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NOVA MODIFICACAO DO METODO DE EXTRACAC DE LOOSS-
BAERMANN PARA PESQUISA DE LARVAS DO STRONGYLOIDES
STERCORALIS NAS FEZES: TECNICA DO PIRES

Francisco FgRRIOLLI FILHO (1)

RESUMO

O autor descreve uma nova técnica de extracio de larvas de S. stercoralis,
na qual as fezes, dispostas sdbre uma peneira de tela de cobre com 7 c¢cm de dia-
metro e com 1.225 malhas por cm?, sio postas em contato com a &4gua contida
em um pires de vidro Pyrex de 9 cm de didmetro. Para evitar a exposicio ao
ar, as fezes sio recobertas com uma latinha munida de pequenos orificios. As
larvas que migram para o pires sio pesquisadas ao microscépio entomolégico com
objetiva 4x e ocular 5x. Quando particulas fecais minisculas ou substincias
soliiveis passam para a agua do pires, o que acontece em casos raros, produzindo
uma turvacgio que impede a visualizacdo das larvas, a a4gua € transferida para
um tubo de centrifuga, centrifugada a 1.500 r.p.m. durante 2 minutos e o sedi-
mento examinado entre lamina e laminula.

Esta técnica, além de simples, facil de executar, higiénica e econdmica, da

resultados idénticos a outras.

Em 53 amostras de fezes positivas, submetidas a

extragio simultdneamente pela técnica de Looss-BAERMANN modificada e pela téc-
nica do pires, o autor obteve respectivamente 92,45% e 94,34% de positividade,
ndo havendo diferengas significativas entre &stes resultados.

INTRODUCAO

Looss ** apresentou um método para iso-
lamento de larvas de ancilostomideos que
tinha por base o hidrotropismo positivo das
mesmas e que vinha complementar o método
de cultura de fezes proposto por LEICHTEN-
STERN 2. Aquéle autor fazia coprocultura
com carvdo animal em placa de Petri e de-
pois procedia a extracio das larvas do se-
guinte modo: retirando da estufa a mistura
fezes-carvio, expunha-a ao ar para dessecar
as camadas superficiais e, depois, colocava
Agua até cobrir todo o material. Sendo do-
tadas de hidrotropismo positivo, em pouco
tempo as larvas abandonavam o meio de cul-
tura e passavam para a agua; esta era, en-
tdo, decantada e examinada.

O método de Looss deu origem a intime-
ras variantes que podemos classificar em

trés grupos: as técnicas em que as fezes sdo
colocadas em contato direto com a 4gua e
as que as fezes sfo dispostas sGbre um pe-
daco de tecido ou de tela metalica e postas
em contdto com a agua reSpectivamente em
um funil ou em um calice de sedimentagéo.

A. Técnicas que utilizam o contato dire-
to das fezes com a dgua — Consistem fun-
damentalmente em colocar fezes (ou cultu-
ras) em contato direto com a agua e pesqui-
sar nesta as larvas que migraram.

Rousseau (in LEvVIN **) recomenda com-
primir a amosira de fezes entre duas lami-
nas, dando-lhe um formato circular, e em
seguida colocar agua em t6rno das fezes.
Em pouco tempo as larvas passam das fezes
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para o liquido onde podem ser facilmente
observadas.

KormER & BOERNER® aconselham tomar
uma porgido de fezes formadas, nelas fazer
uma escavacdo e ai colocar dgua. As larvas
migram das fezes para a dgua onde sdo co-
lIhidas apés 24 horas de incubagio a 37°C.
Este método foi recomendado por Simpson 8
e por Kyrg, McCay & SparLING 2.

Coutinao, CamMpos & AmaTo® propGem
uma técnica baseada nesse principio: colo-
cam 2 a 3 g de fezes numa placa de Petri
e circundam-na com agua a 40-42°C. Apés
60 minutos as larvas sfo encontradas na
dgua, com auxilio de um microscépio ento-
molégico, recolhidas e identificadas, depois
de coradas pelo lugol.

B. Técnicas que empregam um funil —
Nas variantes déste tipo as fezes sfo coloca-
das sbbre um retalho de tela metélica ou de
tecido. Este é adaptado a um funil tendo
na haste um tubo de borracha pingado com
pinca de Mohr, funil &te que é préviamente
cheio com Agua até uma altura tal que as
fezes fiquem parcialmente imersas. E fun-
damentalmente o método de BAERMANN * usa-
do para a extracio de larvas de nematdides
do solo, método éste que foi muito bem pa-
dronizado para pesquisa de larvas de anci-
lostomideos por CORT et al.’.

