




























































































































































































































































































ANEXOS



Anexo A - Diagnaostico laboratorial

7

Comumente, o diagnéstico laboratorial € feito mediante a realizagdo de exame
parasitolégico de fezes, por meio da técnica Kato-Katz.

1

Material necessario:

Kit Helm Teste (Bio-Manguinhos):

Laminula de papel celofane molhavel (24 x 30 mm), de espessura média (40 a 50 micra),
previamente imersa por 24 horas em solucao diafanizadora (incluida no kit) ou solucéo
clareadora de verde malaquita glicerinada (n&o esta incluida no kit; férmula descrita a
seguir). Essa solucao de verde malaquita proporciona melhor clarificacdo da amostra,
sendo a mais indicada para o uso em laminas de Kato-Katz. Antes de usar a laminula,
deve-se deixar escorrer o excesso da solugéao.

Tela de nylon com malha, com fio de 0,12 mm, com abertura de 150 a 200 micras.

Placa de plastico retangular (3x 4 x 1,37 mm), com orificio central de 6,0 mm de diametro.
Espéatula de plastico, com uma das extremidades retangular.

Papel higiénico, cor branca.

Lamina de vidro, sem borda fosca, para microscopia.

. Técnica:

Colocar sobre o papel higiénico a amostra de fezes a ser examinada.
Comprimir a parte superior da amostra de fezes com a tela de nylon.

Retirar as fezes que passaram para a parte superior da tela e transferi-las, com auxilio
da espéatula, para o orificio da placa plastico retangular, que devera estar sobre a lamina
de vidro.

Ap6s encher completamente o orificio, retirar a placa de plastico cuidadosamente,
deixando as fezes sobre a lamina de vidro.

Alternativamente, a fim de otimizar o uso das ldAminas de vidro, duas porcdes de fezes
retiradas do orificio de plasticos retangulares podem ser colocadas em uma mesma
ldAmina de vidro (que deve ser sem borda fosca).

Cobrir as fezes com laminula de papel celofane embebida em solucdo clareadora,
comprimindo alamina, apos té-la invertido, contra uma folha de papel (sulfite ou higiénico).

Aguardar uma hora e examinar a lamina preparada, no microscopio.
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a) Solucdo de verde malaquita a 3%.
Férmula:

= Verde malaquita.......3,0 g
= Agua destilada.......100,0 ml

Preparo: colocar 50,0 ml de agua destilada em um baldo volumétrico com capacidade
de 100,0 ml. Acrescentar os trés gramas de verde malaquita. Homogeneizar a solucéo.
Completar o volume para 100,0 ml. Transferir a solugcdo para um frasco de cor ambar;
rotular; guardar ao abrigo da luz.

b) Solucéo clareadora de verde malaquita glicerinada.
Férmula:
Solucéo de verde malaquita a 3%.......1,0 ml

= Glicerina P.A (glicerol)......50,0 ml
= Agua destilada.......50,0 ml
Preparo: retirar 1,0 ml da solucdo a 3% e acrescentar a glicerina e a 4gua destilada na

guantidade de 50,0 ml cada. Homogeneizar; transferir para um frasco de cor ambar;
rotular; guardar ao abrigo da luz.
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Anexo B - Sensibilidade e especificidade dos testes diagndsticos para
esquistossomose

Quadro 1 - Sensibilidade das técnicas parasitolégicas de deteccao de ovos nas fezes

Técnica NuUmero de amostras de fezes analisadas Sensibilidade
1* 22,2% a 56,4%
2# 56,5%
3# 51,4% a 66,7%
Kato-Katz
4* 65,9%
5# 67,3%
67 70%
Sedlme‘ntagao~ por 3 44.4%
centrifugacgdo
ik 42,9%
2# 53%
3# 61,2%
Lutz/HPJ
4% 61,9%
5# 63,9%
6* 66%

Fonte: elaboragéo proépria.
*Uma a seis laminas por amostra.
#Duas laminas por amostra.

Quadro 2 - Sensibilidade e especificidade dos testes sorolégicos para detecgcao de
anticorpos contra o parasito

Classe de anticorpo

Antigeno

Sensibilidade Especificidade

detectado
ELISA ATHEERD E IgM 92% a 98% 80% a 97%
verme adulto
ATEGENE B2 T8 IgG 73% a 100% 66% a 100%
do parasito

Imunofluorescéncia Secc¢des de vermes IgM 91% 62% a 98%

indireta adultos machos
Seccdes de vermes 1gG 95% 99% a 100%

adultos machos

Fonte: elaboragao prépria.
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Anexo C - Técnicas malacoldgicas

Coleta de caramujos de agua doce

A colecdo hidrica deve ser escolhida pelos agentes de endemias, considerando os provaveis focos
de transmisséo de S. mansoni, bem como o histdrico de contato humano na cole¢éo hidrica.
Escolhido o ponto de coleta, deve-se preencher a ficha 102A — Cadastro das Colecdes Hidricas.

