-se a consisténcia, se apresenta
caracteristica diarreica, e microscopicamente por métodos directos em lamina e métodos de

concentragdo (Zanotto et al., 2018).

De acordo com a INS (2021), as fezes geralmente sdo caracterizadas quanto a:

a) Cor: podem ser pretas (indicativo de sangue oculto), castanho (cor normal), amarelo
claro (presenca de gordura) ou branca (ictericia obstrutiva). Na maioria dos casos, a
cor das fezes esta relacionada com o tipo de alimentos ingeridos, no entanto, a sua
alteracdo pode indicar também problemas intestinais ou doencas;

b) Consisténcia: formadas (forma normal) também designadas de moldadas,
semiforcadas também designadas de semi-molhadas ou ainda pastosas e moles ou
liquidas ou ainda diarreicas. A sua alteracdo pode ocorrer em situacdes de diarreias
infecciosas ou nos sintomas de ma absorcdo de alimentos, intestino irritdvel ou

gastroenterites;
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c) Presenca de sangue ou muco, geralmente visto como listras vermelhas ou brancas,

deve ser observada.

5.1. Processamento das amostras de fezes pela técnica de Kato-Katz
Antes de proceder com 0 processamento, misturou-se toda a massa fecal para elevar a

probabilidade de colher por¢des com formas do parasita (INS, 2021).

De acordo com INS (2022), esta técnica é eficiente no diagnostico de Schistosoma mansoni e

certos helmintos intestinais.

» Antes homogeneizou-se bem as amostras, com uma espatula de madeira estéril no
frasco de colheita antes de processar;

> Cortou-se papel celofane (fornecido no kit) semipermeavel em pedacos de 24mm por
30mm e mergulhou-se na solugdo verde malaquita, solucédo de trabalho, pelo menos
24 horas antes;

> Rotulou-se uma lamina de vidro com identificacdo da amostra;

» Colocou-se uma pequena quantidade da amostra fecal fresca e homogeneizada num
pedaco de guardanapo;

» Fez-se passar uma porcdo da amostra por um pedaco de nylon com malha de
aproximadamente 0,09mm, (fornecido no Kit);

> Retirou-se a amostra passada pelo nylon e transferiu-se para o orificio (6mm de
didmetro) da placa (fornecido no Kit), retirou-se o excesso da amostra, em caso de
necessidade. Colocou-se sobre uma lamina de microscopio;

» Levantou-se cuidadosamente a placa inclinando-a ligeiramente uma extremidade para
que o material fecal (cerca de 42 mg) ficasse sobre a lamina;

» Cobriu-se a amostra com papel de celofane embebido na solucéo de verde malaquita;

» Removeu-se 0 excesso da solucdo de verde malaquita;

> Virou-se a lamina sobre o papel de mesa, numa superficie plana como forma de
distribuir uniformemente a amostra na lamina;

» Examinou-se a lamina ao microscopio utilizando a objectiva de 10X;

> Reportou-se os resultados (incluindo resultados criticos ou de alerta) valores criticos

ou de alerta: maior ou igual a 50 ovos de parasitas por campo.

Os parasitas transmitidos pelo solo observados por esta técnica, sao todos helmintos e podem

ser observados sob forma de ovos ou vermes INS (2022).
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As laminas devem ser lidas por dois ou mais técnicos de laboratério antes da emissdo do
resultado. Isso para em caso de discrepancia do resultado, deve existir uma leitura feita por
um técnico diferente (INS, 2021).

Tabela 4: Interpretacdo dos resultados para exame por Kato Katz (INS, 2022).

Infecclo pesada/

Parasita Infeccéo leve Infeccdo moderada

grave

Ascaris lumbricoides 1-4,999 5,000-49,999 > 50,000
Trichuris trichura 1-9,999 1,000-9,999 >10,000
Ancylostoma duodenalis 1-1,999 2,000-3,999 > 4,000

Durante a leitura e interpretacdo dos resultados destacam-se as seguintes notas (INS, 2022):
» Valores de referéncias: quando o numero de ovos observados for dado por O (zero),
diz-se que o resultado € negativo, e quando for observado 1 ovo ou mais em diante, a

amostra é dada por positiva;

» Também pode-se escrever "nao se encontram (NSE)" ou "néo se observam”.