Este método foi, ao que parece, utilizado
pela primeira vez para a extragdo de larvas
de S. stercoralis das fezes por SANDGROUND *7.
Este autor aconselhava misturar fezes com
carvio e deixar durante 27 a 30 horas a
temperatura ambiente. Em seguida fazia a
extracio das larvas colocando a cultura so-
bre um pedago de tecido de algoddo gros-
seiro préso as bordas de um funil de Baer-
mann cheio de dgua a 40-42°C.

LEg ™ valia-se de um funil forrado com
tela metalica sbbre a qual espalhava areia
esterilizada. A haste do funil era ligada a
uma ponta de pipeta por um tubo de borra-
cha pingada com uma pinga de Mohr. As
fezes eram misturadas com areia e colocadas
sdbre a camada de areia que forrava a tela
do aparelho. Déste modo nio havia o con-
tato direto entre as fezes e a tela, evitan-

do-se, assim, o actimulo de detritos no tubo

10

coletor. FEnchia o aparelho cuidadosamente
com 4gua, até cobrir o material em exame,
e deixava em estufa a 37°C durante '90 mi-
nutos. Findo éste prazo, colhia a agua do
funil e nela procurava as larvas.

MoraEs ¥ introduziu no Brasil a técnica
de Baermann-Lee com algumas modificagdes:
as fezes sdo colocadas sObre uma tela meta-
lica recoberta por gaze e adaptada ao funil,
O tubo de borracha préso & haste do funil
terminava em um tubo de hemolise. Apds
60 a 90 minutos de extragiio as larvas esta-
vam coletadas no tubo de hemdlise; éste era
removido e o seu conteido vertido em vidro
de relégio para exame.

CoutinHO, Campos & AmATO 6, tendo em
vista que o ato de retirada do tubo de he-
molise dava margem a contaminagdo do ope-
rador, substituiram-no por uma ponta de
pipeta e fechamento do tubo de borracha
por uma pinca de Mohr, como na técnica
de Lee™.

Em trabalho anterior (FEerrriorri Filho #)
apresentamos algumas modificacGes da téc-
nica acima, modificacBes estas que consistem
na substituicdo da tela metalica de malhas
largas e recoberta por gaze, por uma tela
metalica de 1.225 malhas por cm® Além
disso procuramos eliminar a exposicdo das
fezes ao ar cobrindo-as com uma latinha
perfurada. Os orificios da latinha impedem
que se forme uma cimara de ar que, fazen-
do pressdo sdbre a superficie da 4gua, difi-
culta um amplo contato da mesma com as
fezes. Neste mesmo trabalho evidenciamos
a utilidade do lenco-papel “Yes” (Johnson
& Johnson), forrando a tela para os casos
em que as fezes se apresentem liquefeitas.
Deve-se ressaltar que Looss* ja fazia o uso
do papel-filtro para isolar larvas de culturas
de fezes.

C. Técnicas que empregam cdlice conico
— Embora descrita como técnica nova por
Rucar, Matos & Brisora 'S, esta variante
ja tinha sido utilizada por BruG® Este au-
tor aconselhava colocar 10 g de fezes sdbre
um pedaco de pano, fazer um amarrado e
suspendé-lo em 4gua contida em um calice
cOnico. Apés a extragio por um periodo
de 60 a 90 minutos, as larvas eram coleta-
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das no fundo do cilice com o auxilio de uma
pipeta e examinadas entre limina e lami-
nula. Esta técnica ficou ignorada pela ge-
neralidade dos pesquisadores e laboratoris-
tas, embora, segundo BiJLMER 2, ela seja lar-
gamente usada na Holanda para o diagnés-
tico da estrongiloidiase. Esse autor a reco-
menda como muito eficaz. CHANDLER * tam-
bém aconselha o método de Brug para ex-
tracio de larvas das fezes.

A técnica descrita por Rucai, Matos &
Brisora ¢ é a seguinte: amosiras de fezes,
contidas na prépria latinha em que so en-
viadas ao laboratdrio, sdo cobertas por uma
gaze e colocadas em contato com agua aque-
cida a 40-42°C num calice de sedimentacéo.
Apés 60 a 90 minutos colhe-se o sedimento
no fundo do célice com uma pipeta, transfe-
rindo-o para um vidro de relégio onde é exa-
minado. Como se pode notar esta técnica
é apenas uma ligeira variante da de BruG?,
conforme ja dissemos.

