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RESUMO
As parasitoses intestinais sdo um agravo a Saude Publica mundial, sobretudo na populagéo
infantojuvenil localizada em regides tropicais e equatorial em condic¢des de vulnerabilidade.
Para o diagndstico laboratorial dos patogenos destas afecgdes, por praticidade e baixo custo é
preconizado o Exame Parasitologico de Fezes (EPF), que apresenta de baixa a moderada
sensibilidade diagndstica e carece de aperfeicoamento e inovagdes. A Flotacdo por Ar Dissolvido
(FAD) é um eficiente principio técnico amplamente empregado em outras areas de atuagdo para a
separacdo de sélidos dispersos em meio liquido. O objetivo neste estudo foi desenvolver e
validar em pesquisa intralaboratorial um novo procedimento técnico de deteccdo parasitaria
intestinal a partir da adequacao de um prototipo de FAD. As amostras fecais foram colhidas
de 500 pacientes das Unidades Basicas de Satde (UBS) da cidade de Campinas — SP e triadas
por exame direto. As amostras positivas foram transferidas e processadas com o uso do kit
laboratorial TF-Test. O sedimento resultante neste processamento foi dividido em trés tubos
de ensaio para triplicata de testes de FAD. O prot6tipo inicial de FAD foi avaliado quanto aos
parametros de: a) surfactantes/concentrac@es b) fracdo volumétrica saturada c) dispositivo de
agulha e d) coluna de flotagdo, em relacdo ao percentual de parasitos recuperados em
contetudo flotado e ndo flotado. A flotacdo por interacdo superficial entre microbolhas e as
espécies de parasitos estudadas foi comprovada com o registro de imagens por
estereomicroscopio e camera digital de alta resolucdo nos ensaios de FAD. O protocolo
operacional final foi comparado com a técnica de TF-Test conforme a concordancia de
resultados (Padrdo Ouro), por meio de avaliacdo estatistica de sensibilidade, especificidade e
concordancia Kappa. O surfactante CTAB 10% foi mais efetivo na flotacdo e concentracdo
média (78.1%) de parasitos no contetudo flotado, apesar de uma baixa recuperacdo de cistos
de Giardia duodenalis (48%) quando comparado ao percentual de cistos (71.1%) obtido no
contelldo ndo flotado com surfactante SDS 15%. A taxa de 10% de volume saturado
demonstrou regularidade e maior (80%) recuperacdo parasitaria com o uso de CTAB 10%. As
alteracOes técnicas referentes a inclusdo do dispositivo de agulha na inser¢do de microbolhas
e diminuicdo de dimensional da coluna de flotacdo ndo apresentaram diferenca estatistica na
recuperacdo parasitaria. Os indices de sensibilidade, especificidade, acuracia e concordancia
kappa apresentados pelo protocolo técnico FAD foram de 91%, 100%, 93% e Substancial
(k=0.64), respectivamente, proximo aos resultados de 89%, 100%, 92% e Substancial

(k=0.63) obtidos pela técnica de TF-Test. Concluimos que o protocolo técnico de FAD pode



ser aplicado no processamento de amostras fecais no exame laboratorial de rotina,

possibilitando a deteccdo de parasitos intestinais de humanos.

Palavras-chaves: parasitologia; doencas parasitarias; técnicas e procedimentos diagnasticos;
flotacéo.



ABSTRACT
Intestinal parasitoses are a problem to Public Health worldwide, especially in children and
adolescents settled in the tropical and equatorial regions under vulnerable conditions. The
Ova and Parasites Examination (O&P) is the recommended laboratory method for diagnosing
the pathogens of these diseases. It is practical and low cost, but it has low to moderate
diagnostic sensitivity and lacks improvement and innovation. The Dissolved Air Flotation
(DAF) is an efficient technical principle widely used in other areas, such as separating
dispersed solids in liquid media. The aim in this study was to develop and validate in
intralaboratory study a new technical procedure for intestinal parasites detection based on the
adequacy of a DAF prototype. The fecal samples were collected from 500 patients at the basic
health unit in Campinas — SP, and screened by direct smear examination. The positive
samples were processed with the TF-Test laboratory kit. The sediment resulting from this
processing was divided into three test tubes for triplicate tests using the DAF. We evaluated
the initial DAF prototype regarding the percentage of recovered parasites in floated and non-
floated content under the following parameters: a) surfactants/concentrations, b) saturated
volume fraction, c) needle device and, d) flotation column. In the DAF tests, we obtained
images from the surface interaction between microbubbles and the parasite species with a
stereomicroscope and a high-resolution digital camera. The DAF final operational protocol
was compared with the TF-Test technigue according to the results' agreement (Gold Standard)
by a statistical evaluation of sensitivity, specificity, and Kappa index agreement. The CTAB,
10% surfactant, was more effective to concentrate parasites in the floated content (78.1%),
despite a low recovery of Giardia duodenalis cysts (48%) when compared to the percentage
of cysts (71.1%) obtained in the non-floated content with SDS 15% surfactant. The 10%
saturated volume rate showed regularity and greater (80%) parasitic recovery using CTAB
10%. The technical changes regarding the inclusion of the needle device for microbubbles
generation and dimensional reduction of the flotation column did not show any statistical
difference in the parasite recovery. The sensitivity, specificity, accuracy, and kappa
agreement indices obtained by the DAF technical protocol were 91%, 100%, 93%, and
Substantial (k=0.64), respectively, close to results of 89%, 100%, 92 %, and Substantial
(k=0.63) obtained by the TF-Test technique. We conclude that the DAF principle can be
applied in processing fecal samples in laboratory practice, enabling the detection of intestinal

parasites in humans.



Keywords: parasitology; parasitic diseases; diagnostic techniques and procedures; flotation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Parasitoses intestinais e dificuldades diagnosticas

As parasitoses intestinais (sinonimia, enteroparasitoses) sdo um agravo a Saude
Pablica em todo o mundo, sobretudo na populagdo infantojuvenil localizada em regides
tropicais e equatorial em condigdes de wvulnerabilidade (1). Os agentes etioldgicos
relacionados as enteroparasitoses sdo aqueles que em alguma fase do seu ciclo evolutivo

utilizam o trato digestorio do hospedeiro vertebrado (2).

Os parasitos intestinais de seres humanos pertencem a dois grandes Reinos: o
reino Protista (protozoarios), e Animalia (helmintos). Os protozoarios sdo seres unicelulares
com variadas caracteristicas morfolégicas estruturais e ciclo de vida, no qual algumas espécies
de parasitos intestinais estdo classificadas nos grupos taxonémicos dos Flagelados, Amebas,
Ciliados e Esporozoarios. Os helmintos sdo organismos multicelulares e estdo distribuidos nos
filos Platelmintos com individuos das classes Cestoidea e Trematoda e no filo Nematelmintos
com individuos da classe Nematoda. A Figura 1 apresentada as principais espécies de

protozoarios e helmintos intestinais mais prevalentes no Brasil.

Figura 1 — Estruturas parasitarias intestinais humanas: Helmintos (A) Taenia spp.; (B)
Hymenolepis nana; (C) Trichuris trichiura; (D) Enterobius vermicularis; (E) Hymenolepis
diminuta; (F) Ancilostomideo; (G) Ascaris lumbricoides; (H) larva rabditoide de
Strongyloides stercoralis; (I) Schistosoma mansoni; Protozoarios (J) forma vacuolar de

Blastocystis hominis; (L) lodamoeba butschlii; (M) Endolimax nana; (N); Entamoeba coli;
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(O) Giardia duodenalis; (P) Entamoeba histolytica / E. dispar (Fonte: Laboratory of Image
Data Science — LIDS - Instituto de Computagdo da UNICAMP).

Diversos fatores ambientais, biologicos e sociais estdo envolvidos na dindmica do
parasitismo, nos quais afetam os indices epidemioldgicos populacionais. Por exemplo, em
paises de clima tropical onde apresentam altas taxas de pluviosidade, umidade relativa e
temperatura favorecem a manutencdo e transmissdo das formas parasitarias resistentes (3). A
contaminacdo ambiental do solo, de cursos d’agua e de alimentos, aliados a presenca de
individuos susceptiveis e a capacidade de evolugdo das larvas e ovos de helmintos e cistos,
oocistos e esporos de protozoarios séo fatores intrinsecamente envolvidos na infecgdo (4). Os
parasitos intestinais tém uma extensa distribuicdo geografica (cosmopolita). No entanto, séo
0s paises tropicais em desenvolvimento que apresentam aspectos preponderantes para a
disseminacdo destes agentes etioldgicos (3). Porém, as regibes carentes de recursos
socioecondémicos, negligenciadas em muitas vezes pelas politicas puablicas de saude,
caracterizadas por vulnerabilidade e desigualdade social, propiciam endemias e a
reemergéncia de espécies de parasitos intestinais oportunistas (4,5).

As infe¢bes por agentes entéricos podem propiciar quadros anémicos, dores
abdominais, perda de peso, desnutricdo, diarreia, dentre outras manifestacfes inespecificas
que podem também estar presentes em casos de infeccOes virais e bacterianas. O agravamento
destas enfermidades depende da intensidade da infeccdo, em que fase a mesma se encontra
(crénica ou aguda, por exemplo) no momento do tratamento e o estado imunoldgico da pessoa
infectada, especialmente ao se tratar da populacional infantojuvenil (6,7). Sendo a
sintomatologia clinica das parasitoses intestinais variavel e inespecifica e em muitos casos
assintomaticas, ndo é recomendavel a utilizacdo de somente o diagndstico clinico destas
disfuncgdes, por nao ser conclusiva esta modalidade de diagnose (8,9).

O exame laboratorial busca evidenciar a presenca das formas evolutivas do agente
etiologico por meio do Exame Parasitoldgico das Fezes (EPF) (2). Neste contexto, se torna
indispensavel para o diagndstico definitivo como por meio da visualizagdo por microscopia
Optica dos cistos, trofozoitos, oocistos e esporos de protozoarios, ou ovos e larvas de
helmintos. O método de diagndstico molecular detecta parte do material genético DNA
(DeoxyriboNucleic Acid) ou RNA (RiboNucleic Acid) dos parasitos em amostra bioldgica e

apresenta alta (90% - 100%) sensibilidade e precisdo diagnéstica. Ao se tratar de uma rotina
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laboratorial, a analise molecular para detectar parasitos intestinais € mais custosa e laboriosa
quando comparado com a microscopia convencional, por exemplo (11,12). Os métodos de
imunodiagndstico detectam a presenca de antigenos ou anticorpos. Contudo, esta modalidade
diagnostica pode resultar em exames falso-positivos ou falso-negativos, seja pela detecgéo de
anticorpos de infeccOes tardias, por reagdes cruzadas ou auséncia de resposta imunolégica
contra antigenos parasitarios (13,14). Porém, estes métodos sdo ferramentas fundamentais
para fins mais especificos, por exemplo, para a diferenciacdo de espécies ou para finalidade
de pesquisa (8,15).

Com as analises laboratoriais disponiveis, 0 EPF é o procedimento técnico de
menor custo operacional, com moderadas sensibilidade e especificidade (16), e com isso é
recomendado pela Organizagdo Mundial de Sadde (OMS, em inglés, World Health
Organization - WHOQO) para as realizacBes de inquéritos epidemiolégicos em programas
governamentais (17,18). Em caso de baixas intensidades de infec¢do, a acuracia deste exame
pode ser aumentada pela adogdo de procedimentos técnicos de recuperagdo parasitaria com a
eliminacdo de grande parte dos detritos fecais (19,20). Na inten¢do de se obter as estruturas
parasitarias para o exame fecal, diversas técnicas foram desenvolvidas baseadas em principios

técnicos de separacdo de meios sélidos e liquidos (3).

Cinco principios técnicos sdo adotados no processamento laboratorial do EPF,
seja por uso de técnicas convencionais e/ou kits comerciais, tais como: a) sedimentacéao-
espontanea (21,22); b) flutuacdo-espontanea (23,24); c¢) centrifugo-flutuacdo (25,26); d)
centrifugo- sedimentacdo (9,27-29); e) termohidrotropismo positivo de larvas de nematoides
(30-32). Porém, estes principios de separacdo apresentam limitacdes de ordem fisica e
biolégica como excesso de artefatos em esfregaco fecal de lamina de microscopia; restrita
abrangéncia diagndstica de espécies parasitarias; uso excessivo de reagentes quimicos nocivos
a salde humana e ao meio ambiente; e uso de solucdes de alta densidade que proporcionam a
alteracdo morfologica das diversas estruturas parasitarias eliminadas nas fezes, como
observado na Figura 2 (19,33-35). Estas particularidades podem reduzir a sensibilidade e
acuracia das técnicas convencionais, e por consequéncia afetam a eficacia diagndstica do EPF
(36,37). Neste sentido, torna-se necesséria a avaliacdo e o desenvolvimento de novos
principios técnicos mais abrangentes as diversas espécies parasitarias intestinais, que
promovam a eliminacdo de impurezas fecais e alta concentracdo das espécimes

morfologicamente intactas.
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Figura 2 — Fotomicroscopia éptica de (A - B) deformacao morfolégica de cisto de E. coli, (C)
ovo de S. mansoni e (D) ovo de H. nana ap6s 30 minutos de exposicao a solucdo saturada de
sulfato de zinco (1.18 g/ml). Fonte: Rosa et al. (2019) (35).

Diante da melhoria histdrica no indice de Desenvolvimento Humano (IDH), das
condicBes de saneamento bésico, educacdo ambiental e programas de controle e tratamento
medicamentoso da populacdo em geral e 0 processo adaptativo das espécies parasitarias a
estas novas condigdes ambientais pode ter ocasionado na reducdo da intensidade de infeccéo
parasitaria nas populagdes. Este processo adaptativo, provavelmente, pode ter proporcionado a
perda de sensibilidade das técnicas convencionais, sobretudo, por terem sido desenvolvidas
em anos remotos (8,39). Em virtude destas deficiéncias apresentadas no EPF, Rey (3)
recomenda a aplicacdo simultanea de trés técnicas de concentracdo parasitaria ao exame.
Entretanto, esta aplicagdo se torna impraticavel em uma rotina laboratorial devido ao alto
custo, tempo de execucdo, aumento na leitura de laminas que repercutiria no cansago do
profissional de microscopia e consequentemente em possiveis erros de identificacdo
parasitaria (9,15).