A coleta dos caramujos é realizada utilizando uma concha de captura (Figura 1) que deve
ser raspada na margem da colec¢ao hidrica, especialmente em locais com vegetacéo. A cada
“conchada”, deve-se verificar se existem moluscos na concha, observando atentamente a
vegetacao que foi recolhida. Os moluscos encontrados devem ser cuidadosamente transferidos
parasacos plasticos sem agua, que devem ser codificados conforme o niumero da colecgao hidrica.
Finalizada a coleta, deve-se preencher o formulario PCE 102 (Anexo F - Diario de Malacologia).

Figura 1l - Concha perfurada para coleta de moluscos aquaticos

Fonte: Carvalho & Caldeira (2004).

Os moluscos capturados, quando chegarem ao laboratério, devem ser cuidadosamente
contabilizados e separados por tipos. Em seguida, cada tipo (Figura 1) deve ser transferido
para recipientes devidamente rotulados com o numero da colecao hidrica, contendo dgua
desclorada ou filtrada até o momento do exame, para verificacdo da presenca de cercaria,
preferencialmente no dia seguinte a coleta.

Exame dos moluscos para verificagdo de cercarias

Podem ser realizados dois tipos de exames para verificacdo de cercérias: por estimulo
luminoso ou por esmagamento entre placas de vidro.

1. Estimulo luminoso (Figura 2):

= |ndividualizar cada moluscoem um frasco de vidro transparente, com aproximadamente
4 ml de agua desclorada ou filtrada.

= Expor os frascos com os moluscos a luz de lampadas incandescentes (60W) a uma
distancia de 30 cm, durante quatro horas.
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Retornar o molusco para o recipiente anterior e levar o frasco contendo agua ao
microscopio estereoscopico (aumento de 8 vezes).

Observar na agua formas larvais (cercarias).
Contabilizar o niumero de caramujos que estao eliminando cercaria de S. mansoni.

Os caramujos que nado eliminarem cercarias devem ser submetidos ao esmagamento
entre placas de vidro.

Figura 2 — Estimulo luminoso de moluscos para liberacao de cercarias

Fonte: Carvalho & Caldeira (2004).

3. Esmagamento dos moluscos entre placas de vidro (Figura 3):

Colocar os moluscos enfileirados numa placa de vidro com uma distancia de
aproximadamente 4 cm entre eles.

Cobrir esses moluscos com outra placa de vidro.

Apertar as placas uma contra a outra, delicadamente, observando o extravasamento da
hemolinfa.

Levar as placas, uma sobre a outra, para o microscopio estereoscépico (aumento de 8
vezes) e observar na hemolinfa formas larvais (cercarias) (Figura 4).

Contabilizar o nUmero de caramujos que estao eliminando cercaria de S. mansoni.

Observacao: calcular a taxa de infeccao (nUmero de caramujos infectado/numero de
moluscos expostos x 100), considerar o caramujo que liberou cercaria por estimulo
luminoso e o que eliminou por esmagamento.
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Figura 3 - Esmagamento do molusco entre placas de vidro

Fonte: Carvalho & Caldeira (2004).

Figura 4 - Imagem de diferentes cercarias: de A até F, cauda bifurcada; G até |, cauda simples.
A) Cercéria de Schistosomatidae, mas ndo de S. mansoni; B a F) cercarias de Strigeidae;
xifidiocercaria; H) cercaria gimnocéfala; I) cercéaria equindstoma (escalas; 0,1 mm)

[1]

Fonte: Vigilancia e Controle de Moluscos de Importancia Epidemiolégica: diretrizes técnicas (2008).

Espécies de moluscos de agua doce

Diferentes espécies de moluscos podem ser encontradas nas colecdes de agua doce.
Para a esquistossomose mansoni, apenas os do género Biomphalaria tem importancia.
Na Figura 5, podem-se observar os possiveis moluscos encontrados nos ambientes de
agua doce, podendo apresentar duas conchas unidas (Figura 5i), ou apenas uma sem
enrolamento (Figura 5e), ou apenas uma concha com enrolamento planispiral (Figuras 5a,
5c¢, 5d, 5f, 5g, 5h e 5j). Porém apenas algumas espécies do género Biomphalaria (Figuras 6,
7, e 8) podem ser hospedeiras intermediarias do S. mansoni.
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Figura 5 — Outros moluscos. A) Pomacea insularum, escala: 5 mm; B) Marisa planogyra, escala:
5 mm; C) Aylacostoma sp. escala: 5 mm; D) Idiopyrgus sp. escala: 5 mm; E) Limnoperna fortunei,
escala: 10 mm; F) Lymnaeidae, escala 5 mm; G) Physidae, escala 5 mm; H) Pseudosuccinea
columela, escala 5 mm; l) Corbicula sp., escala: 10 mm; J) Melanoides tuberculatus, escala: 10 mm

® © ® ®

Fonte: Vigilancia e Controle de Moluscos de Importancia Epidemiolégica: diretrizes técnicas (2008).