5.2. Processamento por Concentracao formol-éter (ou Ritchie)
As amostras de fezes através deste método sdo previamente tratadas com o formol, que tem o
papel de conservar a estrutura dos parasitas. O material fecal & removido por filtracdo e por
elementos gordurosos da suspensédo fecal sdo separados por extraccdo com éter (ou acetado
de etil), sequida de centrifugacio, que sedimenta quaisquer parasitas presentes. E a técnica

mais completa a semelhanga de Telemann-Lima, para observar parasitas INS (2022).

i.  Procedimentos:
» Tomou-se cerca de 10g de bolo fecal e misturou-se com cerca de 7ml de solucdo de
formol (ou formol salino) a 10%;
> Filtrou-se a suspensdo através de gaze dobrada quatro vezes para um tubo conico de
15ml;
» Adicionou-se 3ml de éter até perfazer 10ml e arrolhou-se o tubo;
» Agitou-se vigorosamente o tubo durante um minuto, de tal modo a se formar uma

mistura homogénea;
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Levou-se o tubo contendo a mistura na centrifuga na velocidade de 2500 rotacdes por
minuto durante 5 minutos ou a 1500 rota¢des por 10 minutos;

Decantou-se 0 sobrenadante e com uma zaragatoa limpou-se nos bordos do tubo sem
tocar no fundo do tubo;

Adicionou-se uma a duas gotas de soro fisiologico ou &gua destilada e agitou-se
suavemente para soltar o sedimento do fundo do tubo;

Colocou-se uma gota da mistura na lamina e sobre ela uma gota de lugol, cobriu-se a
lamina com uma lamela para ser observada ao microscépio 6ptico;

Leu-se a lamina com a objectiva de (10X) e de seguida com a objectiva de (40X) e
registou-se os resultados na folha de trabalho. De 6 a 12 parasitas por campo e mais

de 12 ovos de parasitas observados sdo considerados resultados citicos (INS,2022).

Tabela 5: Interpretacdo do resultado para exame de Ritchie (INS, 2022).

NUmero de ovos observados / campo Resultado

la5 Infecgdo leve
6al2 Infeccdo moderada
Mais de 12 Infeccéo grave

5.3. Processamento por Ziehl-Neelsen modificado

a)
>
>

Procedimentos (INS, 2022):

Registou-se com o cddigo interno a cada lamina por pedido;

Fez-se um esfregaco das fezes brutas em cada uma das laminas com auxilio de uma
zaragatoa (fezes muito liquidas) o sedimento de concentracdo através da técnica de
Ritchie;

Colocou-se as laminas sobre uma grelha com esfregaco virado para cima, sem
encostar umas as outras;

Deixou-se o esfregaco secar a temperatura ambiente;

Fixou-se em metanol por trés minutos;

Corou-se com Fuscina Fenificada durante 15-20 minutos;
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» Encheu-se um copo com agua corrente e deitou-se por cima das laminas inclinado da
parte de identificacdo de cada lamina, para que se escorre suavemente sobre o
esfregaco até eliminar todo o corante;

» Cobriu-se completamente a Idmina com a solugdo descorante de &lcool-4cido a 3% e
deixou-se actuar por 15-20 segundos;

» Inclinou-se a ldmina e retirou-se a solugédo descorante, lavou-se a lamina;

» Verificou-se, se os esfregacgos ficaram descorados;

» Cobriu-se completamente a lamina com solucédo de verde malaquita durante 30 a 60
segundos;

> Inclinou-se a lamina e retirou-se a solucdo de verde malaquita, lavou-se a lamina.
Verificou-se se os esfregacos ficaram corados;

» Humedeceu-se papel toalha com alcool-acido a 3% ou alcool a 70% e limpou-se o
verso de cada lamina- lado oposto do esfregaco;

» Em um suporte, colocou-se cada uma das laminas em pé, para secar;

> Depois de 30 minutos, fez-se a observacao das ldaminas com ajuda do 6leo de imersdo
na objectiva de 100X. Reportou-se os resultados (incluindo resultados criticos).