A espécie Giardia duodenalis, por exemplo, pode apresentar inconstancia na
eliminacdo de suas estruturas nas fezes (40). Com isso, recomenda-se que faca a coleta de no
minimo trés amostras fecais em dias alternativos para a analise, de modo que aumente a
sensibilidade do exame e ndo resulte em falso-negativo (2,8,40). A técnica parasitolégica
convencional de TF-Test, ou Three Fecal Test, possibilita a triplice colheita de amostras
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fecais obtidas em dias alternados com o processamento laboratorial por meio do principio de
concentracdo de centrifugo-sedimentacdo, favorecendo o diagndstico (8,9,36,37,41). Ao
longo do tempo varias alteracbes procedimentais para o aprimoramento das técnicas
convencionais e Kits comerciais foram desenvolvidos para aumentar a sensibilidade desse
diagndstico, porém, este exame ainda deixa a desejar em eficiéncia (8,15,20).

Além dos avangos nas técnicas utilizadas no processamento de amostras fecais
incorporadas no EPF, estudos recentes com enfoque em andlises de imagens demonstram as
sensibilidades de 85% a 98.2% na deteccédo de parasitos em fotomicrografias por meio do uso
de algoritmos computacionais (42—44). Nos estudos de Osaku et al. e Suzuki et al., extensas
bases de dados de imagens foram utilizadas para desenvolver técnicas de “machine learning”
com o intuito de segmentar, classificar e identificar estruturas de parasitos em imagens
(43,44). No sentido da automatizacdo na diagnose de parasitos intestinais, esforcos sdo
implementados no desenvolvimento e validacdo do sistema Diagnostico Automatizado de
Parasitos Intestinais (DAPI) que é uma promissora inovacao cientifica-tecnolégica no campo
da Parasitologia Clinica (45).

Em vista do exposto, para o desenvolvimento e validacdo de novos procedimentos
técnicos com enriquecimento parasitario, eliminacdo de impurezas e manutencdo da
integridade parasitaria é necessaria a inovacdo cientifica para a melhoria da sensibilidade
diagndstica no EPF.

1.2 As parasitoses intestinais na infancia e adolescéncia

As infecgbes ocasionadas por parasitos intestinais constituem como um dos
principais fatores de comorbidades e podem causar graves problemas a satde humana (3). Os
sintomas e sinais clinicos mais comuns de um individuo infectado incluem ma absorcédo de
nutrientes, dor abdominal, diarreia que pode variar de quadro agudo a crbnico, anemia,
desnutricdo, distdrbio de crescimento, além de alteragdes na funcdo cognitiva (7). Estas
patologias ocorrem particularmente em criangas e adolescentes, devido a falta de higiene,
desnutricdo moderada e ao seu sistema imunoldgico imaturo (41,46). As parasitoses
intestinais podem acometer a funcionalidade de 6rgdos e a intensidade parasitéria da infeccéo
pode agravar o quadro clinico e levar ao Obito individuos com o sistema imune em

desenvolvimento (47,48).
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Criangas e adolescentes que habitam regides com auséncia ou precario
saneamento bésico, falta de educacdo sanitaria e ambiental, adensamento populacional e
praticas inadequadas de higiene pessoal, fazem parte do puablico vulneravel as infec¢bes
oportunistas (4,41). Na infancia as criancas ficam expostas ao primeiro contato com 0s
agentes infecciosos, como também a resposta imune inata ndo se apresenta eficiente contra os
parasitos intestinais (49). Por isso, deve-se dar uma maior atencdo a populagdo infantil de
maneira a diagnosticar precocemente as infecc@es nesta fase da vida.

Anualmente, a WHO despende esforcos em programas de controle de helmintos
em criancas e adolescentes em idade escolar (50). Esta mesma Organizacdo faz um
acompanhamento anual fornecendo o tratamento quimioterapico por meio da administracdo
oral de Albendazol e Mebendazol (principio ativo, antihelmintico) as criancas e adolescentes
de um a quatorze anos de idade em regifes hiperendemicas para estes agentes infecciosos
(1,50). A diarreia € preocupante ao se tratar do publico infantojuvenil, e continua a ser uma
das principais causas de morbidade e mortalidade em criangas com menos de cinco anos de
idade (51). Quase uma em cada cinco mortes de criancas é devido a diarreia, levando cerca de
760.000 destes jovens a morte por ano no mundo (1). Os protozoarios habitantes do Iumen
intestinal (G. duodenalis, Entamoeba histolytica e Cryptosporidium spp., por exemplo) sdo
uns dos principais agentes etiol6gicos que proporcionam a diarreia aguda infantil (51).
Associada a essa anormalidade gastrointestinal que afeta significantemente o estado
nutricional, estudos mostram o prejuizo no desenvolvimento fisico e cognitivo, e bem como o
impacto no desempenho escolar (52,53).

No relatério do Programa de controle das geohelmintiases (Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura e Ancilostomideos) e esquistossomiase (Schistosoma mansoni), a WHO
(50) estimou existir cerca de dois bilhdes de pessoas infectadas por estes agentes parasitarios,
sendo 610 milhdes relacionados com criangas em idade escolar (4 a 14 anos de idade). As
geohelmintiases estdo amplamente distribuidas em regiGes tropicais e subtropicais (Figura 3).
Em contraste, a esquistossomiase ocorre muito mais focalmente, dependendo das condi¢bes
ambientais locais e na presenga de agua e de um hospedeiro intermediario (caramujo do
género Biomphalaria) (54). Nessa perspectiva, sdo tracadas metas anuais no sentido de dar
maior atencdo & populacédo infantil, mediante educacdo sanitéria e ambiental (higienizacdo
pessoal), diagnostico laboratorial efetivo de larga escala, e tratamento quimioterapico
preventivo e especifico para estas doencas negligenciadas elencadas pela WHO (54).
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Figure 3 — Distribuicdo global de geohelmintiases. Proporcdo de criangas que necessitam de

quimioterapia preventiva em cada pais. Fonte: adaptado de WHO (1).

Apesar do tratamento preventivo em massa na populacdo ser uma medida de
controle de epidemias, a medicacdo em pessoas ndo infectadas (ou ndo diagnosticadas) se
torna um gasto desnecessario (55). Além disso € importante se atentar que 0 uso
descontrolado e inespecifico dos anti-helminticos pode originar variantes génicas de parasitos
resistentes aos farmacos usuais, como ocorre em espécies parasitarias de humanos e animais
(56). Este cenario justifica a necessidade de um amplo diagnostico frequente nestas
populacBes que englobe a maior parte das espécies em um Unico exame (15).

A ocorréncia das parasitoses intestinais em criangas e adolescentes €
constantemente relatada em estudos em diversas partes do mundo. No Brasil, estas parasitoses
ainda sdo comuns, resultando em elevadas taxas de morbidade na populacdo humana,
sobretudo em idade escolar (8,36,41). Em um estudo de revisdo bibliografica, Melo et al.
(2010) observaram que a ocorréncia de parasitos intestinais variou entre 31 a 67% em
escolares da regido sudeste do Brasil (49). Entretanto, em regides como a Africa, Asia,
América do Sul e Central, sob condi¢cBes socioambientais propicias a disseminacdo de
parasitos intestinais em populacdo vulnerdvel, a prevaléncia destas doencas pode estar
subestimada, onde pode exceder o indice de 80% (41,50,52). Diante desta realidade

epidémica das parasitoses intestinais, torna-se cada vez mais necessario o desenvolvimento e
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uso de novas abordagens técnicas no diagndstico destas enfermidades com maior eficiéncia e

abrangéncia diagndstica.

1.3 A Flotacéo por Ar Dissolvido e suas perspectivas

A Flotacdo por Ar Dissolvido (FAD) é um procedimento técnico desenvolvido e
aplicado a partir de um principio de separagdo sélidos suspensos em meio liquido (57). Este
processo de separacdo ocorre com a saturacdo de gases em um meio liquido e a posterior
despressurizacdo de agua saturada de ar (> 1atm) com a formacéo de microbolhas de ar. Estas
microbolhas, em contato e adesdo com uma particula formam um agregado (particula-
microbolha) de baixa densidade, submetido a uma forca de empuxo que promove sua
elevacdo para a camada sobrenadante para uma posterior separacdo mecanica (58).

Este principio técnico vem sendo utilizado com o intuito de purificacdo de
espécies minerais, e a partir da década de 60 foi introduzido como alternativa no processo de
clarificagdo no tratamento de aguas residuais em Estacdes de Tratamento de Agua (ETA)
(59). O Sistema de FAD normalmente consiste de um compressor de ar que fornece ar
pressurizado para uma camara de saturacdo conectada a uma coluna de flotacdo (Figura 4).
Atualmente este principio técnico é objeto de estudos em diversas areas de aplicagdo, por
exemplo: tratamento de efluentes de industria téxtil, tratamento de despejos liquidos
industriais provenientes de laticinios, tratamento de fibras geradas no processo produtivo
industrial de papel, tratamento de derivados da &rea petrogquimica, recuperacdo de ions

precipitados, e recuperacao de algas (60,61).

[ Manométro
4 F— Valvula de Alivio

Coluna de
Flotacao =

——— Camera de Saturacao

|
Valvula de liquido saturado|
Ar comprimido

—=«— Agua

(Compressor)

Figura 4 — Esquema ilustrativo de Unidade de flotagdo de bancada. Fonte: adaptado de Reali
et al. (2001) (62).
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Os fatores fisico-quimicos como as condic¢des hidrodindmicas quanto a pressdo
fornecida no sistema, as dimensdes das microbolhas e particulas, a ocorréncia de turbuléncia
interna na coluna de flotacéo e a configuracdo da zona de contato, volume de liquido saturado
e 0 tempo de coleta podem influenciar significativamente na eficiéncia de flotacdo (63,64). Os
parametros que normalmente avaliam a efetiva adesdo entre particula e microbolha sdo
medidos pelo dngulo (0) de contato formado entre os vértices da interface (solido-gas), como
também pelo potencial zeta ({) que se refere a carga superficial (eletrostatica) das interfaces
gés-liquido e sélido-liquido. De modo que, quanto maior o &ngulo de contato formado entre o
agregado mais hidrofobica € a particula, e quanto menor sdo as forcas eletrocinéticas de
repulsdo entre o agregado, maiores sdo as forcas de interacdo e adesdo (58). O valor de
potencial zeta de microbolhas em diferentes condigdes de pH (potencial hidrogenionico),
mostra valores negativos em pH normal (65,66). Em geral, a maioria dos compostos
organicos, contetdos celulares e microrganismos, por exemplo, em condic¢des proximas da
neutralidade (pH 6 a 8) apresentam potencial zeta entre -14 e -30 mV (67).

O procedimento de FAD pode ser feito com o uso de surfactantes que atuam como
reagentes coletores quimicos ndo danosos (Figura 5), utilizados para refor¢ar a interacdo da
superficie entre particula-microbolha. Reagentes organicos e inorganicos sdo utilizados na
flotacdo para a adsorcdo nas interfaces (65). Os reagentes utilizados além de reforcar a
interacdo eletroquimica com a formacdo de agregados de alta carga i6nica e neutralizando as
forgas repulsivas, também diminuem a tensdo superficial das microbolhas no qual favorece

uma adesdo mais estavel entre a microbolha e particula (63,68).



22

Figura 5 — Mecanismos de atuacdo de surfactante. (A) Modificador da superficie da bolha
(cinza) para acdo eletrostatica. (B) Modificador da superficie da parasitos alvo para agédo
hidrofobica. Fonte: adaptado de Henderson et al. (2009) (69).

Conforme anélises de Plummer et al. (70) com o intuito de purificar a agua em
estacOes de tratamento foi observada a remocdo de cistos de G. duodenalis e oocistos de
Cryptosporidium spp. pela FAD, apresentando ser mais eficiente do que o procedimento
laboratorial de sedimentacdo-espontanea usado no setor ambiental (71). Além destes relatos,
o sistema de FAD é utilizado na recuperacdo de algas, lodo e outros organismos que possuem
estruturas celulares similares as estruturas parasitarias (60,72,73). A FAD é um procedimento
técnico que pode ser aproveitado em diversas linhas de atuagcdo que tém como abordagem a

recuperagéo de estruturas de interesse.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Nosso objetivo neste estudo foi viabilizar, desenvolver, avaliar e validar em
laboratério um novo procedimento técnico de recuperacdo e deteccdo de parasitos intestinais,
por meio da adequacdo de Flotacdo por Ar Dissolvido (FAD), adaptando-o para 0 exame
parasitoldgico das fezes humanas.

2.2 Objetivos Especificos

- Obter amostras fecais para triagem das espécies parasitarias intestinais
representativas por intermédio do Secretaria de Saide e Laboratorio municipal de Campinas;

- Determinar entre dois surfactantes suas concentracdes 6timas na recuperacao de
parasitos;

- Confirmar por registro de imagens as dimensdes das microbolhas e sua interacao
de contato com espécies parasitarias intestinais;

- Avaliar a média percentual de recuperacdo de estruturas parasitarias (média de
larvas-ovos-cistos por lamina) em diferentes condicdes dos pardmetros de: a)
surfactantes/concentracfes b) fracdo volumétrica saturada c) dispositivo de despressurizacdo
por agulha e d) colunas de flotagdo no dispositivo de FAD,;

- Definir os valores Otimos dos parametros avaliados para padronizacdo do
principio técnico de concentracdo de parasitos intestinais com o uso da FAD;

- Validar um protocolo técnico operacional de FAD, a partir da analise estatistica

ndo parametrica de sensibilidade, especificidade, concordancia e classificacdo Kappa (k).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi executado e recebeu os apoios irrestritos do Programa de Pds-
Graduacao em Saude da Crianca e do Adolescente da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM),
“Laboratory of Image Data Science” (LIDS) do Instituto de Computacdo (IC) e do
Laboratdrio de Fisico-Quimica do Instituto de Quimica (IQ) pertencentes a Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), tendo assim uma perspectiva multidisciplinar com apoio

estrutural e técnico-cientifico que amparou todas as etapas da pesquisa.

