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APRESENTACAO

O Laboratdrio de Parasitologia é utilizado para o estudo de helmintos, protozoarios
e ectoparasitos, a doenca causada por eles e os vetores que os transmitem. Est4 equipado
para a rotina de aulas praticas e projetos de pesquisa.

Este localizado no Campus | da Universidade Catdlica de Brasilia, no Bloco Séo
Gaspar Bertoni, sala M-122. Conta com uma area total de 79,39 mz?, dividida em area de
uso comum (com bancadas, pias, tanques, armarios e mobiliario) e interlab (com bancada e
armarios e material de uso mais restrito - material bibliografico, equipamentos de projetos

de pesquisa).



INDICE

@12 | i LV TSR 4
2 — RESPONSABILIDADE ...ttt et ettt et et et e e eee e et et eesee et eeeeeeeee et eeeteae et eeetee et eeseeeeeeeaannes 4
2.1 CURSOS QUE UTILIZAM O LABORATORIO: ...coiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee ettt e e e e ee e ee e e e eneaeneeeees
2.2 PESSOAS ENVOLVIDAS DIRETAMENTE COM O LABORATORIO: .uvvviiiieeeieeeiiie e e eeeeeeeeeinsnaeeees
2.3 PLANO DE AVALIAGAQ PERIODICA DOS ESPACOS ....uveeiuiieesiieeesiteeesireesssseessssesssssesssesesnsesssnns
2.4 PLANO DE MANUTENGCAO E GUARDA PATRIMONIAL ....cooiitviriiieeeeeeiiiitinrreeeeeesssssssnssseesseessenns
2.5 PLANO DE LIMPEZA E ORGANIZACAD ...iiiii ittt ettt s s sibbrbe e s s e s s s sssabbbraee s s e e s s as
2.6 PLANO DE ATUALIZAGAO DOS EQUIPAMENTOS ...eciuvieeiirreesireeasteesessseesssseesssseesssseesssesssnseesanes
2.7 AGENDAMENTO DE AULAS PRATICAS ....ctttttttttttttteetttteteeettetteeetetetetetetetetttetetetetee
3 —NORMAS DO LABORATORIO ...ttt se et aeee et eeeeeeeeeeseseseseseesaeseseseeeeeeneeneens 6
4 - ATIVIDADES DESENVOLYVIDAS. ..o ceeteteeeeeeeeeeeeeeetae e eetssataeseesasaseesesasaneessssaseseesseasanessssasanenes 6
PARASITOLOGIA CLINICA oottt ettt et e ettt e e e e e ee e e eeas st sseeeseeese s ssseesteeesssnnasseeesesennnes
PARASITOLOGIA GERAL .ottt et ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeee e e e e e e eeeeeennnans
5 - PROCEDIMENTOS ..ot e e e e eee e e s et e e et eeeseseseeeeeeseeneneeeeeeeeeneeeeeeneenens 6
5.1 EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL - EPl .....cooiiiiiiiiie e
5.2 EQUIPAMENTOS DE PROTECAO COLETIVA -EPC ...t
5.3 HIGIENIZACAO/DESINFECGAQ ....ecvieiiieiieeciie et e stee e steesee e ste e ssteestaesataestaesnteenbeesnnaesneesnaeenseens
5.4 OPERACOES DOS EQUIPAMENTOS .....ceeiutereiuteeestreeestteessseseessseeasssesssssessssseessssssssssssssssesansesssnns
Fluxo Laminar: VOITAGEM 220V ........coeiieiiiiiiiiie ettt 7
Banho-Maria Metabolico Tipo DUBNOFT..........oooieec s 8
Banho-Maria SOFOIOQICO. .........cuiiiiiiiiee bbb bbb 8
(00T 11T VUSSR 7
Centrifuga Excelsa I1 — Fanem 206BL...........ccoiiiiiiiiieieiie e 8
MICTOSCOPIO OIYMPUS. ...c.viviiietiieiiiieiiriee ettt s ettt e bt b e e s e s s e sbes e ben s se e senen 9
IMICTOSCOPIO ZBISS....vevviveriatesieteietesteteseesestesessesesteseebeseaseseesessesesseseeseseabeseabe e e be s eas et es e st esenten s beneebeneasenes 9
Microscépico Zeiss De Imunofluorescéncia Conectado Com A Video-Camera Colorida;............. 10
Balancas D PESAGEM .......cciiiiiiiitiite ettt b bbbt bbb bbb e b e e e eneas 12
5.5 TECNICAS REALIZADAS NO LABORATORIO....cutuuiiiieeeiiietiiiese s e e s eeestbssseeseesssasbsaassesssessnsnes
Exame Parasitol0gico de FEzes - EPF ...t 11
Método de Willis € MéEtodo de BaermMann-IMOFAES. ...........eeeeoueeeieeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeereeeeeeesseeeeeeeeesanns 11
MEt0do de MIFC OU A8 BLAAG ...ttt ettt sttt e st e st e sb s s ae e sbe s s ataesressta e 11
Exame Parasitoldgico d& SANQUE...........coviiriiiriiiieiseese sttt 11
5.6 COLETAS, ACONDICIONAMENTO E RECOLHIMENTO DOS RESIDUOS .....cvvvvveieiiieiiieieieeeeeneenens
6 - CONDUTAS A SEREM ADOTADAS EM CASOS DE ACIDENTES. ....cceeieeeeeereeeeeerenes 12
5.1 CONTATOS DE EMERGENCIA ..ottvvttutiiteeetttesstuassseesttesssssnsssesssssssssssessessessstteeeesseesrsn