Os valores criticos ou de alerta, qualquer sinal de presenca do parasita deve ser considerado
de alerta, visto que se trata de agentes que causam infeccdes oportunistas.

Com esta técnica, apenas podem ser observados protozoarios na forma de odcitos. Sao
observados o6citos de Cryptosporidium sp, Cyclospora cayetanensis e Cystoisopora belli
(INS, 2021).

Tabela 6: Interpretacdo do resultado para exame de Ziehl-Neelsen modificado (INS, 2022).

Numero de odcitos observados / campo Resultado
< 10/ 100 campos Reportar o n° de parasitas (contagem exacta)
10-100 / 100 campos +
1a10 ++
Mais de 10 +++

A quantificacdo dos odcitos deve ser feita no esfregaco com sedimento nos casos em que se
usam esfregacos a fresco e com o sedimento. O uso de esfregaco € recomendado em amostras

pastosas e/ou formadas (INS, 2021).
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5.4. Conservacao e armazenamento das Fezes
Fezes liquidas devem ser processadas até uma hora apds a colheita, fezes semi-liquidas
processar até 2horas apds a colheita e solidas até 24horas. O que implica que estas (liquidas e
semi-liquidas) sdo idealmente processadas no local da colheita, e apenas em casos

excepcionais poderdo ser processadas em outro local (INS, 2021).

Em termos gerais, as amostras de fezes podem ser conservadas na geleira (2-8°C) durante um
més sem conservantes ou preservadas em formol a 10% para posterior processamento. Podem
ser mantidas por mais tempo, mais de trés meses sem formol e a temperatura de 20°C ou
80°C (INS, 2021).
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6. Outras actividades realizadas durante o periodo do Estagio

6.1. Preparo de solugdes
A pratica de controle qualitativo é de grande importdncia para demanda de atividades
exercidas em laboratdrios de analises clinicas, a mesma garante busca de melhorias em
procedimentos e resultados finais fidedignos, proporcionando seguranca para pacientes e
auxiliares. Com o sistema de qualidade fixado € possivel identificar interferentes, erros
ocorridos, alteracfes inesperadas, a fim de evitar e diminui-los de imediato, buscando

exatiddo e precisdo em seus métodos (Santos; Junior 2015)

Por isso é de extrema importancia a verificacdo da data de validade dos reagentes antes de

usa-la.

Para o preparo das solugdes foram usados 0s seguintes reagentes: Metanol, Fuscina basica,
Acido cloridrico, Etanol, Verde malaquita e Fenol (INS, 2022).

6.1.1. Preparacdo do Alcool-4cido a 3%

» Mediu-se 97ml de etanol a 95 - 99,9% com uma proveta num frasco de vidro de 200ml;

» Mediu-se 3ml de acido cloridrico concentrado com uma proveta e adicionou-se no frasco
contendo o concentrado do etanol;

» Tapou-se e agitou-se suavemente o frasco para a homogeneizagdo da mistura;

> Rotulou-se o frasco com a seguinte informacdo: nome da solucdo, a data de preparo, a
data de validacdo e 0 nome do técnico que preparou;

» Guardou-se em temperatura ambiente.

6.1.2. Preparacdo de Verde Malaquita (solu¢do mae)

Ajustou-se a balanca para calibracao;

Pesou-se 1.0g de verde malaquita em po;

Transferiu-se o verde malaquita para um frasco escuro;

Adicionou-se 100ml de agua destilada no frasco contendo o verde malaquita;

De seguida fechou-se o frasco e agitou-se suavemente durante 2 a 3 minutos;

YV V. V V V V

Rotulou-se o frasco contendo a solugéo.
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6.1.3. Preparacéo de Verde Malaquita para técnica de Kato-Katz

» Mediu-se 1ml de solucdo verde malaquita (solucdo mae) para um baldo de vidro de
150ml;
» Adicionou-se 50ml de agua destilada e 50ml de glicerol a 49,9% no baldo contendo a

solucdo da verde malaquita;

» Fechou-se o baldo e homogeneizou-se a solu¢do por 2 minutos e rotulou-se o baldo de

vidro.