3.1. Amostragem

Para a aquisicdo do material bioldgico (amostra fecal) desta pesquisa, foi
realizado conforme autorizacdo prévia dos responsaveis pelas instituicdes proponentes
UNICAMP e Secretaria Municipal de Saude da cidade de Campinas - SP. Para a concessao
deste material o protocolo de Bioética em Pesquisa foi seguido estritamente e aprovado pelo
Comité de Etica da Pro-Reitoria de Pesquisa da UNICAMP sob o parecer de nimero
2.467.727 (CAAE 79823117.7.0000.5404 92 http://plataformabrasil.saude.gov.br) (Anexo).

Um total de 500 amostras foram colhidas para atender a demanda de testes do
estudo. As colheitas de campo ocorreram com uso de frasco coletor apropriado (capacidade
100mL) contendo 5mL de liquido preservador a base de solucdo de formalina tamponada a
7,2%. Em laboratério, as amostras foram previamente homogeneizadas e transferidas
uniformemente para quatro (4) kits da técnica convencional de TF-Test (Figura 6),
adicionado o volume de 500 puL com pipeta Pasteur aos tubos coletores do kit TF-Test. As
quatro amostras foram processadas pela técnica convencional de TF-Test (9), e 0s materiais
obtidos foram separados como: uma (1) amostra controle (sem processamento pela FAD); e,

trés (3) amostras para processamentos em ensaios pela FAD (triplicata).


http://plataformabrasil.saude.gov.br/
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Figura 6 — Kit detalhado que faz constituir parte da técnica parasitoldgica de TF-Test.
(Imagem: cortesia projeto FAPESP, Proc. N. 99/06228-4).

3.2. Unidade prototipica de FAD

Em um estudo piloto viabilizamos e desenvolvemos este protétipo de unidade de
teste FAD por meio de experimentos laboratoriais. Para que esta unidade de FAD atendesse as
configuracBes de dimensional compacto para bancada laboratorial e facil manuseio,
elaboramos por meio de designer e fabricacdo industrial o protétipo inicial a seguir.

O sistema prototipo inicial de testes de FAD possui 0s seguintes componentes:

a) Equipamento cdmara de saturacdo (Ethik Technology - modelo Jartest 218-
3LDB): Consiste em um tubo de acrilico cilindrico vedado nas suas extremidades por chapas
de aluminio rosqueadas por quatro barras de ferro (fechamento hermético). Este equipamento
tem capacidade para 500 mililitros de agua e resistente a pressao interna de até 8 bar.

b) Coluna de flotacdo: Composta por um tubo de acrilico cilindrico acoplado em
uma base de polipropileno que contém uma conexdo tipo agulha de insercdo de liquido
pressurizado e uma conexao tipo esfera para o esvaziamento da coluna (Figura 7), e

c) Equipamento compressor de ar marca Biomec (modelo BCP390/SCN): Fornece
ar comprimido com vazdo maxima de 39 L/min, poténcia motor de 90W e pressao maxima de
8 bar/114psi, com conducdo de ar comprimido via tubos de poliuretano 0,75 mm de

espessura.
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Figura 7 — Unidade prototipica compacta do sistema de Flotacdo por Ar Dissolvido (Fonte
LIDS do IC - UNICAMP).

No decorrer dos experimentos e com o tempo de uso, este protétipo foi avaliado
quanto sua durabilidade, observadas as caracteristicas de seguranca, baixa emissao de ruido e

resisténcia ao uso continuo, com a possibilidade de alteracdo nos componentes.

3.3. Interacdo microbolha-parasitos
A captura de imagens durante a flotacdo do material fecal foi realizada com o

auxilio de estereomicroscopio para permitir o registro e caracterizacdo do processo de adesao

entre microbolha e parasito. O sistema de aquisi¢do de imagens consistiu de um equipamento
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estereomicroscopio da marca Olympus SZX 16, base SZ2-STU2 Universal Stand com rotacao
de 360° e cAmera digital Olympus DP 74 de alta resolucdo e ampliacdo de imagem (Figura 8).

As amostras triadas pelo método de esfregaco direto em lamina de microscopia e
com resultado positivo foram transferidas aos tubos coletores TF-Test e previamente
processadas pela técnica de TF-Test convencional. O sedimento obtido por este
processamento foi submetido ao procedimento de FAD conforme descrito na etapa seguinte

(topico 3.4) de ensaios de flotacao.

Figura 8 — Estereomicroscépio preparado para captura de imagens e video do interior da
coluna de flotagdo. (Fonte: LIDS do IC - UNICAMP).

A captura de imagens das microbolhas geradas pelo sistema de FAD possibilitou a
medicdo do didmetro (&) das microbolhas com mensuracdo pelo software computacional
CellSens®. A distribuicio destas medidas e mediana dos didmetros foi comparada entre as

variaveis de uso de surfactantes cationico, aniénico e sem surfactante na cAmara de saturagéo.

3.4. Ensaios de flotacdo e avaliacdes de recuperacdo parasitaria

Nos ensaios de FAD utilizamos 0s seguintes pardmetros iniciais para a preparacao
do sistema: pH 7 - 7,2; temperatura 20 ° - 26 ° C; pressdo - 5 bar; tempo de saturacdo - 15
minutos; e, taxa de volume liquido saturado - 10%. A camara de saturacdo foi preenchida até
o volume de 500 mL de agua tratada e submetida a saturacdo constante de ar por 15 minutos.

O material bioldgico triado pelo método de esfregaco direto em lamina de

microscopia foi transferido em 500 pL em cada um dos trés tubos de colheita do kit
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parasitologico TF-Test. A filtragem da amostra foi realizada a partir do protocolo operacional
da técnica de TF-Test, disponivel no site do fabricante BioBrasil Biotecnologia (https://bio-
brasil.com/tf-test/), contudo ndo aplicamos acetato de etila e detergente neutro nesta etapa. O
sedimento obtido por este processamento foi diluido em agua tratada em Osmose Reversa
para obter uma suspensao fecal total de 10 mL em tubo de ensaio. Esta suspenséo fecal foi
homogeneizada em agitador tipo Vortex por 30 segundos. A coluna de flotagdo foi preenchida
por agua tratada até um nivel desejavel para uma determinada taxa liquido saturado. Com o
auxilio de pipeta plastica descartavel tipo Pasteur, a amostra foi transferida a partir da metade
inferior da coluna. Em seguida, a coluna foi acionada pela valvula de despressurizacdo e o
material suspenso foi capturado por meio de processos fisico-quimicos de adesdo e elevacao
das microbolhas até uma camada sobrenadante. Por meio de pipetagem, o material flotado
referente a 10 mL de suspensao contido na parte superior da coluna de flotacéo foi transferido
para um tubo de ensaio e centrifugado a 500 g por dois minutos. A suspensdo nao flotada
(volume de 40 mL) foi obtida por meio de uma valvula de esvaziamento localizada na parte
inferior da coluna de flotacdo, e a seguir, centrifugada a 500 g por dois minutos. O volume de
50 pL de sedimento do material centrifugado obtido pelos dois processos (flotado e néo
flotado) foi condicionado na preparacdo das laminas de microscopia. Todas as etapas do
processo supracitado estdo demonstradas em imagem do Apéndice 1.

Na preparacéo do esfregaco fecal em lamina e laminula, foram adicionados 50 pL
de agua tratada e 50 pL de solugdo corante de Lugol para observacdo em microscopio optico
de luz convencional Olympus (modelo CX31), com captura de imagem por camera digital
Olympus (modelo SC100). Em cada leitura, ovos e larvas de helmintos observados foram
quantificados com contador manual por meio da varredura completa da laminula (24x24mm),
em um total de vinte laminas de microscopia (sedimento flotado = 10 laminas, e sedimento
ndo flotado = 10 laminas). Para estimar a concentracdo de protozoarios recuperados pelos
testes, uma média de cistos por campo visual foi determinada por leitura de cinco campos
centrais em cada lamina (Figura 9), como adaptacdo do método que estima a concentracdo

destes organismos na lamina de microscopia (19,29).
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Figura 9 — Esquema de lamina de microscopia para leitura e registro de nimero médio de

protozoarios (Giardia spp.)

por campo visual.

Nos ensaios experimentais do sistema de FAD avaliamos os parametros de FAD

em relacdo ao numero de parasitos contados presentes no conteudo flotado e ndo flotado,

conforme o fluxograma de experimentos expresso na Figura 10.

Fase - Padronizacio técnica de FAD

Etapas e parametros avaliados

¥

Experimento 1
=1 Reagente e Concentragio —

Adicdo de surfactante

surfactante catidnico-anidnico

Experimento 2

Pressurizar Camara de Saturacido
(5 bar)

Despressurizacido na coluna de
flotacdo

Dimensio de colunas

Sistema de agulha

4

Experimento §
— Coluna de flotagdo —

Definiciio de protocolo da
técnica de FAD

Volumes (50 mL e 10 mL)

— p—
Recuperacdo de parasitos
= Experimento 3 Contagem de cistos, ovos ¢ larvas
Taxa de volume saturado (5%, recuperados e nio recuperados no
- 10% e 20%) ensaio de FAD
Experimento 4
= E—

Figura 10 — Fluxograma de experimentos com os parametros de FAD para padronizacéo de

protocolo técnico de recuperagdo parasitaria para 0 exame parasitologico.
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3.4.1. Experimento 1 (Teste de Surfactantes/Concentragéo)

Nas primeiras avaliagdes foram selecionados dois tipos de surfactantes (aniénico e
catidnico) para alteracdo de carga superficial das microbolhas. Os surfactantes preparados
para avaliacdo de recuperacdo de parasitos pela FAD foram o aniénico Dodecil Sulfato de
Sédio (SDS) (C12H2sNaO4S) (Concentragdo Micelar Critica: 8 — 8,2 mM) e o catidnico
Brometo de Hexadeciltrimetilaménio (CTAB) (CHs(CH2)1s N(CHs)3Br) (Concentracdo
Micelar Critica: 0.9 — 1 mM) (Figura 11) (74). Trés concentracdes de SDS 1%, 10% e 15% e
CTAB 1%, 5% e 10% foram preparadas para posterior diluicdo na agua na camara de
saturacdo na propor¢do de 500 mL de &gua para 2,5 mL de surfactante, de maneira a atingir as
concentragdes finais de SDS: 0,005%; 0,05% e 0,075% e CTAB: 0,005%; 0,025% e 0,05%,
respectivamente. Estes valores de concentracdo dos surfactantes foram definidos a partir de
estudos prévios referentes a proporcdo de surfactante utilizado no protocolo operacional do
TF-Test, no qual é utilizada a diluicdo 10.000 : 25 pL de surfactante neutro sem afetar as
estruturas parasitarias deste estudo (8,9). NOs optamos pela atuacdo dos surfactantes como
modificadores diretamente nas microbolhas (Figura 5 A) no sentido de permitir uma interacéo
eletrostéatica e seletiva entre as microbolhas e os parasitos alvos deste estudo. A abordagem de
interacdo hidrofébica com uso de surfactante em todo o material fecal (Figura 5 B) sem
distingdo entre parasitos e ndo parasitos (impurezas fecais) faria com que as microbolhas
aderissem sem seletividade na amostra.

Como estudo piloto, as espécies G. duodenalis, A. lumbricoides e Strongyloides
stercoralis que apresentam diferentes estruturas de eliminacdo nas fezes (cisto, ovo e larva,
respectivamente) foram selecionadas para demonstrar 0 comportamento de
recuperacdo/concentracdo de parasitos no contetdo flotado e ndo flotado da FAD. Amostras
triadas pelo método de esfregaco fecal direto, foram misturadas e separadas igualmente em
tubos de colheita para 12 ensaios teste (triplicatas — Controle, Concentracdo 1, 2 e 3) dos

surfactantes, Figura 11.
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Surfactante Aniénico: Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)

BF +|
)

Surfactante Cationico: Brometo de Hexadeciltrimetilamonio (CTAB)

- - - -
ow g9 e e e
" Ay -

Figura 11 — Estrutura quimica de reagentes e separacao de amostras para triplicatas de testes.

3.4.2. Experimento 2 (Recuperacdo de parasitos)

Esta etapa de ensaios de FAD foi conduzida utilizando a concentracdo dos
surfactantes eleitos com valores 6timos em recuperacao de parasitos no Experimento 1. Tendo
em vista esta condicdo, ensaios em triplicatas para cada espécie detectada na triagem permitiu
avaliar mais sete espécies de parasitos intestinais: Entamoeba coli, Hymenolepis nana,
Enterobius vermicularis, Ancilostomideos, Taenia spp., S. mansoni e T. trichiura. Os testes
com os surfactantes em paralelo com o Controle (sem surfactante) demonstraram a
recuperacdo dos parasitos (flotado e ndo flotado) seguindo o método e pardmetros fixados no
protocolo de ensaios da FAD expresso no topico 3.4.

3.4.3. Experimento 3 (Taxa de volume saturado)

Nesta etapa de experimento avaliamos o percentual de recuperacdo de parasitos
(flotado e ndo flotado) em relacdo ao volume de agua saturada de ar (Taxa de volume
saturado) no interior da coluna de flotagdo. O método e parametros de FAD fixados neste
experimento utilizou o protocolo operacional de ensaios expresso no topico 3.4. O volume de

10% de fracdo saturada (5 mL) nos primeiros registros de recuperacdo foi utilizado como
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resultado Controle para verificar o desempenho de recuperagdo percentual dos parasitos nos
volumes de 5% (2,5 mL) e 20% (10mL) de volume saturado inseridos na coluna de flotacéo.
As amostras triadas foram separadas igualmente em tubos de colheita para os ensaios em

triplicatas para cada parametro avaliado.

