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RESUMO

Foi padronizada uma técnica semi-quantitativa de eclosfdo de ovos de S. mansoni com
finalidade diagnédstica. Usaram-se frascos de “Stoll” onde 4 ml de fezes foram emulsiona-
das em 56 ml de agua desclorada a 4°C. Apds lavagens sucessivas, o sedimento foi expos-
to no préprio frasco a uma ldmpada de 60 watts por 2 horas visando & eclosio dos ovos.
Para facilitar a visualizacdo dos miracidios, foi construida uma caixa com iluminacéo
tipo “campo escuro” e onde o frasco era colocado e examinado até 24 horas apds. Quan-
do foram adicionados 1 e 5 ovos de S. mansoni por g de fezes para avaliar a sensibili-
dade do teste de eclosdo obtiveram-se respectivamente 80,0 e 90,0% de positividade nos
exames. Com 12 a 50 ovos por g de fezes foi de 100% a positividade. Em 1046 amostras de
fezes onde foram comparados os métodos de eclosdo e método quantitativo de Kato-
Katz, 441 exames foram positivos por um dos dois métodos. O método Kato-Katz isola-
damente revelou 86,8% dos positivos e a eclosdo, 89,3%. Em 341 exames de controle rea-
lizados apdés o tratamento de 80 pacientes esquistossométicos, 58 foram positivos por um
dos dois métodos, sendo que 4 foram negativos pela eclosdo e 3 pelo método quantitativo
de Kato-Katz. Os resultados mostram que a eclosfo tem seu valor quando utilizada como
método auxiliar no diagnodstico da esquistossomose e principalmente, para a avaliacéo te-
rapéutica de agentes esquistossomicidas.

INTRODUCGCAO

A eclos@o do miracidio de ovos de Schis-
tosoma foi estudada por diversos Autores vi-
sando principalmente determinar os fatores
fisicos, quimicos e bioldgicos que regulam es-
se fen6meno. De fato, STANDEN 26 & MAL-
DONADO & col. 15-18 demonstraram a impor-
tancia da pressdo osmotica, temperatura, luz
e PH no processo de eclosdo de ovos de S.
mansoni.

PITCHFORD & VISSER 22 observaram que
o numero de miracidios de S. mansoni eclo-
didos era proporcional ao tempo de diluicdo
das fezes sendo que a eclosio se iniciaria prin-
cipalmente 24 horas apds e se processaria até
6 dias.

Estudos semelhantes foram realizados

com ovos de S. japonicum 781427 ¢ S, haema-
tobium °. A avaliacdo do teste de eclosfo de
miracidios como método diagnédstico foi tam-
bém estudada, principalmente para o S. ja-
ponicum 21 ¢ S. haematobium %, sendo que no
Brasil ndo existe nenhuma publicacio sobre
o valor desse teste na esquistossomose man-
sénica.

Em nosso trabalho sdo descritos uma téc-
nica semi-quantitativa para eclosio de mira-
cidios e um novo aparelho que permite a sua
visualizacdo mais facilmente, apresentando-se
também o método de analise da sensibilidade
desse teste e o estudo comparativo com o exa-
me de fezes realizado pelo método quantita-
tivo de KATO-KATZ 10,
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MATERIAL E METODOS

I — Descricio do teste de eclosio de mi-
racidios

Foram usados os frascos de “Stoll” onde
4 ml de feges zd0 emulsionadoz em 56 ml de
apua desclorada. A suspensfo foi filtrada
através de uma tela de nylon com malhas de
800 ¢ de didmetro, 2eu volume completado com
agug fria, e deixada sedimentar na geladei-
ra 420 por 30 minutos. Em sepuida fol as-
pirado o sohrenadante e completado o volu-
me com Agua a 4°C. BEssas lavagens foram
feitas até gue o zobrenadante se tornasse cla-
ro, Apos a ultima lavagem o sedimento foi
TeSSUSPENS0  em Agua  numa  temperatura
aproximada de 28°C e 0 mesmo {rasco coloca-
do sob lAmpada de 60W para a eclosao dos
ovos, Foram feitas leituras 2 e 24 horas apds
& exposicRo & luz, Para leitura, o frasco foi
colocado numa caixa especial com iluminagio
tipo “campo escuro” onde o8 miracidios sao
facilmente vistos (Filg. 11, Esta calxa com di-
mensoes aproximadas de 50 x 30 cm fol feita
com papelio revestida com papel preto tendo
somente uma abertura para o exterior do for-
mato do frasco onde se encontra & SusSpensao.

