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RESUMO

A deposi¢do de fezes de animais no ambiente constitui um problema de saude piblica que deve
ser avaliado e controlado. Neste contexto, os geohelmintos desempenham um papel patogénico
importante tanto no ser humano quanto nos animais. Este estudo objetivou comparar a eficiéncia de
trés métodos de centrifugo-flutuagio utilizados na rotina de laboratério para a recuperagao de ovos de
helmintos do solo em 50 amostras coletadas aleatoriamente em areias proximas ao estudrio Guaiba,
zona sul do municipio de Porto Alegre, RS, Brasil. As amostras de areia foram submetidas aos
métodos de Faust et al. modificado, Kazacos modificado e Ruiz et al.. Os resultados foram expressos
em numero e/ou percentual de amostras positivas e de recuperacdo de ovos entre os métodos
utilizados. Do total de amostras analisadas, 7/50 (14%) foram positivas para ovos de 7oxocara spp. e
1/50 (2%) apresentou também ovos de ancilostomideos. Dentre os métodos utilizados, o de Kazacos
recuperou ovos de helmintos em quatro das sete amostras positivas. As taxas de recuperagio pelos
demais métodos foram as seguintes: Ruiz et al. (3/7) e Faust et al. (2/7), utilizando-se amostras de
6g, e (1/7) com amostras de 30g. Os dados do presente estudo ndo mostraram diferengas entre os
métodos utilizados para a recuperacdo de ovos de helmintos do ambiente.

DESCRITORES: Métodos de flutuagdo. Areia. Toxocara spp. Ancilostomideos. Saude Publica.
Z00noses.

ABSTRACT

A comparative study between commonly used laboratory flotation methods for recovering helminth
eggs from sand samples

Animal fecal deposition in the environment is a public health problem with a potential risk for
pathogenic agents like parasites. In epidemiological surveys, the evaluation of soil contamination
requires an efficient d easy method for the isolation of parasite eggs from soil samples. The present
study was performed aiming to compare flotation methods to test their efficacy in recovering
helminth eggs from 50 sand samples, from a sandy area, in the city of Porto Alegre, Rio Grande do
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Sul State, Brazil. For Kazacos and Faust et al. methods, Zinc sulphate (d=1.35) was used as flotation
solution and in Ruiz et al. method, sucrose solution (d=1.2g/ml). Fifty replicated examinations were
performed for each type of flotation method. The results were expressed as the number of 7. canis
eggs recorded and/or percentage rates of recovery in sand samples. Our findings include the presence
of 7/50 (14%) samples with Toxocara spp eggs; and 1/50 (2%) sample with Ancylostomidae-like
eggs. The Kazacos method (30g) detected four (4/7) positive samples; Faust et al. (30g) detected
two (2/7) positive samples, Faust et al. (6g) detected one (1/7) positive sample, and the Ruiz et al.
method detected two (2/7) positive samples. These data showed no differences between the flotation
methods used in this study for Toxocara eggs recovery.

KEY WORDS: Flotation methods. Sand. Helminthes. Toxocara spp. Eggs. Ancilostomid-like eggs.
Public health. Zoonosis.

INTRODUCAO

O ciclo evolutivo da maioria dos helmintos parasitos apresenta um
padrao comum, pois sdo eliminados para o exterior, junto com as fezes, estadios
que irdo constituir as formas infectantes, provocando, assim, a contaminagao
do solo ¢ sua disseminagdo no ambiente (19). A deposi¢do dos dejetos animais
e humanos ¢ um problema de satide publica que ainda deve ser avaliado e
controlado. A possibilidade de contaminagao por dejetos humanos na zona urbana
ja esta controlada em maior ou menor grau pela infraestrutura dos servigos de
agua e esgoto, entretanto a contaminacdo ocasionada por fezes de animais,
especialmente domésticos, ainda persiste e esta diretamente relacionada aos
habitos culturais da populagao (21, 22).

Esta estreita relagdo com o ambiente faz com que os geohelmintos
tenham um impacto patogénico importante tanto sobre o ser humano quanto
sobre os animais (14,15, 20, 23). Sua elevada prevaléncia no territorio brasileiro
pode ser explicada pelas condigdes ecologicas favoraveis ao desenvolvimento
do ciclo bioldgico destes patdogenos e pelas condi¢des socioeconomicas da
populagdo (10).