As principais caracteristicas das trés espécies hospedeiras intermediarias do S. mansoni
estdo descritas a seguir:

1. Biomphalaria glabrata:

= Concha grande e lisa (Figura 6).

= Diametro: aproximadamente 40 mm.

= Giros arredondados, aumentando gradativamente o seu diametro.
= Cor escura/marrom.

= Lado direito: cbncavo, com o giro central profundo.

= Perfil: abertura oval com diametro de aproximadamente 11 mm.

= | ado esquerdo formando uma concavidade rasa.

Figura 6 — Morfologia da concha de Biomphalaria glabrata

Fonte: Carvalho & Caldeira (2004).
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Biomphalaria straminea:

= Concha pequena, com os lados umbilicados (Figura 7).

= Didmetro: aproximadamente 16,5 mm.

= Giros arredondados, aumentando rapidamente o seu didmetro.

= | ado direito: cbncavo ou aplanado, com o giro central profundo.

= Perfil: abertura oval ou arredondada, com diametro de aproximadamente 6 mm.

= | ado esquerdo: concavidade geralmente maior que no lado direito.

Figura 7 — Morfologia da concha de Biomphalaria straminea

Fonte: Carvalho & Caldeira (2004).

W

Biomphalaria tenagophila:

= Concha grande, apresentando uma “quilha” (carena) em ambos os lados (Figura 8).
= Didametro: aproximadamente 35 mm.

= Giros carenados:. mais acentuadamente a esquerda, aumentando lentamente o seu
diametro.

= [ ado direito: desde muito concavo até quase plano, com o giro central profundo.
= Perfil: abertura oval ou arredondada, com didmetro de aproximadamente 6 mm.

= | ado esquerdo: concavidade geralmente maior que no lado direito.
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Figura 8 - Morfologia da concha da Biomphalaria tenagophila

Fonte: Carvalho & Caldeira (2004).

Embalagem e transporte dos moluscos

Em situacdes nas quais a realizacdo dos exames e a identificacédo especifica do hospedeiro
intermediario pelos agentes comunitarios de endemia (ACEs) e/ou agentes comunitarios
de saude (ACS) forem inviaveis, os caramujos devem ser enviados para os laboratérios de
referéncia devidamente embalados, juntamente com a copia da ficha 102A.

Considerando as dificuldades encontradas em relacdo ao transporte de moluscos
no Brasil, recomenda-se que seja elaborada legislacdo especifica para o transporte de
material biolégico que tenha importancia para a sadde publica, facilitando assim o acesso
aos laboratdérios de referéncia.

Para a remessa de caramujos vivos destinados a identificacdo e ao exame de infeccdo
por S. mansoni, propde-se que seja adotada a técnica que se segue, desenvolvida por
W. L. Paraense:

1. E fundamental que se verifique se todos os caramujos estdo vivos antes que sejam
embalados (Figura 9); para isso, eles devem ser colocados numa fina lamina de agua e
observados quanto a sua movimentagao.

2. Umedega com agua um pedaco de gaze de algodéao (de 30 cm a50 cm de comprimento
X 20 cm de largura), espremendo-o muito bem, de modo que fique levemente iumida.
Esse detalhe é muito importante, pois 0 excesso de agua mata os caramujos por asfixia,
uma vez que respiram o ar atmosférico, por serem pulmonados.

3. Estenda a gaze sobre uma superficie plana e coloque os caramujos transversalmente
e enfileirados (Figura 9A), de modo que figuem distantes uns dos outros. Tal distancia
dependera do tamanho do exemplar, sendo 1 cm para os menores (por exemplo:
Drepanotrema) e 2 cm para os maiores (Biomphalaria). Nenhum exemplar deve ser
colocado nas margens da gaze, as quais devem ter cerca de 3 cm livres, para facilitar o
fechamento do cilindro.
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Figura 9 — Etapas da embalagem de moluscos limnicos para remessa

Fonte: Vigilancia e Controle de Moluscos de Importancia Epidemiolégica: diretrizes técnicas (2008).