Fig, 1 — Aparelho especial par viswalizagho dosg ml-

e s

Mo interior da caixa em torno dessa abertu-
ra existe um sistema de iluminacfo gue da
origem ao “campo escuro” através do orificlo
onde o tubo é colocado para a lelfura. Em
posicio anferior ac tubo existe flxa uma lupa
gue facilita & visualizgacao dos miracidios (Fig.
2).

Flg, 2 — Bsguetns do gparclho eom iluminacio tipo
sedmp eselieor para visuslizgacio  dos  mbraclidios

II — Analise da sensibilidade do teste de
eclosio

Ovos maduros de 8. mansoni foram obtl-
dos de fezes de individuos parasitados, de
acordo com a técnica de RITCHIE & BER-
RIOS-DURAN # ¢ apds exame e contagem ao
mieroscopio foram misturados a fezes de in-
dividuos nao parasitados (KATZ & CHAIAY
e preparadas para o teste de eclosio, Foram
utilizadas concentracoes de 50,.20,.12, 5 ¢ 1
ovos por g de fezes sendo realizados 5 exa-
mes com eada uma das trés primeiras con-
centragtes e 10 exames com as duss ltimas,
As lefturas foram feitas 2 e 24 horas apds a
preparacao dos exames,
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IIT — Comparacio entre a eclosio e 0 mé-
todo quantitativo de Kato-Katz no diagnésti-
co da esquistossomose

Foi feita uma comparacio entre o méto-
do quantitativo de KATO-KATZ® e o teste
de eclosdo em 1046 amostras de fezes. Foi
preparado 1 exame de cada amostra pela téc-
nica de ecloso e 2 laminas pela técnica de
Kato-Katz. Os 1046 exames foram divididos
em 3 grupos de acordo com a origem das fe-
Zes, a saber:

Grupo A — 192 exames de individuos que
eliminavam ovos de S. mansoni nas fezes em
exames realizados anteriormente;
individuos

Grupo B — 329 exames de

sem diagnoéstico;

Grupo C — 525 exames de pacientes es-
quistossométicos realizados antes ou do 1.2 ao
4° més apds o tratamento com oxamniquine.
Neste grupo, foram analizados separadamente
341 exames de 80 individuos tratados.

Esses exames foram realizados do 1.° ao
4.° més apds o tratamento, pelos dois méto-
dos para avaliacdo de cura.

RESULTADOS

Na Tabela I estd representada a positi-
vidade do teste da eclosio em relacao & con-
centracido de ovos/g de fezes. Para concen-
tracdes de ovos iguais ou superiores a 12 ovos/
g, 100% das preparacdes foram positivas. Nas
concentracoes de 5 e 1 ovos/g obteve-se res-
pectivamente 90,0 e 80,0% de positividade nos
exames realizados.

Na Tabela II estio os resultados dos 1046
exames realizados pelo teste de eclosio e pe-
lo método de Kato-Katz nos trés grupos de
individuos.