3.4.4. Experimento 4 (Teste com sistema de agulha)

A insercdo de microbolhas na base da coluna de flotagdo foi substituida por um
novo dispositivo tipo agulha (Figura 12). Os parametros da FAD neste experimento foram os
previamente fixados no tépico 3.4. A agulha foi inserida no interior da coluna (50 mL) com o
orificio de injecdo no fundo da coluna onde foram inseridas as microbolhas até completar a
coluna. Este novo dispositivo foi avaliado por meio da comparagdo dos primeiros resultados
obtidos pelo protétipo inicial (insercdo na base da coluna) em relacdo ao percentual de

parasitos recuperados (flotado) com o uso de surfactante CTAB 10%.

Figura 12 — Dispositivo em formato de agulha em aco inoxidavel com valvula tipo agulha

para inser¢do de microbolhas no interior da coluna de flotac&o.

3.4.5. Experimento 5 (Volume da coluna de flotagéo)

Neste experimento avaliamos uma nova coluna de flotagdo com volume de 10 mL
(Figura 13) em comparacdo com os resultados de recuperagdo de parasitos (flotado)
registrados com a coluna de 50 mL (Controle) obtidos no Experimento 4. Em ambos os testes
foram aplicados o dispositivo tipo agulha. A coluna de flotagdo com o volume de 10 mL foi

utilizada neste experimento de acordo os parametros da FAD fixados no tdpico 3.4. As
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amostras fecais foram separadas em tubos de colheita para os ensaios em triplicatas para cada

espécie detectada na triagem.

Figura 13 — Modelos de colunas de flotacdo (A) Coluna de 50 mL (B) Colunas de 10 mL.

3.5. Controle de Qualidade e Biosseguranga

Durante a conducdo deste estudo serdo tomados os cuidados que sdo descritos nas
instruces da técnica convencional de TF-Test, para a realizagdo das etapas de colheita,
homogeneizacdo, preservacédo, transporte e processamento laboratorial de amostras fecais, de
acordo com as normas de Controle de Qualidade (CQ) da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Além disso, serdo atentados e obedecidos todos os critérios de
seguranca para a realizacdo de processamento laboratorial das mencionadas técnicas
parasitologicas, como por exemplo, mediante usos de jaleco, luvas descartaveis, 6culos de
protecdo, capela de exaustdo de ar e descarte de materiais solidos e liquidos toxicos
contaminantes em recipientes apropriados, para posterior incineracdo sob controle do Grupo
de Gerenciamento de Residuos (GGR) da Coordenadoria Geral da Universidade (CGU) da

UNICAMP, de modo a respeitar as normas de Biosseguranca e Controle de Qualidade.

3.6. Anadlise estatistica

Os dados foram tabulados para obtencdo das médias de recuperacdo de parasitos
pelo procedimento FAD, amparando-se em nimeros de parasitos flotados e ndo flotados, por
meio da identificagdo em microscopia Optica e contagem manual. Os ensaios de FAD foram
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feitos em triplicata para obtencdo de média e desvio padrdo do numero de parasitos
recuperados. Os resultados das médias percentuais de parasitos recuperados na regido flotada
nos ensaios Controle foram comparadas com 0s ensaios Testes por meio do teste paramétrico
bilateral t de Student com intervalo de confianca de 95%.

Para a validagéo laboratorial (intralaboratorial) amostras triadas pelo exame direto
foram utilizadas na aplica¢do simultanea da técnica TF-Test Conventional (9) e do protocolo
técnico com a FAD ap0s padronizacdo dos parametros 6timos obtidos em fase experimental.
A somatoria dos resultados positivos obtidos pelo exame direto, técnica de TF-Test e
protocolo operacional do sistema de FAD foi registrada como resultado Gold Standard
(Padrédo Ouro). Estes resultados foram comparados de maneira a avaliar a sensibilidade
(75,76), especificidade (77), concordancia Kappa (k) (78) e suas classificacdes como: Quase
Perfeita, Substancial, Moderada, Fraca e Pobre (75,76,79) O software utilizado para as
avaliagOes estatisticas foi o BioEstat 5.3, versdo Windows® 8. Para a avaliacio comparativa de
protocolos técnicos de TF-Test e FAD, as amostras processadas por ambas as técnicas foram

avaliadas as cegas por dois avaliadores especialistas em diagnostico de parasitos intestinais.
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4. RESULTADOS

4.1. Prototipo de testes laboratoriais de FAD

Nas primeiras avaliagdes para com o prototipo de FAD verificamos a atuacdo do
motor de compressdo de ar com 85 Watts (W) de poténcia e vazdo de ar de 19 L/min. Este
componente ndo resistiu em manter compressdo da camara de saturacdo em uma pressao
constante de 5 bar. No entanto, com a aplicagcdo de um motor de compressdo de ar com 90 W
de poténcia, observamos que sua capacidade de vazdo volumétrica (39 L/min) possibilitou a
compressdo continua de 5 bar. Mesmo assim, ap0s 15 minutos de compressao constante,
notamos um aquecimento externo da superficie deste compressor. Essa motorizacdo
apresentou ruido de 75dB aferido com decibelimetro Sound Meter® ha 1 metro de distancia
em ambiente fechado. Para a compressdo do ar e devido ao aquecimento da superficie do
motor os tubos de poliuretano de 0.75 mm de espessura apresentaram dilatacdo na espessura e
foram trocados por tubos de 1 mm, os quais demonstraram maior resisténcia a temperatura e
pressao.

A camara de saturacdo foi desenvolvida inicialmente com tubo de acrilico de 6
mm de espessura de parede. Entretanto, a parede desse tubo apresentou desgaste apos 12
meses de uso constante e consecutivo contato com surfactantes, limpeza com alcool etilico e
agua corrente, que ocasionou no rompimento do tubo. Com isto, a cAmara foi redimensionada
com tubo de 10 mm de espessura e ndo houve mais danos a esta estrutura.

A disposicdo da valvula tipo agulha de despressurizacdo nas colunas de flotacdo
possibilitou a formacdo e elevacdo das microbolhas em seu interior. Na parte inferior da base
da coluna possui uma valvula esfera para o esvaziamento que permite a colheita da suspenséao
como amostra ndo flotada nos ensaios de FAD. Estes ajustes realizados ao protétipo inicial
deste estudo apresentaram seguranca no uso continuo referente aos desgastes e danos dos

componentes.

4.2. Dimensbes de microbolhas geradas pelo protétipo FAD

As distribuicbes dos didmetros das microbolhas foram avaliadas em funcéo do uso
de surfactantes no liquido saturado. Trés ensaios foram conduzidos para verificar o didmetro
das microbolhas sendo que um ensaio nao foi adicionado surfactante (Controle), e outros dois

ensaios foram realizados com o uso de surfactantes (CTAB 10% e SDS 15%). Em cada ensaio
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foram registradas 54 imagens para cada parametro fisico-quimico avaliado que permitiu a

medicdo de 1.000 microbolhas aleatoriamente (Figura 14).

Figura 14 - Imagens de microbolhas geradas pelo sistema de FAD. (A) Sem surfactante; (B)

com surfactante CTAB 10% e (C) com surfactante SDS 15%. Aumento de 10 vezes em

estereomicroscopio.

A seguir apresentamos o grafico Boxplot contendo os valores de minimo-maximo,
interquartis, mediana e outliers da distribuicdo de didmetro de microbolhas geradas no
Controle e com os surfactantes anionico e catiénico (Figura 15). As microbolhas geradas com
a adicdo de SDS apresentaram menor didmetro quando comparadas as microbolhas dos
ensaios Controle e com o uso de CTAB (p<0.05). Apesar da diferenca observada, as faixas de
didmetro de microbolhas produzidas nas trés condi¢cdes propostas ndo interferiram no

processo de flotagdo das amostras em estudo.
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120,00 -
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Figura 15 - Boxplot da distribuicdo do diametro das microbolhas produzidas pela FAD com
surfactantes SDS 15%, CTAB 10% e Controle.
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A distribuicdo do diametro das microbolhas produzidas pelo sistema de FAD

(Controle — sem surfactante), conforme aplicado neste estudo esta disposta na Tabela 1.

Tabela 1. Avaliacdo do didmetro das microbolhas geradas no sistema laboratorial de

FAD com parédmetros fisico-quimicos controlados (5 bar; pH 7; Temperatura 22° C)

Categoria FAD
N %
0-50 um 280 28,00
51-100 pm 515 51,50
101 - 150 pm 170 17,00
151 - 200 pm 25 2,50
201 - 250 pm 5 0,50
> 250um 5 0,50
Total 1.000 100
Numero de imagens 54
Média (um) 74,00
Mediana (p1m) 66,39

4.3. Interacdo microbolha-parasitos (Comprovacao)

Um total de seis espécies de helmintos foi identificado pela triagem em doze
amostras positivas, as quais foram utilizadas separadamente para 0s registros de imagem por
equipamento estereomicroscopio. Na Figura 16 observa-se a captura dos parasitos pelos

agregados formados entre microbolhas e estruturas parasitarias.



38

Figura 16 - Imagens de parasitos aderidos em microbolhas produzidas pela FAD, indicados
nas setas. (A) Ovo de A. lumbricoides; (B) Larva de S. stercoralis; (C e D) Ovos de T.
trichiura, A. lumbricoides e Taenia spp.; (E e F) Ovos de S. mansoni; (G) Ovo de E.

vermicularis; e, (H) Ovo de Taenia spp.
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Em todos os doze ensaios de FAD foi possivel observar parasitos aderidos em
microbolhas na camada superior (regido de interesse) da coluna de flotagdo. Os surfactantes
ndo foram utilizados na camara de saturacdo para a formacao das microbolhas nestes ensaios.
Com isso, o contato superficial entre microbolhas e estruturas parasitarias foram eficazes na

adesdo com somente a utilizacdo dos parametros da FAD.

4.4. Teste de Surfactantes/Concentragao

Nesta avaliacdo de recuperacdo de parasitos foram selecionados dois tipos de
surfactantes (SDS e CTAB) para modificacdo de microbolhas. Com isto, trés concentragdes
de cada surfactante foram preparadas, sendo o SDS a 1%, 10% e 15% e CTAB a 1%, 5% e
10%, para diluicdo na agua presente na camara de saturacdo. Os testes de flotacdo nestas
concentracdes foram realizados com diferentes amostras fecais contendo cistos de G.
duodenalis e ovos e larvas de A. lumbricoides e S. stercoralis, respectivamente. Neste
experimento foram contados manualmente 157.392 cistos, 25.057 ovos e 22.706 larvas dos
acima mencionados parasitos por meio da microscopia Optica de luz convencional. O
percentual obtido da média dessas estruturas parasitarias no conteudo flotado e nédo flotado
dos ensaios estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.

O uso de surfactante recuperou maior nimero de parasitos no contetdo flotado
(G. duodenalis — 48%; A. lumbricoides — 89% e S. stercoralis 96%) quando se utilizou CTAB
5 e 10%. Os resultados de recuperacdo com uso de SDS 15% foram superiores no conteudo
ndo flotado (G. duodenalis — 68%; A. lumbricoides — 77% e S. stercoralis — 71%) (Apéndice
2). Uma menor quantidade de pequenas impurezas foi observada nas laminas preparadas do
contetdo ndo flotado dos ensaios com SDS 15% especialmente quando comparadas com as
imagens de laminas preparadas do contetddo flotado dos ensaios de CTAB 5% (Figura 17 e

18) com o0 uso das mesmas amostras em ambos 0s testes.



Tabela 2. Resultados obtidos na recuperacdo de G. duodenalis, A. lumbricoides e S. stercoralis em funcdo das concentracdes do

surfactante SDS nas regides flotadas e ndo flotadas do sistema de FAD

Média de cistos, ovos e larvas

SDS G. duodenalis A. lumbricoides S. stercoralis
Né&o Flotado Flotado pvalor  N&o Flotado Flotado p valor Nao Flotado Flotado p valor
C‘Egcf/?)"e Média % 59.88+1,81  40,12+351 28.81+4.46  71,19+4.64 9,18+1.02  90,82+2,05
1%  Meédia% 70441472 32,06+1,22 0147  60,11+1,32  39.89+828 0,001* 7855+393 21454577 0,001*
109% Media% 66794670 3321+1,87 0,183  64,71+452 35294277 0,015* 73,42+176 26,58+0,74  0,001*
150 Meédia% 68514210 31,49+2,02 0081  77,1846,59  22.82+340 0,036* 71,61+9,15 28,39+2,51  0,003*
Total 66,60 33,40 57,11 42,89 68,11 31,89

%

*valor p< 0,05
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Tabela 3. Resultados obtidos na recuperacdo de G. duodenalis, A. lumbricoides e S. stercoralis em funcdo das concentracdes do
surfactante CTAB nas regides flotadas e ndo flotadas do sistema de FAD

Média de cistos, ovos e larvas

CTAB G. duodenalis A. lumbricoides S. stercoralis
Né&o Flotado Flotado pvalor  N&o Flotado Flotado p valor Nao Flotado Flotado p valor
C‘zgcf/;‘)"e Média% 64,42+10,88  35,58+4,77 24,64+367  7536+4,13 7,03+1,82  92,9745,34

1% Média% 61,04+12,91 38,96+0,51 0,597 12,10+1,34  87,90+15,06 0,058 42,36+3,81 57,64+10,62 0,053
5% Média%  51,79+1,87  48,21+2,38 0,079 11,00+1,76 89,00+8,84 0,150 3,19+0,26 96,81+4,57 0,338

10% Média%  51,56+0,53  48,44+1,75 0,079 11,93+2,05 88,07+4,09 0,245 8,74+1,18 91,26+2,04 0,799

Tg)a' 50,13 40,87 14.28 85,72 18,82 81,18

*valor p < 0,05
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Figura 17 — (A — B) Campo visual de laminas contendo ovos e larvas de helmintos
recuperados de material flotado com uso de CTAB 5%; (C — D). Campo visual de laminas
contendo mesmas estruturas de helmintos, porém, recuperados de material ndo flotado com
uso de SDS 15%.