....... 4
....... 4



) ' Universidade
) _ Catdlica de Brasilia

UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
LABORATORIO DE PARASITOLOGIA

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

| Pagina 4 de 28

Elaboracéo: Assinatura ou Rubrica Data:
Ana Claudia Alves/ Elias Rosa de Souza 02/04/2018
Reviséo: Assinatura ou Rubrica Data:
Samuel Dias Aradjo Janior
Aprovacao: Assinatura ou Rubrica Data:

Samuel Dias Aradjo Janior

1-OBJETIVO

Descrever de forma simples e objetiva as técnicas, atividades e operacgdes realizadas no

laboratorio.

2 - RESPONSABILIDADE

2.1 Cursos que utilizam o laboratoério:

Regular

Biomedicina

Ciéncias Bioldgicas
Farmécia

Engenharia Ambiental
Nutricdo

Medicina

e Gastronomia

2.2 Pessoas envolvidas diretamente com o laboratério:

- Supervisdo do EAP’s
e Thalita Tormim
- Técnico:

e Elias Rosa

2.3 Plano de avaliagdo periodica dos espagos

A verificacdo dos laboratdrios é feita diariamente pelo técnico que identificando algum
problema de infraestrutura abrird um chamado via sistema SISPRED para que a equipe
de manutencdo providencie 0s reparos necessarios.

2.4 Plano de manutencao e guarda patrimonial
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Anteriormente ao inicio do semestre a limpeza dos equipamentos e geladeiras séo feitos,
e se necessério, as calibragGes internas de equipamentos especificos sempre no inicio e
no fim dos semestres afim de preparar os equipamentos para inicio das aulas préticas.

2.5 Plano de limpeza e organizacao

O piso € limpo todos os dias pelos servidores do servigo de limpeza e conservacéo,
conforme escala estabelecida pela gestdo de Higienizacao da UCB.

As bancadas sdo limpas com sabdo neutro e alcool 70°no inicio e ao término de todas as
aulas. Equipamentos e materiais sdo encaminhados para a limpeza e desinfeccdo ao
término de cada aula (ex: tubos de ensaio, espatulas, almotolias etc.), primeiramente
ficam por cerca de 24h de molho em solugéo de cloro a 1%, em seguida séo enxaguados
e lavadoras normalmente com sab&o neutro e novamente enxaguados com &gua corrente
e preferivelmente pelo menos trés enxagues com agua destilada. No caso de
derramamento fluidos bioldgicos dentro de equipamentos (centrifugas, estufas etc.)
deve imediatamente ser descontaminados com hipoclorito 1% e em seguida passar
alcool 70%.

O laboratério possui identificacdes quanto ao que esta em cada armério e gaveta, bem

COmo 0s riscos quimicos e bioldgicos.

2.6 Plano de atualizagdo dos equipamentos

Anualmente ocorre uma previsdo orcamentaria de Investimentos para o laboratério, seu
grau de importancia e urgéncia.

2.7 Agendamento de aulas préticas

Ao inicio do semestre é solicitado aos professores que utilizam os laboratérios, bem
como os coordenadores dos cursos, os planos de ensino com as datas e roteiros das
praticas. O agendamento é solicitado por e-mail para o reservasala@uch.br e sdo
acompanhadas via sistema VBI, bem como planilha compartilhada com os laborat6rios
de Microbiologia, Parasitologia e Tecnologia de Alimentos para controle pessoal.
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3 -NORMAS DO LABORATORIO

e N&o é permitida a presenca de pessoas ndo autorizadas no laboratorio.

e A chave do laboratdrio esta na responsabilidade do técnico do laboratério e somente

sera liberada aos alunos e pesquisadores que tiverem autorizacao.

e E obrigatério o uso de EPI — Equipamento de Protecdo Individual (jaleco, sapato

fechado, e luvas sempre durante a realizacdo de qualquer procedimento além de gorro e

mascara caso se faca necessario) dentro do laboratério (Portaria da reitoria n°® 143

NRO6).

e Todos os alunos que utilizarem o laboratorio devem ser orientados pelo professor e

técnico quanto ao seu funcionamento antes do inicio das atividades no laboratério.

e E proibida a entrada e o consumo de qualquer tipo de alimento ou bebida.

e ApOs os procedimentos realizados no laboratorio o aluno devera deixa-lo limpo e

organizado, e verificar se desligou todos os equipamentos que utilizou.

4 - ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Aulas praticas, projetos de pesquisa e monitorias.