As parasitoses de carater zoonoético sdo transmitidas ao homem pelo
contato direto com animais, pela ingestdo de estdgios transmissiveis existentes
no ambiente (cistos, oocistos, ovos e estadios larvais), assim como pela ingestdo
de hortalicas cruas e de carne crua ou malcozida contendo estadios teciduais
infectantes (8, 24, 28, 32). O estabelecimento dessas infeccdes depende da presenga
simultanea, no espago e no tempo, dos componentes da cadeia epidemioldgica, da
presenga do parasito em niimero suficiente para atingir o hospedeiro, de hospedeiros
suscetiveis em grande densidade e de condi¢oes ambientais (temperatura, umidade,
altitude, tipo de solo) propicias para a transmissao (3, 7, 13, 18, 19, 22,23, 27).

Dessa forma, a recuperacao de ovos do ambiente ¢ importante para que
se estabelega o risco potencial desses parasitos para a populagdo. Entre as pesquisas
realizadas para comparar técnicas utilizadas no diagnostico de parasitos em
amostras de solo, um estudo realizado em 1990 avaliou a eficiéncia e a adequagao
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em rotina de laboratorio de 11 técnicas para a recuperagéo de ovos de helmintos em
amostras de areia e solo. Os testes foram realizados sob condi¢des padronizadas de
amostras de areia de 100g, contaminadas experimentalmente com 10, 100 e 1.000
ovos de Toxocara canis. Os melhores resultados foram obtidos pelos métodos de
sedimentag@o-flutuacdo e de peneiragem que apresentaram taxas de recuperacdo
de 43,1% e 41,4%, respectivamente. Em todos os outros métodos testados, as taxas
foram de aproximadamente 20% (16).

Em outro trabalho foi avaliada a eficiéncia de seis métodos para a
recuperacdo de ovos de 7. canis em amostras de 50g de areia contaminada
em condi¢des de laboratorio com 10, 100 e 500 ovos; neste caso, 0 método de
Dunsmore et al. (1984), que utiliza solugdo de NaNO3 (d(densidade)=1,22), foi o
que apresentou melhor desempenho (26).

A comparagdo entre os métodos de centrifugo-flutuacdo, utilizando-se
Sheather (d=1,26) e nitrato de sodio (d=1,35), foi realizada para a recuperagdo de
ovos ¢ larvas de helmintos e oocistos de protozoarios do solo, ndo sendo observadas
diferengas significativas na positividade das amostras, com recuperagdo entre
32,1% e 37,5%, respectivamente (37).

Mentz et al. (2004), utilizando o método de Faust et al. (1938), modificado
pelo aumento na densidade de sulfato de zinco de d=1,33 para d=1,35, encontraram
uma taxa de 77,7% de recuperacgo de ovos de Toxocara spp em caixas de areia de
parques publicos.

Santarém et al. (2009) verificaram ainda a influéncia de solugdes de
cloreto de sodio, sulfato de zinco, dicromato de sodio, sulfato de magnésio e
nitrato de sodio (d=1,20) e variaveis como tipo de lavagem, tempo, ressuspensao
do sedimento, entre outras, em ensaios realizados sob condi¢des de laboratério,
e observaram que a solugdo contendo sulfato de zinco foi a mais eficiente na
recuperacdo de ovos do parasito.

Xavier et al. (2010) utilizaram solugdes de sulfato de zinco ¢ nitrato de
s6dio (d=1,20) em método de centrifugo-flutuagdo para a recuperagio de ovos de
solo contaminado em laboratdrio e demonstraram que o sulfato de zinco recuperou
ovos de 7. canis de amostras com um simples ovo.

Nunes etal. (1994) avaliaram a influéncia da textura do solo na recuperagio
de ovos de 7. canis com o método de centrifugo-flutuacdo de Dada (Dada, 1979) em
solugdo de flutuagdo de sulfato de zinco (d= 1,20) e dicromato de sodio (d=1,35).
Verificaram uma diferenca estatisticamente significativa nos resultados dependendo
do tipo de solo (62,5% para a areia e 38,0% para o solo arenoso) e a solucdo de
dicromato de sodio foi mais eficiente.

Considerando a dificuldade na padroniza¢do de métodos utilizados
para analise de amostras ambientais (16, 25, 26, 27, 31, 37), este estudo teve por
objetivo comparar diferentes métodos de centrifugo-flutuacdo utilizados na rotina
de laboratorio quanto a eficiéncia na recuperacdo de ovos de helmintos em amostras
de areia do ambiente.
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MATERIAL E METODOS

As coletas de areia foram realizadas aleatoriamente em 50 pontos, na
zona sul, proximo ao estuario do Guaiba, no municipio de Porto Alegre (30°05°S,
51°10°W, altitude 3m), RS, Brasil, em locais com livre circulagio de caes e gatos e
presenga de fezes de animais. A coleta de cada uma das amostras foi realizada em
um quadrante de 2 metros de lado, definido pela presenca de fezes, no qual foram
coletadas cinco subamostras de 50g de areia em cada um dos quatro vértices e no
centro, por raspagem superficial e a Scm de profundidade, perfazendo uma amostra
de 250g. Repetiu-se o processo até chegar a um numero de 50 amostras.