6.1.4. Preparacédo de Carbol-fuscina

Com objectivo de preparar uma solucédo de trabalho com um volume de 100ml, efectuou-se

0s seguintes procedimentos:

>

>
>
>

Y VYV

Ajustou-se a balanca através da calibracdo;

Pesou-se 3.0 g de verde fuscina basica em po;

Transferiu-se o verde malaquita para um frasco;

Mediu-se 100 ml de etanol a 95% com uma proveta e juntou-se ao frasco contendo
fuscina;

Fechou-se o frasco e agitou-se suavemente durante 2—3 minutos;

Rotulou-se o frasco contendo a solu¢do com a seguinte informacdo: nome da solucéo,

a data de preparagdo, a data de validade 0 nome do técnico que preparou.

6.2. Preparo dos esfregacos sanguineos na mesma lamina (gota espessa e estendida)

>

Retirou-se o tubo de EDTA contendo amostra de sangue da geleira e deixou-se em
temperatura ambiente por 30 minutos;

Com ajuda da pipeta, pipetou- se 6 uL e 2 uLL da amostra para preparar a gota espessa
e estendida respectivamente, numa lamina ja codificada com o cddigo interno do
laboratorio;

Fixou-se a lamina numa bancada limpa e plana;

Usando uma segunda lamina limpa (lamina distensora) tocou-se a amostra de 6uL,
fazendo um movimento para trds tocando a gota com o dorso em um angulo 45°,
deixando o sangue correr ao longo das extremidades da lamina de vidro;

O sangue espalhou-se pela borda da lamina distensora por capilaridade;

Com um movimento firme, ndo muito rapido, deslocou-se a lamina para frente;
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> Depois de completamente estendido, o sangue formou-se uma pelicula sobre a lamina
de vidro;

» Usou-se a ponta de uma outra ldamina para espalhar o sangue de 2ul. fazendo um
movimento circular de cerca de 1cm de didmetro;

> Deixou-se secar sem nenhuma interferéncia por 24H. Normalmente deixa-se nas

laminotecas em conservacao por uma semana, depois faz-se a fixacdo e a coloracéo.

6.3. Coloracéo das laminas com o Giemsa

» Aplicou-se o metanol na lamina contendo a amostra se sangue e deixou-se descansar e
temperatura ambiente por 10 minutos;

Aplicou-se 0 Giemsa com uma pipeta, deixando descansar durante 20 minutos;
Lavou-se com agua corrente para remover 0 excesso de corante;

Deixou-se a secar por 10 minutos; e

YV V V V

Levou-se a observar as estruturas com 6leo de imersdo no microscépio éptico.

6.4. Controlo interno de qualidade do TDR -Maléaria

Os locais de testagem por TDR -maléria devem registar todo o processo de testagem e
assegurar que as instrucdes do fabricante sejam seguidas.

Antes do uso verificou-se:

)} Integridade da embalagem do teste;

i) A data de validade do TDR/Kit;

iii) Presenca de todos os itens incluindo a folha de instrucdes de uso do teste; e

iv) Os componentes do kit de modo que tenham o mesmo numero de lote (bula,

testes, lancetas tampao e pipeta capilar).

Depois testou-se com 5ml de amostra de sangue venoso de pacientes com resultados

previamente conhecidos (positivo e negativo para plasmodium falciparum) em tubos EDTA.

Sempre que o lote dar resultados néo satisfatorio deve-se parar de usar e reportar o problema

ao INS ou LP, e s6 deve-se voltar a usar mediante um relatorio do INS.
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6.5. Registo de Informacdes e organizacéo dos Ficheiros

O laboratdrio dispde de formularios para cada tipo de actividade que for realizada.

» Devem ser preenchidos nos formulérios de registo e controle de temperatura ambiental,
geleiras e congeladores, limpeza das bancadas, isso € feito diariamente no periodo da
manhd e de tarde. Estas informacdes sdo também preenchidas na base de dados a cada
final do més.

» Também se preenche o formulério correspondente a cada equipamento do laboratorio,
iSsO ap0s 0 seu uso. Quanto a preparacdo e uso de solugdes de trabalho devem ser
preenchidos no formulario correspondente, também quanto oque sai do laboratorio e oque
entra deve ser registado e arquivados em pastas previamente identificadas. Isso para
maior gestéo e controle do laboratorio.

