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RESUMO: O Método de Ritchie (1948) é uma metodologia eficiente para diagnostico parasitario em matrizes ambientais, porém apre-
senta como desvantagem o uso do éter etilico e formaldeido, reagentes toxicoldgicos para a saude ambiental e ocupacional. O objetivo
do estudo foi padronizar uma técnica adaptada do Método de Ritchie para identificacdo de parasitas em lodo de esgoto, que evite o
uso de substancias toxicas e possa ser utilizada em laboratorios de parasitologia. Amostras de lodo foram submetidas ao Método Ritchie
(MR) e ao Método de Ritchie Modificado por Régis Anécimo (MRMRA), no qual substancias quimicas sdo substituidas por agua a 45°C
e detergente neutro. Os resultados demonstraram que, no MR, a porcentagem de Ancylostoma sp foi de 19%, Hymenolepis sp 79%,
Ascaris sp 2% e Trichuris trichiura 0%, em um total de 1970 helmintos visualizados. Porém, no MRMRA, a porcentagem de Ancylostoma
sp foi de 56%, Hymenolepis sp 40%, Ascaris sp 4% e Tricuris trichiura 0%, em um total de 398 helmintos. Avaliando quantitativamente
0o MRMRA foi menos eficiente, pois esses resultados demonstraram uma diferenca significativa de helmintos visualizados entre os méto-
dos. Porém, enquanto analise qualitativa, a técnica pode ser considerada valida, uma vez que a qualidade da visualizacdo dos parasitas
¢é correspondente em ambos os métodos. Pode ser concluido que o MRMRA é um método simples de realizar e de facil implementacéo
na rotina de laboratorios e estacées de tratamento de esgoto.

PALAVRAS-CHAVE: Parasitologia. Saude Publica. Parasitologia - técnicas de diagnostico.

ABSTRACT: Ritchie Method (1948) is an efficient methodology for diagnosing parasitic organisms in environmental matrixes, but the use
of ethylic ether and formaldehyde is an disadvantage, for these are toxic reagents that damages the environment and affects occupational
health. The objective of this study was to standardize a suitable technique of Ritchie Method for the identification of parasites in sewage
silt, which avoids the use of toxic substances and can be used in parasitological laboratories. Samples of silt were submitted to Ritchie
Method (RM) and Method of Modified Ritchie by Régis Anécimo (MMRRA), in which water at 45°C and neutral detergent substitute for
chemical substances. Results show that in RM the percentage of Ancylostomasp was 19%, Hymenolepis sp 79%, Ascaris sp 2% and Trichuris
trichiura 0% from a total of 1970 visualized helminthes, whereas in MRMRA the percentage of Ancylostoma sp was 56%, Hymenolepis sp
40%, Ascaris sp 4% and Tricuris trichiura 0% in a total of 398 helminthes. Evaluated quantitatively MRMRA was less efficient, for these
results show a significant difference in the number of helminthes identified by the methods. However, a qualitative analysis shows the
technique to be valid, since the quality of parasites identification is the same in both methods. We may conclude that MRMRA is a simple
and easy method to be used in the routine of laboratories and sewage treatment stations.

KEYWORDS: Parasitology. Public health. Diagnosis Parasitology - techniques.

RESUMEN: EI Método de Ritchie (1948) es una metodologia eficiente para diagnosticar organismos parasitos en matrices ambientales,
pero el uso de del éter etilico y del formaldehido es una desventaja, vez que son reactivos toxicos para el ambiente y la salud ocupacional.
El objetivo de este estudio fue estandardizar una técnica conveniente del Método de Ritchie como para la identificacion de parasitos en
el légamo de las aguas residuales, técnica que evita el uso de sustancias téxicas y se puede utilizar en laboratorios parasitoldgicos. Las
muestras de légamo fueron sometidas al Método de Ritchie (MR) y al Método de Ritchie Modificado por Régis Anécimo (MMRRA), en el
cual quien el agua en 45° C y detergente neutral substituyen las sustancias quimicas. Los resultados demuestran que en RM el porcentaje
de Ancylostoma sp fue 19%, Hymenolepissp 79% Ascaris sp 2% y Trichuris trichiura 0% de un total de 1970 helmintos, mientras que en
el MRMRA el porcentaje del de Ancylostoma sp fue 56%, Hymenolepis sp 40% Ascaris sp 4% y Trichuris trichiura 0% de un total de 398
helmintos. Cuantitativamente evaluado MRMRA fue menos eficiente, porque estos resultados demuestran una diferencia significativa de
los helmintos identificados por los métodos. Sin embargo, un analisis cualitativo demuestra que la técnica es valida, puesto que la calidad
de la identificacion de los parasitos estd igual en ambos métodos. Se puede concluir que MRMRA es un método simple y facil como para
ser utilizado en la rutina de laboratorios y de estaciones del tratamiento de aguas residuales.