AULA PRATICA (anexo 1)

e Parasitologia Clinica

e Parasitologia Geral

5 - PROCEDIMENTOS

5.1 Equipamentos de Protecdo Individual - EPI

e Para manipulacdo de reagentes: Jaleco, 6culos, luvas e mascara.

¢ Para manipulacdo de corantes: jaleco e luvas.

5.2 Equipamentos de Protecéo Coletiva - EPC

e Fluxo Laminar: E importante que a cabine esteja funcionando no minimo 30

minutos antes do inicio do trabalho e permaneca ligada mais 30 minutos apds a

conclusdo do trabalho, e ser submetida a processo de limpeza, descontaminagéo

e desinfeccdo, nas paredes laterais e internas e superficie de trabalho antes do
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inicio das atividades, e na ocorréncia de acidentes e derramamentos de

respingos.

e Limpar o interior do equipamento com bucha e sabéo

e Higieniza-lo com alcool 70%

e Ligar o fluxo apertando o botéo verde, localizado na parte anterior

e Seclecionar a chave metalica para cima (em dire¢do a palavra  “germicida”)

e Ap6s 30 minutos, retornar a chave metélica para baixo (em direcdo a palavra
“luz”)

e Desligue o aparelho apertando o botdo vermelho e para desligar a luz branca
deixe a chave metélica entre “germicida” e “luz”.

e Lava-olhos de Emergéncia: E um equipamento utilizado para acidentes na
mucosa ocular, o jato de agua também deve ser forte e dirigido aos olhos.
Quando ocorrer acidente com derrame de material nos olhos, estes devem ser
lavados por, no minimo 15 minutos, para remog¢do da substancia, reduzindo

danos ao individuo.

e Chuveiro de Emergéncia: posicionar-se em baixo do crivo e acionar a haste
tipo tridngulo de acionamento. Tomar uma ducha por 15 minutos. Despir-se caso

a roupa estiver contaminada. Procurar assisténcia médica imediatamente.

5.3 Higienizagéo/Desinfecgcdo
e O piso € limpo duas vezes ao dia pelos servidores do servico de limpeza e
conservagao.
¢ As bancadas sdo limpas com sabdo e alcool 70° ao término de todas as aulas.
e Locais infectados com materiais bioldgicos deverdo ser descontaminados com
solucéo de cloro a 1,0% ou alcool 70%.
e Equipamentos e materiais sdo lavados ao término de cada aula, e se estiverem

contaminados por fungos e/ou bactérias, sdo autoclavados.
5.4 Operac0es dos equipamentos

Fluxo Laminar: Voltagem 220v
e Limpar o interior do equipamento com bucha e sabédo
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e Higieniza-lo com alcool 70%

e Ligar o fluxo apertando o botéo verde, localizado na parte anterior

e Selecionar a chave metalica para cima (em dire¢do a palavra “germicida’)

e Apds 30 minutos, retornar a chave metalica para baixo (em direcdo a palavra
“luz”)

e Desligue o aparelho apertando o botdo vermelho e para desligar a luz branca

deixe a chave metalica entre “germicida” e “luz”.

Banho-Maria Metabolico Tipo Dubnoff
e Adicionar agua destilada no interior da cuba, o volume final fica a critério do

usuario, entretanto, é aconselhavel que o volume seja igual ao dos recipientes a
serem agitados.

e Conectar adequadamente 0s recipientes nas garras em aco inoxidavel, se acaso as
garras estiverem sem pressao, deve-se pressiona-las para baixo afim de promover
o efeito mola.

e Conectar o cabo elétrico a uma tomada compativel de voltagem 220 volts.

e Selecionar a velocidade desejada fazendo uso do Knob (ajuste RPM)

e Selecionar a temperatura desejada fazendo uso das teclas do controlador de
temperatura (“/ e FN”)

e O display sempre mostrara a temperatura real, para visualizar ou alterar a
temperatura aperte a tecla “FN” e aparecerd “SP”, mesmo que piscando, utilize as
teclas

e para diminuir ou aumentar a temperatura a ser programada, apOs esse
procedimento, acione novamente a tecla “FN” e o programa estara concluido

com 0s novos valores de temperatura.

Banho-Maria Sorologico
e Adicionar dgua destilada no interior da cuba, até a altura do cesto de aluminio

e Conectar o cabo elétrico a uma tomada compativel de voltagem 220volts.
e Selecionar a chave “liga/desliga”

e Selecionar a temperatura desejada no botéo °C.
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Centrifuga
e Antes de conectar o aparelho a rede elétrica, verificar se a rede na qual seré

conectado corresponde a voltagem e poténcia do equipamento.

e O plug do cabo de alimentacdo deve ser ligado em uma tomada fixa na parede
ou bancado

e Ligar a centrifuga na chave geral localizada na parte lateral do equipamento

e Realizar a programacdo ajustando: o tempo do processo e a rotagéo.

e Uma vez escolhidos todos os parametros, 0s mesmos sdo mostrados na tela, e
para que se inicie o processo, aperte a tecla “START”.

e Ao terminar o0 processo de aceleracdo aparecerd na tela caracteres que indicaram
que o rotor encontra-se na velocidade programada.

o Se desejar interromper o processo antes do tempo determinado, basta apertar a
tecla “STOP”, a centrifuga ird comegar a desacelerar até parar.

e Ao parar totalmente a mesma emitira um sinal sonoro, indicando que o rotor ja
se encontra totalmente parado, podendo entéo ser aberta a tampa.

e Acione a trava da tampa na parte superior da centrifuga para retirada do material

do seu interior.