Cada uma dessas amostras foi homogeneizada, acondicionada em saco
plastico, identificada, transportada em caixa de isopor para o Setor de Parasitologia
do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
¢ mantida sob refrigeragdo até seu processamento.

Para a recuperagdo de ovos de helmintos, utilizaram-se os seguintes
métodos que foram comparados entre si: Faust et al. modificado em laboratdrio
¢ adaptado para pesquisa de ovos de helmintos em areia segundo Mentz et al.
, utilizando-se amostras de 6g ¢ 30g de arcia de modo que fosse aumentada
a possibilidade de serem achadas estruturas parasitarias na amostra; Kazacos
modificado em laboratério, com 30g de areia, e Ruiz et al., com 10g de areia. Ao
todo, foram processadas 50 amostras e todas foram submetidas, em duplicata, a cada
um dos métodos acima, perfazendo um total de 400 tubos analisados.

Para o controle positivo, foram utilizadas dez amostras de 250g de areia
previamente esterilizada e experimentalmente contaminada com ovos provenientes
da colecao helmintoldgica do laboratério de Parasitologia e conservados em formol
a 10%. O indculo, contendo em média 100 ovos quantificados em camara de
Fuchs-Rosenthal, foi adicionado a amostra. Este material também foi submetido aos
métodos acima, em duplicata, perfazendo um total de 80 tubos analisados.

O processamento das amostras de 6g e 30g de areia pelo método de Faust
et al. sofreu modificagdo na densidade da solugdo de sulfato de zinco que aumentou
de d=1,33 para d=1,35 (20).

Repetiu-se no método de Kazacos com a modificagdo de densidade
como descrito acima. O método de Ruiz et al. foi realizado conforme consta na
literatura (29).

Os ovos encontrados foram mensurados utilizando-se lente ocular
micrométrica e comparados morfologicamente com ovos de Toxocara e
ancilostomideos provenientes da cole¢do helmintolégica do laboratorio de
Parasitologia e mantidos sob conservagdo em formol a 10%. Os resultados foram
expressos em nimero ¢/ou percentual de amostras positivas ¢ de recuperagdo de
ovos entre os métodos utilizados.
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RESULTADOS

Do total de 50 amostras de arcia coletadas e processadas em duplicata
pelas técnicas acima mencionadas, 7/50 (14%) foram positivas para ovos de
Toxocara spp. € somente uma delas apresentou também ovos de ancilostomideos,
ficando assim distribuidas: Faust et al. (6g), 2/7 foram positivas para Toxocara spp.;
Faust et al. (30g), 1/7 foi positiva para Toxocara spp; Kazacos, 4/7 apresentaram
Toxocara spp. e Ruiz et al., 2/7 evidenciaram Toxocara spp. € uma amostra também
apresentou ovos de ancilostomideos. Nas amostras utilizadas como controle, o
percentual de recuperagdo de parasitos foi de 100,0% (10/10) pelo método de Faust
et al. com amostras de 6g e 30g e de 80% (8/10), pelos métodos de Kazacos e Ruiz
etal. (Figura 1).

Em varias amostras de areia, também foram recuperados acaros e larvas
de nematddeos de vida livre, graos de pdlen e esporos vegetais.
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Figura 1. Comparagdo entre métodos de centrifugo-flutuacdo na recuperagéo de
amostras de areia positivas para diferentes elementos parasitarios no
municipio de Porto Alegre, RS, Brasil.

DISCUSSAO

Pesquisadores que tém se dedicado ao estudo da contaminagéo de praias,
parques e pragas publicas por formas parasitarias potencialmente infectantes para
o ser humano em diversas localidades do Brasil (2, 3, 6, 8, 14, 19, 21, 25,37) e do
mundo (1, 5, 7, 13, 15, 18, 22, 29, 30, 33, 34) adotaram métodos bastante diversos
para a recuperacdo de elementos parasitarios em amostras de solo.

De modo geral, tais trabalhos apontam elevados indices de contaminagao,
seja das amostras de fezes ou de solo. Entretanto, diferengas observadas entre os
resultados apresentados podem ser atribuidas ndo apenas as condigdes ambientais
e epidemiologicas diferenciadas, mas também a diversidade dos métodos
empregados. Oge & Oge também sugerem que as limitagdes fisicas dos métodos de

Vol. 40 (4): 323-330. out.-dez. 2011 327



isolamento influenciam na recuperagéo dos ovos de helmintos e, consequentemente,
na interpretagdo desses resultados em termos de satide publica. Nunes et al. (1994)
ressaltam a influéncia da textura do solo, mostrando que solos ricos em areia
possuem maior capacidade de recuperagdo de ovos (62,5% para a areia e 38,0%
para o solo arenoso).