PALABRAS LLAVE: Parasitologia. Salud publica. Parasitologia diagnosis - técnicas.

* Aluno do Curso de Graduagdo em Enfermagem. Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo. Bolsista de Inicia¢do Cientifica junto ao
Laboratdrio Ecotoxicologia e Parasitologia Ambiental — Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo. Bolsistas: FAPESP e PIBITI/CNPq.
** Doutoranda. Programa de Enfermagem em Satde Publica do Departamento de Enfermagem Materno-Infantil e Satiide Publica. Laboratério Ecotoxicologia e
Parasitologia Ambiental — Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo. Bolsista: FAPESP.
#** Professora Associada. Departamento Materno-Infantil e Satide Ptblica da Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo.
Laboratério de Satide Ambiental.
**%% Professora Doutora. Departamento Materno-Infantil e Satide Publica. Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo.
Laboratério de Ecotoxicologia e Parasitologia Ambiental.

O Munbpo pA Saupg, Sdo Paulo: 2009;33(4):427-432. 427
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Introducao

As parasitoses sao causas rele-
vantes de agravos a saide quan-
do as condicdes socioeconomica e
culturais precdrias permitem a ma-
nutencao e disseminacao de ciclos
bioldgicos de varios parasitas'2. No
continente americano, estima-se
que cerca de 200 milhoes de pes-
soas estejam infectadas por algum
tipo de parasita intestinal, ocorren-
do cerca de dez mil 6bitos a cada
ano devido somente ao parasitismo
por helmintos intestinais?. No Bra-
sil, em fungao das diferencas regio-
nais, a contaminagao do ambiente
é intensa em determinadas regides,
e a prevaléncia de parasitoses in-
testinais € elevada, principalmente
nas regioes norte e nordeste, em
funcao, sobretudo, de saneamento
bésico deficiente, precdria educacao
sanitaria da populacgao associada
ao baixo nivel de renda e ma quali-
dade dos servicos de satde’**.

Segundo Relatdrio de Desen-
volvimento Humano’, no Brasil,
a proporc¢ao da populagdo com
acesso a agua potavel é de 90%,
porém apenas metade possui rede
de esgoto e, segundo o diagnosti-
co elaborado para a realizacao da
Conferéncia Nacional das Cidades,
com base nos dados divulgados por
pesquisas do IBGE, ¢é justamente
aos mais pobres que o0 saneamento
mais falta®. Assim, universalizar
a provisao de dgua, sem o devido
tratamento de esgotos, é propiciar
uma oportunidade para que o es-
goto nao tratado seja uma fonte de
contaminacao para as pessoas.

O Relatério de Desenvolvimen-
to Humano’ destaca que, no Brasil,
0s 20% mais ricos tém um acesso a
agua e saneamento em niveis com-
paraveis aos dos paises desenvol-
vidos, mas que entre os 20% mais
pobres proliferam taxas de cober-
tura mais baixas do que no Vietna.
Dados do IPEA® sobre a cobertura
de dgua de rede canalizada e esgo-
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to, no ano de 2007, mostram que
aregidao que apresenta o pior de-
sempenho é o Centro-Oeste, onde
pouco mais de 52% da populagao
urbana possui esgoto adequado,
enquanto a cobertura no Norte é
cerca de 60% e no Nordeste é de
68,4%. O tratamento de esgotos
ainda é muito baixo em todo o Pais
e merece ser foco de a¢des de poli-
tica de satide publica.

Com a coleta e o tratamento de
esgoto, as dguas residuais prove-
nientes do uso urbano, comercial
e industrial sdo submetidas a um
tratamento que visa a reduzir con-
sideravelmente a carga de matéria
organica, agentes patogénicos e ou-
tros detritos, tendo como subpro-
dutos o esgoto tratado e o lodo de
esgoto, um residuo de composicao
variavel e de altissimo potencial po-
luidor. Dessa forma, as estacoes de
tratamento de esgoto defrontam-se
com o problema da destinacao do
lodo de esgoto, residuo que perma-
nece apos o tratamento dos efluen-
tes. Diversas alternativas tém sido
buscadas, entre elas a utilizacao de
solos como meio de descarte, situ-
acdo em que ha risco de poluicdao
ambiental, com possibilidade de
contaminacao da cadeia alimentar
com diversas substancias quimicas
e outros elementos nocivos.