4. Uma vez que a fileira esteja pronta, a gaze deve ser dobrada sobre os caramujos
(Figura 9b). Outros exemplares devem ser acondicionados sobre a gaze, e novas fileiras
devem ser organizadas usando-se a mesma metodologia (Figura 9c). Dessa forma,
gradativamente, os caramujos vao sendo organizados em fileiras, entre as dobras da
gaze. Entre a dltima fileira de caramujos e a margem superior da gaze, deve existiruma
distancia capaz de envolver todo o cilindro. Para se formar o cilindro, as margens direita
e esquerda devem ser dobradas e, em seguida, a margem superior deve envolver todo
0 material, evitando-se que os exemplares consigam sair do cilindro.

5. Caso haja muitos exemplares em uma Unica amostra, varios cilindros devem ser
formados, para garantir asobrevivéncia dos caramujos. Cada amostra deve ser colocada
em um saco plastico capaz de envolver todo o cilindro (Figura 9d), evitando-se que a
gaze perca a umidade. A identificagdo de cada amostra (com o nome da localidade, o
tipo de criadouro, o nome do coletor, a data da coleta etc.) deve ser colocada dentro
do saco plastico, distante da gaze, com o uso de dois sacos plasticos ou de dobras no
plastico, evitando-se o contato.

6. O material deve ser colocado em uma caixa resistente, tipo papeldo duro, plastico,
madeira (Figura 10), envolta em pedacos de bolinhas de papel-toalha ou isopor para
evitar qualquer colisdo com as laterais da caixa e possiveis danos ao molusco.

VIGILANCIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI
105 DIRETRIZES TECNICAS



Figura 10 - Embalagem de moluscos: caixa contendo o molusco acondicionado

Fonte: Carvalho & Caldeira (2004).

7. A caixa nédo deve ser perfurada nem submetida a refrigeracdo durante o transporte.

8. Evite a exposi¢cdo do material a moscas durante todo o procedimento de embalagem,
pois esses insetos depositam seus ovos nos tecidos dos moluscos, e as larvas se
alimentam destes, levando-os a morte. A longevidade dos moluscos sob essas
circunstancias dependerade varios fatores, taiscomo a espécie em questao (exemplares
de Pomacea tém maior resisténcia, podendo sobreviver por varias semanas ou meses,
desde que bem embalados) e a presenca de formas larvais de trematdédeos, pois 0s
exemplares parasitados morrem mais facilmente. Esse método nao é recomendado
para exemplares de ancilideos, os quais devem ser transportados com uma pelicula de
agua do criadouro, em frascos hermeticamente fechados.

Em situacdes em que o envio dos caramujos para os laboratérios de referéncia nao for
imediato, os moluscos devem ser colocados vivos em etanol 70% em recipientes com
tampa que vede bem. Cada recipiente deve conter moluscos do mesmo ponto de coleta.
A quantidade de etanol deve ser trés vezes o volume de molusco. Caso seja necessario,
deve-se dividir a quantidade dos moluscos do mesmo ponto de coleta em dois recipientes
e, assim que possivel, enviar para os laboratérios de referéncia, juntamente com a copia da
ficha 102A, em frascos hermeticamente fechados. Nesses casos, somente serdo realizadas
analises moleculares, tanto para a identificacdo da espécie do caramujo quanto para a
deteccéo de S. mansoni.

Nos casos da deteccdo molecular de S. mansoni, devem-se utilizar os caramujos em grupo
(pool). Sugere-se grupo (pool) de no minimo 10 e no maximo 20 caramujos do mesmo
ponto de coleta.

Para informacgf6es mais detalhadas sobre as técnicas malacolégicas, o fluxograma das
atividades e o preenchimento dos formuléarios 102, 102A e 103, consultar a 22 edi¢cdo da
publicacdo Vigilancia e Controle de Moluscos de Importancia Epidemioldgica: diretrizes
técnicas: Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose (PCE) do Vigilancia e Controle
de Moluscos de Importéancia Epidemioldgica: diretrizes técnicas. Programa de Vigilancia e
Controle da Esquistossomose da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude.
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Anexo D - Ficha de investigacédo - Sinan
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Anexo E - Formulario PCE-101 - Diario de coproscopia e tratamento
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Anexo F - Formulario PCE-102 - Diario de Malacologia
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Anexo G - Formulario PCE-102A - Cadastro de colec6es hidricas
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Anexo H - Formulario PCE-103 - Potencial de transmissao
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Anexo | - Formulario PCE-104 - Etiqueta
(imprime a numeracgéo de amostras)

uuuuu
uuuuuuu

PCE-Programa de Controle da Esquistossomose

Etiquetal

030000001

Etiqueta2

030000001

Nome
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Anexo J - Formulario PCE-108 — Casos detectados
na rede basica em areas endémicas
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