2 .4

Figura 18 — (A — B) Campo visual de laminas preparadas com materiais flotado e (C — D) ndo

flotado contendo cistos de G. duodenalis (setas), sem uso de surfactante.
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4.5. Recuperacéo de parasitos com SDS 15% e CTAB 10%

O Experimento 1 permitiu observar que os maiores niveis de recuperagdo das trés
especies (G. duodenalis, A. lumbricoides e S. stercoralis) foram obtidos tanto na regido ndo
flotada (sedimento e suspensdo) com o uso de SDS 15%, como na regido flotada
(sobrenadante) com o surfactante CTAB 10%. Tendo em vista estes resultados, conforme
Tabela 4, foram realizados uma série de testes em triplicatas de amostras contendo mais sete
espécies de parasitos intestinais, respeitando o método e parametros fixados no protocolo
operacional de ensaios da FAD.

Nos testes de reproducdo de ensaios da FAD, foram avaliados visualmente a
eliminacdo de impurezas fecais por meio de imagens do campo visual obtidas das laminas
preparadas de cada teste e 0 percentual de recuperacdo dos parasitos nas regides de interesse
da coluna de flota¢do. Apesar do reagente SDS auxiliar na diminui¢do de impurezas fecais da
amostra e ter satisfatéria (>50%) concentracdo de parasitos, 0 mesmo concentrou parasitos
em menores propor¢des quando comparado ao surfactante CTAB no conteudo flotado
(Tabela 4), exceto na recuperacdo em material ndo flotado de cistos de G. duodenalis (48%)
e ovos de S. mansoni (66%). O percentual de recuperacdo de parasitos no teste Controle,
demonstrou oscilagdo na recuperagdo parasitaria conforme a espécie avaliada.

O fluxograma apresentado no Apéndice 3 demonstra o desenho experimental
tracado com o resumo dos principais resultados obtidos. As imagens obtidas dos campos
visuais das laminas de microscopia obtidas dos conteudos flotado e ndo flotado demonstram
uma maior quantidade de impurezas fecais contidas no conteddo flotado com o surfactante
CTAB 10% (Apéndice 3).



Tabela 4. Avaliacdo da recuperacdo de dez espécies de parasitos intestinais no teste Controle e testes com uso de surfactantes
SDS 15% e CTAB 10% das regies flotada e ndo flotada obtidos na coluna de flotacéo

Espécie

G. duodenalis

E. coli

A. lumbricoides
S. stercoralis

H. nana

E. vermicularis
Ancilostomideos
Taenia spp.

S. mansoni

T. trichiura

Total %
Desvio Padrao

Flotado

36
36
75
93
64
70
50
55
44

48

57,1
+17,4

Controle SDS 15%
Né&o Flotado Flotado Né&o Flotado

64 32 68
64 40 60
25 23 77
7 28 72
36 27 73
30 36 64
50 35 65
45 19 81
56 22 78
52 23 79

42,9 28,5 71,7

+17,4 16,62 16,81

Meédia Percentual de cistos, ovos e larvas

CTAB 10%
Flotado Né&o Flotado

48 52
65 35
88 12
91 9

92 8

89 11
78 22
82 18
66 34
82 18

78,1 21,9
+13,5 +13,5

44
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4.6. Taxa de volume saturado

Ao avaliar as taxas de volume saturado de 5%, 10% e 20% constatamos que oS
resultados da taxa de 10% apresentaram mais uniformidade e valores superiores no
desempenho de recuperacdo de oito espécies de parasitos obtidos nesta etapa de estudo,

conforme demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Percentual de recuperacdo parasitaria em contetudo flotado em fungdo das taxas de
volume saturado de 5% 10% e 20% com o uso de Controle e surfactantes SDS 15% e CTAB 10%

Taxa de Volume Saturado

Espécie 50 10% (Controle) 20%
Su rfsairtT;nte SDS CTAB SUI’fSairtT;nte SDS CTAB Su I’;irtr;nte SDS CTAB

G. duodenalis 41 X 30 40 31 48 22 X 35
E. coli 39 34 39 36 40 65 38 46 59
A. lumbricoides 28 21 56 71 23 88 26 23 83
H. nana 28 22 55 64 27 92 29 33 94
Taenia spp. 31 22 49 55 19 82 61 18 79
T. trichiura 31 24 45 48 23 82 50 23 86
S. stercoralis 81 X 56 93 28 91 86 X 92
E. vermicularis 57 X 53 70 36 89 75 X 42

Média Total % 4780 2486 4785 58592 28288 79863 4846 2845 71

4.7. Teste com sistema de agulha

O novo sistema de insercdo de microbolhas por meio de agulha inserida no
interior da coluna de flotacdo de FAD permitiu avaliar a viabilidade técnica deste dispositivo
para 0 processamento das amostras fecais e separacdo de sete enteroparasitos de interesse
diagnostico com uso de surfactante CTAB 10% como modificador de microbolhas. Na
avaliacdo comparativa entre o dispositivo de insercdo de microbolhas do tipo agulha e o
prototipo original ndo houve diferenca estatistica (p>0.05) entre as médias percentuais de
parasitos contados no contetdo flotado dos ensaios de FAD (Tabela 6).
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Tabela 6 - Percentual de recuperacdo de parasitos em relagdo ao prototipo
original FAD (Controle) versus o protétipo FAD com dispositivo de

insercdo de microbolhas do tipo agulha

] Controle Sistema Agulha
Volume saturado Espécie
CTAB CTAB
G. duodenalis 48 34
A. lumbricoides 88 81
S. stercoralis 91 92
10% Taenia spp. 82 85
T. trichiura 82 74
S. mansoni 81 82
E. vermiculares 89 72
p valor p=0.109

4.8. Volume da coluna de flotacao

Nos testes de avaliacdo da coluna de flotacdo, os resultados anteriores de parasitos
flotados obtidos pela coluna do protétipo original (50 mL) foram comparados com o0s
resultados obtidos utilizando o sistema de agulha em coluna de 10 mL, por meio do uso de
surfactante CTAB 10% (Tabela 7). Nao foi observada diferenca estatistica (p>0.05) entre as

médias percentuais dos ensaios de FAD com estas duas colunas.

Tabela 7 - Percentual de recuperacdo de protétipo FAD com uso de
surfactante CTAB 10% em colunas de flotagcdo de 50 mL versus 10 mL

Volume saturado Espécie Tubo S0 mL Tubo 10 mL
(Controle)

G. duodenalis 34 39

E. coli 65 49
10% A. lumbricoides 81 82

S. stercoralis 92 83

S. mansoni 82 73

E. vermiculares 72 60

p valor p =0.095
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4.9. Protocolo operacional de FAD para o uso no diagndéstico enteroparasitos

A partir dos resultados apresentados referentes a efetiva recuperacdo de estruturas
parasitarias em amostras fecais humanas com o uso de sistema de FAD, definimos o seguinte
protocolo técnico para os testes de validacdo diagnostica.

A camara de saturacdo foi preenchida com agua tratada no volume de 500 mL
contendo 2,5 mL de surfactante CTAB, e pressurizada sob a pressao de 5 bar com o tempo de
saturacdo de 15 minutos. O material biol6gico foi colhido em uma porcéo de 200 mg em cada
um dos trés tubos de colheita do kit parasitologico TF-Test, em dias alternados, para avaliar
uma quantidade total de aproximadamente 600 mg de amostra fecal. Os tubos coletores foram
acoplados em um conjunto de filtro contendo malha filtrante com orificios de 500 um de
diametro. Este conjunto foi submetido a agitacdo por 10 segundos em equipamento Vortex,
que promoveu a filtragem mecénica do conteudo fecal. O volume de 9 mL de amostra filtrada
foi transferido para um tubo de ensaio (10 mL). O sistema de despressurizagdo foi inserido
por meio de um dispositivo na parte inferior do tubo de 10 mL e o volume de 1 mL de fracédo
saturada (10%) foi injetada no interior deste mesmo tubo. Ap6s o tempo de 1 minuto da agéo
das microbolhas, um volume de 2 mL da amostra flotada foi resgatado com o uso de pipeta
Pasteur da regido sobrenadante do tubo e transferido para um microtubo eppendorf contendo
500 mL de alcool etilico. Para a preparacdo do esfregaco fecal, a amostra resgatada foi
homogeneizada com pipeta Pasteur no microtubo e transferida para uma lamina de
microscopia. Logo apds, o esfregaco recebeu o volume de 50 pL de solucdo corante de Lugol

para observacao em microscopio optico de luz convencional.

4.10. Validacao laboratorial

Nos testes comparativos foram diagnosticadas 58 amostras positivas e 15
amostras negativas na somatoria dos casos pelos trés métodos diagnosticos adotados. Um
total de 12 espécies foram detectadas sendo 7 espécies de helmintos e 5 protozoarios. Os
resultados dos testes comparativos estdo dispostos na Tabela 8, que demonstram a Acuracia
de 93% na deteccdo parasitaria pelo protocolo técnico de FAD, e concordancia “Substancial”

pelo teste de Fleiss Kappa em relacdo ao Padrdo Ouro definido no estudo.
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Tabela 8 — Avaliacdo comparativa de desempenho entre os principios técnicos de exame
direto, TF-Test e FAD)

Resultados Exame direto TF-Test FAD Total casos (GS)
Verdadeiro Positivo 47 52 53 58
Verdadeiro Negativo 15 15 15 15

Falso Negativo 11 6 6 0
Falso Positivo 0 0 0 0
Sensibilidade 81,03 89,66 91,38 -
Especificidade 100,00 100,00 100,00 -
Acurécia 85% 92% 93% -
Kappa 0,54 0,63 0,64 )

(Moderado)  (Substancial)  (Substancial)

(GS) Gold Standard

Os resultados de positividade obtidos demonstraram que a aplicacdo de FAD
obteve similaridade diagndstica com a técnica convencional de TF-Test (Tabela 8). A FAD
possibilitou a eliminacdo de microimpurezas quando comparada as fotomicrografias obtidas

pela técnica TF-Test, com a mesma amostra em ambos procedimentos (Figura 19 e 20).
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Figura 19 — Imagens contendo ovos e larvas de helmintos em amostras processadas pelas técnicas TF-Test (linhas 1) e FAD (linhas 2).
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Figura 20 — Imagens contendo cistos de protozoarios em amostras processadas pelas técnicas TF-Test (linhas 1) e FAD (linhas 2).
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5. DISCUSSAO

NoOs demonstramos por meio de fotomicrografias a interacdo de estruturas de
parasitos intestinais com microbolhas de ar geradas por uma unidade prototipica laboratorial
de FAD. O contato de adesdo entre superficie das microbolhas e parasitos pode ser observado
na Figura 16, apesar de ndo podermos esclarecer quais as forgas fisico-quimicos atuantes
neste processo de adesdo. Os registros deste trabalho com o uso de FAD sem surfactante
demonstraram moderada ligacdo natural de superficie de contato entre parasitos e
microbolhas.

No processamento de FAD, a interacdo superficial entre parasitos e microbolhas
ndo apresentou qualquer tipo de dano as morfologias das espécies dentre helmintos e
protozoarios (Figura 16). Vale ressaltar que algumas técnicas parasitolégicas convencionais
empregadas no exame de fezes promovem alteracbes morfofisiologicas permanentes as
estruturas parasitarias, e com isso podem interferir negativamente no resultado desta
modalidade de diagnose (15,33,35,38,80,81). Estes efeitos indesejaveis ndo ocorreram nos
ensaios de FAD que apresentou estruturas de parasitos intactas.

O prototipo de FAD promoveu a formacdo de microbolhas com dinamica de
flotacdo apropriada para a separacdo de particulas assim como os modelos utilizados nos
estudos de Reali et al. (62) Rodrigues e Rubio (82) e Amaral Filho et al. (61). As mudancas
técnicas dos componentes do sistema de FAD possibilitaram o desenvolvimento de uma
unidade prototipica que atestou aos critérios de seguranca, praticidade e compactacdo para
uso em rotina laboratorial.

Com as fotomicrografias das microbolhas geradas pelo sistema de FAD obtidas e
avaliadas por software, notamos que a faixa de diametro médio das microbolhas apresentado
na Tabela 1 e Figura 15 (18 — 100 um) condiz com o didmetro encontrado em outros estudos
para a efetiva remocdo de particulas suspensas em meio liquido (58,63,83). O uso do
surfactante CTAB ndo alterou significativamente o didmetro médio das microbolhas,
diferente do SDS que reduziu o diametro médio das microbolhas (p<0.05). As imagens e as
medidas de didmetros de microbolhas com o uso dos surfactantes SDS e CTAB corroboram
com os resultados apresentados no estudo de Zhang e Guiraud (84). Esses surfactantes sao
reagentes tensoativos capazes de reduzir a tensdo superficial das interfaces liquido-gas que
podem favorecer na diminuigdo da coalescéncia entre as microbolhas, manter a uniformidade

no didmetro médio das mesmas e conservar a espuma sobrenadante na solucéao (57,69,85).
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A avaliacdo do desempenho de recuperacdo parasitéria, de acordo com o0s
surfactantes e concentracOes utilizadas nos testes com amostras contendo os helmintos A.
lumbricoides e S. stercoralis e 0 protozoario G. duodenalis, permitiu verificar que as maiores
concentracdes de CTAB (10%) e SDS (15%) obtiveram os maiores indices de recuperacéo no
contetdo flotado com CTAB e contetido ndo flotado com SDS.

Nas Tabelas 2 e 3 pode ser observada uma maior concentracdo de cistos de G.
duodenalis (59,13% e 66,60%) na suspensdo fecal ndo flotada com o uso de SDS. Contudo,
nos ensaios com CTAB foram observadas recuperactes de 48,21% e 48,44% desses cistos no
material flotado quando utilizadas as concentracbes de 5 e 10% desse surfactante,
respectivamente. Esses resultados justificam a necessidade de uma melhoria na flotacdo com
0 uso de CTAB, porém, este desempenho de flotacdo ndo foi observado nos ensaios com o
SDS. Os testes ndo demonstraram a captura da espécie G. duodenalis superior a 50% no
processo de flotagdo. Com um percentual méximo de 48% de cistos encontrados no conteudo
flotado com uso de CTAB 10%, a maior quantidade de cistos detectada foi de 68% no
contetdo nédo flotado com uso de SDS 15%. Os helmintos A. lumbricoides e S. stercoralis
foram recuperados em 88% e 91% respectivamente no contetddo flotado com uso de CTAB
10%. Estes resultados demonstram que o maior percentual de flotacdo dos parasitos obtido
pelo surfactante cationico provavelmente se deve mediante uma reacdo de adesdo com as
microbolhas estimulada pela reducdo das forgas repulsivas da carga superficial de
microbolhas e parasitos (69). De maneira oposta, o surfactante anidnico inibiu a flotabilidade
das espeécies avaliadas, sobretudo ao considerar que os resultados dos testes Controle
apresentaram maiores indices de recuperacao parasitaria no contetudo flotado em relacdo aos
testes com as concentragdes de SDS (Tabela 2).