TABELA I

Positividade do teste de eclosfio em relacdo a concen-
tracdo de ovos 8. mansoni por g de fezes

Ne de ovos adicio- | N¢ de frascos| N¢ (%) de fras-
nados por g de examinados cos com mira-
fezes cidios
50 5 5 (100)
20 5 5 (100)
12 5 5 (100)
5 10 9 ( 90y
1 10 8 ( 80)

TABELA II

Resultado de 1046 exames de fezes realizados pelos métodos de Kato-Katz e eclosdo nos trés grupos de pacientes

Resultados Positi‘vos Resultados Positivos
Total
Kato-Katz Kato-Katz (4) Xato-Katz (~)
exames e/ou eclo- Kato-Katz Eclosdo Eclosdo (—) Heclosdo ()
séo

A 192 92(100,0) 80(86,9) 87(94,7) 5(5,3) 12(13,1)
B 329 126(100,0) 100(79,3) 102(80,9) 24(19,1) 26(20,7)
525 223(100,0) 203(91,0) 205(91,9) 18(8,1) 20(9,0)
Total 1046 441(100,0) 383(86,8) 394(89,3) 47(10,7) 58(13,2)

( ) = porcentagem

Os resultados obtidos nos trés grupos fo-
ram bastante semelhantes com diferencas

pouco significativas entre os dois métodos. O

XKato-Katz revelou 86,9, 79,3 e 91,0% dos ca-
. sos positivos e o teste de eclosdo 94,7, 80,9 e
91,9% nos trés grupos respectivamente. Num
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total de 441 exames positivos, o Kato-Katz re-
velou 383 (86,8%) e a eclosdo 394 (89,3%).
Dos 441 exames positivos, 105 (23,9%) foram
discordantes entre os dois métodos, 47 (10,7%)
positivos pelo Kato-Katz e 58 (13,2%) exa~
mes positivos pela eclosio.
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Calculando o valor da mediana do nume-
ro de ovos de S. mansoni por g de fezes nos
47 exames pelo método de Kato-Katz, nos
quals a eclosdo foi negativa, encontrou-se o
valor de 64 enquanto a mediana dos 336 exa-
mes com resultados positivos para os dois mé-
todos foi de 150.

Quando os dois métodos foram compara-
dos para avaliacdo de cura dos pacientes tra-
tados, 58 dos 341 exames realizados foram' po-
sitivos considerando o resultado pelos dois
métodos, sendo que em 7 casos (12,0%) os re-
sultados foram discordantes. Em quatro exa-
mes hegativos pelo teste de eclosdo encon-
trou-se 66, 10, 12 e 12 ovos por g de fezes no
Kato-Katz, e em trés exames negativos para o
Kato-Katz foram positivos pela eclosfo, sen-

. do que em exames anteriores esses pacientes

tinham 22 e 80 ovos por g de fezes.
DISCUSSAO

Para estudos clinicos ou ensaios terapéu-
ticos na esquistossomose, bem como para a
avaliacdo do controle dessa endemia é muito
importante poder se contar com um método
que seja quantitativo, de facil execucido, sen-
sivel, pouco dispendioso e que possibilite o seu
emprego em larga escala.

No primeiro encontro de Pesquisado-
res em Medicina Tropical realizado sob o pa-
trocinio do Instituto de Pesquisas Johnson &
Johnson de Doenc¢as Endémicas em 1973 e que
teve suas conclusdes referendadas pela as-
sembléia geral do X.° Congresso da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical 5, realizado em
Curitiba em 1974, o método Kato-Katz, foi
apontado como aquele que deveria ser utili-
zado para o diagnéstico e avaliacio de agen-
tes terapéuticos na esquistossomose.

De fato, em trabalhos anteriores, KATZ
& col 11, KATZ & ZICKER!2, COURA & CON-
CEICAO 2 demonstraram ter o método quan-
titativo de Kato-Katz muito valor nos estu-
dos da esquistossomose. Na avaliacdo dos no-
vos agentes esquistossomicidas este método
vem sendo amplamente utilizado, por COURA
& col. 3, COUTINHO & col.¢, KATZ & col.13,
PRATA & col.23, SILVA & col.25, PEDRO &
col. 20 entre oufros pesquisadores.

