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METODO DE FAUST ET AL.: RENDIMENTO DE COLHEITA POR ALGA METALICA (1)

Dante da Silva PEREIRA (2) & Claudio Santes FERREIRA (3)

RESUMO

A eficiéncia do uso de uma alca metdlica para a remoc¢do de elementos parasi-
tarios flutuantes foiinvestigada. A quantidade de elementos removidos a cada alcada
sucessiva foi confrontada com um modelo logaritmico, o qual indicou que cada
alcada retirou cerca de 30% dos elementos parasitarios flutuantes remanescentes.
Estimou-se que as 5 primeiras al¢cadas retiraram um total de 83% dos elementos
parasitarios flutuantes, sendo este um procedimento adequado para o método sob

investigacao.
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INTRODUCAO

Dentre processos de uso freqliiente em Labo-
ratério de Parasitologia Clinica, encontra-se o
“método de FAUST et al.”* % ¢, destinado a pes-
quisa de cistos de protozodrios e ovos pouco den-
sos e larvas de helmintos® 2. A designagio “mé-
todo de FAUST et al.” tem sido aplicada a uma
série de diferentes processos descritos pelos au-
tores da publicagdo original e por outros que
nela introduziram modificacoes® % 7 15 18- 17. 18

Originalmente, FAUST et al., prescreveram,
em 1938, dentre outros métodos, o de centrifugo-
flutuacdo em sulfato de zinco, sendo a colheita
do material flutuante feita por meio de laminula
superposta & boca do tubo-de-ensaio contendo
a suspensao centrifugada®. Trata-se de modifi-
cacdo de método descrito em 1923, por LANE®
0. 3 Em estudo comparativo de 1939, FAUST
et al'%, apresentaram, sob a denominacio “téc-

nica 8”, a centrifugo-flutuacao em sulfato de zin-
co com colheita do material flutuante feita por
meio de al¢a bacteriolégica, procedimento e mé-
todo que foram, a partir de entdo, recomenda-
dos. A utilizacdo da alga para este fim havia sido
proposta inicialmente por KOFOID & BAR-
BERY.

Permitindo grande eficiéncia na concentra-
cao de elementos parasitarios'®, o “método de
FAUST et al.” foi objeto de véarios estudos de
comparacao de eficdcia ou rendimento com ou-
tros processos ja consagrados* & 12 13, Estabele-
cendo-se correspondéncias dos diferentes con-
juntos de prescri¢cdes do método, citados:nestes
estudos e em compéndios de Parasitologia, com
a “técnica 8”, constata-se haver, em geral, pres-
crigoes conflitantes! 1! 1518 observando-se modi-
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ficacOes de praticamente todas as operag¢oes da
“técnica 8”.

Dentre operacdes decisivas para o rendi-
mento do método estd a colheita do material
flutuante por meio de al¢a. O nimero de algadas
a serem retiradas é um dos seus aspectos princi-
pais; entretanto, ha divergéncias entre os auto-
res sobre o assunto: FAUST et al. recomendam
a retirada de 3 alcadas, SACRAMENTO refere-se
a 2 ou 3, TOBIE a 3 ou 4 e RIBEIRO, a dez'*
17,18, 1% Opinides tdo diversas levaram-nos a pes-
quisar sua fundamentacao.

MATERIAL E METODOS
Material

— Amostras de fezes humanas de consisténcia
normal!!, contendo cistos de Entamoeba coli
(GRASSI, 1879) CASAGRANDI & BARBAGAL-
LO, 1895, ou de Giardia lamblia STILES, 1915,
mantidas a temperatura de 4°C por 5 dias, no
maximo.

— Microscépio binocular ‘““Nikon’’ modelo
“SBR” equipado com objetivas acromaticas
“Nikon 10/0,25 160/-e 40/0,65 160/0,17” e oculares
“HKW 10X 18,0”.

— Centrifugador “International” modelo “K”
equipado com tacometro.

—Balanca “Marte” modelo “1001”, com precisiao
de 0,1 g.

— Alc¢acircular com didmetro externo de 4,5 mm
feita com fio de niquel-cromo “24 AWG” (0,64
mm de didmetro).

— Aredmetro com escala compreendida entre
1000 e 1500 kg/m? e precisdo de 5 kg/m?.