Centrifuga Excelsa Il — Fanem 206BL.:
e Antes de conectar o aparelho a rede elétrica, verificar se a rede na qual sera

conectado corresponde a voltagem e poténcia do equipamento.

e O plug do cabo de alimentacdo deve ser ligado em uma tomada fixa na parede
ou bancado

e Ligar a centifuga na chave geral localizada na parte traseira do equipamento

o Realizar a programacdo desejada no painel frontal.

e Escolha dos programas de inicio: existem 4 programas — principal, progl, prog 2
e prog 3, conforme a pré-programacao do usuario.

e Realizar a programacdo ajustando: o tempo do processo, escolha do rotor,
aceleracéo, a rotacdo, escolha de idioma.

e Uma vez escolhidos todos os parametros, 0s mesmos sdo mostrados na tela, e

para que se inicie o processo, aprte a tecla “I/O”
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Aparecera na tela caracterires e indicaram que o rotor esta em aceleragédo

Ao terminar o processo de aceleragdo aparegera na tela caracteres que indicaram
que o rotor encontra-se na velocidade prgramada

Se desejar interromper o processo antes do tempo determinado, basta apertar a
tecla “I/O”, a cent'rifuga ird comecar a desacelerar até parar.

Ao parar totalmente a mesma emitird um sinal sonoro, indicando que o rotor ja
se encontra totalmente parado, podendo entéo ser aberta a tampa.

Acione a trava da tampa na parte inferior da centrifuga para retirada do material

do seu interior.

Microscépio Olympus

Sequiéncia de ajuste inicial do microscopio

Ajuste a voltagem com o seletor de voltagem do microscdpio de acordo com a

acordo com a voltagem da rede elétrica local

Ligue a fonte luminosa

Coloque a lamina na platina

Destrave a trave mecanica de pré-focalizacao

Focalize a lamina com a objetiva 10 x

Ajuste a distancia interpupilar a correcao didptrica

Coloque a objetiva adequada para observacgao

Ajuste a intensidade da luz com o reostato deslizante

Focalize com o botdo macrométrico e micrometrico

Trave a pré-focalizacao

Ajuste 0 contraste de imagem com o diafragma de abertura, estando o

condensador na posi¢cdo maxima superior.

Para observacdo com a objetiva 100 x , é necessario uma gota de Oleo de

imerséo sintético para microscopia.
Importante: Depois do uso, limpe o 6leo sintético com um pano macio e
um pouco de xilol ou éter sulfurico na superficie 6tica. Nunca deixe o0 6leo
nas superficies éticas depois do trabalho.
As lentes devem estar sempre limpas. Poeira fina nas superficies pode ser

removida com um pano ou pincel limpos e impressdes digitais limpam-se

10
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com um pouco macio e um pouco de xilol, benzina ou éter sulfirico. N&ao
use solucbes orgénicas para limpar as superficies dos componentes,

especialmente nas partes plasticas, deve ser usado detergente neutro.

Microscépio Zeiss
Sequéncia de ajuste inicial do microscopio:

e Verificar a voltagem do microscdpio de acordo com a voltagem da rede elétrica
local
e Ligue a fonte luminosa
e Coloque a lamina na platina
e Destrave a trave mecéanica de pré-focalizacdo
e Focalize a ldamina com a objetiva 10 X
e Ajuste a distancia interpupilar a correcdo didptrica
e Coloque a objetiva adequada para observagao
e Ajuste a intensidade da luz no mesmo botéo de liga/desliga;
e Focalize com o botdo macrométrico e micrométrico
e Ajuste o contraste de imagem com o diafragma de abertura, estando o
condensador na posi¢cdo maxima superior.
e Para observacdo com a objetiva 100 x, é necessario uma gota de 6leo de imerséao
sintético para microscopia.
Importante: Depois do uso, limpe o 6leo sintético com um pano macio e
um pouco de xilol ou éter sulfurico na superficie 6tica. Nunca deixe 0 6leo
nas superficies éticas depois do trabalho.
As lentes devem estar sempre limpas. Poeira fina nas superficies pode ser
removida com um pano ou pincel limpos e impressdes digitais limpam-se
com um pouco macio e um pouco de xilol, benzina ou éter sulfurico. N&o
use solucdes organicas para limpar as superficies dos componentes,

especialmente nas partes plasticas, deve ser usado detergente neutro.