Diferente das técnicas parasitoldgicas aplicadas em outros estudos, o
delineamento experimental em nosso trabalho permitiu verificar o percentual de perda real de
estruturas parasitarias pelo processamento das amostras fecais, sobremaneira ao
quantificarmos todos os helmintos nas regides separadas pelo procedimento técnico (86).
Kochanowski et al. (86), mencionam que fatores como a capacidade de ovos de helmintos em
aderir as superficies de tubos, espatulas, béqueres e propriedades das fezes podem influenciar
na eficiéncia de recuperacdo de ovos em tecnicas parasitoldgicas convencionais. Todos 0s

parametros dos protocolos das técnicas parasitologicas devem ser avaliados em detalhes para
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uma padronizacdo criteriosa e uma validacdo laboratorial que se reproduza diante das
diferentes condicdes da realidade de campo (20,86).

Além do desempenho de recuperacgdo dos parasitos, simultaneamente observamos
que a proporcdo de impurezas fecais registradas nas laminas de microscopia foi similar em
ambas as amostras obtidas do conteudo flotado com uso de CTAB 10% e conteudo ndo
flotado com uso de SDS 15%. O emprego de surfactantes favorece a agregacao de impurezas
em algumas estruturas parasitarias que ocasionalmente dificultou a identificacdo destes
parasitos na leitura de microscopia (Figura 17).

Estudos confirmam a presenca de carga superficial negativa de ovos de Ascaris
suum (87), cistos de G. duodenalis e oocistos de Cryptosporidium spp. (88,89) que podem
interagir com a polaridade dos surfactantes e favorecer a adesdo desses parasitos com
estruturas indesejaveis na lamina de microscopia. Com isso, optamos em separar as aliquotas
das amostras flotadas em tubos contendo 500 pL, com alcool etilico a 70% para a redugédo
deste efeito de aglomeracdo das impurezas fecais e parasitos. Em nossos registros de imagens
notamos que quanto mais impurezas fecais contidas na ldmina de microscopia mais estruturas
parasitarias foram contadas. Apesar da menor recuperacdo de cistos de G. duodenalis no
contetdo flotado de FAD, sobretudo quando comparado a outras espécies avaliadas, estes
cistos foram evidenciados nas imagens de microscopia e identificados com maior facilidade
por estarem destacados e livres de impurezas fecais em seus entornos (Figura 18).

Nos Experimentos 1 e 2 nos demonstramos que o0 uso de surfactantes
modificadores das microbolhas promoveu distintos desempenhos de recuperacdo dos
parasitos nas duas regides de interesse da coluna de flotacdo de FAD. Além da caracteristica
de mudanga da carga superficial das microbolhas promovida pelos surfactantes, sugerimos
que o dimensional das estruturas parasitarias pode ser um fator favoravel as multiplas adesdes
de microbolhas por possuirem maior area de contato superficial, como exemplo, 0s ovos e
larvas de helmintos (50 - 450 pm) (3).

Com os dados demonstrados na Tabela 4 verificamos uma concentragdo média
maior (78.1%) de parasitos no contetdo flotado com a aplicagdo de surfactante catidnico na
camara de saturagdo. Similar aos nossos achados, Oliveira et al. (83) apresentaram 95% de
remocdo de hidréxido de ferro (Fe (OH)s) em sistema de FAD com o uso do polimero
catidnico Superfloc C-448, aléem de uma faixa de didmetro de microbolhas de 10 a 230 pm
(73 um de diametro médio) com pressdo saturacdo de 4 atm. Em estudo de Yap et al. (66) foi
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demonstrado que polimeros catidnicos foram superiores em remocdo de células de algas
(Microcystis aeruginosa) com 98% de efetividade em comparacdo com o surfactante CTAB.
Em estudos de Potocar et al. (90) e Liu et al. (91) a remocédo de algas (Chlorella vulgaris)
chegou a 90% e 86% com o uso de CTAB a 6.7mg/L e 20mg/L, mutuamente. Estes estudos
corroboram com os nossos resultados ao verificarmos superioridade de organismos
enteroparasitarios concentrados no conteudo flotado com a aplicagdo de surfactante CTAB,
notadamente quando comparado aos valores obtidos com o surfactante SDS e sem surfactante
modificador de microbolhas. A partir da satisfatoria (acima de 50%) recuperacdo de 9 das 10
espécies de parasitos avaliados nesta etapa do estudo, optamos pelo uso do surfactante
cationico CTAB como padrdo inicial para testes laboratoriais do prototipo de FAD.
Avaliacdes futuras podem ser conduzidas com aplicacdo de polimeros, como exemplo,
cloreto de polidialildimetilaménio (polyDADMAC), Superfloc ou surfactantes catidnicos
como o cloreto de cetilperimidinio (CPC), dentre outros.

A flotagdo das espécies G. duodenalis, E. coli, A. lumbricoides, Taenia spp. e E.
vermicularis com a taxa de volume saturado de 10% de agua saturada inserida na coluna foi
de 48%, 65%, 88%, 82% e 89% nesta ordem. Estes valores foram superiores ao obtido com
20% de volume saturado. Em 90% dos testes realizados (19/21) a diminuicdo de 10% para
5% de volume saturado implicou na diminuicdo de recuperacdo de parasitos flotados.
Contudo, o desempenho oposto ndo foi observado uma vez que 0 aumento para 20% na taxa
de volume saturado ndo ocasionou maior recuperacdo de parasitos em 52% das condigdes
avaliadas (11/21). A inconstancia no desempenho de recuperacdo parasitaria ao aplicar 20%
de volume saturado pode ter ocorrido devido ao volume de microbolhas promover a
coalescéncia e gerar bolhas maiores e consequentemente o aumento das forcgas
hidrodinamicas internas (turbuléncia) da coluna de flotacdo e ocasionar o cisalhamento entre
particulas e microbolhas, bem como observado em estudos de Pioltine e Reali (64). Faustino
et al. (92) observaram o6tima remocéo de turbidez em amostras de afluente com alto teor de
Fe (OH); com 10% a 12% de taxa de recirculacdo (volume saturado) e o aumento para 18%
de volume saturado néo repercutiu em maior remogao. Pioltine e Reali avaliaram as taxas de
volume saturado de recirculagcdo de 4%, 6% e 10% (4.5 bar de pressdo) e relataram a
concentracdo de massa de ar de 3.3 mg/L, 4.8 mg/L e 7.8 mg/L, respectivamente, com a
formacgéo de microbolhas mais adequada neste estudo para 6% de liquido saturado (64). Em

conformidade com nossos resultados, Edzwald aponta que a recirculacdo de volume saturado
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de 10% é usualmente aplicada em ensaios de FAD para tratamento e esta taxa volumétrica
possui concentracdo de massa de ar de 8.7 mg/L com pressao de 5 bar (58).

O sistema de injecdo por dispositivo de agulha foi avaliado quanto seu
desempenho de recuperacdo de parasitos com a aplicacdo de FAD e surfactante CTAB 10%.
N&do foi observada diferenca estatistica (p>0.05) na recuperagdo de parasitos entre o
dispositivo de injecdo de microbolhas do tipo agulha comparado com o dispositivo original
do sistema da FAD. E importante ressaltar que, por existirem diversos modelos geradores de
microbolhas em sistema de flotagdo (93), o dispositivo de injecdo composto por um bico em
formato de agulha (aco inoxidavel) proposto neste estudo se difere das valvulas de
despressurizacao do tipo agulha que foram utilizadas em ambos dispositivos de FAD (94).

A pressao utilizada na camara de saturacéo e no dispositivo de injecdo sao fatores
importantes na dindmica de formacéo de microbolhas e consequentemente na efetiva flotacao
de solidos em meio liquido (58,95). Estudos confirmam que a pressdo de saturacdo a partir de
5 atm (5 bar — 500 kPa — 72.5 psi) tende a estabilizar o padrdo de microbolhas, porém, o tipo
de dispositivo de despressurizacdo pode contribuir na reducdo da coalescéncia das bolhas e
promover um fluxo continuo e uniforme de microbolhas (82,96,97). Féris et al. concluiram
que o efeito de diferentes difusores de microbolhas em um sistema tradicional de FAD para a
remocao de Fe (OH)z e turbidez otimizou o processo de flotacdo (57). Em nossas avaliages,
o dispositivo de agulha inserido no interior da coluna otimizou o processo de flotacdo ao
possibilitar maltiplos ensaios de FAD, em diversas colunas simultaneamente, além de
simplificar a descontaminacdo do sistema (lavagem e limpeza) ao reduzir a area de contato
com a amostra sem perda de efetividade diagndstica.

As caracteristicas da coluna de flotagdo sdo fundamentais ao propiciar condi¢des
fisicas na zona de contato e hidrodindmica favoraveis a estabilidade da ligacdo entre particula
de interesse e microbolha (58). Os desenvolvimentos de melhorias cientificas e tecnolégicas
sdo amplamente conduzidas em pesquisas de tratamento de minérios e de aguas residuarias
para otimizar a remocao de particulas nos tanques e colunas de flotagdo (58,63,98). Em nosso
estudo verificamos a recuperacao de parasitos em colunas de flotagdo com volumes de 50 mL
e 10 mL na FAD. Apesar de os resultados dos testes ndo terem apresentado diferenca
estatistica (p>0.05) entre as duas colunas, observamos uma diminui¢cdo de 9% na recuperacao

de parasitos com o uso da coluna de 10 mL.
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A zona de contato das colunas e tanques de flotacdo possuem diversas variaveis,
como exemplo, tempo de detencdo das microbolhas, volume e altura que podem interferir na
dindmica de flotacdo, sdo alvos de investigacdo e modelagem matematica em estudos (58,99).
Desta maneira, é possivel inferir que ajustes no dimensional do tubo de ensaio (10 mL)
utilizado como coluna de flotagdo pode otimizar a flotacdo de parasitos e propiciar a
utilizacdo de tubos descartaveis e compactos ao sistema de FAD.

Tendo em vista os resultados dos experimentos dos parametros da FAD avaliados
em relacdo a recuperacdo de parasitos intestinais, o primeiro protocolo operacional de FAD
foi padronizado com o intuito de processar amostras fecais para concentracdo e deteccdo
parasitaria. Em fase de testes de validacdo operacional, a FAD apresentou superioridade com
indices de 91.38% de sensibilidade e 93% de acurdcia comparados com a técnica
convencional de TF-Test que apresentou 89.66% e 92%, respectivamente. Estes dois
principios técnicos obtiveram 100% de especificidade nos testes (Tabela 8). Nossos
resultados concordam com os valores obtidos por Gomes et al. (9), ao relatarem 90.4% de
sensibilidade média e 100% de especificidade em contraste com técnicas convencionais de
sedimentacdo (21,22), centrifugo-flutuacdo (25) e termohidrotropismo positivo de larvas
nematodeos (32). Apesar dos mesmos desempenhos diagnosticos percebidos nos indices de
reprodutibilidade e eficicia diagndstica (Sensibilidade, Acurécia e concordancia Kappa),
houve diferencas na qualidade das imagens obtidas pelas laminas de microscopia processadas
por TF-Test e FAD, conforme Figuras 19 e 20.

O resultado de concordancia (Tabela 8) do procedimento de FAD referente ao
Gold Standard foi classificado como Substancial com indice k=0.64. Em estudo de Carvalho
et al., a técnica de TF-Test Modified obteve indice k=0.76 (Substancial), de maneira similar
aos nossos resultados (8). Santos et al. demonstram, com o desenvolvimento da técnica de
TF-Test Quantified, a importancia de realizar uma padronizag&o técnica detalhada ao obterem
0 indice k=1.00 (Quase Perfeito) (100). Neste estudo de Santos et al., 0 desenho experimental
permitiu a execucdo de testes laboratoriais controlados para a quantificacdo da espécie S.
mansoni em Ovos Por Grama (OPG) de fezes comparado com o exame total de 1 grama de
fezes (Exame verdadeiro) e com a técnica de Kato-Katz (100).

Como para as demais técnicas parasitologicas, as amostras processadas pelas
acima mencionadas técnicas de TF-Test apresentam mais detritos fecais em esfregaco de

lamina de microscopia, de modo a dificultar o encontro de parasitos e repercutir em
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resultados falso-negativos (8). Em muitas situacOes estes detritos sdo fatores de
confundimento, que por vezes interferem no resultado diagndstico por se assemelharem a
estruturas de parasitos, denominados de “pseudoparasitos ou pseudosimbiontes”, e assim
repercutir nos resultados falso-positivos nos exames laboratoriais (3,8,19).

O protocolo operacional de FAD torna-se primordial ao diagnostico mais preciso
ao concentrar estruturas de parasitos com eliminacdo de detritos fecais. Convém ressaltar que
quanto maior for a capacidade de concentracdo parasitaria de um principio técnico
laboratorial, maior serdo as chances do acerto diagnostico (15,20). A sensibilidade de um
exame das fezes pode estar associada ao desempenho na recuperacdo dos enteroparasitos, ao
reduzir ou aumentar o nimero desses agentes na aliquota analisada, que pode interferir na
probabilidade de facultar 1d&minas positivas em condic¢des de baixa intensidade de infeccdo
(9,29,101).