As técnicas em que as fezes sdo colocadas
em contato direto com a agua, sem interpo-
sigio de retalho de tecido, tela metélica ou
papel, tm um grave inconveniente, alids
apontado pelos autores que as usaram: as
larvas, apbs a migragfo para a agua muitas
vézes permanecem escondidas sob as fezes
e nfdo sdo encontradas ao exame microsco-
pico.

Por outro lado, as variantes que utilizam
o funil, cuja haste é ligada a uma ponta
de pipeta por um tubo de borracha ou plas-
tico pincado com pinga de Mohr oferecem,
entre outros, os seguintes inconvenientes: o
dispositivo em si é mais complicado e caro;
sua lavagem é mais trabalhosa e ndo per-
mite uma esterilizagio adequada, a menos
que o aparelho seja desmontado depois de
cada vez que é usado; o tubo de borracha
ou plastico se estraga com o pingamenlo e
deve ser substituido com freqiiéncia; a co-
lheita das larvas em um vidro de reldgio
por abertura da pinga de Mohr oferece ris-
cos de contaminar as mfos do operador; du-
rante sua migracio, larvas podem ficar reti-
das nas jungBes do funil ou da pipeta com
o tubo de borracha ou plastico.

Finalmente; as variantes que utilizam ca-
lice cOnico requerem que as larvas que se
sedimentaram sejam removidas com uma pi-

peta. Ora por mais -cuidadosa que seja a
introdugdo desta no célice, sempre se produz
um turbilhfo na 4gua que pode ressuspender
larvas; demais, ao se proceder a remogido
do sedimento, as larvas podem ndo ser aspi-
radas; ainda mais, larvas podem ficar ade-
rentes a parede da pipeta; finalmente a sim-
ples necessidade de se usar pipeta é uma
etapa adicional a complicar a técnica.

Assim sendo, concluimos que a solucdo
deveria consistir em fazer a extrago das
larvas no préprio recipiente em que elas de-
vem ser pesquisadas. Ja vimos que a técni-
ca da placa de Petri de CoutinmHO, CaMPOS
& AmAaTO " ndo € totalmente satisfatoria.
Tentamos a extracio colocando fezes sbbre
a tela metalica adaptada diretamente a um
vidro de relégio de concavidade e dimensGes
adequadas, contendo dgua. Os resuliados
foram muito bons, mas o vidro de reldgio
requeria um dispositivo especial para lhe
dar estabilidade. Foi quando descobrimos
no comércio um tipo de pires de vidro ade-
quado & finalidade.

DESCRICAO DA TECNICA

Nosso dispositivo (figs. 1 e 2) requer:
a) um pires de vidro Pyrex medindo apro-
ximadamente 9 cm de didmetro e com uma
profundidade de cérca de 0,9 ecm; b) uma
peneira constituida por tela de cobre com
1.225 malhas por cm? montada em um aro
circular do mesmo material medindo 7 cm
de didmetro ¢ 1 cm de altura, dotado de um
cabo para facilitar a manipulagio; c¢) uma
tampa de lata com cérca de 6 cm de didme-
tro ¢ munida de orificios (optativa).

A técnica de operagio é a seguinte:

1)  Tomar 10 g de fezes homogenizadas
e com auxilio de um bastdo colo-
cé-las sébre a peneira e distribui-
las regularmente sébre a tela me-
talica, de modo a ocupar uma area
de cérca de 5 cm de didmetro; em
casos de fezes muito endurecidas
é conveniente, ao homogeniza-las,
juntar um pouco d’4gua para lhe
dar consisténcia menos firme e fa-
cilitar o contato com a tela assim
como a saida das larvas.

1
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Cobrir as fexes com a tampa [ura-
da ¢ adaptar a peneira sdhre o pi-
res,

Colovar euidadozamente dgna agque-
cida a 40-45°C no pires, alé o nivel
liquida ultrapassar o do Tundo da
penecira ¢ deixar a extragio se pro-
vessar durante 60 minutos,

Retivar enidadosamente a peneira
e examinar a dgua do pires ao mi-
CTOSCOpin vnlmnulﬁgh‘u, com ohje-
As larvas
s coletam de preferéncia na parte

tiva de 4x e orular 5x,

plana mais funda do pires, embora
possam  ser  enconlradas  proximas
da jungio da superficie d'agua com
as bordas do pires,

Figura 1

5

Rucai. Matos & DBurisora ' salientaram
que. na latinha fechada, se forma CO. que
contribui para maior efetividade da 1éenica,
pois as larvas 1ém tropismo negalive para
fste gas.  Prelerimos, porém, furar a lati-
nha ¢ perder Esse tropismo, se & que exisle,
mas evilar a formacio de uma cimara de
ar dentro da latinha., coja pressio impede
a dgua de penetrar e cobrir as fezes (Fen-
fioLe Filho #).