11
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Microscépico Zeiss De Imunofluorescéncia Conectado Com A Video-Céamera
Colorida;

e Conectar 0 cabo na camera em video out e no adaptador da cdmera em “camera
mod .17

e Conectar o outro cabo no adaptador da cdmera em “video out” e no monitor em
“entrada A —in”

e Verificar a voltagem elétrica do adaptador e do microscopio

e Conecta-los (adaptador, monitor e microscopio) ao estabilizador;

e Ligar arede elétrica.

e Ligar o microscopio na chave geral.

e Ligar o monitor na tecla Power —selecionar input select video A

e Ligar o adaptador na tecla Power.

e Na lateral do microscopio, selecionar na chave a visualizacdo pelo microscopio,
microscopio-cadmera ou somente camera, conforme estampado no equipamento.

e Utilizando a imunofluorescéncia: - ligar o HBO-100 transformer no botdo
liga/desliga

e Ajustar o filtro desejado de acordo com o material a ser visualizado (epi-
fluorescéncia, excitagdo verde e azul).

e Ajustar o controle de intensidade da luminosidade do condensador no botéo
situado na lateral. Visor frontal escala de 1-10.

e A transmissdo de luz é regulada nos controles laterais em 03 niveis, deslizando
para dentro ou para fora do compartimento de filtro transmissor de luz. ( 0-1,5)
(0-6,0) (0-25).

e Focalize o material utilizando as objetivas.

Balangas De Pesagem
e Ligararede

e Ligar no botdo “liga/desliga”
e Aguardar estabilizacdo

e Para zerar a balanca, aperte a tecla “TARE”.

12
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5.5 Técnicas realizadas no laboratdrio

Preparo de aulas préaticas

Conforme determinado em cada planejamento (anexo I);
e Exame Parasitoldgico de Fezes - EPF
e Método de Willis e Método de Baermann-Moraes
e Método de MIFC ou de BLAAG

e Exame Parasitoldgico de Sangue

5.6 Coletas, Acondicionamento e Recolhimento dos residuos

Todos os residuos gerados no laboratorio sdo segregados e devidamente

acondicionados, conforme legislacdo vigente e da seguinte maneira:

o Residuos infectantes - meios de cultura com bactérias e fungos. Os residuos séo
descontaminados através do processo de autoclavacdo e dispostos em sacos
brancos leitosos identificados. Os sacos sdo recolhidos e encaminhados para o

Abrigo de Residuos Infectantes (proximo ao bloco S);

o Residuos perfurocortantes — Sao dispostos em coletores adequados de material
resistente. Quando atingem 2/3 de sua capacidade sdo acondicionados em saco
branco leitoso, identificados e encaminhados ao abrigo de Residuos Infectantes

(proximo ao bloco S);

o Demais residuos — Lixeira comum (ao final do expediente segregados conforme

classificagdo de reciclaveis);

o Os residuos sdo recolhidos diariamente pela equipe de higienizacdo e
transportados para 0 armazenamento externo (abrigos). O recolhimento se da em

horério pré-estabelecido e, quando necessario, imediatamente ap0s a sua geracao.

6 - CONDUTAS A SEREM ADOTADAS EM CASOS DE ACIDENTES

13
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E fundamental informar a Brigada de Incéndio, ao Servico Especializado de

Seguranca e Medicina do Trabalho (SESMT), a Coordenagdo do EAP’s e aos

Responsaveis pelo laboratorio a ocorréncia de qualquer acidente no laboratorio.

Ocorrendo acidentes com produtos quimicos, proceder conforme a ficha de

emergéncia do referido produto.

Acidentes envolvendo materiais bioldgicos, lavar a regido com agua e sabdo

bactericida e alcool 70°. No caso de olhos, lavar com 4gua imediatamente.

imed

Entrar em contato com 0 SESMT e /ou a enfermaria mais préxima.
Choques elétricos: interromper a descarga, com desligamento da chave

iato.

6.1 Contatos de emergéncia

Brigada de Incéndio — 3356-9439

Servico Especializado de Seguranca e Medicina do Trabalho (SESMT) — 3356-
9100 / 3356-9287

Coordenacdo dos EAPs — 3356-9050 /

Bombeiro/Defesa Civil - 193/199

Laboratorio de Parasitologia — 3356-9359
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7—ANEXO |

Parasitologia Clinica

AULA PRATICA N°2

Exame Parasitoldgico de Fezes - EPF

O Exame parasitoldgico de fezes, EPF, é um exame utilizado para a deteccao de
processos infecciosa causados por parasitas do tipo protozoario, ou ainda por parasitas
helmintos. Neste exame é possivel a observacdo de cisto, tropozoitos, ovos e larvas.
Existem diversas técnicas que permitem a realizacdo deste exame, dentre as quais se
destaca a sedimentagdo espontanea, ou método de Hoffman, que se baseia na formacéo
de sedimentos que sdo posteriormente colocados em laminas e podem ser corados ou
ndo para melhor observacao.

Os principais parasitas que acometem o homem sdo: Giardia lamblia,
Entamoeba coli, Entamoeba histolytica e em criangas, € comum a infec¢do por

Enterobius vermiculares.