» Eram feitas reunides de 15 em 15 dias por més e apresentacao de acta de cada reuniéo.

6.6. Actividades realizadas fora do Laboratdrio (campo)
Durante o estagio, tive o privilégio de participar num estudo de campo como inquiridora, que
decorreu nos Distritos de Katembe e Moamba.

Em Katembe, a actividade decorreu nos Centros de Salude de Katembe, Centro de Salide de
Incassane e Centro de Salde de Chamissava; em Moamba decorreu no Centro de Saude de

Moamba e Centro de Salde de Ressano Garcia.

O estudo tinha como objectivo fazer rastreio de ocorréncia de geo-helmintos em mulheres

gravidas nesses distritos.

Fazia-se entrega de frascos limpos de fezes para a colecta de amostra de fezes para que as
pacientes trouxessem com amostra no dia seguinte para posteriormente levar-se ao

laboratorio para processamento e pesquisa de geo-helmintos.

E também, fazia-se um inquérito e teste de malaria nas pacientes e registava-se na ficha de

cada uma.
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7. LimitacGes durante o Estagio

O reparticdo de Parasitologia do LAC do Instituto Nacional de Salude, cumpre com todas as
normas recomendadas pela OMS, entretanto, verificou-se algumas limitagcdes na preparacao
das solucgdes de trabalho, como verde malaquita (solucdo mae) devido falta de agua destilada.

Houve limitacdo para obter o resultados das amostras processadas durante o estagio por parte
do técnico responsavel do laboratorio, pela confidencialidade da Instituicéo.

Também houve limitacdo devido a avaria da geleira, de temperaturas de 2 a 8°C, destinada ao

armazenamento das amostras de parasitas intestinais.

Em algum momento houve limitacdo na identificacdo das espécies. Visto que o laboratorio
ndo possui de testes confirmatorios para cada espécie limitando-se apenas na identificacao

sugestiva da prancha para o diagndéstico de parasitas intestinais e sanguineos.

Também houve falta de amostra de sangue no laboratério para préatica de esfregaco, e teve-se

que recorrer a unidade sanitaria mais proxima para a reposicao.
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8. Conclusao

Sdo varias as técnicas que o laboratério do INS usa para o diagndstico das infeccOes

intestinais.

O diagndstico laboratorial das infecgdes intestinais mais usadas pelo LPM do INS, sdo as
técnicas de Kato-katz, Concentracdo formol-éter (ou Ritchie) e técnica de Ziehl-Neelsen

modificado.

A técnica de Kato-katz é um método quantitativo, que calcula a quantidade de ovos
eliminados pelas fezes;

Técnica de Ritchie € usado para a concentracdo de cistos e oocitos de protozoarios.

E quanto a técnica de Ziehl-Neelsen Essa técnica é um tipo de coloracdo diferencial, que
implica 0 uso de diferentes corantes para criar contraste entre as estruturas que deseja
observar, diferenciar e posteriormente identificar. A mancha de Ziehl-Neelsen serve para

identificar certos tipos de microorganismos resistentes;

As amostras eram provenientes do Centro de Investigacdo e Treino em Saude da Polana
Canico (CISPOC), Hospital Central de Maputo (HCM) e Hospital Geral Jose Macamo
(HGIM);

Os microrganismos frequentes encontrados das infeccBes intestinais foram as Ascaris

lumbricoides e as Trichuris trichuria;

A escolha da componente estagio como parte do trabalho do final do curso, teve mais-valia,
pois com o estagio tive a oportunidade de aprender mais sobre os conhecimentos préaticos e

conciliar com os tedricos adquiridos ao longo do curso.

N&o s0, pode ganhar habilidades técnicas e profissionais, responsabilidades e capacidade de

executar varias tarefas, capacidade de adaptacdo de trabalho em grupo.

Gragas ao estagio, pode adquirir habilidades na aplicacdo das técnicas de diagnostico

executadas no Laboratério de Parasitologia Molecular no INS.
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