O teste de eclosio de miracidios apesar
de ser utilizado amplamente por investigadores

em areas onde predominam o S. haematobium
ou 8. japonicum ainda nio havia sido devida-
mente avaliado no Brasil onde o 8. mansoni
é o lUnico prevalente.

No presente frabalho, descreve-se no-
va técnica que pode fazer com que o teste de
eclosdo torne-se quantitativo. De fato, como
parte de um volume conhecido de fezes, bas-
ta que sejam contados todos os miracidios
eclodidos e ter-se-4 o numerc de miracidios
por g de fezes.

Por outro lado, o aparelho ora descrito,
que tem como principio a iluminaclo ti-
po “campo escuro” permite o exame mais apu-
rado e rapido dos frascos onde se encontram
os miracidios. O teste de eclosdo é muito sen-
sivel revelando 80% dos exames que apresen-
tavam até 1 ovo de S. mansoni por g de fezes

(Tabela I).

Quando o teste de eclosdo foi comparado
20 método de exames de fezes quantitativo
de Kato-Katz a concordancia nos diferentes
grupos estudados esteve entre 80 e 90%, seja
para o diagnostico dos casos de S. mansoni
ou na avaliacdo de cura.

Para avaliacio terapéutica, deve-se assi-
nalar que quando foram examinadas 341
amostras de 80 pacientes tratados: com um
agente esquistossomicida foram encontrados
58 exames positivos por um dos dois métodos.
Nestes, 7 exames (12,0%) apresentaram re-
sultados discordantes ou seja 4 foram negati-
vos pelo teste de eclosdo.e 3 pelo método de
Kato-Katz. Saliente-se que nestes exames o
nimero de ovos.de S. mansoni eliminados pe-
las fezes era péqueno (menos de 66 ovos por
g)} fato que provavelmente ocasionou a dis-
cordadncia nos resultados obtidos pelos dois
métodos.

Apesar do teste de eclos&o utilizar-se de
4 ml de fezes e o método de Kato-Katz de
quase 10 vezes menos, os resultados mostram
que ambas as técnicas sfo equivalentes.

O teste .de eclosdo serve também para
confirmacgio da viabilidade dos ovos de S.
mansoni e pode ser empregado como técnica
complementar no diagnéstico da esquistos-
somose, principalmente para-a avaliagdo te-
rapéutica de agentes esquistossomicidas.
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SUMMARY

Evaluation of a new semi-quantitative
hatching technique of S. mansoni eggs for
diagnostic purposes

A new semi-quantitative hateching techni-
que has been standardized for diagnostic pur-
poses of S. mansoni eggs. There have been
employed “Stoll” flasks where 4 ml feces
were emulsified in 56 ml dechlorinated water
at 4°C. After successive washings, the sedi-
ment, still in the flask, was exposed to a 60-
-watt lamp, for 2 hours, to make the eggs
hatch. To enhance the visualization of the
miracidia, there has been devised a box with
“dark-field” illumination, where the tube is
placed and examined for up to 24 hours.

‘When 1 to 5 S. mansoni eggs were added
(per gram of feces) so as to evaluate the sen-
sitivity of the hatching test, percentages of
80.0 and 90.0% of positive examinations were
obtained. By adding 12 to 50 eggs (per gram
of feces) the positivity rate was 100%.

From 1048 faeces samples examined for

camparing the sensitivity of the hatching

techniquzs with that of Kato-Katz quantita-
tive stool examination, 441 were found to be
positive by one of the two methods, Kato-
Katz technique having revealed 86.8% of the
positive tests and the hatching method,
89.3%.

In 341 exams from 80 already ftreated

schistosome patients, 58 tests 'were found to
be positive by one of the two techniques, the
hatching method having been negative in 4
cases and Kato-Katzmethod in 3 of them.

The data obfained have shown the hatch-
ing technigue to be helpful as an auxiliary
tool for the diagnosis of schistosomiasis and,
especially, for the assessment of therapeutic
activity of schistosomicidal agents.
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