— Solugao de sulfato de zinco com massa espe-
cifica 1180 kg/m®, constituido de ZnSO,12H,0
“Qeel” “para andlise” dissolvido em 4gua desti-
lada.

— Solug¢io de Lugol.

— Tubos-de-ensaio de 10 x 75 mm.

— Laminas para microscopia de 26 x 76 mm,
com espessura de 1,2 mm.

— Laminulas de 20 x 20 mm, com espessura de
0,17 mm.

— Tamis metdlico com 18 malhas por centime-
tro.

— Pelicula “parafilm M”.

— Vidraria comumente utilizada em Laboratoério
Clinico.
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Método

Prescricoes adotadas para execucgiao do mé-
todo de FAUST et al.

1 — Cada recipiente contendo amostra fecal
foi pesado, antes e apds a transferéncia (com au-
xflio de um bastao de vidro) de parcela da mes-
ma para um frasco de Borrel. Considerou-se a
diferenca entre os resultados das pesagens como
0 peso da parcela transferida.

2 — Cada amostra foi diluida em agua desti-
lada com volume suficiente para formar uma
suspensio a 10% (p/v). A massa especifica das
fezes fol considerada como 1000 kg/m3®.

3 — A massa fecal foi cuidadosamente desa-
gregada em agua por meio de bastao de vidro.

4 — A suspensao foi passada através de ta-
mis para calice de sedimentacao.

5 — O liquido tamisado foi homogeneizado
por agitacdo, usando-se o bastao de vidro.

6 — Imediatamente ap6s a operacio de ho-
mogeneizacao, uma parcela da suspensio foi
transferida para um tubo-de-ensaio de 10 x 75
mm, sendo preenchido até cerca de 1 cm de sua
borda (volume de aproximadamente 3,9 ml, em
média).

7 — O tubo contendo a suspensio tamisada
foi submetido a centrifugacdo a 2500 rpm (1397
g) durante 1 minuto (tempo considerado ap6s
ter sido atingida a velocidade de centrifugacio
estipulada).

8 — O liquido sobrenadante foi desprezado
emborcando-se o tubo num movimento répido
€ Unico, sendo imediatamente voltado para seu
sentido anterior ap6s esgotar-se o fluxo continuo
de escoamento do sobrenadante.

9 — O sedimento resultante foi desagregado
por agitacao lateral vigorosa do tubo-de-ensaio.

10 — A adicao de agua destilada aos poucos,
ao sedimento, até cerca de 1 cm da borda do
tubo, foi alternada com agitacdo do mesmo, vi-
sando-se a uma suspensio homogénea.
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11 — O processo de “lavagem do sedimento”
(itens 10, 7, 8 e 9, nesta ordem) foi repetido uma
vez.

12 — Adicionou-se ao sedimento, aos poucos,
a solucdo de sulfato de zinco (massa especifica
1180 kg/m?) até cerca de 1 cm da borda do tubo
de-ensaio, alternando-se com agitacdo do mes-
mo. Cuidou-se para que a suspensao se apresen-
tasse homogénea a observacao visual.

13 — A suspensio foi submetida a centrifu-
gacao a 2500 rpm (1397 g) durante 1 minuto. O
tubo foi cuidadosamente retirado do centrifu-
gador, sendo a colheita de material flutuante fei-
ta dentro de aproximadamente 1 minuto.

14 — Removeu-se material flutuante do cen-
trifugado usando-se a al¢a, colocada em contato
com a superficie liquida e retirada cuidadosa-
mente em seguida. Durante esta operac¢éo, aal¢a
permaneceu paralela a superficie liquida.

15— O material removido foi colocado sobre
lamina para microscopia anteriormente identifi-
cada, onde foi misturado, usando-se a alca, com
uma gota de solugao de Lugol previamente colo-
cada sobre a lamina.

16 — Transferiu-se o maximo de liquido exis-
tente na al¢a, por sucessivos toques da mesma
sobre dreas secas da lamina, préximas de onde
o material removido foi colocado.

17 — A suspensio formada de material flu-
tuante retirado e solucao de Lugol foi homoge-
neizada por meio de movimentos circulares de
um dos cantos de uma laminula.