Outros avangos apresentados na FAD dizem respeito a eliminacdo da etapa de
centrifugacdo, uso de solventes organicos (inflamaveis), ou solucdes aquosas de elevadas
densidades, nocivas a integridade dos parasitos. Manser et al. assumem que no procedimento
de concentracdo com Formalina-Acetato de Etila, a polaridade apresentada pelo solvente
Acetato de Etila reduz a emulsificacdo das gorduras presentes na amostra de maneira a
ocasionar na melhor deposicdo dos ovos e detritos no sedimento comparado com o solvente
Eter (20).

Diversos estudos apontam a necessidade de fomentar pesquisas que desenvolvam
novas ferramentas que promovam a recuperacdo de estruturas parasitarias intestinais em fezes
com maior acurdcia diagnostica (8,15,20,35) porém, com o0 emprego de principios
laboratoriais bem distantes do preconizado na FAD. Como exemplo, Teixeira et al.
demonstraram a maior eficacia na recuperacdo de ovos de S. mansoni por meio do uso de
esferas paramagnéticas e consequentemente detectando mais ovos do que a técnica de Kato-
Katz (101). Rosa et al. apresentaram o0 uso de um principio quimico de Sistema Aquoso
Bifasico (SAB) na separacdo de ovos de A. lumbricoides como alternativa de baixo custo
operacional ao EPF (35).

As perspectivas de melhoria no diagndstico parasitologico das fezes estdo
relacionadas a automatizacdo desta modalidade de exame, que podem excluir o viés de
interpretacdo do profissional de microscopia, resultar o diagnostico por rede e imagem, e

garantir uniformidade, velocidade e controle de qualidade da avaliagdo microscopica (102).
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Em 2013, Suzuki et al. apresentaram um sistema, denominado DAPI, composto
por protocolo parasitologico, microscépio Optico, com camera digital e platina motorizada,
controlado por computador e um conjunto de técnicas computacionais que detectam de
maneira automatizada 15 espécies de parasitos intestinais de humanos (43).

Contudo, uma das dificuldades para a automatizacdo na parasitologia clinica é
devido a efetiva concentracdo dos parasitos com eliminacdo de detritos fecais e a manutencéo
da integridade morfoldgica das espécimes analisadas (103). A avaliagdo computacional pode
acumular precisdo em repeticdo de analise, velocidade e desempenho constantes, contanto
que sejam fornecidas imagens com excelente qualidade e padronizacdo, para minimizar as
chances de erro na andlise computacional (43,104). As fotomicrografias (Figuras 19 e 20)
obtidas nos exames resultantes do processamento de FAD demonstraram avanco na qualidade
de campo de imagem de lamina de microscopia, que consequentemente pode implicar na
otimizacdo do exame parasitologico tanto na deteccdo manual quanto em uma perspectiva
avaliacdo por anélise computacional de imagens.

Diante disso, o protocolo operacional de FAD demonstrado neste trabalho pode
ser aprimorado no sentido da automatizacdo de todo procedimento, tendo em vista que ainda é
usual a aplicacdo manual das técnicas parasitologicas nas rotinas de laboratério. A
automatizacdo no processamento da amostra mudaria a realidade do EPF por reduzir as
variagOes ocorridas pelo erro humano. A FAD se torna uma ferramenta que pode se integrar
ao DAPI e tornar o exame unificado e automatizado em todas as suas etapas. O sistema e
protocolo operacional de FAD proposto nesta tese é uma ferramenta viavel com potencial uso
diagnostico na recuperacdo de espécies de enteroparasitos humanos, dentre helmintos e
protozoarios do trato digestério. Com isso, é necessaria a ampliacdo e especializacdo desta
nova aplicacdo para a detecgdo de parasitos humanos em uma perspectiva pratica laboratorial.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo concluimos que o sistema operacional de FAD desenvolvido é
promissor na aplicacdo pratica laboratorial em vista do diagnostico das espécies de parasitos
intestinais mais prevalentes na populacdo. A viabilidade do principio técnico de FAD na
recuperacgdo/concentracdo de parasitos intestinais de humanos foi comprovada por meio dos
registros de imagens da interacao entre parasitos e microbolhas. O uso de reagente surfactante
catidnico (CTAB 10%) na formacdo das microbolhas aprimora a recuperacéo de parasitos no
contetudo flotado. O sistema operacional e primeiro protocolo técnico de FAD foi validado
neste estudo intralaboratorial ao apresentar eficiéncia diagnostica com 91.38% de
sensibilidade e concordancia Substancial (0.64) em relagdo ao resultado Padrdo Ouro. Os
dados apresentados nesta tese suscitam a necessidade do aprimoramento deste principio
técnico inédito na Medicina Laboratorial em um estudo de campo com a perspectiva de

mecanizacao da FAD e integracdo ao diagnéstico automatizado por imagens.
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8. APENDICE

\
f

Apéndice 1 — Etapas de processamento de amostras fecais pelo sistema de FAD e separacdo de regifes flotada e ndo flotada (setas) para
avaliacdo de recuperacéo de parasitos intestinais.
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Apéndice 2 — Graficos de resultados do Experimento 1 - Recuperagdo de cistos, ovos e larvas das espécies G. duodenalis, A. lumbricoides e S.

stercoralis, respectivamente, em funcao das concentracfes dos surfactantes SDS e CTAB.



Experimento 2
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Apéndice 3 — Fluxograma de resultados do Experimento 2 - Percentual de recuperacao de oito espécies de parasitos intestinais e campo visual de

imagens de microscopia de amostra obtida pelo processamento FAD (Controle, SDS 15% e CTAB 10%) em regides flotadas e ndo flotadas.
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técnicas parasiniogicas convendonals eiou kits comendials deixam a desajar nesta modalidade de exame,
espedlamente por masirarem balxas e moderadas sensbilldates dagndsticas (CARVALHD ef al, 2012;
CARVALRD et al., 2015, COELHO & al., 2015). Diversos probiemas apresentados p2las tecnicas
comencionals 530 relatados na Ieratura, no que s2 refare 3 Imitagles o2 ordam $2enica @ bioidgikea, tas
comac 3) O matenal processado possul excesshva quantidads Impurezas fecals na preparag®o da lamina de
microscopia pela tecnica de Luiz ( 1915) efou Homan, Pons € Janer [1534), desta foma podends encober
AqUmas estRUNas parasitanas, oU 32 MeGmo 06 anefsios feals (pseudoparashos ou psaudesmblonies,
puex | serem corfundidos com parasiins; b) As $enicas praticatas por pinciplo de AUuscSa, por exempln
Wllls {1324 & Faust ef al., (1539), 52 mitam 30 dlagnéstico de pocsis & dsios de profozodnos @ lanas &
OVDE leves e NElmntos, Sen00 INSTENaldss parsa 3 detacnd0 08 OvDs 02 TEmMatnaecs, Cestiies ou
Infarials de Ascans lumbricoldes; o) Alem dissn, 35 SBenicas de futuago por densidade especifica utilizam
de splucles saturadss de reageniss que Tavorecam a lise celular ou desfiguracdo da morfoiogla do parssiio
(Fig. 1}, pingpaiments protozoancs, que DC3sIoNa N STo Nagnastics; & d) AS tecnicas e Basnmanr-
Morals {1917} & Rugal, Mattos & Brisola [1954) conceniram apanas larvas de nematoldss & a ol de
Kato-Katz so restrings 20 dagnasics quantistive de corca de dneo espacles da helminios (GLINE t al,,
2010; BECKER et al., 2011; GOMES et al., 2013).A0 longo dos Oimos anos, varlas alteragbes
procedimentals para o aprmoramentio das técnicas comvencionals 2 kts comendals foram desenvolvidos
para aumentar a sensiblidade desse diagnistico, ponsm, este exame alnda dalia a desejar em eNosncla
(CARVALHO ef al, 201M5; MANSER, SAEZ & CHIODINI, 2016). Para o desenvolvimenta @ valdacdo de
MoVos procedlmentos 18cnIcos com enmquecimento parasitano, slminacad o8 IMpUrszas & Manuengan &
Integridase parasitiria & necessaria a Inovagdo tecnoiglea para a mehona da sensilidade diagnéesica no
exame parasiologico das fezes. 1.2 A Flotapdo por Ar Dissolddo @ suas perspectivasA FloEcio por Ar
Dissoivido (FAD) € um procedmento enico desemvolido 3 partn de um principlo de separscin misiuas e
forma saketiva (ratamento de mindros, por examgi) ou Separacio de soldos SUSDEnsos &m mek [iqukdo
(REALI, 1931). Este processo de separacio ooome devido 3 despressurizacdo de agua salurada de ar (=
1atm} em um meko liquido 3 pressio atmoetsnca (1 alm), que oeasiona na fonmagio de microboihas. Extas
microbolhas, por sua vez, em contalo & adesdo com uma particula formam wm agregado (particula-
microbaiing) de densldade menor que & da suspensan, submetido 3 uma forga de empUED QUE PRomove 5LE
fiotagdo em sentido ascendents para a camada sobrenadanie do melo para Uma posienon GeDaragan
mecarica [ECZVALD & 3, 2010). © Sstema ot FAD nommalments COMsisie 98 UM CHTEFessor 02 a5 que
fomece ar pressurzado para uma
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camara de satracao conectada a ura coluna de flotagdo (Fig. 2). Atuaimente esie principlo técnico &
oiojeto de estudos em diversas areas de aplcacao, tals coma: tratamento de efuentss de Indusiria &,
tratamento de sespejos liguidos Industials provenientes oe Eicinios, tralamento de fbras geradas no
processn prociifed Industial de papsl, ratamenin de dervados da drea pelroquimics, recuperacio de lons
precipiiados, & recuperagio de algas [KARHU et al., 2014). Mo setor amblental, reagentes s3o uillzados
[ara rorpar 3 Interagio SlsToquImics e paricUias TNManas Noos 08 33 03 10nica & NeutEizan i
a5 forgas repuisivas. A apio de adlivos coletores (Fig. ) além de establizar as tamsem propordona a
tensdo superficial das bolnas no gual favorece umaE adesdo mals estavel @ Motaco do agregado formado
(RUBKD, SOUZA e SMITH, 2002, HENDERSON, PARSONS E JEFFERSOM, 2006) Al&m diss0, 35
candigles nidrodindmicas quanto 3 pressdo forneclda no slsiema, a distibulgds do tamanho das
microbainas, a configuracio da zona de contain (coluna de otagdo), volume de redrulacdo e o tempo de
eoieta podem IMusnplar igriflcativamenie na efici2ncia de fotacSo (PIOLTIME & REALL, 2015). Em esutcs
PrEVios CcOm O ITbD de punicar 3 agua em estacies oe tratamento (ESECE0 de Tratameno o Agua —
ETA], Toi pbsarvado a remocio de cistos de Glarda dundenals € oodsios de Cryptesponidium spo. Pela
FAD, apresentando 57 Meis efidents do que o procediments laboratonal de sedimentagio-espontanga
Usado nD S0 amblental (EDEWALD et al., 2000, CHENG et 3, 2010). O autor desta proposta, em esiuby
aniterior de disseriago de mesirado, proporcionoy de manelm nedita a viabllizago laborstonal do principio
de FAD {GOARES, 2016 GOMES at &, 2016) para a recuparacio e ovos do halminin Hymanolepis
diminuta {Flg 4), evidenciando 35 vantagens deste procedimento técnico em relapho as tecnicas
CONMVEnCInnals 08 CONCEnTaCS0 parastana para ns dlagnasticos. Para Isto, e um Gsposiig Somonadn
COMENGD SUEpENsA0 fecal, 0 procedmento TNl FopoSsD 0au bolhas que S30 propensas e ader (por
reago alefroquimica) nas membranas exiemas de parasics, ITastantoos 3 suparTica dosie disposiive
por empuem, com o Infulle de reduzr as Impurezas fecals O presente rabalho, com o emprego da FAD
propdie 3 elaboEcio de uma Inédi3 Konica que Fenda a0s ob|eTvos precipuns 0o exame parasiokglco
das fizzes de umanos, com malor efcencla & avangsnda diagndsties, sam qua hala akgum prajulzn, ou
dano, 35 dversas morfoiogias 035 Ssiwas parasianas. A FAD aplicada no setor ambdental para o
tratamentn de 3guas demorstrou malor eflcsncta na reeuperacio de cstos de G. ducdenalls @ pocistos de
Cryptosporidium spo. Em COMparacas oim a sedimeniagdo espontanea, de modo @ 567 uma promissona
teenica para o 1=o0 diagnastico de rolina. Alsm disso, SOM o uso de surfacianies cu polimeros &2 bala
densitade SEOSCTICA, DCOME LM JUManto 02 IScUperasal & selelvidaos no processo de Notagdo. Exisem
polreres e6idos sobre 0 fetios de
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carga supericial (potenda zeta) de parasitos Inestinais no processo de FAD com a uwiizagio das especes
mials prevalentes na populacio. E5a proposta oo Ebaing 52 pans oe UM prieln Mais ampio, que Visam
fomecer subsidios & NOVOS achatins para estudcs com enfoque em dagnietco de parasins inestinais am
humanos e animals.