2._Coleta e preparacdo da Amostra_

As amostras para a realizacdo do EPF sdo coletadas pelo proprio paciente, que
deve ser orientado a coletar as amostras utilizando-se de um recipiente adequado e
limpo. Deve-se coletar as fezes de trés porcdes: inicio, meio e fim. Apds a coleta, a
amostra deve ser colocada imediatamente em um meio conservante, para evitar que aja

proliferacdo de bactérias e que a amostra se torne inviavel para a realizacdo do exame.

15



) ' Universidade
_ Catdlica de Brasilia

UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA
LABORATORIO DE PARASITOLOGIA

MANUAL DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO || Pégina 16 de 28

3._Material _Utilizado

Coleta:

- Recipiente de coleta universal limpo;
- Conservante (MIF);

Preparacao das Amostras:

- Célices de Vidro/Plastico;

- Pipetas Pasteur;
Andlise:

- Laminas de vidro;

- Laminulas de vidro;
- Corante Lugol,

- Microscopio Optico;

4. Procedimento

Ap0s a coleta, as amostras ao chegarem ao laboratorio devem ser colocadas para

sedimentarem. O tempo de sedimentacdo é variado, e vai de 2 (duas) até 24 horas (vinte

e quatro). Decorrido este periodo, é descartado o sobrenadante e em seguida é

confeccionada a lamina e é realizada a colora¢do da mesma com Lugol. Por fim cobre-

se a amostra com uma laminula. Em seguida as amostras estdo prontas para serem

observadas ao microscopio.

METODO DE HOFFMAN, PONS & JANER ou HPJ — (Sedimentac&o espontanea)

Utilizado na pesquisa de cistos de protozoarios e ovos de helmintos:
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1. Dissolver cerca de 10g de fezes em 10 ml de H,O em frasco pequeno

2. Filtrar em gaze dobrada em quatro, utilizando um calice de sedimentacao

3. Lavar o frasco 2X despejando a agua na gaze

4. Completar o calice com agua e homogenizar com bastéo de vidro.

5. Deixar em repouso de 2 a 24 horas.

6. Com uma pipeta tampada, retirar uma amostra do fundo do vértice do calice,
destampando a pipeta apos imergi-la.

7. Examinar ao microscopio, adicionando uma gota da solucéo de lugol.

Preparacao do Conservante - MIF:

MIF (Mertiolato, lodo e Formaldeido)

Glicerina 5mi

Formaldeido (40%) 25 mi
Mertiolato (ou mercurocromo) 0,1% 200 ml
Agua destilada 200 ml
Solucao de lugol 43 ml
Total 473 mi

Preparacdo do Corante - Lugol:

Solugao de lugol:

Lugol 2049
lodeto de Potassio - Kl 4049
Agua destilada Completar para 100 mi

AULA PRATICAN° 3

Meétodo de Willis e Método de Baermann-Moraes
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o  Willis

* Flutuagdo em solugdo saturada de cloreto de
sodio (NaCl)
» Utilizado na pesquisa de ovos leves de

Helmintos

PROCEDIMENTO

1. Dissolver cerca de 1g de fezes em uma solugéo saturada de NaCl em um recipiente
para fezes de 3 cm de didmetro;

2. Colocar sobre a borda do recipiente uma lamina comum e completar o volume até
que este toque a superficie inferior da lamina;

3. Deixar repousar por um a cinco minutos;

4. Levantar a lamina, invertendo-a rapidamente para evitar a queda do material em
suspenséo;

5. Adicionar uma gota de lugol,

6. Cobrir com uma laminula;

7. Observar ao microscopio.
e Baermann-Moraes
* Evidencia¢ao de larvas de helmintos através do hidrotropismo e termotropismo
positivo das mesmas
» Utilizado na pesquisa ¢ isolamento de larvas de Strongyloides stercolaris de fezes e
de larvas de nematdides (ancilostomideos) do solo

PROCEDIMENTO

1. 8-10 g de fezes
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2. Colocar numa gaze dobrada em quatro ou em tela de nylon (peneira);

3. Colocar o material assim preparado sobre um funil de vidro, contendo um tubo de
borracha conectado a extremidade inferior de sua haste;

4. Obliterar o tubo de borracha com uma pinca de Hoffman e adicionar, ao funil, agua
aquecida a 450C em quantidade suficiente para entrar em contato com as fezes;

5. Deixar uma a duas horas em repouso;

6. Findo esse tempo, colher 5-7 mL da agua, em um tubo de centrifuga, abrindo-se a
pinga;

7. Centrifugar a 1.000 rpm por um minuto;

8. Coletar o sedimento sem desprezar o sobrenadante e examinar ao microscépio;

9. Caso haja a presenca de larvas, essas deverdo ser coradas e mortas com lugol e

observadas com a objetiva de 40x, para identificacéo.

AULA PRATICA N°4

Método de MIFC ou de BLAAG

» Fundamento: Sedimentacgéo por centrifugacao.

» Evidenciacéo de cistos e oocistos de protozoéarios e ovos de helmintos
1. Colher as fezes recém-emitidas em liquido conservador de MIF.
2. Homogeneizar bem.