18 — Uma aresta da laminula foi colocada
paralela e proximamente a uma das bordas lon-
gitudinais da ldmina. Inclinando-se adequada-
mente 0 conjunto, a suspensao acumulou-se no
angulo diedro formado.

19 — Deitou-se a laminula sobre a ldmina,
tendo-se o cuidado de evitar a formacao de bo-
lhas.

20 — A preparacao foi, entdo, levada para
exame ao microscépio.

PARTE EXPERIMENTAL

Retiraram-se 10 algadas sucessivas de mate-
rial flutuante. Ap6s cadaretirada, o tubo conten-
do o material remanescente foi vigorosamente
agitado (ap6s ser fechado com pelicula “Para-
film”’) e centrifugado (1397 g) durante 1 minuto.
Foram utilizadas 3 amostras fecais contendo cis-
tos de E. coli e uma contendo cistos de G. lam-
blia, sendo para cada amostra desenvolvidos 2
experimentos independentes. Cada experimen-
to (de um total de 8, portanto) constituiu-se de
contagens de elementos parasitdrios em 10 pre-
paracodes referentes as alcadas retiradas de uma
mesma suspensio.

Sabendo-se que a precisao de contagens por
amostragem é fun¢ao daraiz quadrada do niime-
ro de elementos contados® * e dada a elevada
quantidade de cistos presentes nas preparacées
examinadas, optou-se pela contagem dos mes-
mos em 36 campos microseépicos, em cada pre-
parac¢éo. Estes campos foram distribuidos igual-
mente em 4 colunas de campos, paralelas entre
si e perpendiculares ao eixo maior da prepara-
¢40; cada coluna distou 4 mm da adjacente e
da borda dalaminula (quando vizinha 4 mesma).
Em cada coluna, o centro de um campo distou
2mm do adjacente ou da borda da laminula per-
pendicular a coluna. A escolha do aumento mi-
croscépico dependeu da numerosidade de cistos
por campo: cistos de E. coli foram observados
sob aumento de 100 vezes e os de G. lamblia,
sob aumento de 400 vezes.

Resultados das contagens sugeriram que as
quantidades de elementos parasitarios retirados
por alcadas sucessivas guardavam entre sirazao
aproximadamente constante. Assim, foi elabo-
rado modelo matematico com o qual foram com-
parados os dados empiricos e verificado seu ajus-
tamento. O processamento dos dados foi feito
ap6s conversido dos mesmos em valores facil-
mente compardveis: estipulou-se como sendo
igual a 100 o nimero total dos elementos remo-
vidos em cada experimento.

RESULTADOS
Resultados de contagens de elementos para-
sitarios no material transferido por alcadas su-
cessivas (Tabela 1) forneceram dados que, com-

parados com o modelo matemadtico, permitiram
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obterestimativas da propor¢io de elementospa-
rasitarios retirados por determinado nimero de
alcadas sucessivas (Tabela 2). O modelo logarit-

TABELA 1
Valores médios relativos as quantidades de elementos parasi-
tarios (EP) transferidos por algadas sucessivas, em 8 séries
de ensaios (contagens de EP em 10 preparag¢ées provenientes
de algadas sucessivas).

Ordem da al¢ada Valores médios

28,0
23.6
15.4
10,6
8,0
53
3.2
3,0
1,9
11

W0 N3 U W N

—
(=]

Equacgdes:y = Q.d (1 —d»™! (58]

x = numero de ordem da al¢ada (1 = x = 10}

y = numero de EP retirados

Q = numero total de EP existentes no material flutuante
d = proporgao de retirada de EP

Y=A+Bix-1 2)

Y logy

A = logQ +logd

B = log(l —dy

coeficiente de determinacédo (r*) = 0,9919

TABELA 2
Quantidades estimadas de EP transferidos por sucessivas alga-
das. As quantidades expressas como percentagens simples re-
lacionam-se com a ordem de retirada das algadas e as expres-
sas como percentagens acumuladas, com o nimero de algadas

retiradas.
Ordem da algada ou percentagens
numero de al¢adas
simples acumuladas
1 30,0 30,0
2 21,0 51,0
3 147 65,7
4 10,3 16,0
5 7,2 83,2
6 5.0 88,3
7 3,5 91,8
8 2,5 94,2
9 1,7 96,0
10 1,2 97.2

Equacao: y= Q.d¢l-dr?