Hiptesa: & partir o8 revisSo DIDICOranca, 06 dacds 5000 3 Canga sUDemclal 25 TITaEs Darasianas
pemmitinan 3 escoina de eagentes quimicos, suractanies ou polimeros, que possilitem a neutralizacio de
cargas de repuisio enire mieroooihas de CaME Regaiiva @ espacios parasianas provavelments Gmbam
negaTvas. O registro de Imagem por microfobograna, pamiErs a confirmacio nédia da nossa hipdtess (H1)
oz adesdo enfre a5 micmbolhas geradas palo dsposiive de FAD & 35 dVersas especies alvos desie estudn,
b como demonsrado preiminaments Dara COMm ovos 43 espase H. dminuta obides em fezes de Etos
e exposimentaclo (SOARES, 2015). Com o ensakes de FAD confendo amostras positivas oe parashos,
procuramas obter o nomens meédio de eslnniwras parasitanas (ovos — larvas — cistos) por lamina de
micToscopla & COMPararn, por melo do teste | de Student (p<0,05), COM o NOMED recuperado por téenica
comvendional. Com o5 parametros de Notagdo oimos definidos para recuperacao de parashcs Intestinals,
buscaE-52 & padronizagdo de uma primelra versao de protocoio operacional para o processamento de
FMOETES que culmina no diagndsIco. Ests enica de FAD serd valdeda com a confimmacio de pardmess
de reprodutillidade com basa na positvidate desta éonica com a3 téonica convencional te TF-Test.
Ademals, estes resuliados apresentardo a dassMeacdo de sensibilldade, espedfcidads @ concordincia
Faraminica Kappa (k) oolida pala ienica oe FAD em reiagio 4 téonica tradiclonal em rotina |aboratoral,
Metodoingla Propostas 6.1 Local oe realizagio o3 pesquisa. Este rabalhd GEr3 eXeciiads e receberd os
apoios Imestmios do LIDS e do Laboratono de Fislco-CQuimica do Instiuto de Culmica, ambos da UNICAMP,
tendo bodo apoko esinlural, tecnico & cenifico gue benefice todas 35 eiapas da pesquisa. A pesquisa =8
realzard por mel da concessdn de amostras Tecals positivas para halmindos & protozoarkes Imestingls
diversos, confiefido pelio Labarabdrio Municipal de Anallses Clinicas do municiplo de Campinas — 5P
(nstituigdo coparicipanis) & o pesquisacor do projeto em questio. 6.2 Populacdo 3 ser esludada pesquisa
FEQUEr USO de materal Dlokglco exeretsdo (fezes) por umanos. Apds a realizagio das andlises oe mtna
|aoratonal, uma pare das amosras Mologicas cedldas a0 sisiema pablico de salde, serlam descantados
Eoene residucs solldos. A proposta dests pesquisa & fazer uso destas amostras. Estmarse 3 avallagio de
U toaal 08 200 AMOSTas pOsiivas, Cnundas 06 [acientss 0a reoe Municiosl o2 5a0oe. Em vista 00 expasn,

esciareno que oS colEoradones deste projelo de pesquisa nao terdo nennum tipo de gasio com
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transporie & aquisiglo de frascos coletores. £.3 Coleta de amosirasOs pacleniss atendldos nas
refiarenciadas UBS s com soilciEcdo de exame paraskoltgico de fazes, serdo convidados pela equipe de
aendmento 3 paticpar &0 s pmjetn de pesquisa. Messa ocasldo, serdo feilns indos of esclarsdmentne
§0bfE 0% objetivos da pesquisa, Dem como: descos & beneficlos envolvidos; procedmentos a senem
soilitatos 306 participantes; 2, garanta te privacidace & sigho 308 envohicos. Cas0 aceitem colaborar com
a pesquisa, cada volumtano recebera o documento TCLE, em duas vias, para 3 fevida assinatura de
conseniments. O participantes sardo ofentados a coher amostas fecalks com o emprego de poles
COIEIONes CONVENGIONals para 0 IDGesEamento |aboratonal usual do exame no LMC, como tambem nos T2s
trascoe coietores TF-Test, os quals conbem (iquicdd presenacor 3 base de solucio neutra de formalina pars
0 processamento da téonica de TF-Test Conventonal 6.4 Unidade protodiplca FAD para avallaclss de
recuperagio parasitana Unidade projotiplca FAD possul o5 seguinies componentes: Esterepmicoscapio
marea Colleman, modeka Stand-D 405T com camera digital; microsctplo Olympus modeio CX31, cimers
digital Olympus modaln SC100; cimara de satwagio (Eihik Technology — modeks Jamest 215-3L08);
Coluna de fiotagdo; & cOMpressor e ar da marca Schulz modelo CS0 - 9. 6.5 Imeragdo misnobolha-
parasio. AMOSTES S[reseniatvas 02 qUINZE SsDecles O8 [arasins IMEesinals [Feviaments processanss
peia técrica de TF-Test Comventional serdo levadas a0 procedmento de FAD, com o Infuito de comprasnder
a afuagdo 435 microioolhas para com o parasihos. 5.6 Ensalos de fiotacdo @ avallacdes de recuperacio
parEsitana Com o uso do sedimento obiido pela Boka parasiiiogica TF-Test Comentional & diuldo agus
trataca otendo uma suspensdn fecal (3mL), a5 amosras serdo submeldas acs ensalos de FAD. Com o
usa de plpeta auomatiza graduada, 50 L do matesial sefimentadn obifido peios dols processos (fotado &
ndo iotado) serdo ransfendos paras laminas de micmscopla 06 Owos & larvas de haimintos observados
serdo quantificados (contador manual) aps 3 vamedura completa da laminula em vinte 1aminas de
migroscopia (sorenadante flotado = 10 EAminas, & sedimenio nao flotado = 10 1aminas).

Critério @e Incus3o; Por Intervencdo de autonzacdo do voluntario mediante assinabura do Termo de
Corsantiments Lvie & Esciarecioo [TCLE), 0 oiiend 02 INCUSS0 Na PEsqUIsa 563 3 SNTega o8 amostras
fiecals colhidas nos frascos 03 tecnica parasiboiigica de TF-Test — Conventional nas Indlcadas UBE
Critério e Exclusdoc Ja o citeno de excusdo s2ra a enirega de material fecal em quanidads Insuficents
para a reallzacio da mesma teonka parasioligics & a falta de entrega do documento TCLE devidaments
assinado.
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O etivo o Pesquiss:;

Cbfetivd Primario; Este irabalho obje®va desenvolver, avalar @ valldar em laboratorio uma nova fBcnica oe
dateclo de parsshos Imtestinals, 3 partir da adeguagdo da s2enica de Fiotago por Ar Dissoivido [FAD),
adaptando-a para o exame parasicitgico das fezes humanas. Objetivo Secundaro: - Determinar o5
rEagentes quImicos coletones; - Contmar por regisim de IMagens efou vided a a¢30 das micobolnas (com
& 5em reagenis colaine) & ImierscSo com espécles parashanas Inestnals; - Avallar 3 madla percenial de
rECLDEraca0 de esiniuras parashanas (médla oe |arvas-ovos-cisios por laming) em dferentes condigies
flsicoquimicas; - Definir o5 valores 6imos dos paramelros avallados para uma padronizagio da teconica de
concentragan de parasiios Intestingls com o ush da FALDY: - Avallar & valldar Intralaboratoralmente com
parametes de reprodutbilidade a teonica de FAD, oom Dase na posithvidade madla encontrada desta nova
tecica em comparagio com as posiTvidades medlas da iecnica convendioral de TF-Test [Corwentonal); -
Caleuar a conffabliidade da nova técnica de FAD, & partir da anallse estatistica paramétrica de
senshilldans, sspecficidate, Inbarvalo de conflanca & concordancla Kapoa (k) @ sua cassficasio, coma:
Quase Peqfeiia, Subsiancial, Moderada, Fraca e Pobre

Avallagso dos Riscos & Benaficloa:
SEQUATD 05 AUIONSE, 530 CONSIErad0s N5C0s E61E eslUdD PROpOSID N0 SOrS6ENta MscHs 305 SMvolvioos
em todas suas etapas de desemalvimento. Como este se irata de um esiudo com fomatn experimental
|anoratoral (Valldagdo dagnastica), de modo que o pesquisadorn nio terd contato com o Tomecedor do
miaenial bologic, 25t pesguisa garante o siglo & a privacidace dos evolvicos. Dwranie 3 condugo deste
EEIID 5erdn 1omados 0 cuidados que 530 descrios nas Instrucdes do protocoio da técnica escolhida. As
elapas de colhella, homogenslzacio, Dreservacao, ranspons & processamanto |aboratonal de amostras
fecals, serdo reallzadas de acondo cOM &5 NOMTEs de Conbroie e Cualidade da Agéncla Macional de
WVighancia Santtara — ANVISA. Alem dissn, 52730 Fleniatos & obedecidos odos oF criténos de sequranca
para a realizacio de processamentn [anoratonal das menclonadas téenicas parasiinloglcas, coma por
exemplo, O USDS de |UWas descartivels, oculos de protegdo, capela de exaustido de ar e descarte de
miatesiais solidos 2 liquitos tmicos comaminantss em recipienTies aproorados, para posteror Indneragio
500 contmie do Grupo de Gerenclamento de Resliucs da Coordenadona Geral da Universidade (DGU) &3
UMICAMP, de modo a respaltar 35 nonrEs oe Blessequiana & Controle de Gualidade.

Bsegundo o5 aulores, &30 conskderados beneficios. 06 colaboradores deste esiudo nao lerdo beneflcio
diretn da pesquisa. Porem, a5 avallaghes & valldapio desie equipaments & procedimento baenio -cemmen,
resuttarie dests colaborag 3o resuitars em ganhos de senslbllidate a0 sxame
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Comentarios & Consideraghes sobre a Peaquisa:

Este profocolo &2 refere a0 Projeto de Pesquisa Inbiulado "DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAD
LABORATORIAL DE LMA NOWA TECNICA DE DETECGAD DE PARASITOS INTESTINAIS UTILIZANDO
DO PRINCIPO DE FLOTAGAD POR AR DISSOLVIDO”. © profocoln @ hema de tese de douorago do aluno
Fellpe AuQUStD SoGMRE, 500 ONentagSo o8 Jancano Fameara Gomes, POTSSE0r @ Pesquisanor Criaboracor
do Insttuto de Computago da UNICAMP, InstisicSo Proponents. Segundo as Informagfes Easkeas do
Projeto, a pesquisa tem orgamento estimado em RS RS 1.517.40 (Mi, quinhentos e dezesseta reals &
quarenta centavis) & 0 CTONOgrAMA apresentado contempéa Iniclo do estudo para feversido de 2016 &
bamming am Novembro de 2019, O nOmero de participantss & sstimado em 500 amostras positvas para
parasiias fecals, confieridas pelo Laborattrio Municipal de Andllses Clinicas (Parastiniogla) do municipio de
Camginas — SP.

Conglderagios sobre 0a Termecs de apresentaqao obrigatoria:

Forma apresantados 0 seguUnies documentios:

1 - Folha de Rosio Para Pesquisa Envolvendo Sares Humanos: Fol apresentado o documento “foina rosto
cep.pdr preenchido, datado de 120172018 & assinado. Agequads

2 - Projeto de Pesquisa: Foram anallsados os documentos © PROJETO _CEP.pd™ e =
PE_IHFE'RMHJ;I:IES_E.I'l.SICﬂE_DD_F‘H{HETﬂ_m‘II}IEﬂ.pﬂf‘ ge 13112207 e 12012018,
respectivamente. Adequado.

3 - Orgamento financelro e fontes de fimanclamento: © PROJETO_CEP.pdl™ e ~
PE_INFORMACOES BASICAS DO PROJETO 1010250.pdr de de 13/112/2017 & 1200112018,
respectivamente. Adequado

4 - Cronograma; Infermacdss sobie O CoNograma Includas nos decumentas — PRIUETD CER.pOT &
'FB_IHFE'RHJ".I;I:IEE_B.I'LSICHS_DE'_FHE-JI:_FDJI:I1I}25D.|:rﬂ'|' de de 13M2/2017 e 1201/20185,
respectivamente. Adeguado.

5 - Termo de Consemimenio Livre e Esclareckdo: Documento ™ TCLE.pdf™, de 120152016, Pendéncla
atendida
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& - Cumicuio do pesquisador prindpal @ temals colaDOradores: Confemplacics No documenio
"PROUETO CEP.pd- de 131 22047.

7 — Carta de anuéncia e |I'|Em1IJ|F-5€I onde a colela 5era reallzada, contemplada no docwmento
“Cana_anw=ncla pdi™ de 10/M1172017.

& - DU0E dOCUMENtns que acompaniam o Protocoio de Pesquisac
» documento de identificagSo passoal — "Documento_Pessoal_UNICAMP par

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagas:
1. Qusnio 30 Niimem de particnantes:

1.1 NOmesD de particpantes Inadequado no documento “Folha de rosto™.
Paniencia atendida.

2. Choanio ao TCLE

2.1 0 pesquisa0r Mesponsavel Navia Siabomon TOLE atequacs. No antanin, o5 CATE0s pard asinalur oo
paricipants & 60 pesquisador rEEponEavel N0 52 eNCONEVaT Na MEesma pagina. Pendénda atendida

Conslderagias Finale a critério do CEP:

Lembramos a0 pesquisatior que o astudo 54 pode ser Inkclado apds 3 aprovagdo pelo CEP, confomme
COMpromiSSD 355UMICD Pein MESMO COM O cumprimento da resolw;3o 46502012, bem X1.2 lera 2 Quando
for SLENTEAET respostas 35 pandancias, verflcar 52 o cronograma de realizagio da pesquisa, descriio na
piataforma Brasll & no projeto aneado, esta comemplando o Inicio da coleta de dados APOS a libeRcio do
projeto peio CEP.

Eatepaumrl‘ul slaborads basaado Nos doCcumenios abaldo relacionameg:

Tpo Documento AU Posiagem Ao SI‘I].B;&]
Triagtes Banms|TE_ IR S BASAs TP | TOUE Ao |
40 Projstn RCUETS 1040250, pdf 14: 4300
U Cana Resposta par 12012015 | Jancano Femaia AEin

144890 | Gomes
TCLE/ Termos de | TCLE.pdf 12012015 | Jancano Femaia Aein
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Assentimenta TCLE pdf 144738 | Gomes Acein
Justificathva de
L AUGENGES
Folha de Rosio Folha_de Rostn, pdf 12012018 | Jancarno Famala Aot
14:45:37 | Gomes
| Profeio De@hain | | Prks 0 GER pdl TITEZMAT | Jancano rensia | Acdio |
Brochura 11547 | Gomes
|DoCumeno_Pessod_UHICAMP pdT | TWT1200T | Jancano Femeka | Acsi |
13107 | Gomes
Cus Cara_anuendla pdf 10112047 | Jancano Femel@a Acein
16:31:32 | Gomes
Situagao do Parscer:
Aprovado
Mecesslta Apreclagio da CONER:
M0
CAMPIMAS, 16 de Jansiro de 2013
AEEInac poT:
Ranata Marla dos Santos Calaghini
{Coortenador)
Ercaregny:  Fua Tessdla Ve oo Careige, 129
Bakre:  Bailo Gande CEF: 13 esaer
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