3. Filtrar a suspensdo de fezes em gaze cirurgica dobrada em quatro, num

copo plastico descartavel.

4. Transferir de 1 a 2mL do filtrado para um tubo conico de centrifugacao,

com capacidade para 15mL.

5. Acrescentar 4 a 5mL de éter sulfurico e agitar vigorosamente (importante

para desengordurar 0 material).

6. Centrifugar por 1 minuto a 1.500rpm.
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7. Com o auxilio de um bastéo, descolar a camada de detritos da parede do
tubo.

8. Inverter o tubo para desprezar o liquido, mantendo-o com a boca voltada
para baixo, até limpar a parede do mesmo, utilizando um bastéo de vidro

(ou palito de picolé) contendo algoddo na extremidade.
9. Acrescentar ao sedimento gotas de salina e/ou lugol.

10. Inverter o tubo em uma lamina, deixando escoar todo o sedimento. Se a
quantidade de sedimento for excessiva, utilizar uma pipeta para colhé-lo

e preparar as laminas.

Observacgoes:
» Paraa concentracdo de oocistos de Cryptosporidium, o tempo de centrifugacdo

deve ser aumentado para dez minutos.

* O método de Ritchie ou “formol-éter” tem o mesmo principio, sendo a técnica
basicamente a mesma. A principal diferenca é que neste as fezes sdo colhidas em

formal a 10%.

Coprotest (1986)
Fundamento: Centrifugo-sedimentacdo em acetato de etila.
Vantagem:

» Eficaz para parasitoses intestinais em geral;
» Na&o requer espaco fisico;
+ Prético na manipulacéo.

Desvantagem:

» Utiliza amostra Unica de fezes.
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AULA PRATICAN® 5

Exame Parasitoldgico de Sangue

« Maléria

 Filariose linfatica

» Doenca de Chagas / Leishmanioses

« Outras

« Fase aguda

« Devem ser executados imediatamente ap6s a coleta do sangue
— Material fresco

» Anticoagulantes
— Heparina ou citrato
— Menos nitida que em material fresco

Coleta do sangue

» Pele fina e boa irrigacdo sanguinea
— Polpa digital do anular esquerdo
— Lobulo da orelha
» Molhar algodao em &lcool iodado ou &lcool puro
« Limpar a superficie escolhida
» Esperar secar bem o local

— Se estiver molhado pelo desinfetante ou pelo suor, havera hemélise no

local
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Com uma lanceta, esterilizada, fazer uma pequena puncao no local
Comprimir a regido até sair pequena gota de sangue

Examinar por um dos processos a seguir

/

De préférence, piquer ici:
sur I’annulaire, sur le coté
de la pulpe du doigt

Meétodos de exame

Direto ou a fresco
— Permite visualizar os parasitos vivos, movimentando-se
Coletar a gota do sangue no centro de uma lamina
Cobrir com laminula (rapidamente)
Para retardar a coagulagéo, adicionar uma ou duas gotas de salina

Levar essa preparagdo ao microscopio

Esfregacos:

Esfregaco em camada delgada = gota estirada
1. ldentificacdo da forma e da espécie

Esfregaco em camada espessa = gota espessa
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1. Mais utilizado em diagndstico epidemiologico

2. Meétodo de enriquecimento: a gota € disposta em uma pequena area e

examinada
3. Economia de temp

4. ldentificacdo especifica é dificultada

Esfregaco em camada delgada
1. Colocar uma gota de sangue na extremidade direita de uma lamina apoiada sobre

a bancada

2. Pegar outra lamina, segurar por cima com a mao direita e, com uma inclinagéo

de 45°, encostar adiante da gota
3. Deixar a mesma se espalhar pela superficie de contato das duas laminas
4. Puxar a gota espalhada até o fim da lamina
5. Secar por agitacdo vigorosa imediatamente (para evitar hemolise
6. Corar pelo Giemsa ou Leishman conforme indicado adiante

Esfregaco em gota espessa

1. Colocar 5 mm? de sangue na lamina
2. Com o canto de outra lamina, espalhar essa gota numa area de 1 cm?
3. Deixar secar ao ar durante seis a 36 horas

4. Entre seis e 36 horas (ndo ultrapassar esses periodos), corar pelo Giemsa (uma

gota de solugdo-estoque por ml de solugdo-tampao)
5. Deixar em repouso por 30 minutos
6. Lavar e examinar

Para se corar pelo Giemsa, apos feito o esfregaco:
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1. Fixar pelo alcool metilico: 5 gotas por dois minutos

2. Preparar o corante: trés gotas do Giemsa em 2 mL da solucdo-tampao
3. Cobrir o esfregaco e deixar em repouso por 20 a 30 minutos

4. Escorrer o corante e lavar em agua corrente

5. Deixar secar € examinar ao microscopio

Para se corar pelo Leishman, apds feito o esfregaco:

1. Cobrir o esfregaco com 6-7 gotas de corante

O esfregaco ndo necessita de fixacao prévia pelo alcool metilico, pois este ja
faz parte da formula do corante