Acontece, ds vézes, que substancias Tecais
soliiveis ou particulas fecais muito pegquenas
passam para a dgua, produzindo turvacio e
prejudicande a pesquisa direta das larvas
no  entomologico.  Nestes casos,  [elizmente
raros, translerimos o conteddo do pires para
um tbo de centrifuga de 30 ml, centrifu-
pamos durante dois minutos a 1500 r.p.m,
e examinamos o sedimento entre [ming o
laminula. Nio coramos, pois as larvas se
conservam moveis e isto [acilita o exame.

Apds a efeluacio dos exames as pecas po-
dem ser submetidas @ lavagem e esteriliza-
gao pelo calor, sem perigo de serem  danifi-
cadas, podendo cada conjunto ser usado in-
definidamente.

A téenica acima proposta alia, 4 sua sim-
plicidade e limpeza, uma eliciéncia que se
comprovou nas comparacoes a que a subme-
temos e que serdo expostas a seguir,

e |
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ESTUDO COMPARATIVO DA EFICIENCIA DA
TECNICA DO PIRES COM A DO METODO DE
LOOSS-BAERMANN MODIFICADA

Para esta comparagio submetemos amos-
tras de fezes de 89 individuos a exiracdo
feita simultdneamente pelo método de Looss-
BaerMANN modificado sucessivamente por
Morakgs **, CouTiNHO & col.® e FERRIOLLI
Filho® e pela técnica acima proposta. Os
resultados, obtidos apds 60 minutos de ex-
tragdo, sio apresentados no quadro I.

QUADRO I

Comparacdo das técnicas de LOOSS-BAERMANN
modificada e do pires em 89 amostras de fezes.

Técnica o total de xamin
positivos e € a-

positivos dos

Looss-Baermann 49 92,45 55,06

Pires .......... 50 94,34 56,18
S6 Looss-Baer-

mann ........ 3 5,66 3,37

S6 pires ....... 4 7,55 4,49

Ambas ........ 46 86,79 51,68

Total ........ 53 — 59,55

Como vemos, pela técnica do pires deixa-
ram de ser revelados 3 casos enquanto que
pela técnica de Looss-BAERMANN modificada
ndo foram revelados 4 casos. Em todos os
casos em que ocorreu falha de uma das téc-
nicas tratava-se de material que continha
poucas larvas. Né&o notamos diferencas apre-
.ciaveis no niumero de larvas reveladas por
cada técnica e em cada caso.

SUMMARY

A new modification of Looss-Baermann’s

technique for the extraction of larvae of

Strongyloides stercoralis from stools: the dish
technic.

A new modification of Looss-Baermann’s
technique for the extraction of larvae of

Strongyloides stercoralis from stools is de-
scribed.  Stool specimen is placed on a cop-
per-sieve with 1,225 meshes per square cen-
timeter and mounted in a metal ring seven
centimeters wide and one centimeter high,
having a holder to {facilitate manipulation.
This sieve is brought into contact with warm
water (40-45°C) contained in a Pyrex dish
9 centimeters in diameter. In order to avoid
exposition to air the stool specimen on the
sieve is covered with a metal cover having
two holes.

After an hour, the sieve is removed and
Strongyloides larvae are searched in the dish
with the aid of a stereoscopic microscope.
When small fecal particles and soluble sub-
stances pass through the screen and produce
a turbidity intense enough to obstruct vi-
sualization of larvae, the water is transferred
to a test tube and centrifugated at 1,500
r.p.m. for two minuies, and the sediment is
examined between slide and cover slip.

This technique is simple, hygienic, and
economical, and gives good results. Fifty-
three positive specimens examined simultane-
ously by Looss-Baermann’s modified techni-
que as well as by the new one gave substanti-
ally the same results, that is, 92.4 per cent
and 94.34 per cent of positive cases, respec-
tively.
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