Alguns dos métodos mais utilizados ja foram comparados quanto a sua
eficiéncia de recuperagéo, como os desenvolvidas por Caldwell & Caldwell, Willis
e Faust et al. comparados por Mentz et al., ¢ os métodos de Dada, Quinn et al. e
Kazacos comparados por Oge & Oge.

No presente estudo, ovos de Toxocara spp. ¢ de ancilostomideos foram os
unicos elementos recuperados por todos os métodos estudados.

Dentre os métodos de recuperagdo de parasitos em amostras de areia
coletadas do ambiente, aquele que apresentou maior numero de resultados positivos
foi o de Kazacos, responsavel pela recuperagdo de ovos de helmintos em quatro
das sete amostras positivas. No método de Ruiz et al. foram recuperados 3/7 ¢ no
de Faust et al., utilizando-se amostras de 6g, foram 2/7. Por outro lado, o método de
Ruiz et al. recuperou uma maior diversidade de parasitos. O método de Faust et al.
modificado, quando adaptado ao processamento de 30g de areia, mostrou-se menos
eficiente, sendo responsavel por apenas uma das sete amostras positivas.

A adaptagdo do método de Faust et al. modificado por Mentz et al. para
utilizacdo de amostras de 30g de areia seguiu indicacdo de Kazacos. O autor
determinou 30g como um tamanho amostral 6timo, enquanto Oge & Oge sugerem
a utilizagdo de amostras de 50g de areia. No presente estudo, amostras de 30g
foram utilizadas, uma vez que representam o maximo que poderia efetivamente
ser processado em todas as etapas pelos métodos de rotina e com os equipamentos
disponiveis. E aceito que o incremento no tamanho da amostra analisada aumenta a
probabilidade de recuperagio de elementos parasitarios do solo, especialmente ovos
ou oocistos que ocorrem em baixa densidade (16, 25, 26). Isso, entretanto, ndo foi
verificado no presente estudo, pois 0 mesmo método (Faust et al.) mostrou-se mais
eficiente quando utilizou menor quantidade de areia (6g).

Kazacos (1983) comparou diferentes métodos, cuja variavel, entre
outras, era o tipo de solugdo de flutuagdo. Embora o melhor método proposto pelo
autor utilizasse solugdo de nitrato de sodio (NaNO,), recuperando maior niimero
de ovos em menos tempo, os resultados obtidos por ele ndo indicaram diferenga
significativa entre esta e a soluc@o de sulfato de zinco. Isso corrobora os registros
feitos por Santarém et al. (2009) que, ao estudarem a influéncia de solugdes em
ensaios realizados sob condi¢oes de um grama de amostras de solo previamente
esterilizadas e contaminadas com 200 ovos de 7. canis, verificaram que a solu¢do
contendo sulfato de zinco foi a mais eficiente na recuperac¢do de ovos do parasito.
O mesmo foi encontrado por Xavier et al. (2010) que utilizaram solugdes de sulfato
de zinco e nitrato de sodio (d=1,20) em método de centrifugo-flutuacdo para a
recuperagdo de ovos de solo contaminado em laboratério com indculo de 1, 10,
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25, 50, 100 e 200 ovos de Toxocara canis, demonstrando que o sulfato de zinco
recuperou ovos de amostras com um simples ovo.

Ja ométodo de Ruiz etal.(1973), cuja metodologia ¢ baseada na centrifugo-
flutuacdo em solugdo de Sheater, ¢ aplicavel para diagnostico laboratorial como
forma de avaliagdo complementar, como ja ressaltado por Zandona et al. (2003).

De maneira geral, ¢ a densidade de ovos no solo o fator limitante da
efetividade e validade dos testes utilizados na sua recuperagdo (16, 17, 20). Isso
foi constatado no presente estudo com o controle positivo, que obteve, em todos os
métodos utilizados, um percentual entre 80% e 100% de recuperagdo dos ovos de
helmintos (Figura 1), diante do percentual de 14% das amostras coletadas no ambiente.

Os métodos utilizados neste estudo sdo simples e envolvem o uso de
materiais de baixo custo e amplamente disponiveis, portanto podem ser utilizados na
rotina de laboratorio. Métodos com essas caracteristicas sdo apontados por diferentes
autores (16, 17, 19, 25,27, 36, 37) como preferiveis em relagio a outros que, embora
eventualmente se revelem melhores, envolvam equipamentos de custo elevado e/
ou consumam muito tempo em sua realiza¢do, o que dificulta sua adogdo na rotina.
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