1. Deixar agitar por 15 segundos no maximo
2. Adicionar 12-14 gotas de solucdo-tampéo

3. Homogeneizar, soprando-se 0 corante com a pipeta e deixar em repouso por 20

minutos
4. Escorrer o corante e lavar em agua corrente

5. Deixar secar e examinar a0 microscopio
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Parasitologia Geral
AULA PRATICA N°1

VISUALIZACAO DE LAMINARIO

Lamina 11. Cistos de Entamoeba coli - exame coproscépico
Lamina 11 Cistos de Entamoeba coli - exame coproscopico
Lamina Cistos de Giardia lamblia - exame coproscopico
Lamina Cistos de Giardia lamblia - exame coproscépico
Lamina 10 Trofozoito de Entamoeba histolytica - cultura
Lamina 10 Trofozoito de Entamoeba histolytica - cultura
Lamina 08Trofozoito de Giardia lamblia - cultura

Lamina 08. Trofozoito de Giardia lamblia - cultura
Lamina 09. Trofozoito de Trichomonas vaginalis - cultura

Lamina 09. Lamina Papanicolaou para Trichomonas vaginalis - exame ginecoldgico

AULA PRATICA N°2

VISUALIZACAO DE LAMINARIO

Lamina 03. Tripomastigota de Trypanosoma cruzi — exame sanguineo.

Lamina 03 Tripomastigota de Trypanosoma cruzi — exame sanglineo.

Lamina 02. Epimastigota de Trypanosoma cruzi — cultura.

Lamina 02. Epimastigota de Trypanosoma cruzi — cultura.

Lamina 01. Amastigota de Trypanosoma cruzi — visualizando ninho de amastigotas em
tecido cardiaco.

Lamina 04. Amastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi — co-cultura de
macréfago e T. cruzi, visualizando formas amastigotas grandes e tripomastigotas em
transfornacéo.

Lamina 07. Promastigota de Leishmania — cultura.

Lamina 07. Promastigota de Leishmania — cultura.

Lamina 06. Amastigota de Leishmania — bidpsia de baco.
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Lamina 06. Amastigota de Leishmania — bidpsia de baco.

AULA PRATICA N°3

VISUALIZACAO DE LAMINARIO

Lamina 12. Taquizoitas de Toxoplasma gondii — co-cultura com macréfagos.
Lamina 12. Taquizoitas de Toxoplasma gondii — co-cultura com macréfagos.
Lamina 13. Trofozoitas e esquizontes de Plasmodium falciparum — exame sanguineo.
Lamina 13. Trofozoitas e esquizontes de Plasmodium falciparum — exame sanglineo.
Lamina Trofozoita de Plasmodium vivax — exame sanglineo.

Lamina 15. Esquizonte de Plasmodium vivax — exame sangineo.

Lamina . Gametdcito de Plasmodirum falciparum — exame sanguineo.

Lamina . Gametdcito de Plasmodirum falciparum — exame sangiineo.

AULA PRATICA N°4

VISUALIZACAO DE LAMINARIO

Lamina 31. Ovos de Schistosoma mansoni - exame coproscopico Kato

Lamina 32. Ovos de Schistosoma mansoni - exame coproscopico

Lamina 24. Ovos de Taenia - exame coproscopico

Lamina 26. Ovos de Hymenolepis nana - exame coproscopico

Lamina 22. Proglote gravidica de Taenia solium - montada em lamina com detalhes da
ramificacdo uterina.

Lamina 23. Proglote gravidica de Taenia saginata - montada em lamina com detalhes
da ramificagdo uterina.

Lamina 25. Adulto de Hymenolepis nana - montada em ldmina com detalhes do
escolex.

Lamina 20. Larva cisticerco de Taenia solium - montada em lamina.

Lamina 27. Larva cercéria de Schistosoma mansoni - montada em lamina.

Lamina 28. Adulto de Schistosoma mansoni - casal junto montados em lamina.

Lamina 29. Ovos de Schistosoma mansoni — corte histolégico do figado com

visualizagdo dos granulomas.
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AULA PRATICA N°5

VISUALIZACAO DELAMINARIO

Lamina 43. Ovos de Ascaris lumbricoides - exame coproscopico

Lamina 42. Ovos de Enterobius vermicularis - exame coproscopico

Lamina 45. Ovos de Trichuris trichiura - exame coproscopico

Lamina 37/38. Larvas de Strongyloides stercoralis - exame coproscopico

Lamina 40. Adulto de Ascaris lumbricoides - corte histolégico com nervos
longitudinais.

Lamina 44. Adulto de oxiurus - montagem em lamina com detalhe do es6fago.

Lamina 36. Adulto de Strongyloides stercoralis - montagem em l&mina.

Lamina 46. Adulto macho de Ancylostoma caninum - montagem em ldmina.

Lamina 46. Adulto fémea de Ancylostoma caninum - montagem em Idmina.

Lamina 34. Microfilarias de Wuchereria bancrofti - exame sangiineo, com detalhe da
bainha.

Lamina 35. Adulto da Wuchereria bancrofit - corte histolégico de ganglio linfatico com

granuloma.
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