0O lodo é usado, também, como
adubo em plantag¢des, sendo um
importante indicador de controle
de qualidade no processo de tra-
tamento do esgoto, além de trazer
informacoes epidemioldgicas sobre
doengas infecto-contagiosas preva-
lentes nas comunidades que geram
0 esgoto.

Gerba, Smith!® ressaltam que a
concentracao de patdgenos no es-
goto e no lodo de esgoto estd direta-
mente relacionada com a incidéncia
de infec¢bes entéricas dentro da co-
munidade. Muita atencao é dada a
presenca de ovos de helmintos em
efluentes finais, efluentes usados
para irrigagao ou lodo de esgoto,

pela sua alta resisténcia a condicoes
ambientais adversas.

Os controles impostos para a
praética da aplicacao do lodo de esgo-
to geralmente tém o objetivo de pro-
teger a sauide publica e o ambiente,
mas deve-se levar em conta fatores,
como a disponibilidade de tecno-
logias de controle, a relacao custo-
eficicia, a aceitagdo publica, assim
como as realidades politicas''.

Dessa maneira, tanto se tratan-
do da prevencao a doenca quanto
da promocgao a saude, tem sido
necessario o desenvolvimento de
novas metodologias de andlise pa-
rasitoldgica que sejam adaptadas
as caracteristicas do lodo de esgoto
e possam ter qualidade e sensibili-
dade suficientes para trazer indices
seguros.

Dentre as diversas técnicas exis-
tentes para a anélise parasitoldgi-
ca, destaca-se o Método de Ritchie
(1948), que tem base em uma me-
todologia de reconhecida eficiéncia
para o diagnoéstico de helmintos e
protozoarios nas fezes, pela realiza-
¢ao de uma centrifugo-sedimentacao
com o uso do éter etilico (C4H100) e
formaldeido (HCHO), dois reagentes
toxicos tanto para a satide ambiental
quanto para a ocupacional'2.

O presente estudo teve como
objetivo propor uma técnica adap-
tada do Método Tradicional de
Ritchie para a identificacdo de hel-
mintos e protozoarios que evite o
uso de substancias toxicas e possa
ser utilizada em Laboratérios de Pa-
rasitologia Ambiental para o diag-
néstico de helmintos e protozodrios
em lodo de esgoto, denominado o
Meétodo de Ritchie Modificado por
Régis Anécimo (MRMRA).

Material e métodos

O municipio de Ribeirao Preto
apresenta duas estacoes de trata-
mento de esgoto, a Estacao de Tra-
tamento de Esgotos Ribeirao Preto
e a Caicara. O Departamento de
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Agua e Esgoto de Ribeirdo Preto
(DAERP) e a Ambient-Servigos
Ambientais de Ribeirao Preto S. A.
chegaram a um acordo para a con-
clusao das obras de interceptacao
na rede de esgoto da cidade. Para
atingir a meta de 100%, é preciso
instalar cerca de 40 quilometros de
interceptores e emissarios, estando
0 projeto previsto para terminar em
seis anos, ou seja, provavelmente a
cidade apresentard 100% de esgoto
tratado até 2015".

Este trabalho foi realizado no
Laboratério de Ecotoxicologia e
Parasitologia Ambiental da Escola
de Enfermagem de Ribeirao Preto
da Universidade de Sao Paulo.

As amostras de lodo foram co-
letadas na Estacao de Tratamento
de Esgoto de Ribeirao Preto. Foi
realizada a analise de 100 amos-
tras do logo de esgoto, segundo o
método de Ritchie (MR) e o Mé-
todo de Ritchie Modificado por
Régis Anécimo (MRMRA). Para o
desenvolvimento das técnicas, fo-
ram utilizados 10g da amostra co-
letada. A amostra foi coletada com
o auxilio de uma espatula estéril,
colocada em frascos de boca larga
e com tampa rosqueada. O tempo
desde a coleta da amostra até o ini-
cio da analise nao ultrapassou 48
horas'".

Amostras positivas para a téc-
nica de sedimentacao foram sepa-
radas durante esse periodo para a
analise comparativa do Método de
Ritchie e do Método de Ritchie Mo-
dificado por Régis Anécimo.