X = numero de ordem da alcada

y = numero de EP retirados (em percentagem)

Q = numero total de EP existentes no material flutuante
= 100%

d = proporcao de retirada de EP = 30,09
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mico adotado indicou a conveniéncia de usar
5 alcadas, ao todo, que deveréo retirar, teorica-
mente, 83% do total de elementos parasitarios
flutuantes (Figura 1), sendo calculada em 30% a
proporcao dos elementos parasitarios retirados,
a cada alcada, em relacao aos pré-existentes.

DISCUSSOES E CONCLUSOES

Em experimentos prévios verificou-se que,
quando os didmetros do tubo-de-ensaio e da al¢a
pouco diferem, ndo ocorre a retirada de material
flutuante, pois a pelicula forma-se entre a parte
externa da al¢a e a parede interna do tubo, rom-
pendo-se com o afastamento entre ambos. Mes-
mo quando obtida a pelicula por meio de alga
com didmetro pouco menor, movimentos invo-
luntarios que estabelecam contato desta com
a parede do tubo causam transferéncia do liqui-
do para esta superficie. Sendo fixos os diametros
do tubo-de-ensaio, foram confeccionadas al¢as
de dimensdes que proporcionassem a retirada
de material flutuante rendimento maximo, con-
siderando as limitagdes citadas para seu diame-
tro, que foi de 4,5 mm (didmetro externo).

100- Fr:/—F"'—
80- .~ 7r

60

20-

Notagao: dados empiricos
= dados teoricos

= ninero de algadas retiradas

oz]0

= numero que representa o valor médio acumulado reia
tivo 3 quantidade de EP transferidos, quando rela
clonado com dados empfricos, ou a percentagem acu-
mulada estimada de EP transferldos, quando relacio
nado com dados tedricos

Fig.1 — Confrontac¢io entre valores médios empiricos e valores
estimados (em percentagens), de quantidades acumuladas de
EP retirados em 10 algadas sucessivas.
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A homogeneizacao seguida de centrifugacéo,
ap6s cada retirada de material flutuante, visou
a proporcionar, tanto quanto possivel, igual pro-
babilidade de distribuicdo de elementos parasi-
tarios na pelicula superficial, tornando-se os re-
sultados menos sujeitos a variacées e possibi-
litando desenvolvimento de menor nimero de
ensaios para estudo do fenémeno.

Aceito o ajustamento dos dados empiricos
a equacao deduzida, que indicou ser retirada a
cada al¢ada proporc¢ao constante dos elementos
parasitarios flutuantes remanescentes (30%),
adimitiu-se que sucessivas algadas tenderiam,
no limite, a recuperar a totalidade destes ele-
mentos. Este desiderato teérico poderia ser
aproximado, exigindo, entretanto, um numero
excessivamente grande de algadas (Tabela 2 e
Figura 1). Sabendo-se que a cada sucessiva reti-
rada decresce a quantidade de elementos parasi-
tarios transferidos para a lamina, torna-se im-
portante estabelecer, em termos tedricos, o me-
nor nimero de algcadas de que se pudesse esperar
a transferéncia da grande maioria dos elementos
parasitdarios. As primeiras 5 algadas de material
flutuante permitiram obtencao de, em meédia,
83% dos elementos parasitarios contidos na peli-
cula superficial, o que sugere sua adequacao ao
método.

A representacdo grafica de quantidades de
elementos parasitarios retirados por sucessivas
alcadas (Figura 1) visou a salientar a contribui-
c¢do das primeiras al¢cadas para a retirada dos
elementos parasitarios flutuantes. Sua confron-
tagdo com os valores médios empiricos acumu-
lados, obtidos da Tabela 1, demonstrou o ajusta-
mento destes & equacio formulada.

SUMMARY

The method of FAUST et al: Removal of floa-
ting material by using a metallic loop.

The efficiency of the use of a wire loop for
the removal of floating parasitic elements was
investigated. The quantity of elements removed
by each successive loopfull was confronted with
a logarithmic model which indicated that each
loopfull carried about 30% of the remaining floa-
ting parasitic elements. It was estimated that
the first five loopfulls carried a total of 83% of

the floating parasitic elements, being this ade-
quate procedure for the method under investi-
gation.
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