O método padronizado e deno-
minado “Método de Ritchie Modi-
ficado por Régis Anécimo” (2006),
é descrito a seguir, tendo como
principio a centrifugo-sedimenta-
¢do em agua morna saponificada.
A técnica baseia-se na suspensao
de aproximadamente 2g de fezes
para 10 mL de dgua. As amostras
sao homogeneizadas e filtradas por
gaze dobrada, com auxilio de um
funil (65 x 50mm), para o tubo de

centrifugacao (tubo de 15mL); em
seguida, sao centrifugadas a 2500
rpm durante 1 min., desprezando
o sobrenadante. Logo apds, sdo
adicionados 10mL de d4gua morna
(45°C) com 100pL de detergen-
te neutro e homogeneizado por
agitacao e centrifugado a 2500
rpm durante 1 min. Em seguida,
o sobrenadante é desprezado e o
sedimento ressuspendido. Apés
a centrifugacao sao adicionados
10mL de 4gua e centrifugados a
2500 rpm durante 1 min. Uma
gota do material é colocada sobre
uma lamina, sendo acrescentandas
de 1 a 3 gotas de lugol e observada
no microscépio com aumento de
100x e 400x, com o0 auxilio de uma
laminula.

Os métodos foram desenvol-
vidos em condigoes semelhantes
seguindo as diretrizes analiticas.
As laminas foram visualizadas no
microscopio Nikon Eclipse E200,
com o aumento de 100x e 400x, no
Laboratério de Ecotoxicologia e Pa-
rasitologia Ambiental da EERP.

Foram realizadas a andlise
qualitativa, mediante a identifica-
¢do das estruturas parasitarias ob-
servadas, e a andlise quantitativa,
pela varredura completa do campo
nas laminas fixadas. Os resultados
foram expressos pelo nimero de
ovos e/ou larvas de helmintos e/ou
cistos de protozoarios.

Resultados e discussao

O lodo de esgoto é um residuo
de composicdo variavel e de altis-
simo potencial poluidor, obtido do
tratamento de aguas residudrias.
Ovos de helmintos, principalmente
ovos de ascarideos, tém sido utiliza-
dos como indicadores da qualidade
sanitaria do lodo, por apresentarem
elevada resisténcia em lodos trata-
dos”. Assim, a alta taxa de sobrevi-
véncia de patdgenos, a ubiquidade
em amostras de esgoto e a alta pre-
valéncia sao fatores que ressaltam a
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importancia de estudar, também, a
ocorréncia de ovos de parasitas em
amostras de lodo de esgoto’®.

Nas amostras analisadas por
ambos os métodos, foram observa-
das infeccdes multiplas, e as estru-
turas parasitarias encontradas no
lodo do esgoto foram dos seguintes
helmintos: Ancylostoma sp, Hy-
menolepis sp, Ascaris sp, Tricuris
trichiura (Figura 1).

A eficiéncia das técnicas de enu-
meracao de parasitas em amostras
de lodo de esgoto, solo e fezes é
dependente de uma recuperacao
adequada em funcao da separagao
dos organismos-alvos a partir das
particulas presentes nas matrizes'”.
Além disso, é importante conside-
rar que o grande teor de particulas
presentes nas amostras derivadas
de esgoto constitui um fator critico
de interferéncia nos procedimentos
de detecgao e visualizagao de ovos,
cistos e oocistos. Ao comparar am-
bos os métodos, verificou-se que as
amostras processadas pelo MRMRA
apresentaram maior concentragao
de particulas que interferiam na
visualizacao, quando comparadas
com as laminas preparadas pelo
MR.

A Figura 1 mostra que, no pre-
sente estudo, nao foram identifica-
dos cistos e oocistos como estruturas
parasitdrias, sendo identificados
unicamente ovos de helmintos.
Essa pouca diversidade de parasitos
e a visualizacao de apenas ovos de
helmintos é justificada, também,
pelo fato desses ovos serem mais
facilmente detectados que cistos e
oocistos, o que pode ocorrer devido
ao seu maior tamanho e ao fato dos
ovos serem mais facilmente obscu-
recidos pela grande quantidade de
particulas existente em amostras de
esgoto bruto, lodo ativado e lodo de
esgoto'®. Além disso, a remocgao de
diferentes organismos patogénicos
depende nao sé do tamanho, mas
também da capacidade de absor-
¢ao ou adesao, da densidade e da
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Figura 1. Exemplares de ovos encontrados nas amostras, segundo o Método de Ritchie (MR) e o
Método de Ritchie Modificado por Regis Anécimo (MRMRA)

Amostra/Parasito

Ancylostoma sp

Hymenolepis sp

Ascaris sp

Trichuris trichiura
Nao encontrado
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velocidade de sedimentacao des-
sas estruturas. Sabe-se que a taxa
de sedimentacdao do ovo de um
helminto é cerca de 1 metro/hora,
enquanto que, para protozoarios,
como a Giardia sp, essa taxa é de 1
metro/5 horas, o que permite, por-
tanto, a presenca de helmintos em
grande quantidade nos efluentes li-
quidos’, verificada pelos resultados
do estudo, o que justifica, também,
a auséncia de outros parasitas nas
Figuras apresentadas.

Os resultados obtidos da lei-
tura da frequéncia parasitaria nas
amostras analisadas pelo MR e pelo
MRMRA demonstram diferentes
porcentagens. No MR, a porcen-
tagem de Ancylostoma sp foi de
19%, a de Hymenolepis sp foi de
79%, a de Ascaris sp foide 2% e a
de Trichuris trichiura foi de 0%, em
um total de 1970 helmintos visua-
lizados. Porém, no MRMRA, a por-
centagem de Ancylostoma sp foi de
56%, a de Hymenolepis sp foi de
40%, a de Ascaris sp foide 4% e a
de Tricuris trichiura foi de 0%, em
um total de 398 helmintos.

A Figura 2 apresenta a compa-
racao entre a quantidade de ovos
de parasitas, segundo os dois mé-
todos analiticos explorados.

Assim, avaliando quantati-
vamente, o MRMRA foi menos
eficiente, devido a diferenga encon-
trada na varredura completa das
amostras, nas quais a quantidade
de ovos de helmintos visualizada
no MR se sobressai em relacdo ao
MRMRA, o que pode ser identifi-
cado na Figura 2, que demonstra a
grande diferenca entre o nimero
de parasitas identificados, princi-
palmente ao analisar os ovos iden-
tificados de Hymenolepis sp, que

Figura 2. Comparagao entre a quantidade de ovos de parasitas
encontrados nas 100 amostras pelo Método de Ritchie e do
Método de Ritchie Modificado por Régis Anécimo
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ultrapassam 1400 ovos no Método
de Ritchie e poco mais de 100 ovos
identificados no Método de Ritchie
Modificado por Régis Anécimo. A
baixa eficiéncia na identificacao
quantitativa de ovos, cistos e oocis-
tos em amostras de lodo analisadas
pelo MRMRA pode, entao, ser de-
vido, como mencionado anterior-
mente, a grande quantidade de
particulas presentes nesses tipos de
amostras, assim como de lipidios,
fazendo com que a padronizacao
da Técnica de Ritchie Modificada
por Régis Anécimo em fezes nao
seja aplicavel para a anélise quan-
titativa de parasitas em amostras de
lodo de esgoto'”*.

Observando a andlise qualitati-
va, a técnica pode ser considerada
eficaz, uma vez que a qualidade da
visualizacdo dos parasitas é corres-
pondente em ambos 0s métodos
(Figura 1).

Conclusoes

Pode ser concluido que o MR-
MRA é um método simples de se
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realizar, possui baixo custo e é de
facil implementacdo na rotina de
laboratérios de Parasitologia Am-
biental e estagdes de tratamento
de esgoto, especialmente em pai-
ses em desenvolvimento.

Diante dos resultados, € interes-
sante, do ponto de vista da Saude
Publica, investigar a ocorréncia
desses parasitas em amostras de
lodo de esgoto considerando que o
esgoto é uma fonte de patdgenos e
que esse subproduto do tratamen-
to de esgoto, tem como principal
destino o aterro sanitdrio ou solos
usados para agricultura. Além dis-
50, hd uma escassez de dados, no
Brasil, em relagdo a presencga desses
parasitos patogénicos em lodo de
esgoto, bem como uma metodo-
logia adequada para sua detecgao.
Assim, o lodo de esgoto pode, por-
tanto, conter grande quantidade
e variedade de patdgenos, o que
ressalta a importancia de um tra-
tamento adequado, assim como o
desenvolvimento de técnicas que
permitam sua identificacao e, ao
mesmo tempo, que minimizem a
utilizagao de produtos quimicos.
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